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Sacorague SCMC. Avaliagdo mecanica e microbiologica de resinas acrilicas
refor¢adas com particulas de silica revestidas com prata [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2016.

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi sintetizar e caracterizar particulas de silica
recobertas com nanoparticulas de prata, e avaliar a influéncia destas quando
incorporadas a resina acrilica termicamente ativada e reembasador rigido, em
suas caracteristicas mecanicas e microbioldgicas. Uma solucdo de silica foi
sintetizada pelo método de hidrolise controlada do tetraetilortosilicato (TEOS)
em meio alcoolico. Foi adicionada a essa uma solucao de nitrato de prata, em
duas molaridades (10 mmols e 30 mmols) formando particulas do tipo nucleo-
casca. Apos centrifugacdo e secagem, cada pd obtido foi adicionado em duas
concentragdes: 0.5% e 2%, as resinas analisadas. Foram confeccionadas barras
retangulares (n=9) de 30 x 10x 3mm para realizagdo do teste de resisténcia a
flexdo de trés pontos, rugosidade e angulo de contato; e 120 amostras em forma
de disco (2 mmx10 mm) para analise microbioldgica. Como grupo controle
teve-se amostras sem nanoparticulas. As nanoparticulas foram analisadas em
microscopia eletronica de varredura com microanalisador por energia dispersiva
de raios-X integrado (EDS), Difratometro de Raios-X e microscopia eletronica
de transmissdo. Uma suspensao de Candida albicans foi utilizada para analise
de aderéncia fungica, halo de inibigdo e concentracdo inibitoria minima. As
fotomicrografias mostraram que as nanoparticulas de 10 mmols apresentam uma
distribui¢do mais homogénea e menor agregacao das nanoparticulas de prata na
superficie da silica do que as de 30 mmols. Os resultados indicaram que a
resisténcia a flexdo foi afetada negativamente, em ambos materiais, com a
adicdo de 2% de particulas, independente da molaridade. A adigdo das
particulas ndo alterou a molhabilidade da superficie dos materiais, nem a
rugosidade, exceto do grupo de reembasador com particulas de 10mmols, em
ambas concentragdes. As particulas ndo apresentaram acao antifingica para os
materiais testados em nenhuma concentracdo, nem houve a formagao de halo.
Entretanto, a solugdo apresentou concentragdo inibitéria minima a partir de
2.000 ppm. Concluiu-se que em baixas concentragdes as nanoparticulas ndo
afetaram as caracteristicas mecanica e de superficie da resina acrilica e do
reembasador, entretanto elas ndo inibiram a formacdo de biofilme por C.
albicans sob os materiais.

Palavras-chave: Nanoparticulas.Prata. Base para dentaduras. Reembasadores de
dentaduras.



Sacorague SCMC. Mechanical and microbiological evaluation of acrylic
resins reinforced with silica-silver particles [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2016.

ABSTRACT

This research aimed to synthesize, characterize, and evaluate the influence of
the addition of silica-silver core/shell particles in mechanical and antifungal
characteristics of thermally active acrylic resins or hard reliner . Silica
solution was  produced by controlled  hydrolysis  method of
tetraethylorthosilicate (TEOS) in an alcoholic. It was added a silver nitrate
solution in two molarities, 10 and 30 milimols, forming core-shell particles.
After centrifugation and drying, each obtained powder was added in two
concentrations 0.5% and 2% in the resins analyzed. Rectangular samples
(n=9) with 30 x10 x3 mm were made to three point bend test), roughness and
contact angle, and 120 samples in disc (2 mmxI10 mm) for microbiological
analysis Samples without particles were used as control. The nanoparticles
were analyzed by scanning electron microscopy with dispersive energy
microanalyzer integrated X-rays (EDS), X-ray diffractometer and
transmission electron microscopy. Candida albicans suspension was used to
adhesion test, inhibition zone and minimum inhibitory concentration.
Photomicrograph showed that nanoparticles with 10 milimols show a
distribution more uniform and less aggregation of silver nanoparticles on the
silica surface than 30 millimols. The Three point bend test results showed that
the flexural strength was negatively affected in both materials, with the
addition of 2% particles, in both molarity. The addition of the nanoparticles
did not change the surface wettability or roughness of the materials, except
for except the reliner group with 10mmols, in both concentrations. The
nanoparticles showed no antifungal action for the materials tested at any
concentration, neither was zone innibition. However, the solution presented
minimal inhibitory concentration to 2.000 ppm. We conclude that low
concentrations nanoparticles do not affect the mechanical characteristics and
surface of the acrylic resin or reliner, however they do not reduce biofilm
adhesion by C. albicans in the materials.

