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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A formacédo de biofilme fungico na superficie do polimetil metacrilato (PMMA), material
mais utilizado para a fabricacdo de préteses dentarias, € um problema clinico significativo. A
vitroceramica originada do biovidro 45S5 demonstrou propriedades antifingicas frente a
Candida albicans. Contudo, é observou-se que essa propriedade ndo se mantém quando a
vitroceramica € incorporada ao verniz selante de superficie. Novos protocolos de

incorporacdo devem ser avaliados no futuro.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The formation of fungal biofilm on the surface of polymethyl methacrylate (PMMA), the
most frequently used material for the fabrication of dentures, is a clinically relevant problem.
The glass ceramic from 45S5 bio glass showed antifungal properties on Candida albicans.
However, this property was not observed when the material was incorporated to a glaze. New

protocols of incorporation should be evaluated in the future.
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"O que sabemos € uma gota, o que ignoramos é um oceano”. Isaac Newton



RESUMO

Castro GFS. Efeito antifingico da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 com prata
para modificacdo de superficie de resina acrilica de uso odontologico [dissertacao].
Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, 2024.

O objetivo do estudo foi sintetizar e caracterizar a resina acrilica de PMMA recoberta
com vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado com prata para uso
odontoldgico. A vitroceramica foi sintetizada, dopada com prata, incorporada ao
glaze e aplicado sobre a superficie de corpos de prova de PMMA com dimensées de
9 mm de didmetro por 2 mm de espessura. O material foi caracterizado morfologica
por Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG) e quimica por Difratometria de
raios X (DRX), Espectroscopia de raios x por Dispersdo de energia (EDS),
Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e 0s seus
efeitos sobre a formacdo de biofiimes de Candida albicans foram avaliados, assim
como a sua citotoxicidade para células de queratindcitos orais de linhagem NOK. Os
resultados foram analisados estatisticamente por testes apropriados (One-way
ANOVA e Tukey), adotando-se o nivel de significAncia de 5%. A vitroceramica
apresentou efeito antifingico sobre Candida albicans, no entanto, esta propriedade
ndo é mantida quando incorporada ao glaze para modificacdo de superficie do
PMMA.

Palavras-chave: Resina acrilica; Vitroceramica; Biovidro; Candida albicans.



ABSTRACT

Castro GFS. Antifungal effect of glass-ceramic derived from 45S5 bioglass with silver
for surface modification of acrylic resin for dental use [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2024.

The aim of the study was to synthesize and characterize PMMA acrylic resin coated
with 45S5 bioactive glass-derived vitroceramic doped with silver for dental use. The
vitroceramic was synthesized, silver-doped, incorporated into the glaze, and applied
onto the surface of PMMA test specimens measuring 9 mm in diameter by 2 mm in
thickness. The material was morphologically characterized by Scanning Electron
Microscopy (SEM-FEG). and chemically characterized by X-ray Diffraction (XRD),
Energy-Dispersive  X-ray Spectroscopy (EDS), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), and. Its effects on Candida albicans biofilm formation were
evaluated, as well as its cytotoxicity to oral keratinocyte cells of NOK lineage. The
results were statistically analyzed using appropriate tests (One-way ANOVA and
Tukey), adopting a significance level of 5%. The vitroceramic showed antifungal
effect against Candida albicans; however, this property is not maintained when
incorporated into the glaze for PMMA surface modification.

Keywords: Acrylic resi; Ceramic; Bioglass; Candida albicans.




SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nen . 11
2 REVISAO DE LITERATURA . ... oo 14
2.1 EStOMAtite PrOtELICA ....cciiiieiiiiiiie e e e e e e e e e e e eeaaenns 14
2.1.1 Vitroceramica derivada do biovidro 45S5 ............ccccuviiviiimiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 17
2.1.2 Ag&0o antimicrobiana da Prata ...............eeeeeemmeimiiiiiiiiiiiiiiiiie s 18
B PROPOSICAO ...ttt et te et ae e e aeeteeaenn e 20
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt eae e eae e 21
4.1 Sintese da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopada com prata.....21
4.1.1 Preparo dos corpos de provade PMMA ..., 21
4.2 Caracterizagao da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou

e To I oo ] (I o] &= L= PP PP PPPPPPPPP 23
4.2.1 Espectroscopia de raios x por dispersdo em energia (EDS).........cc........... 23
4.2.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).....23
4.2.3 Difratometria de RaioS X (DRX) ..ccoooeiiiiiiiieeeeeeee e 24
4.2.4 Microscopia eletronica de varredura com field emission gun (MEV-

L ORI 24

4.3 Avaliacao da atividade antifungica da vitroceramica dopada ou ndo com
prata pelo método de difuSA0 €M AQAr.........ueeeiiieeiiiiiiiiiiiiieee e 24
4.3.1 Avaliacdo do efeito antifungico da vitroceramica por metodologia de
(odo] a1 = o o [ €= (o TSP 25

4.3.2 Avaliacdo da citotoxicidade da vitroceramica derivada do biovidro

4.3.3 Incorporacgédo da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou
NA0 COM Pratano PMMA ... ... e 26
4.4 Caracterizacdo da resina de PMMA com superficie modificada pela
vitroceramica derivada do biovidro 45S5..........ouiiiiii i 28
4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura dos corpos de PMMA dopados

(o0 ) 1 0B RV L1 fo 1o =1 & 11 4 11oT- HATT T TR 28



4.4.2 Caracterizagcdo biolégica da resina de PMMA com superficie
modificada pela vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou néo
(o307 4 I 0] == PP 29
4.4.3 Efeito do recobrimento de PMMA por vitroceramica derivada do

biovidro 45s5 sobre a formagéo de biofilmes monoespécies de C. albicans....29

4.5 ANAliSE EStAtISTICA .oooiii e e e 30
B RESULTADOS ... .ottt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s s e e e e e e e e e s snsssbareeeeeaeeeeaanns 31
5.1 Espectroscopia de raios x por disperséo de energia (EDS) ........ccceeeeeevrennnns 31
5.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).....32
5.1.3 Difratometria de RaiOS X (DRX) .....uuuuuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiieeieeneeeneanaes 34
5.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) ........cccoeiiiiiiiiiiiiiiciiiie e, 35

5.2 Avaliacdo da atividade antifungica da vitroceramica pelo método de

(o T TV EST- oI =T0 (= o - PR RO PPPPPPRURR 36
5.2.1 Avaliacéo do efeito antifiUngico da vitroceramica por contato direto........ 37
5.3 Avaliacédo da citotoxicidade da VitroCeramiCa .........ccceeeeeeeeeeeiiiiiiiiiie e, 38

5.3.1 Incorporacéo da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopada ou
N&0 COM Prata No PMMA ... . ..ottt 39
5.3.2 Caracterizacdo da resina de PMMA com superficie modificada pela
vitroceramica derivada do biovidro 45S5.........ooiiiiii e 39
5.3.2.1 Microscopia eletronica de varredura com field emission gun ................ 40
5.3.3 Caracterizacdo biolégica da resina de PMMA com superficie

modificada pela vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou néo

(0207 0 I 0] == PPN 41
B DISCUSSAD ..ot 44
T CONCLUSAOD oo e, 51

REFERENCIAS ..o e, 52



11

1 INTRODUCAO

Os idosos representam o grupo demogréfico que esta experimentando o
crescimento mais significativo tanto no Brasil quanto globalmente. Esse aumento na
longevidade da populacdo é largamente atribuido a implementacdo de politicas
publicas de saude e avan¢cos na medicina (Souza et al.,, 2016). O aumento da
populacdo idosa € corroborado por diversos estudos. Segundo os dados
apresentados no estudo "World Population Prospects 2022" das Nacfes Unidas, a
populacao global de pessoas com 60 anos ou mais ultrapassou a marca de 1 bilh&o
em 2018 e é previsto que alcance 2 bilhdes até 2047, correspondendo a 21% da
populacdo mundial total. Além disso, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em seu levantamento de 2017, relatou que o nimero de idosos no Brasil ja
ultrapassou a marca de 30 milhdes.

Fatores socioecondmicos, assim como de saude global, educacdo e a
condicdo de saude bucal ao longo da vida influenciam na perda dentaria. Assim,
esta perda ndo pode ser considerada apenas uma consequéncia direta da presenca
de agravos como a carie, doencas periodontais e traumas (Patel et al., 2012).
Restabelecer ndo sé a estética, mas o equilibrio nas relacbes oclusais entre os
dentes remanescentes e a funcdo do aparelho estomatognético que sédo perdidas
pela falta dos elementos dentarios, sdo as principais funcdes das préteses dentarias,
melhorando a qualidade de vida do paciente (Shigli et al., 2015). Para alcancar o
sucesso ho tratamento, é necessario que 0 paciente seja orientado quanto ao
correto uso e higienizacao dela. A mal adaptacéo das proteses, a nao-retirada por
longos periodos e a ma higienizacdo afeta o bem-estar e gera acumulo do biofilme
microbiano sobre a superficie, contribuindo para o surgimento de lesdes bucais,
como a estomatite protética (Moraes et al., 2021). Além disso, a porosidade da
superficie das resinas de polimetilmetacrilato (PMMA) contribui para a aderéncia
microbiana a sua superficie (Patel et al., 2012; Shigli et al., 2015; Moraes et al.,
2021).