Keywords:  Nanoparticules. Silver. Denture base. Denture liners.



1 INTRODUCAO

Os individuos portadores de protese total sdo mais susceptiveis a
infeccoes na mucosa de revestimento, principalmente no tocante a infecgdes
fungicas. Segundo dados da literatura, cerca de 50 a 70% dos pacientes usudrios
deste tipo de aparelho protético apresentam estomatite causada por Candida
albicans (Daniluk et al., 2006; Pires et al., 2002; Budtz-Jirgensen et al., 1996;
Lotfi-Kamran et al., 2009)

Apesar da Candida ssp ser um componente comum a flora da cavidade
bucal ela pode se tornar um patégeno em algumas condigdes, tais como:
inadequada higiene oral, hipossalivagdo, diabetes, o uso de proteses mal
adaptadas ou com superficie desgastada e aspera (Pires et al. 2002).

Alguns estudos tém mostrado que a aderéncia de Candida ssp na
superficie do polimetilmetacrilato (PMMA) ¢ associada a hidrofobicidade
apresentada tanto pelos microrganismos como pelas unidades monoméricas
expostas na superficie, que interagem com os dominios hidrofobicos de
proteinas gerando fortes interagdes desta natureza ( Park et al., 2003; Nikawa et
al., 1992a, 1992b).

Diante disto faz-se importante estudar agentes que alterem estas
interacdes, que atuem como antimicrobianos ao inibir a adesdo bacteriana ou
fangica.

Um agente antimicrobiano que vem sendo amplamente estudado em
outras areas do conhecimento ¢ a prata. Na medicina, estudos sugerem que as
nanoparticulas de prata tem um potente efeito anti-inflamatorio e aceleram a
cicatrizacao de feridas (Nadworny et al., 2008; Tian et al., 2007), principalmente
no tratamento de queimaduras, onde a sulfadiazina de prata ¢ utilizada como

padrao ouro.
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Outros autores t€ém como alvo a andlise de materiais ja disponiveis no
mercado, que utilizam a prata como antibacteriano, onde se destacam os
implantes cardiovasculares, cateteres venosos € neuroldgicos, € cimentos para
osso a base de PMMA (Chaloupka et al., 2010). Ainda nao se conhece por
completo o mecanismo de agdo da prata nos microrganismos, mas € certo que a
prata ou as nanoparticulas de prata em meio aquoso ¢ biologicamente reativa e
age sobre as bactérias, tendo efeito bactericida e bacteriostatico (Volker et al.,
2013).

Na odontologia, alguns estudos tém avaliado tanto as propriedades
mecanicas quanto a morfologia, e a eficiéncia bacteriologica e fungicida das
nanoparticulas de prata quando adicionadas em resina acrilicas, compositos, ¢
reembasadores. A adicdo de nanoparticulas de prata em resinas compostas
fotoativadas em concentracdes acima de 0,5% ¢ capaz de inibir o crescimento
bacteriano (Fan et al., 2011). A adi¢do de nanoparticulas de prata em resina
acrilica para base de protese, em concentragdes de 0.05%, 0.5%, e 5%,
apresentou bons resultados, indicando ndo haver perda de resisténcia mecanica
da resina. Além disso, sugere-se que uma menor concentragao de particula gera
uma melhor dispersdo desta no interior da massa de resina, além destas se
apresentarem na superficie do polimero (Monteiro et al., 2012).

Estudos recentes avaliaram a adi¢cdo de nanoparticulas de prata em
resinas acrilicas quimicamente ativadas (RAAT) e compdsitos a base de
metacrilatos e siloranos (Kiriyama et al., 2013; Kasraei, Azarsina, 2012). A
pulverizagdo de um composto inorganico a base de prata em 3 concentracdes
(0,5%, 1,0% e 1,5%) sobre 0o PMMA mostrou-se eficaz frente ao S. mutans, S.
oralis, S. gorgonii, A. naeslundii e C. albicans. A reduc¢ao do numero de células
bacterianas e fungicas parece estar diretamente ligada com a quantidade de
ions/particulas de prata dispersas em meio aquoso. (Kiriyama et al., 2013).