A candidiase oral € uma das doencgas mais recorrentes relacionadas as

préteses odontologicas. Trata-se de uma infeccao fungica oportunista que resulta do
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aumento das contagens de Candida spp. e sua patogenicidade aos tecidos do
hospedeiro. Candida albicans é a espécie mais comumente relacionada a doenca
devido aos seus fatores de viruléncia (Simdes et al., 2013; Batista, 2014). A etiologia
da candidiase bucal é multifatorial, sendo importante fatores predisponentes como:
doencas enddcrinas, xerostomia, uso de protese total, tabagismo, entre outros. A
queilite angular e a glossite romboide mediana podem estar associadas a estomatite
protética por Candida spp. (Tsutsumi et al., 2016; Villar et al., 2013; Senna et al.,
2018).

Além disso, estudos mostraram que Streptococcus mutans pode atuar em
combinacdo com C. albicans, gerando a co-adesdo dos micro-organismos,
facilitando assim a formacéo de biofiime e podendo agravar os quadros clinicos da
doenca (Falsetta et al., 2014; Kim et al., 2017; Kim et al., 2021).

Os antifungicos convencionais podem causar efeitos adversos. A nistatina e
o miconazol indicados para candidiase oral e queilite angular, assim como fluconazol
indicado para candidiase aguda e crbnica, podem causar nauseas vomitos e diarreia
(Gheorghe et al., 2021). Além dos efeitos adversos, os tratamentos atuais tém se
apresentado ineficazes em algumas situacdes clinicas devido ao surgimento de
cepas resistentes (Vieira, Santos, 2016).

Assim, atualmente, novas formas de prevenir e tratar a candidiase bucal
estdo sendo exploradas, como a utilizacdo de extratos naturais, 6leos essenciais e
nanoparticulas inorganicas (Gheorghe et al, 2021).

A resina de PMMA é um material utilizado na odontologia para fabricacao de
base de préteses dentarias por mais de oito décadas (Alfouzan et al, 2021), visto
gue reune caracteristicas como biocompatibilidade, estabilidade dimensional, boa
capacidade de polimento. No entanto, favorece uma rapida colonizagdo microbiana,
devido a hidrofobicidade e ao alto teor de energia superficial livre (Suga et al., 2005).
Além disso, fatores fisicos como a rugosidade da superficie, hidrofobicidade e
tensdo superficial podem influenciar na retencédo de biofilmes microbianos nas
superficies das préteses dentérias (Ferreira et al., 2021).

O teor de energia de superficie e carga positiva das superficies de resina de
PMMA fazem com que glicoproteinas salivares com carga negativa sejam atraidas,
formando uma estrutura semelhante a pelicula adquirida que facilita a colonizacao

pelas bactérias colonizadoras iniciais que também tém carga negativa e se
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aproximam da pelicula adquirida por meio de for¢as de Van der Waalls e se unem a
ela por meio de adesinas e pontes de hidrogénio (Sesma, Morimoto, 2011). Também
ocorre adesdo mecanica favorecida pelas irregularidades e porosidades da resina
(Silva et al., 2021).

Assim, o aprimoramento das resinas de PMMA para que possam reduzir a
aderéncia microbiana e prevenir a ocorréncia de candidiases bucais € uma das

estratégias exploradas na atualidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As irregularidades e porosidade da resina acrilica das proteses levam ao
acumulo de biofilme microbiano que podem desencadear infec¢des, afetando assim
todo o tecido de suporte. Candida albicans é uma espécie fungica que tem grande
afinidade para se aderir em superficies poliméricas (Gauch et al., 2020). Apds a
instalacdo da protese dentaria na cavidade bucal ha formacéo de pelicula adquirida
formada por proteinas salivares. ApGs duas horas, imunoglobulinas, mucinas, alfa-
amilase, cistatinas, proteinas ricas em prolina, lisoziima, glucosiltranferrase,
albumina, fibrinogénio podem ser encontradas nessa pelicula (Yin et al., 2020;
Bajunaid et al., 2021). Com isso, surge a necessidade de novos biomateriais com o
objetivo de inibir ou controlar as infec¢cbes bucais relacionadas a préteses, em

particular as causadas pelas espécies do género Candida.

2.1 Estomatite protética

Os idosos constituem o grupo demografico que registra 0 mais notavel
crescimento tanto no Brasil, assim como em todo o mundo. Esse aumento na
expectativa de vida da populacdo é amplamente creditado a eficacia das politicas
publicas de saude (Souza et al., 2016). Tendéncias recentes indicam que a perda
dentaria esta ocorrendo mais tardiamente na vida dos individuos. No entanto, é
importante notar que a capacidade de mastigacdo prejudicada continua a ser uma
das principais preocupacdes na saude bucal. Isso é evidenciado por varios estudos
gue destacam um notavel aumento no nimero de dentes perdidos a medida que a
idade avanca (Borg-Bartolo et al., 2022).

O éxito da reabilitacdo ndo depende apenas da eficacia da técnica utilizada,
mas também do processo de adaptacéo individual que contribui para a aceitacédo da
protese pelo paciente. Os desafios na confeccdo das préteses estdo intimamente

bY

ligados a harmonizagdo da estética, funcionalidade e conforto, aspectos que,
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quando combinados, resultam em uma notdvel melhoria na qualidade de vida do
paciente (Costa et al., 2013).

Na reabilitacdo do edentulismo, existem dois tipos de prétese dentéria: a
removivel e a fixa. Na protese removivel, o paciente pode facilmente remover a
estrutura sempre que desejar, podendo ser parcial ou overdenture. Por outro lado, a
protese fixa possui um sistema de retencdo permanente, que se fixa aos dentes
naturais ou aos implantes dentarios. Para a escolha € primordial a avaliacdo da
situacdo dos tecidos periodontais, perdas 0sseas, mobilidade dentarias e ressecoes
gengivais. Embora haja avancos consideraveis na area da odontologia, as préteses
parciais removiveis (PPRs) continuam sendo indispensaveis em muitos casos de
reconstrugcdo oral, pelo seu baixo custo, facilidade no reembasamento,
particularmente quando o rebordo desdentado posterior precisa ser restaurado (Filho
et al., 2021).

Os implantes dentarios também sdo uma opc¢éo de reabilitacdo oral, apesar
de atualmente serem mais seguros, o procedimento cirirgico para a colocacdo e
reabertura do implante sdo raz6es pelos quais o paciente relata insatisfacdo no
decorrer do tratamento além de contra indicacdes em alguns casos de salude e ndo
estar disponivel no servico publico CEO (Centro de Especialidades Odontoldgicas)
(Bambara et al., 2003).

A principal causa da estomatite protética esta relacionada a presenca
prolongada e continua das préteses dentais na cavidade bucal, sem a devida
remocdo e higienizacdo adequada, o que cria um ambiente favoravel para o
crescimento excessivo de micro-organismos, como Candida albicans (Bajunaid,
Baras, Xu, 2018).

A medida que Candida spp. se multiplicam, podem invadir a mucosa oral
adjacente, penetrando nas camadas superficiais do tecido epitelial por sua estrutura
filamentosa. A penetragdo fungica leva a irritagdo da mucosa, causando danos as
células epiteliais e induzem resposta inflamatéria local. Adicionalmente, também ha
resposta as toxinas, como acido lactico, acetaldeido e enzimas fosfolipases
proteinases e hialuronidases. Além das enzimas, Candida albicans produz varios
tipos de adesinas, como as proteinas Als (Agglutinin-like sequence), que
desempenham um papel crucial na aderéncia do fungo a diversas superficies,
incluindo as células epiteliais da mucosa oral e materiais das proteses. Cada subtipo
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de Als possui especificidade para diferentes receptores nas células epiteliais da
mucosa oral e nas proteses se fixando de maneira seletiva e eficaz devido a sua
estrutura molecular que inclui dominios de ligacdo ao substrato e dominios de
ligacdo ao receptor. As adesinas desempenham um papel fundamental na viruléncia
da Candida spp., ja que facilitam a colonizacéo de tecidos e a formacao de biofilmes
(Suchodolski., 2020; Shiradhone., 2018).

A estomatite protética é caracterizada pela presenca de lesdes com eritema
difuso, representadas por pontos ou areas focais avermelhadas. Essa lesdo se
localiza sob a base da protese total, principalmente na maxila, e apresenta variadas
alteracdes na textura e superficie da mucosa palatina levando grande desconforto
ao paciente (Filho et al., 2021).