Outros materiais resinosos que necessitam de certa atencdo quanto as
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propriedades mecanicas e microbiologicas sdo os reembasadores. Os materiais
reembasadores e condicionadores de tecido sdo amplamente utilizados para
auxiliar na recuperacdo dos tecidos mucosos apods trauma causado por protese
mal adaptadas ou para ajustar proteses em rebordos com grande reabsorcgao.
Entretanto, estes materiais se degeneram muito rapidamente por apresentarem
uma superficie porosa, o que facilita a colonizagdo por micro-organismos. A
adicao de nanoparticulas de prata em materiais condicionadores de tecido, a base
de silicone, em concentragdes variadas reduziu consideravelmente a colonizacao
por C. albicans, mas a partir de 80 ppm as particulas de prata tendem a se
aglomerar, o que pode reduzir sua eficiéncia antimicrobiana (Chladek et al.,
2011; Chladek et al., 2012). Um dos problemas apresentados pela inser¢ao das
particulas de prata nos materiais ¢ a alteragdo de cor, que varia conforme sua
concentracdo, de amarelo a marrom escuro (Fan et al., 2011).

Sabe-se que, com a diminui¢do do tamanho da particula t€ém-se uma
alteragdo na ressonancia plasmodnica da superficie, ou seja, em particulas
menores (1-2 nm), ela perde a sua cor caracteristica (Nischala et al., 2011).
Porém, essas particulas em meio liquido se tornam instaveis, e tendem a se
aglomerar (Nischala et al., 2011). Uma tentativa de resolver este problema ¢ a
aglomeracao destas particulas sobre particulas de silica. A silica ¢ um material
muito utilizado para formacao de particulas bifuncionais, pois ¢ quimicamente
inerte, opticamente transparente € nao afeta o nicleo dos materiais que estdo em
sua superficie (Hebalkar et al., 2011). A adicdo de silica em resina a base
PMMA, em concentragdes variando entre 0,1%, 0,5%, 1% e 5%, proporcionou
beneficios diretos na resisténcia a flexao do material (da Silva et al., 2012).

Frente as perspectivas apresentadas de acdo antimicrobiana pela
utilizacdo destas particulas nos materiais odontoldgicos, estudos podem ser
realizados na busca por -caracteristicas mais estdveis da prata e suas

concentragdes, ¢ para determinar a influéncia destas quando associadas a



materiais poliméricos para protese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sobre resinas acrilicas e reembasadores

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

A resina acrilica utilizada rotineiramente em odontologia ¢ um polimero
a base de polimetilmetacrilato (PMMA), apresentada em forma de pé e liquido.
O po6 ¢ constituido por esferas polimerizadas de PMMA e uma pequena
quantidade de perdxido de benzoila, que atua como iniciador do processo de
polimerizagdo; o liquido contém metacrilato de metila e hidroquinona, que atua
como inibidor da reacdo, prevenindo a polimerizag¢do do liquido durante o
armazenamento. A reacao de polimerizagao inicia-se a partir de um radical livre,
normalmente o peroxido de benzoila, que quando aquecido entre 50 °C e 100 °C
se quebra e d4 origem a dois radicais livres que possuem em sua estrutura um
elétron livre ndo emparelhado. Para as resinas de ativagao quimica, uma amina
terciaria € adicionada ao liquido que serve como ativador da reacdo de
polimerizagdo. Quando este radical livre se aproxima de uma molécula de
metacrilato, acaba por atrair o elétron de uma dupla ligacdo existente entre

carbono e oxigénio, tornando uma ligagdo simples e deixando livre outro elétron
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que continuard o crescimento da cadeia. E usual a adicdo de agentes de ligacdo
cruzada, como o glicol dimetacrilato de metila, com intuito de aumentar a
resisténcia a deformacdo. A reacdo de polimerizagdo pode ser desencadeada
ap6s a manipulacao do material por ativagdo térmica - RAAT (calor seco, vapor,
ou energia de micro-ondas), ativagdo quimica- RAAQ, ou luz visivel
(Anusavice, 2005; Paes-Junior et al., 2014).