Diversos agentes antifingicos orais tém sido indicados para o tratamento da
estomatite protética, tais como fluconazol, nistatina, anfotericina B, miconazol,
cetoconazol, itraconazol e clotrimazol. Embora esses tratamentos sejam eficazes na
maior parte dos casos, € importante observar que apresentam desvantagens
significativas, incluindo efeitos colaterais toxicos e o potencial desenvolvimento de
cepas resistentes (Bakhshi et al., 2012). Além disso, a recorréncia da lesdo ocorre
frequentemente. Portanto, apés a conclusdo do tratamento antifungico, €
fundamental manter as medidas de prevencdo, como a desinfeccdo das proteses. A
aplicacao topica de agentes antifUngicos tem se mostrado eficaz por um periodo
limitado de tempo e, adicionalmente, esses agentes podem ser negativamente
afetados pelo fluxo constante de saliva (Bakhshi et al., 2012; Martins, Lacerda.,
2019).

Biomateriais alternativos para confeccdo das proteses dentarias podem ser
alternativas promissoras para a prevencdo da estomatite protética. Eles podem ser
modificados para que tenham propriedades antimicrobianas, tornando as superficies
das préteses menos propensas a colonizacdo de micro-organismos. Isso pode incluir
a incorporacdo de substancias antimicrobianas, como prata ou nanoparticulas de
cobre, nas resinas usadas na confecgdo das proteses. Alguns biomateriais podem
ser projetados para liberar de forma controlada substancias antimicrobianas ou
agentes antifingicos, ajudando a manter a cavidade oral em um ambiente menos
favoravel para o crescimento de Candida e outros micro-organismos (Araujo et al,
2018).
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Atualmente, alternativas naturais também tém sido sugeridas, como a
prépolis (que inibe o dimorfismo), o extrato etandlico das folhas de Streblus sp. (que
altera as paredes celulares de Candida albicans) e Ricinus communis (que reduz a
formacdo de biofilme). No entanto, € importante notar que esses antifingicos
naturais também podem apresentar toxicidade ou causar intolerancia por parte do
paciente (Gad et al., 2020).

2.1.1 Vitroceramica derivada do biovidro 4555

A bioceramica é um material de baixo custo e alta biocompatibilidade, na
qual a hidroxiapatita tem semelhanca quimica com o0s 0ssos e dentes (Salviano et
al., 2021). O primeiro relato do desenvolvimento de vidro bioativos comegou por
volta de 1970, desde entdo surgiram diversas versdes com formulacfes quimicas
distintas (Zaroni., 2023). O mais conhecido é o vidro de silicato 45S5. Também ha
biovidros com notével atividade antimicrobiana, tais como S53P4 ou a base de
borato como 13-93B3 (Hench, 2015).

O 45S5 é o mais utilizado em aplicagdes médicas para tratamento de
defeitos d&sseos periodontais, reconstru¢cdes cranianas e maxilo-facial, fusdo
espinhal e fabricacdo de préteses ortopédicas e odontolégicas (Hench, 2015). A
base da formulagcdo quimica do 45S5 é fundamental para formulacfes
subsequentes. Modificagbes como adicdo ou remocao de ions criam composicdes
com diferentes finalidades, que se associam a boa bioatividade e
osteocondutividade (Cannio et al., 2021; Silva, Oréfice, 2001). Quando o 45S5 se
dissolve libera calcio, silica, sodio e fosfato formando a hidroxiapatita carbonatada
(HCA), que estabelece conexdes com 0sso circundante. Sua biocompatibilidade esta
relacionada a quantidade de concentracao de silicato, tendo que estar entre 45-52%.
O biovidro tem sido amplamente estudado no campo médico para substituto
potenciais na engenharia tecidual para regeneracdo de tecido 0sseo e, mais
recentemente, no tratamento de infeccdes (Cannio et al., 2021).

Através da cristalizagdo controlada de vidros, é possivel obter

vitroceramicas. Estudos realizados indicaram forte atividade antimicrobiana da
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vitroceramica, efeito que provavelmente esta associado as alteracdes de pH do
microambiente geradas a partir da solubilizagdo parcial do material e da acao de
determinados ions liberados, como o Ca?" associado & baixa citotoxicidade
(Siqueira, 2023; Spirandeli et al., 2020). Além disso, a cristalizacdo de estruturas
amorfas em hidroxiapatita parece ativar os osteoblastos para neoformacédo O6ssea
(Cannio et al., 2021).

Desta forma, estudos utilizando a vitroceramica para modificacdo de resina
de PMMA de uso odontoldgico para controle antifUngico ainda ndo havia sido

investigado.

2.1.2 Acao antimicrobiana da prata

Particulas de prata vem sendo adicionadas ao polimetilmetacrilato (PMMA)
como uma forma de inibir a aderéncia microbiana. A prata tem efeitos sobre as
enzimas do metabolismo de C. albicans, impedindo também a replicacdo do DNA,
uma vez que a prata tende a se ligar ao enxofre ou ao fésforo presentes na
membrana ou &cidos nucleicos. Esses efeitos reduzem a viabilidade fungica e
reduzem a capacidade de se aderir e colonizar as proteses dentérias (Victor, Lemos,
2021).

Estudos anteriores reportaram que AgNPs apresentam atividade inibitéria
sobre C. albicans maior que o fluconazol, medicamento comumente prescrito para o
tratamento de doencgas fangicas (De Matteis et al., 2019; Kim, 2009).

Feng et al. (2000) produziram filmes de hidroxiapatita contendo prata para
aplicacdes em implantes e comprovaram que concentracfes a partir de 20 ppm
foram bactericidas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

A atividade antimicrobiana de particulas de 90-710 pum de um biovidro
dopado com o6xido de prata foi comparada a atividade de particulas de mesmo
diametro do 45S5. O biovidro com prata demonstrou uma eficiente inibicdo
microbiana, porém o 45S5 nessa granulometria ndo apresentou resultado
(Bellantone et al., 2002).
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Campanini (2015) adicionou 1% em peso de prata ao biovidro F18 e
observou aumento da atividade bactericida em Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo
gue o efeito desse ion metalico foi eficiente na eliminacdo de micro-organismos em
curtos periodos de contato.

No tratamento ortoddntico, as regibes em torno dos braquetes sofrem
desmineralizacdo pelo acumulo de biofilme. Objetivando prevenir a ocorréncia da
desmineralizacéo, particulas de prata foram adicionadas a resina ortodéntica com
vistas a inibicdo da formacao do biofilme. Os resultados mostraram que o uso da
resina experimental AgNPs para colagem de braquetes afetou a cor do esmalte apds
seis meses de armazenamento, deixando-o com aspecto acinzentado (Sanchez,
Tay, 2022).

A introducéo de concentracbes mais elevadas de AgNPs resulta em uma
mudanca de cor no material, conferindo-lhe um tom de cinza escuro, o que impacta
negativamente suas propriedades estéticas. Concentracdes acima de 1% podem
agravar ainda mais 0s problemas estéticos apesar de apresentar efeitos
antibacterianos (Yassaei et al., 2020; Abdulsahib, 2021).

A incorporagdo de nanoparticulas de prata de 5 e 10 nm em resina acrilica
em concentragbes de 0,05 e 0,5% diminuiram significativamente o nudmero de
células cultivaveis no biofilme de C. albicans em comparac¢éo ao controle (Takamiya
et al., 2020).

Nanoparticulas de prata podem ter seu potencial limitado como agentes
biocidas em sistemas liquidos. Isso se deve a sua baixa estabilidade e trata-se de
um fenbmeno frequentemente observado na area odontoldgica. Isso ocorre porque a
prata precisa ser liberada do material restaurador para ter efeito sobre os micro-

organismos presentes em ambiente liquido, como a saliva (Monteiro et al., 2009).
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3 PROPOSICAO

Este projeto visa sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito antifingico do glaze
(verniz selante de superficie) incorporado com vitroceramica derivada do biovidro
45S5, dopado ou ndo com prata, sobre resina acrilica de polimetil metacrilato
(PMMA).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopada com prata

Neste trabalho, foram sintetizadas duas vitroceramicas utilizando o método
sol-gel coloidal no Instituto Tecnolégico de Aeronautica (ITA). Ambas foram
baseadas na composicdo do biovidro 45S5, sendo que a primeira, chamada
vitroceramica (A), possui a composi¢ao do 45S5 (%omol: 46,1 SiO,, 26,9 Na,0, 24,4
CaO, e 6 P,0s). J4 a vitroceramica (B) possui a mesma composicdo que a (A),
porém com a adicdo de 5% em massa de prata metdlica. As vitroceramicas foram
obtidas utilizando acido silicico como precursor de silica, seguindo as mesmas
metodologias utilizadas por Spirandeli e colaboradores (Spirandeli, 2020). O &cido
silicico foi sintetizado pela passagem de uma solucdo aquosa de metassilicato de
sédio por uma resina de troca ibnica. Em seguida, nitrato de calcio, nitrato de sédio,
fosfato de aménio monobasico e nitrato de prata foram adicionados a essa solucao,
respeitando as composi¢cdes das vitroceramicas A e B. Posteriormente, essas
solucbes foram gelificadas e secas em estufa a 100 °C por 48 horas. ApOs esse
processo, elas foram calcinadas a 850 °C por 5 horas, e em seguida, moidas

utilizando um almofariz de alumina e peneiradas em uma peneira de 200 mesh.