Para a confecgdo de proteses totais mucossuportadas opta-se por utilizar
a resina acrilica ativada termicamente. Isso se justifica pois esta apresenta
propriedades biomecanicas e Opticas superiores as resinas de ativagao quimica.
Segundo Winkler (1984) ao comparar as resinas polimerizadas por ativagao
quimica (RAAQ) com aquelas polimerizadas por ativacdo térmica (RAAT)
destaca-se uma perceptivel diminuicdo da resisténcia a flexdo nas RAAQ em
relagdo as RAAT. O ponto chave atribuido a diferenciacdo entre as elas € o
método de polimerizacdo ¢ o fato das RAAQ necessitarem de um ativador
(amina terciaria) para desencadear o processo de polimerizagdo a temperatura
ambiente, o que acaba por ter uma menor conversao do monémero em polimero,
além de promover a oxidagdo da resina polimerizada a longo prazo, causando
alteracao de cor.

A contragdo de polimerizagdo intrinseca as resinas acrilicas ¢ um
importante aspecto relativo ao do processo de exotermia. Um dos maiores
problemas relatados pelo autor (Winkler, 1984) ¢ a baixa taxa de conversdo do
mondmero em polimero nas RAAQ, quando comparado a RAAT. Isto resulta
em um alto nivel de mondmero residual, que o autor ndo acredita que este seja
um desencadeador de efeitos irritativos ou alérgicos para os tecidos orais, mas
que sua influéncia esteja diretamente relacionada as propriedades mecanicas do
material polimerizado. A resisténcia transversa, na melhor das hipoteses, ¢ para
as RAAQ 80% daquela encontrada nas RAAT. Entretanto, uma das maiores

vantagens das RAAQ ¢ a melhor adaptagdo e estabilidade dimensional
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conseguidas por nao se introduzir nesta, o estresse de processamento, que ¢
inerente a polimerizagdo por ativacao térmica. Além disso, as RAAQ possuem
melhor estabilidade dimensional e adaptacdo, devido a ndo estarem sujeitas ao
stress promovido durante o ciclo de polimerizagdo em dgua aquecida.

Em uma revisdo sobre estabilidade dimensional e métodos de
polimerizagdo de resinas para base de protese, Takamata e Setcos (1989)
investigaram a precisdao de algumas resinas quanto ao tipo de polimerizagao,
assim como o método para prensagem, buscando aqueles que proporcionassem a
menor distor¢do durante o processamento. Apesar de novos métodos de
processamento, novos materiais ou a associagdo entre eles (como resinas foto-
ativadas ou polimerizadas por micro-ondas , e resinas polimerizadas em
sistemas a vacuo de baixa temperatura) o método tradicional de polimerizagao
de resinas por calor ainda ¢ citada como melhor.

Bonnati et al. (2009) avaliou o efeito da polimeriza¢ao na estabilidade de
cor de resina para base de protese. Segundo os autores, a mudanca de cor pode
ser causada por diversos fatores, como o grau de conversio € 0 monOmero
residual, assim como por excesso de porosidade por pressao insuficiente durante
a prensagem. Os autores avaliaram a estabilidade de cor de uma resina acrilica
polimerizada em micro-ondas, divido em trés grupos, variando o ciclo de
polimerizagdo. Como controles foram confeccionados grupos com resina
termicamente ativada em banho de &gua quente, e quimicamente ativada.
Algumas amostras de cada grupo foram cicladas em uma camara de
envelhecimento acelerado, e avaliadas apds 20, 192 e 384 horas. Outra série de
amostras foi imersa em agua, café, cha, refrigerante a base de cola e vinho tinto
e avaliadas apos 1, 12 e 36 dias. A cor foi mensurada por um espectrofotometro
antes e apos o envelhecimento. Os resultados mostraram que quanto ao
envelhecimento, o teste de analise de variancia mostrou significancia de ambas

as varidveis, grupo e tempo, assim como da interacdo entre elas. O grupo de
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resina acrilica quimicamente ativada foi o menos estavel, independentemente do
tempo. Além disso, a variagdo de coloragdo apresentou-se fortemente diferente
dos outros grupos para cada momento. A resina acrilica processada em forno de
micro-ondas mostrou as menores alteragdes apos 20 horas, independentemente
do ciclo de polimerizagdo. A mudanga de cor apds a imersdo em diversas
solucdes somente foi significativa quando considerado o agente e o tempo, mas
manteve-se estavel entre os grupos. Os autores concluiram que as resinas
termoativadas apresentaram resultados estaveis apos o envelhecimento, quando
comparado a RAAQ. Esse fato ¢ possivelmente ocasionado pela diferente
composicdo entre os materiais, como a presenca de um ativador quimico, que
também pode gerar porosidades no material.

O ciclo de polimerizagdo da resina também influencia diretamente a
quantidade de mondmero residual e consequentemente a resisténcia a flexao.
Paes-Junior et al. (2006) avaliaram a resisténcia a flexdo e quantificaram o
monomero residual superficial de diversas resinas, variando os protocolos de
polimerizagdo. Foram utilizadas dois tipos de resina de ativagdo por energia de
micro-ondas, dois de resinas de ativacao térmica convencional em banho de
agua aquecida no ciclo longo, uma resina de ativacao térmica em ciclo rapido, e
dois grupos cuja resina era a mesma de ativagdo quimica, processada em duas
condi¢des: a temperatura ambiente e, por aquecimento adicional em banho de
agua. O autor concluiu que as resinas quimicamente ativadas e as que foram
submetidas ao banho térmico curto apresentaram os piores valores de resisténcia
a flexdo, assim como os maiores valores de monomero residual. O aquecimento
adicional em banho de 4dgua da resina de ativacdo quimica gerou uma
diminuicdo considerdvel dos niveis de mondmero residual e determinou o
aumento da resisténcia a flexao do material.

A presenga de mondmero residual também estd relacionada com a

porosidade, conforme levantado por Kimpara et al. (2009). Os autores avaliaram



26

o efeito de diferentes ciclos de polimerizacdo nas propriedades das RAAT por
meio da verificacdo da quantidade do monomero residual superficial e da
presenca de porosidade. Amostras de resina acrilica foram submetidas a 4 ciclos
diferentes ciclo I (65 °C por 30 min; 50 °C por 23 h 30 min e 100 °C por 1h);
ciclo IT (50 °C por 24 h; 65 °C por 1 h; 30 min para elevar a 100 °C e 1 ha 100
°C); ciclo IIT (72 °C por 9 h); e ciclo IV (65 °C por 1 h; 30 min para elevar a
100 °C e 1 h a 100 °C). Os resultados mostraram que os espécimes submetidos
ao ciclo curto tinham a presenca marcante de porosidades. Quanto ao mondmero
residual, nos ciclos longos, a elevacdo da temperatura ao final do ciclo foi
importante para a diminui¢do do mondmero residual.

Apesar de sua excelente estabilidade dimensional, boa reprodutibilidade
e adaptacdo aos tecidos moles, alguns casos podem apresentar desajustes devido
a continua reabsorcdo do osso alveolar ou alteracoes em tecido mole,
prejudicando a estabilidade do aparelho. A fim de minimizar danos aos tecidos
de suporte, foram desenvolvidas técnicas e materiais para reembasamento das
proteses. Estes recursos permitem restabelecer a retencdo e a estabilidade,
ajustes e corre¢oes na area do selado periférico.

Os sistemas de reembasamento quimicamente ativados (para uso direto)
sdo uma excelente alternativa visto que nao ¢ necessdria a retengdo da protese
para envio ao laboratdrio, tornando a execucdo rapida (Cerveira Netto, 1987;
Telles, 2011).

Segundo McCabe ¢ Walls (2006), os materiais reembasadores podem ser
divididos em 3 categorias: materiais rigidos, condicionadores e resilientes. Os
materiais rigidos sdo resinas acrilicas, a base de monomeros de metacrilato de
metila (MMA) com agentes plastificadores, ou mondmeros de metacrilato
maiores como a etila e butila. Estes agentes levam a diminui¢do da temperatura
de transi¢do vitrea, gerando possivel aumento na instabilidade dimensional. Os

condicionadores de tecido sdo materiais extremamente resilientes, que nao
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possuem monodmeros acrilicos no liquido permitindo assim sua utilizacdo apds
cirurgias ou em dareas traumatizadas, levando a recuperagdo dos tecidos moles
sem irritacdo. Entretanto, sua durabilidade ¢ curta sendo recomendada sua troca
a em curto espaco de tempo. Os reembasadores resilientes ndo sdo tao flexiveis
como os condicionadores, mas mantém esta propriedade por aproximadamente 2
meses, até enrijecerem. Estes materiais podem ser a base de acrilicos ou de
elastdmeros de silicone, que possuem uma composicao similar aos silicones para
moldagens, sendo basicamente polimeros de dimetilsiloxano
(polidimetilsiloxano). Este ¢ um liquido viscoso, que ao interagir com a
borracha, por um agente de unido, resulta em um material com boas
propriedades elasticas.