4.1.1 Preparo dos corpos de prova de PMMA

As dimensbes do corpo de prova que foram utilizados foram adaptados de
acordo com especificagbes das normas ISO 20795-1:2008. Para 0s ensaios
microbiolégicos, foram adaptadas as dimensdes de 2 mm de altura x 9 mm de
didmetro. Foram utilizados padrdes metalicos em aco inoxidavel com dimensdes
maiores do que exigidas para que possa ser realizado o acabamento e polimento
correto das pecas, segundo a metodologia proposta por Rodrigues (2020).

A mufla metélica odontoldgica foi utilizada para confeccdo de moldes com
intuito de manter o procedimento realizado na fabricacdo da base de proteses totais.
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Os padrdes metalicos foram colocados base da mufla. Para tal, o gesso comum Tipo
Il (Asfer®), proporcionado em 55mL de Aagua filtrada para 100 g de pé, foi
espatulado manualmente em gral de borracha e levado a um vibrador de gesso para
eliminacdo das bolhas de ar, ficando assim com aspecto homogéneo. A base da
mufla foi totalmente preenchida pelo gesso, deixando a superficie do gesso lisa.
Apds completar a presa do gesso (cerca de 30 min), os padrdes metélicos foram
posicionados de maneira equidistantes e paralelos entre si, onde apenas um dos
lados de maior area ficou em intimo contato com a superficie do gesso.

Foi aplicada uma camada de isolante Isocril (Dencril®) na superficie do
gesso afim de evitar adeséo da resina acrilica nas areas sem interesse. Os padrbes
de aco inoxidavel foram recobertos com o silicone de condensacdo Zetalabor
(Zhermack®), para a moldagem. Entéo, a contra-mufla foi posicionada sobre a mufla
e preenchida com gesso comum Tipo Il, proporcionado em 100 mL de &gua filtrada e
200 g de po.

A parte superior da contra-mufla foi, entdo, fechada e a mufla posicionada
em uma prensa hidraulica (Techno Maquinas®) com 1,5 ton de presséo a fim de se
remover 0 excesso de gesso e garantir sua presa de forma homogénea. Apos cerca
de 30 min, tempo necessario para a presa do gesso, as partes da mufla foram
abertas e os padrbes metélicos removidos. O uso do silicone permitiu que esse
procedimento fosse realizado sem danificacdo do molde de gesso e de forma
facilitada. Com as partes da mufla abertas e separadas, foi aplicado novamente uma
fina camada de isolante para resina acrilica com um pincel, sobre toda a area de
superficie que expunha o gesso. Entdo, a resina acrilica foi acomodada na mufla nos
espacos deixados pelos padrdes quando atingiu a fase plastica. Em seguida, a mufla
foi fechada e posicionada em prensa hidraulica para que se desse a prensagem
lenta e gradual, até estabelecer a presséo final em 1,5 ton, estabilizada quando n&o
houver mais 0 escoamento da resina. A pressao foi mantida durante 30 min e, entéo,
a mufla metalica foi transferida para uma prensa auxiliar a fim de se manter a
pressdo e o intimo contato entre as partes do aparelho

A resina foi entdo polimerizada pelo método convencional em banho d’agua
por meio de um banho termostatico SL 158 (Solab®), mantendo a mufla durante o
aquecimento da 4gua até 70 °C e, entdo, mantendo nessa temperatura por 30 min.
Em seguida, a temperatura foi aumentada até 100 °C e mantida nessa temperatura
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durante 90 min. Ao final do ciclo, a mufla foi mantida no banho até resfriamento a
temperatura ambiente para posterior desmolde.

Apoés o desmolde, os excessos dos corpos de prova foram removidos com
lixa d’agua 400, 800 e 1500. As dimensdes foram avaliadas por meio de um
paquimetro digital (Digimess®). Por fim, foi realizado o polimento final com pano de
polimento (Fortel®) e alumina liquida 1 pm (Fortel®) para garantir que ndo haja
nenhum defeito superficial que comprometesse o resultado dos ensaios. Apos o
acabamento, os corpos de prova foram armazenados em agua destilada por 24 h a
37 °C.

4.2 Caracterizacdo da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou ndo

com prata

4.2.1 Espectroscopia de raios x por dispersdo em energia (EDS)

Para a caracterizacdo de andlise qualitativa da composicdo quimica
dos elementos quimicos da vitroceramica, foi realizado um espectrémetro por

disperséo de energia (EDS) (Tescan Veja®).

4.2.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica da vitroceramica foi analisada utilizando o
espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) (Parkin- Elmer,
modelo Spectrum Frontier) no modo UATR na regido do médio 400-4000 cm™, 32

varreduras e resolucdo de 4 cm™ através do programa Spectrom Saurch Plus.
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4.2.3 Difratometria de Raios X (DRX)

As vitroceramicas foram analisadas por difratometria de Raios X para
determinar as fases cristalizadas. A analise de DRX foi realizada utilizando-se um
equipamento PANalytical Philips X’Pert, equipado com radiagdo CuKa e filtro de
niquel, operando a 40 kV e 40 mA, no intervalo de 10°<20 <50° A8 =0,02°e
tempo por A6 de 30 s.

4.2.4 Microscopia eletrénica de varredura com field emission gun (MEV-FEG)

As amostras foram analisadas utilizando um MEV (Tescan Veja®). As
amostras foram recobertas com uma fina de camada de ouro tornando a superficie
condutora. As analises foram realizadas no Instituto Tecnolégico de aeronautica
(ITA).

4.3 Avaliacao da atividade antifungica da vitroceramica dopada ou ndo com

prata pelo método de difusdo em agar

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana da vitroceramica
dopada com diferentes concentracdes de prata foi utilizado o método de difuséo em
agar. O método consiste em posicionar o p6 da vitroceramica dopado com diferentes
concentracbes de prata: 1%, 3% e 5% sobre a superficie do agar Sabouraud
semeado com uma suspensao padronizada de Candida albicans ATCC 18804, com
100 ul concentracéo de 1x10%células/mL. Apds incubacédo das placas por 24 horas a
37 °C, a formacédo de halos de inibicdo foi avaliada. Os testes foram realizados em

triplicata.
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4.3.1 Avaliacdo do efeito antifungico da vitroceramica por metodologia de
contato direto

Suspensbes padronizadas contendo 10° células/ml de Candida
albicans ATCC 18804 foram preparadas em 10 ml de caldo de Sabouraud dextrose
e colocadas em contato direto com a vitroceramica nas quantidades de 0,1 g e 0,05
g levando em consideracdo as concentracdes avaliadas no teste de citotoxicidade.
Para o controle negativo, ndo foi adicionada vitroceramica. Os tubos foram agitados
e incubados a 37 °C por 24 h a 120 rpm. Ap0s 24 horas de incubacéo, a suspensao
foi diluida em série (até 10™) e inoculada em &gar Sabouraud. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C. Foi realizada a contagem de unidades formadoras
de colbnia (UFC) e os resultados foram expressos como porcentual de reducéo. Os
testes foram realizados em triplicata.

4.3.2 Avaliacéo da citotoxicidade da vitroceramica derivada do biovidro 45S5

A ceramica Vitro (VC) e a ceramica Vitro dopada com prata (VC/Ag) foram
previamente esterilizadas por exposicdo a luz UV durante 10 minutos de cada lado,
superior e inferior e mantidas em condicdes estéreis até o experimento.

A andlise de citotoxicidade foi realizada de acordo com a norma ISO 10993-
5/2009 1. Queratindcitos orais da linhagem NOK foram utilizados nesta andlise. As
células foram incubadas em DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco),
suplementado com 10% de FBS (soro fetal bovino), penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) e mantidas incubadas a 37°C e 5% de CO, até atingir a
confluéncia de cerca de 70%.

Em uma placa de 96 pocgos, foram plaqueadas 8 x 10° células em cada poco
2. As amostras VC e VC-Ag foram dispersas em DMEM, obtendo-se solugdes na
concentracdo de 1% (massa/volume). Placas de 96 pocos contendo as células e as
solugbes amostrais foram mantidas a 37 °C por 24 h. Apos 24 horas, o0 meio foi
retirado. As células foram lavadas com PBS estéril (solucdo salina tamponada com
fosfato) e depois expostas as solu¢des das amostras previamente filtradas utilizando
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uma membrana de poliéter sulfona (0,22 um). Como controle, foi utilizado o meio
DMEM. Apds 24 h de contato, o contetido dos pocos foi retirado e o reagente MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil-tetrazélio, Sigma, St. Louis, MI, EUA) foi
adicionado a cada poco e mantido em contato com as células por duas horas.

Apds, o reagente foi removido e foi adicionado dimetil sulféxido (DMSO,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA) e mantido por 15 min sob agitacdo. A densidade
Optica de cada poco foi medida em espectrofotbmetro a 570 nm. Os dados de
absorbancia obtidos foram normalizados pelo grupo controle (=100%). A
citotoxicidade foi classificada com base no percentual de viabilidade celular (%),
onde valores acima de 70% considerados foram interpretados como auséncia de

toxicidade.

4.3.3 Incorporacgéo da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou n&o

com prata no PMMA

Para a incorporagéao da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou
ndo com prata ao PMMA foram testados dois métodos distintos. O primeiro método
avaliado foi a incorporacdo por peneiramento. Foi aplicado uma fina camada de
glaze Palaseal Kulzer® sob a superficie dos corpos de prova e uma quantidade
padronizada da vitroceramica foi peneirada sobre estes utilizado uma peneira 200
mesh Abronzinox®. Logo apés, as pecas foram fotopolimerizadas por 90 segundos
em ambos os lados utilizando o fotopolimerizador microdont Blue Star® com
comprimento de onda de 500 nandmetros e poténcia de 15000 mW/mm?. Os corpos
de prova foram colocados em um becker com capacidade de 50 ml de &lcool
isopropilico (para que n&o ocorresse a liberagdo do efeito da vitrocerdmica e meio
aguoso diminuindo sua eficacia) e adicionado a lavadora ultrassbnica por 8
segundos, para que todo o p6é que nao foi incorporado a estrutura fosse liberado

(Figuras 2 e 3).
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Figura 2: Superficie dos corpos de prova apds o peneiramento da vitroceramica.
" 9:);} % = 2% & T L

Fonte: Elaborada pela autora

Figura 3: Superficie dos corpos de prova apds a fotopolimerizacéo e lavagem na cuba ultrassoénica.

Fonte: Elaborada pela autora

O outro método avaliado foi incorporar a vitroceramica diretamente ao glaze.
Para isto, foram utilizados 2 glazes de marcas e tipos distintos, Palaseal Kulzer®
fotopolimerizavél e o glaze da TDV® autopolimerizavel, denominados de glaze 1 e 2,
respectivamente. Para ambos os produtos, 0,05 gramas de pd da vitroceramica
(0,5%) foi pesado em balanca analitica e incorporado a 4 gotas de glaze. A mistura
foi distribuida de forma homogénea na superficie de 6 corpos de prova, com auxilio
de microbrush (All Prime®) (Figura 4).
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Figura 4: Aplicacdo dos glazes dopados com vitrocerdmica sobre os corpos de prova, utilizando

microbrush.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Caracterizacdo daresina de PMMA com superficie modificada pela

vitroceramica derivada do biovidro 4555

4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura dos corpos de PMMA dopados com

a vitroceramica

Os corpos de prova de PMMA recobertos com vitroceramica foram
fraturados em nitrogénio liquido e a superficie de fratura foi analisada utilizando um
MEV (Tescan Veja®). As amostras foram recobertas com uma fina de camada de

ouro tornando a superficie condutora.
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4.4.2 Caracterizagao biolégica da resina de PMMA com superficie modificada

pela vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou ndo com prata

Para caracterizacdo bioldgica, foram realizados ensaios in vitro. Para
avaliacao in vitro, foram avaliados os efeitos da vitroceramica derivada do biovidro
45S5 sobre PMMA na formacéo de biofilme monoespécie por Candida albicans e

sobre a toxicidade para células de mamiferos.

4.4.3 Efeito do recobrimento de PMMA por vitroceramica derivada do biovidro

45s5 sobre a formacéao de biofilmes monoespécies de C. albicans

Para os ensaios de formacao de biofilme foram avaliados os grupos
experimentais (n=12, por grupo):
- Grupo 1 — PMMA sem recobrimento,
- Grupo 2 - PMMA recoberto com glaze,
- Grupo 3- PMMA recoberto com vitroceramica,

A metodologia utilizada foi baseada em Rodrigues (2021) e
Seneviratne et al. (2016). Antes das realizacdes dos testes, foi feita a esterilizacao
corpos de prova utilizando radiacdo ultravioleta em um fluxo laminar. As amostras
foram distribuidas sobre placas de Petri e mantidas sob incidéncia da radiacdo
ultravioleta durante 10 min. Apds os 10 minutos de exposi¢cdo em uma face do corpo
de prova, a face oposta foi exposta por 10 minutos, para que ambas as superficies
das amostras sejam esterilizadas.
Para o ensaio de aderéncia fungica foi utilizada a cepa C. albicans ATCC
18804. Previamente aos experimentos, a amostra de C. albicans foi semeada em
agar Sabouraud dextrose (Difco® e incubada por 24 horas a 37°C. Apds este
periodo, foi obtida suspensdo padronizada contendo 10° células mL™ em solucédo
fisiologica estéril (NaCl 0,9%, pH 7,0), com auxilio de um espectrofotometro (A: 550;
DO: 0,380).

Apbs o periodo de aderéncia inicial de 120 minutos, 0os corpos de prova
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foram lavados com solugcdo fisiologica estéril para remocdo de células nédo
aderentes. A seguir, os espécimes foram transferidos novamente para placas de 24
pocos e foi adicionado 200 yL de RPMI suplementado com 2% de glicose. Apds 24
horas de incubacéo a 37 °C, o meio de cultura foi renovado. O conjunto foi incubado
pelo tempo total de 48 horas a 37°C, em aerobiose.

ApoOs este periodo, os espécimes foram transferidos para tubos
contendo 1 mL de solucéo fisiolégica. Para a recuperacdo do biofilme, os tubos
foram agitados por 60 segundo em vértex e depois sonicados (2 pulsos de 15
segundos com vinte segundos de intervalo, amplitude 40, 15 W no gelo). A
suspensao resultante foi diluida em série (até 10™) e inoculada em agar Sabouraud
dextrose. As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C em aerobiose e o numero
de colbnias foi obtido. Os valores de UFC/espécime foram calculados.

Além disso, foram preparados 2 espécimes nas condi¢Bes descritas
para 0s grupos experimentais para analise por microscopia eletrénica de varredura
segundo a metodologia proposta por Gomes e Mergulhdo (2017). Os biofilmes foram
submetidos ao processo de fixacdo por glutaraldeido 2,0% durante 24 horas. Apds
enxague em solugdo fisiologica, foi realizada a desidratagdo em diferentes
concentracdes de etanol (70 % e 95 % durante 10 minutos e 100 % 5 durante 20
minutos). A seguir, os biofilmes foram secos em estufa (28 °C) durante 4 dias. Os
biofilmes foram metalizados e observados em microscépio eletrénico de varredura.

As imagens foram capturadas e registradas.

4.5 Analise estatistica

Apoés realizar a andlise de distribuicdo dos dados por meio do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, os resultados das contagens de colbnias, expressos
em média + desvio padrdo, foram submetidos a uma analise estatistica utilizando o
software GraphPad Prism® 7.0 (GraphPad Software Inc.). Para comparacgdes entre
grupos, foram empregados o teste One-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey
como pos-teste. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Espectroscopia de raios x por disperséo de energia (EDS)

A analise de EDS revelou a presenca de 11,1% de carbono (C) no material,
gue é correspondente da fita utilizada para as analises. Este resultado confirma que
ndo houve contaminacdo do material, garantido a sua pureza. Além disso, podemos
observar 50,8% de oxigénio (O), 15,3% de silicio (Si), 11,3% de sédio (Na), 10,9%
calcio (Ca) e 0,6% de Fosforo (P) na imagem (A) e 44,2% de oxigénio (O), 21,9% de
carbono (C),11,3% de sodio (Na), 10,2 % de calcio (Ca), 9,5% de Silicio (Si), 2,1%
de prata (Au) e 0,7% de Fésforo (P) na imagem (B). Ambos possuem picos de Silica
e calcio passando dos 30(eV) (Figura 5).

Figura 5: Espectroscopia de raios x por dispersao de energia.

(A)

B Espectro1

%em peso
0 508 04
Si 153 0.2
Na 113
C 111
Ca 109
P 0.6

(B)
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B Espectrod
% em peso

442 02
219 03

01
01
0.1
00
00

Legenda: Espectros de espectroscopia de raios x por dispersdo de energia das amostras de
vitroceramica (A) e vitroceramica com prata (B).