Wyatt et al. (1986) compararam as caracteristicas fisicas de seis tipos de
reembasadores rigidos: a temperatura até atingir a cura, os tempos de presa, ¢ a
porosidade de cada material. Com o auxilio de termopares e eletrodos,
constatou-se que apenas dois grupos apresentaram altas temperaturas durante o
tempo de presa, entre 70 °C e 80 °C, o que pode ser intolerante para boa parte
dos pacientes. A avaliagdo em microscopia Optica de varredura (MEV) revelou
duas camadas distintas: uma massa soélida abaixo de uma fina camada de
material poroso. Essa camada externa porosa pode acumular placa bacteriana
mais facilmente do que um material livre de poros. Os autores concluiram que
as caracteristicas fisicas de qualquer um dos produtos avaliados nao indicaram
superioridade clinica entre eles.

Archadian et al. (2000) avaliaram o efeito da termociclagem na
resisténcia a flexdo de resinas e reembasadores. Foram confeccionados barras
com 3 tipos de resina (Acron, Acron MC e Ivocap), barras com 3 tipos de
reembasadores (Rebaron, Tokuso Rebase e Lite rebase), ¢ a combinagdo entre
eles(resinatreembasador). Os materiais foram manipulados conforme

recomendagdo do fabricante, realizou-se o acabamento e polimento dos
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espécimes, e estes foram armazenados em agua destilada & 37 °C por 50 h.
Metade dos espécimes foram termociclados durante 20.000 ciclos, entre 4 °C ¢
60 °C. Foi entdo realizado o teste de resisténcia a flexdo de 3 pontos. Os
resultados mostraram que apds 48h depois de processados os espécimes em
resina acrilica, ndo apresentaram valores abaixo de 100 MPa, mas apds a
termociclagem todos, exceto Ivocap, mostraram menor valor de resisténcia. Os
reembasadores apresentaram valores de resisténcia inferiores se comparados a
resina acrilica, e seguiram o mesmo padrao apresentando valores menores apos a
termociclagem. O autor relaciona os valores inferiores dos reembasadores ao
agente plastificante e ao mondmero residual, que no caso das resinas
quimicamente ativadas ¢ cerca de 10 vezes maior que as termo ativadas. Os
grupos com materiais combinados apresentaram valores de resisténcia
superiores ao de reembasadores somente. Apds a termociclagem somente 3
grupos nao apresentaram aumento na resisténcia.

Silva et al. (2013) avaliaram o efeito da termociclagem na tenacidade a
fratura de uma resina acrilica termopolizavel e 4 tipos de reembasadores a base
de polietilmetacrilato (PEMA). Apds a confeccao dos espécimes com cada
material (n=20), acabamento e polimento, eles foram divididos, sendo que 10
foram testados imediatamente e a outra metade foi termociclada, (banho de
agua, variando de 5 °C a 55 °C, durante 5000 ciclos) e posteriormente testada.
Todos os espécimes foram submetidos a um teste de tenacidade a fratura de 3
pontos. Os resultados mostraram que o grupo controle (resina termo ativada)
apresentou os melhores resultados de tenacidade frente aos reembasadores,
independente da termociclagem. Entre os reembasadores, dois grupos
apresentaram resultados similares, porém superiores a um dos materiais. A
termociclagem ndo afetou negativamente a tenacidade a fratura dos materiais
avaliados. Entretanto ¢ lembrado que em condig¢des clinicas os materiais estao

sujeitos também ao estresse mastigatorio.
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Oliveira e colaboradores (2007) avaliaram o efeito da escovagdo na
rugosidade superficial de dois materiais resilientes, a base de silicone,
comparado com uma resina acrilica termoativada. Foram confeccionados 20
espécimes de cada material, sendo que 10 foram armazenados como controle, o
os outros 10 submetidos a escovacdo mecanica, por 30.000 ciclos (5 ciclos por
segundo), com uma carga de 300 g, o que equivale a aproximadamente 3 anos.
O teste de rugosidade foi realizado em 2 momentos, antes e apds a escovagao.
Os resultados mostraram menor rugosidade dos materiais antes da escovacao,
tendo a resina acrilica apresentado os melhores resultados. A escovacao
aumentou significativamente a rugosidade, principalmente de um dos
reembasadores.