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Apos realizar uma analise elementar das vitroceramicas por espectroscopia
de dispersao de energia (EDS), foi possivel observar que a prata estava presente na
vitroceramica B, conforme desejado. Essa prata foi adicionada durante a sintese do
material e pode estar incorporada a estrutura vitrea ou presente como uma fase
cristalina. Com base nessa observacéo, foi realizada uma analise de espectroscopia
no infravermelho para avaliar as ligagbes presentes nesses materiais. As ligacbes
quimicas presentes em silicatos sdo predominantemente divididas em dois tipos:
ligacdes tipo ponte (BO) e ndo ponte (NBO) (Spirandeli, 2020). As ligacdes tipo
ponte correspondem as ligacdes siloxanas (Si-O-Si), sendo estaveis e néo sofrendo
hidrélise em pH fisiolégicos. Ja as ligagbes ndo ponte séo ligacdes quimicas com
caracteristicas idnicas da silica com heteroatomos (Si-O-X+), sendo menos estaveis
que as ligacbes tipo ponte. A avaliacdo das ligacgbes NBO pode indicar a
incorporacdo de heterodtomos na rede de silica, sendo util para identificar a
formacao de silicatos de prata vitreos ou cristalinos.
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Essas ligacOes séo capazes de sofrer hidrélise em meio aquoso, liberando
ions que podem elevar o pH, gerando efeitos biol6gicos desejados, como a
formacdo de hidroxiapatita em fluido corporal simulado e também inibindo o
crescimento de microrganismos (Spirandeli, 2020).

A Figura 6 apresenta os espectros de FTIR das vitroceramicas (A) e (B),
correspondendo ao material controle e ao dopado com prata, respectivamente. Ao
analisar os espectros, € possivel notar que ambos apresentam grande semelhanca,
podendo-se observar duas bandas por volta de 1100 cm™ correspondentes as
ligacbes BO, uma banda em 970 cm™, duas em 940 cm™ e uma em 700 cm™
correspondentes as ligacdes NBO (Spirandeli, 2020).

Como ndo houve mudanca nas intensidades relativas das bandas NBO do
material com prata em comparacao com o controle, € possivel concluir que a prata
ndo esta presente na rede de silica. A formacdo de um silicato de prata levaria a
presenca de ligacdes NBO, e néo foi observada nenhuma alteracao significativa nos

espectros.
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Figura 6: Analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier da

vitrocerdmica (A) e da vitrocerdmica com prata (B).

NBO NO

Intensidade relativa

1100 1200

Legenda: Espectro de infravermelho das amostras de vitroceramica (A) e da vitroceramica com prata
(B) e seus respectivos comprimentos de onda.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.3 Difratometria de Raios x (DRX)

Como néo foi possivel analisar a incorporacdo da prata por espectroscopia
no infravermelho e concluiu-se que a prata ndo foi incorporada a rede de silica, foi
realizada uma analise de difracdo de Raios X para examinar as fases cristalinas
desse material e caracterizar a estrutura em que a prata esta presente, bem como

as fases cristalizadas nas vitroceramicas.
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Figura 7: Difratograma de Raios X da amostra da vitrocerdmica cristalizada que (A) e

vitroceramica cristalizada com prata (B), ¢c = condeita e Ag= prata.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 7 apresenta os difratogramas de Raios X das 35itroceramica (A) e
(B). Nos difratogramas, é possivel observar que o tratamento térmico levou a
cristalizacdo desses materiais, sendo que a vitroceramica (A) cristalizou apenas
combeita, enquanto a (B) cristalizou combeita e prata metélica. Esse resultado é
confirmado pelo EDS, que mostra a presenca de prata na amostra (B), e pela
analise de FTIR, que demonstra que nao ocorreu a formacéo de silicato de prata,
uma vez que a prata esta na forma metalica e, portanto, ndo apresenta bandas no

infravermelho.

5.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 8 apresenta as micrografias das Vitroceramica com e sem

prata. A analise das imagens revela que a adicdo de prata ndo afetou a morfologia
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das particulas das vitrocerdmica, uma vez que ambas apresentam uma
microestrutura semelhante, composta por particulas irregulares com tamanhos

variando de 0,5 a5 pm.

Figura 8: Microscopia eletrdnica de varredura da vitrocerdmica (A) e vitrocerdmica com prata

(B).

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Avaliacdo da atividade antifungica da vitroceramica pelo método de

difusdo em agar

Observou-se a formacao de halos de inibic&o tanto para a vitroceramica pura
(diametro de 1,9 cm) quanto para a vitroceramica dopada com 5% de nitrato de
prata (diametro de 1,8 cm), comprovando a inibicdo do crescimento de Candida
albicans (Figura 9).

Com relacédo ao pH, observou-se que a vitroceramica dopada com 5% de
nitrato de prata apresentou pH de 11,40 e a vitroceramica pura de 11,32, sendo

ambas alcalinas.
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Figura 9: Resultado da avaliagdo do efeito antifingico da vitroceramica pura e da

vitrocerdmica dopada com 5% de nitrato de prata sobre Candida albicans.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.1 Avaliacéo do efeito antifUngico da vitroceramica por contato direto

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de contato direto, observou-se
gue ambas as concentragcbes da vitroceramica avaliadas apresentaram atividade
inibitéria frente a C. albicans quando comparadas com o grupo controle.

Na Figura 10, podemos observar que no grupo controle foi observado
grande crescimento de unidades formadoras de colonias (A). Em 10 (B) e (C),
observa-se que houve redugédo do numero de colbnias apos contato com 1% e 0,5%
de vitroceramica, respectivamente. O percentual de redug¢do do niumero de unidades
formadoras de col6nias foi de 90% para concentracdo de 1% e 74,73 % para a
concentracéo de 0,5%.
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Figura 10: Imagens representativas das colfnias crescidas em agar apés a avaliagcao do
efeito antifingico sobre Candida albicans da vitroceramica pura com 0,5% (C)e 1% por contato
direto(B).

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 Avaliagéo da citotoxicidade da vitroceramica

Observou-se que as amostras de ambas contendo 1% de vitroceramica
tanto vitroceramica pura e dopada com nitrato de prata mostraram-se citotoxicas
para células NOK, com base nas viabilidades celulares finais entre 30 e 59 % (41,5

% e 38,5 %, respectivamente).
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Figura 11: Resultados obtidos para analise de citotoxicidade de amostras de Vitroceramica

(VC) e Vitroceramica dopada com prata (VC/Ag) frente a queratinécitos orais da linhagem NOK.

120 - Ensaio de absorgéo MTT

100 -

40- 1

Viabilidade celular (%)

1
Controle VC-1% VC/Ag-1%

Legenda: Resultados obtidos para anélise de citotoxicidade de amostras de Vitroceramica
(VC) e vitroceramica dopada com prata (VC/Ag) frente a queratinécitos

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.1 Incorporagéo da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopada ou néo

com prata no PMMA

5.3.2 Caracterizacdo da resina de PMMA com superficie modificada pela
vitroceramica derivada do biovidro 45S5
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5.3.2.1 Microscopia eletronica de varredura com field emission gun

Para avaliar a superficie dos materiais, foi realizada microscopia eletronica
de varredura, como mostrado na Figura 12, onde sdo apresentadas as micrografias
da resina acrilica polida, com glaze e com a mistura de glaze e vitroceramica. Na
imagem da amostra polida, é possivel observar uma superficie regular, porém com
alguns defeitos que foram causados durante o processo de producdo das amostras.
Ja a amostra que recebeu o glaze na superficie apresenta algumas depressoes, que
podem ter sido causadas pela aplicacdo do glaze. Por fim, a amostra que recebeu a
mistura de glaze com a vitroceramica exibe uma superficie irregular, com a presenca

de estruturas esféricas de diametros irregulares variando de 1 a 50 um.

A comparacao dessa superficie com o p6 da vitroceramica revela que essas
estruturas sdo muito maiores e possuem um perfil arredondado, sugerindo que o
glaze interagiu com essas particulas, encapsulando-as. Esse processo resultou em

uma superficie mais rugosa do que a do glaze puro e da resina polida.

Figura 12: Microscopia eletrbnica de varredura das pecas de PMMA polidas (controle

negativo), com aplicagéo de glaze e com glaze incorporado com vitroceramica.

Controle

Glaze

Vitroceramica

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3.3 Caracterizacado bioldgica da resina de PMMA com superficie modificada

pela vitroceramica derivada do biovidro 45S5 dopado ou ndo com prata

No que se refere aos testes realizados com o glaze 1 Palaseal” (figura 13), ndo
houve diferenca significante entre as contagens dos grupos experimentais (glaze
puro e glaze com vitroceramica) em relacdo ao grupo controle (PMMA). No entanto,
guando os grupos glaze puro e glaze com vitroceramica foram comparados entre si,
observou-se que a incorporagdo da vitroceramica levou a contagem fungicas

significativamente mais elevadas em relagcéo ao glaze puro (p=0,0065).

Figura 13: Avaliacdo da formacéo de biofilme de Candida albicans sobre o glaze 1, com incorporagéo

ou ndo de vitrocerdmica, sobre corpos de prova de PMMA
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Legenda: UFC/mL — unidades formadoras de col6nia por mililitro, controle — sem aplicacdo
de glaze ou vitrocerdmica. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os resultados referentes aos testes realizados com o glaze 2 (Figura 14),
mostram que houve aumento significativo de aderéncia no grupo glaze +
vitroceramica em relacdo ao grupo controle (p=0,0114). Nao houve diferenca
significativa entre o grupo glaze puro e o controle (p=0,4506). Quando comparados
entre si, 0s grupos glaze puro e glaze + biovidro ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante (p>0,05).

Figura 14: Avaliacdo da formacdo de biofilme de Candida albicans ao glaze 2, com

incorporagdo ou ndo de vitrocerdmica, sobre corpos de prova de PMMA.
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Legenda: UFC/mL — unidades formadoras de col6nia por mililitro, controle — sem aplicacdo
de glaze ou vitrocerdmica. Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 15, é possivel observar que no grupo controle houve menor
adesao da Candida albicans, apresentando menos filamentacdo quando comparado

aos outros grupos. No grupo glaze houve maior adesao fungica em relagdo ao grupo
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controle negativo. O grupo glaze + vitroceramica apresentou a maior densidade de
células fungicas quando comparado aos demais grupos, corroborando os dados de

contagem de células fungicas.

Figura 15: Microscopia eletronica de varredura de corpos de prova de PMMA somente
polidas, com aplicacédo de glaze Palaseal Kulzer® e com incorporacao de vitrocerdmica ao glaze e

submetidas a formacao de biofilme por C. albicans.

a, b, c — controle negativo; d, e, f — aplicacéo de glaze; g, h, i — vitrocerdmica incorporada ao glaze.

Fonte: Elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

A caracterizagdo da vitroceramica por espectroscopia de raios X por
dispersdo de energia mostrou a presenca dos elementos oxigénio, calcio, silicio,
sbédio e prata, com propor¢cdes coerentes com o biovidro 45S5. Tais achados séo
similares a achados de estudos anteriores realizados por (Cafnaveral et al., 2019).
Além disso, a andlise de microscopia eletrénica de varredura demonstrou que a
adicdo de prata ndo afetou a microestrutura do material, sendo que ambos
apresentaram uma microestrutura com particulas irregulares com diametros
variando de 0,5 a5 pm.

A analise por FTIR revelou que a vitroceramica sintetizada, apresentou
bandas caracteristicas das ligacdes NO com NBO, de maneira congruente com as
observacdes realizadas por Spirandeli e colaboradores (Spirandeli, 2020). Vale
destacar que, mesmo com a adicdo de prata, as intensidades relativas dessas
bandas permaneceram inalteradas em comparacdo com o material isento de prata,
sugerindo que a prata ndo foi incorporada a estrutura do silicato. Esses resultados
indicam que a presenga da prata ndo influenciou significativamente as
caracteristicas vibracionais das ligacbes quimicas presentes na matriz da
vitroceramica. A manutencdo das intensidades relativas sugere que a prata pode
estar segregada ou associada de maneira independente na estrutura, sem
comprometer a integridade das ligacdes quimicas especificas identificadas pela
técnica FTIR. Essa constatacdo é essencial para compreender o comportamento da
vitroceramica sintetizada e sua potencial aplicacdo em diferentes contextos,
especialmente considerando as propriedades especificas conferidas pela prata.

Por meio da difratometria de raios X, foi observada a presenca de combeita
na vitroceramica, resultado que corrobora com os achados de Spirandeli e
colaboradores (Spirandeli, 2020). Na amostra que continha prata, além da
cristalizacdo da combeita, também foi observada a cristalizacdo de prata metalica.
Esse resultado esta de acordo com relatos anteriores de (Kumar., et al, 2018), que
sintetizaram biovidros com a adicao de prata. No entanto, quando esses materiais
foram calcinados em temperaturas superiores a 600 °C, ocorreu a formacéo de prata
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metélica. A formacdo de combeita é interessante, uma vez que essa fase apresenta
caracteristicas bioativas, levando a formacdo de hidroxiapatita, e possui
propriedades antimicrobianas, como demonstrado em estudo anterior (Spirandeli,
2021). Spirandeli e colaboradores (Spirandeli, 2021) recobriram arcaboucos de
fosfato de calcio com uma vitrocerdmica a base de combeita, e observaram um
efeito antimicrobiano causado por essa fase. Esse efeito antimicrobiano foi atribuido
a elevacdo do pH causada pela hidrélise das ligacdes NBO presentes na estrutura
da combeita, resultando na inibicdo do crescimento do biofilme de Candida albicans.

No presente estudo, a avaliacdo da vitroceramica dopada com prata foi
descartada apds os testes piloto, ja que além de conferir cor cinza ao pé
instantaneamente apos sua sintese, observou-se intensificagdo desta coloracéo
guando foram realizados os testes de difusdo em agar. Desta forma, concluiu-se ser
invidvel a aplicacdo da vitroceramica dopada com prata, obtida nas condi¢cdes do
presente estudo, em préteses odontoldgicas. A mudanca de coloracdo afetaria a
funcdo das préteses que necessitam reabilitacdo estética. Além disso, verificou-se
gue nado houve efeito antifingico adicional com a incorporacdo da prata quando
comparada a vitroceramica sem prata.

Este resultado estd de acordo com estudos anteriores que também
verificaram modificacdo de cor quando da incorporacdo de prata. Quando a prata é
adicionada a materiais para sua funcionalizacdo, as caracteristicas 6ticas podem ser
modificadas, conferindo cores acinzentadas. (Sanchez, Tay, 2022) realizou um
estudo onde a prata foi adicionada a resinas compostas convencionais com 0
objetivo de obter efeito antimicrobiano, evitando assim a desmineralizacdo dentaria
por céarie. No entanto, logo apds dopada, houve mudanca na cor da resina, de A2 foi
para cinza afetando sua estética. Além disso, apds 6 meses de estudos, observou-
se manchamento do esmalte dentario, similar ao que ocorre com restauracdes de
amalgama por oxidagdo. Casos semelhantes foram observados em outros estudos
como (Yassaei et al., 2020) onde andaimes (scaffolds) de biovidros dopados com
prata também mostraram efeitos 6ticos diferentes do material original. A mudanca de
cor de branco leitosa para amarelo em andaimes convencionais também foi atribuida
a incorporacao de prata (Qian G, et al., 2021).

Na andlise de pH realizada, observou-se que ambas as vitroceramicas

avaliadas, independentemente de estarem dopadas com prata ou nao, exibiram



46

natureza alcalina. Esse resultado estd em consonancia com pesquisas anteriores
gue associaram a atividade antimicrobiana da vitroceramica, semelhante a base do
biovidro 45s5 utilizada neste estudo, as variacbes no pH do microambiente
resultantes da solubilizacdo parcial do material (Siqueira, 2023; Spirandeli et al.,
2020). O pH mantido em niveis neutros a alcalinos pode induzir um estresse
significativo em Candida albicans podendo afetar a sua viabilidade, conforme
apontado por Reginnato e colaboradores (Reginnato, Mello, 2015).

Essas descobertas realcam a possivel contribuicdo do efeito antimicrobiano
das vitroceramicas ndo apenas a presenca de prata, mas também as mudancas no
ambiente &cido alcalino induzidas pela prépria matriz do material. Tal fendmeno
pode ter implicacdes importantes para a inibicdo do crescimento microbiano. Essa
observacdo ressalta a complexidade dos mecanismos envolvidos na atividade
antimicrobiana desses materiais e reforca a relevancia de considerar ndo apenas 0s
componentes adicionados, como a prata, mas também as propriedades intrinsecas
da matriz para compreender totalmente seu potencial terapéutico. Mais estudos
podem ser direcionados para elucidar a interacdo entre o pH, a composicédo e a
atividade antimicrobiana das vitroceramicas, aprimorando assim a compreensao das
caracteristicas do material e otimizando sua aplicacao clinica.

Por outro lado, diversos estudos estabelecem uma relacdo entre a
alcalinidade dos biovidros e sua citotoxicidade. A vitroceramica avaliada neste
estudo mostrou-se citotoxica para queratindcitos orais. No entanto, € importante
salientar que a avaliacao de toxicidade neste estudo foi realizada por contato direto
entre o material e as células. Estudos anteriores que avaliaram vitroceramicas e que
observaram baixa toxicidade, avaliaram a vitroceramica incorporada ao material
(Kukulka., 2021). Assim, estudos futuros utilizando o material incorporado seréao
importantes.

Biovidros com elevados teores alcalinos tém sido associados a
citotoxicidade aos tecidos circundantes. Em uma pesquisa conduzida por Brito e
colaboradores (Brito, et al.,, 2017), a alcalinidade de biovidros foi investigada,
destacando-se a comparacdo entre o Biovidro 45S5, conhecido por sua alta
alcalinidade, e outros biovidros menos alcalinos. Os resultados revelaram que, tanto
em meios de cultura celular, como o DMEM, quanto em meios de diferenciacao de

osteogénese, os biovidros isentos de &lcalis claramente estimularam a formacédo de
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mais depésitos de célcio em comparacdo com o 45S5 Bioglass®. Esse fenémeno
indicou uma maior capacidade dos biovidros menos alcalinos em induzir a
diferenciacdo celular. A maior formacdo de depdsitos de calcio sugere que o0s
biovidros menos alcalinos podem promover um ambiente propicio para a
diferenciacéo celular, sem os potenciais efeitos citotoxicos associados aos biovidros
mais alcalinos. Essas observacdes ressaltam a importancia de considerar a
composicao especifica dos biovidros ao explorar suas aplicacfes, indicando que
opcOes alternativas podem oferecer beneficios semelhantes ou até superiores para
aplicaces clinicas especificas (Brito, et al., 2017).

A sintese da vitroceramica, conforme delineado no protocolo apresentado
neste estudo, constitui um processo intricado, composto por mudultiplas etapas,
suscetivel a diversas intercorréncias. Uma série de experimentos foi conduzida para
a sintese, revelando que a ocorréncia de contaminacdes é uma possibilidade que
demanda atencdo especial. A caracterizacdo minuciosa do material revelou um
incidente de contaminacdo, resultando numa notavel alteracdo de sua cor,
transitando de branca para uma tonalidade rosada. Conforme respaldado por
estudos prévios sobre biovidros (Hench, 1988; Kokubo et al., 1992), a mudanca de
cor observada pode estar intrinsecamente associada a presenca de aluminio. Tal
alteracdo € indesejavel, pois interfere nos mecanismos de bioatividade do material,
desempenhando o papel de um modificador da rede. A presenca de aluminio na
superficie do vidro pode facilitar a precipitacdo de fases que contém esse elemento,
comprometendo as propriedades desejadas da vitroceramica. Uma hipétese
plausivel € que algum material do forno, contendo alumina, inadvertidamente
contaminou a amostra durante o processo de sintese. Essa situacdo assemelha-se a
observacdes anteriores em estudos conduzidos por Matos (Matos., 2023). Diante
desse cenario, a importancia de procedimentos rigorosos de controle de qualidade e
a necessidade de explorar medidas preventivas durante o processo de sintese da
vitroceramica sdo evidenciadas e foram padronizadas no presente estudo. Estas
consideragfes ressaltam a complexidade e a sensibilidade desse processo,
enfatizando a importancia de aprimorar as técnicas para garantir a pureza e
integridade do material produzido.

No presente estudo, quando a vitroceramica foi incorporada ao verniz

selante de superficie (glaze) fotopolimerizavel Palaseal Kulzer®, houve um aumento
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na aderéncia de células fungicas com relacdo a presenca de apenas glaze e ao
controle negativo (PMMA). Estudos anteriores também apontaram para o aumento
da aderéncia microbiana apés aplicacdo do glaze Palaseal Kulzer®. Sesma et al.
(2005) em um estudo in vivo empregando o glaze Palaseal Kulzer® revelou que as
bases de proteses tratadas com o produto apresentaram fissuras ao serem
analisadas por microscopia eletrénica de varredura apés 3 meses de uso. Essas
fissuras propiciaram a formacédo de areas de microretencdo que resultaram em um
aumento no acumulo de biofilme.

Consequentemente, ap0s a conclusdo das avaliacbes realizadas com o
Palaseal Kulzer®, determinou-se a necessidade de sua substituicdo por outro
selante. Nesse contexto, optou-se pelo selante autopolimerizavel TDV® como
medida para mitigar possiveis intercorréncias externas. Apds a implementacao
dessa substituicdo, os testes foram reiterados e constatou-se uma redugdo na
adesao de células fungicas apdés a aplicacdo do novo selante, em comparacdo com
o controle negativo. Tal resultado proporcionou a oportunidade de avaliar a
incorporacao da vitroceramica de forma mais precisa.

As particulas de silica revestidas por prata foram submetidas a analise de
suas propriedades ao serem incorporadas em reembasadores de préteses e resinas
acrilicas. Nao apresentaram eficacia contra a formacédo de biofilme de C. albicans,
(Sacorague et al. 2015). Resultado semelhante foi observado no presente estudo
onde a vitroceramica apresentou efeito antifingico, mas esse efeito foi reduzido ao
ser incorporado ao glaze na superficie do PMMA de préteses acrilicas. Esses
resultados apontam para a complexidade das interacfes entre as particulas do
material e os componentes da resina acrilica, evidenciando a necessidade de uma
abordagem cautelosa ao considerar as concentracdes especificas e as aplicacdes
destas particulas em contextos odontoldgicos.

Diante dessas descobertas, como o encapsulamento da vitroceramica ao ser
adicionada ao glaze odontolégico reduzindo seus efeitos antifungicos, fica claro que
a otimizacdo dos beneficios desejados dessas particulas requer uma compreensao
mais aprofundada de sua interacdo com 0s materiais circundantes. Consideracdes
meticulosas quanto a concentracdo, formulacdo e caracteristicas especificas do
ambiente bucal s8o essenciais para a eficacia e aplicabilidade clinica dessas
particulas em proteses dentarias, reembasadores e glaze.
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7

A liberacdo de ions de prata neste contexto € mediada pela difusdo de
moléculas de agua para o interior do material e pela migracdo dos ions de prata
através do polimero para o meio aquoso, conforme destacado por Kong e
colaboradores (Kong et al. 2008). Devido a natureza hidrofobica do PMMA
(polimetilmetacrilato), a absorcdo de agua pelo sistema pode ter sido limitada,
comprometendo a eficacia da liberacdo de ions. Essa observacdo destaca a
importancia de considerar o impacto das interacdes entre a vitroceramica e o glaze
na manutencao das propriedades antifingicas. A incorporacdo da vitroceramica ao
glaze pode modificar a disponibilidade ou a eficacia dos componentes responsaveis
pelo efeito antifangico. Assim, embora a vitrocerdmica em si revele essa capacidade
desejada, é necessario otimizar as condi¢cdes de incorporacdo para preservar suas
propriedades antifingicas quando combinadas com vernizes selantes. A
compreensdao dessas condicbes € essencial para o desenvolvimento e
aprimoramento de produtos odontolégicos que buscam aproveitar as propriedades
benéficas da vitroceramica no controle de patégenos, como Candida albicans.

Spirandelli e sua equipe (Spirandelli., 2021) conduziram um estudo de teste
de halo de inibig&do utilizando vitroceramica derivada do biovidro 45S5 incorporada
em andaimes (scaffolds) contra C. albicans. Seus resultados indicaram que a adicao
da vitroceramica derivada do biovidro 45S5 nos andaimes desencadeou um efeito
antimicrobiano que nao esta presente no material em sua forma pura, efetivamente
inibindo a fixacdo e a proliferacdo dos microrganismos testados. A inibicdo
observada tanto para S. aureus quanto para C. albicans foi estatisticamente superior
a do controle positivo), indicando a eficacia do andaime/45S5 como uma barreira
antimicrobiana efetiva. No presente estudo, a vitroceramica pura e a vitroceramica
dopada com nitrato de prata quando testada por halo de inibicdo também
apresentou efeito antimicrobiano sendo ambos similares. A hipotese sugerida
inicialmente foi que quando essa vitroceramica fosse adicionada ao glaze,
desencadearia um efeito antifingico que ndo esta presente no glaze em sua forma
pura. A atividade antimicrobiana observada no presente estudo pode ser atribuida a
liberag&o de ions do biovidro no meio de teste, resultando em um aumento local do
pH. A mudanca no pH pode desencadear alteracbes na pressdao osmotica,
comprometer a integridade da membrana citoplasmatica e induzir desnaturacdo de

proteinas, interferindo em fungdes intracelulares cruciais, como a atividade
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enzimatica, essenciais para 0 metabolismo microbiano. Esses efeitos podem ter sido
inibidos quando o glaze encapsulou a vitroceramica. Ao analisar o MEV das
particulas de vitroceramica, € possivel observar que elas possuem dimensdes
variando entre 5 e 50 micrometros, apresentando contornos agudos. Por outro lado,
ao examinar o MEV da vitroceramica incorporada ao glaze, verifica-se a presenca de
particulas de maiores dimensfes, em torno de 100 micrébmetros, com contornos
arredondados, sugerindo a formacdo de aglomerados de particulas. Este efeito
arredondado é atribuido a cobertura pelo glaze, o que constitui um forte indicio de
encapsulamento pelo glaze, em consonancia com os resultados microbiologicos
obtidos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados alcancados, conclui-se que a vitroceramica
originada do biovidro 45S5 demonstrou propriedades inibitorias frente a células
planctdnicas de Candida albicans. No entanto, observou-se que essa propriedade
ndo se mantém quando a vitrocerdmica € incorporada ao verniz selante de
superficie, ndo sendo evidenciado efeito antibiofilme. A vitroceramica mostrou-se

citotoxica para queratindcitos orais em contato direto.
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