Chladek et al. (2014) apresentam em sua revisao sobre reembasadores
resilientes de longa duracdo, composi¢do, efeitos clinicos, coloniza¢do do
material por microrganismo, e algumas propriedades mecanicas. Os autores
afirmam que estes materiais garantem um aumento significativo no conforto dos
pacientes, aliado a suas propriedades mecanicas e de desempenho favoraveis.
Entretanto, a durabilidade destes materiais sob condi¢des clinicas ¢ limitado,
principalmente devido a sua baixa resisténcia a colonizacao por C. albicans. Os
resultados preliminares de varios estudos sugerem que o uso de agentes
antimicrobianos podem melhorar as propriedades microbioldgicas. Assim mais
pesquisas sdo necessarias para explorar as potenciais aplicacdoes de
antimicrobianos, assim como a estabilidade deles no material. Essa melhoria
também pode minimizar outro problema importante, que ¢ a descolagem do
material da base da prétese, e inerente migragao de liquidos para o interior do
material. Quanto as propriedades mecanicas, como dureza e viscoelasticidade
elas se mantem estaveis ao longo do tempo comparando os materiais resilientes
a base de acrilato com os a base de silicone; a sor¢ao ¢ solubilidade sao

significativamente baixo quanto comparado aos materiais a base de silicone.
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Entretanto, a cor € instavel ao longo do tempo e podem ser alteradas por varios
fatores, particularmente pela nicotina.

Mesmo com propriedades mecanicas adequadas, tanto a resina acrilica
para base de prdotese como para reembasamento, apresentam como uma de sua
principal limitacdo a auséncia de atividade antimicrobiana ou antifingica
(Samaranayake et al., 1994).

A C. albicans ¢ um fungo que esta presente na cavidade bucal de cerca
de 50% da populagdo. Em pacientes portadores de protese total, apos sua adesao
sobre a superficie da resina, ela ¢ um primeiro passo para a estomatite protética
(Arendorf, Walker, 1987). A etiologia da estomatite protética ¢ considerada
multifatorial e estd associada a irritagdo mecanica por uso continuo da protese,
inadequada higiene bucal, reacdes alérgicas ao acrilico, alteragcdes imunologicas
sistémicas, diabetes e, a colonizagdo pelo fungo (Arendorf, Walker, 1987;
Rodriguez Acosta et al., 2015).

Segundo Pires et al. (2002) a estomatite protética ¢ frequentemente
associada a altos niveis de Candida ssp na saliva e higiene oral e da protese
deficiente. Com intuito de analisar a incidéncia de estomatite e possiveis fatores
predisponentes, os autores avaliaram 77 pacientes desdentados total antes e 6
meses apos a instalagdo de um novo par de proteses. Durante a avaliacao clinica,
0os pacientes com estomatite foram classificados em: Tipo I, quando se
identificou inflamacdo localizada ou hiperemia; Tipo Il quando mostrou-se
eritema generalizado; Tipo III quando apresentou hiperplasia papilar no palato.
A higiene da protese foi classificada como bom (auséncia de placa), regular
(presenca de placa removivel na superficie interna da protese), deficiente
(presenca de placa removivel na superficie interna e externa da protese) e pobre
(presenca de placa ndo-removivel no exterior ¢ / ou interior da prétese). Além
disso, foi realizada a coleta da saliva ndo estimulada por 5 minutos e realizada a

identificagdo e contagem de Candida ssp. Todos os pacientes receberam
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orientacdo de higiene, e foram avaliados apds 6 meses. Na primeira avaliagao
50,6 % dos pacientes apresentaram algum tipo de estomatite, ¢ 63% foram
classificados como tendo uma higiene pobre. Na segunda avaliacdo a presenca
de estomatite caiu para 18,2%, e a higiene considerada boa ou regular para todos
os pacientes. O fluxo salivar, a contagem de Candida ssp na saliva e espécies
encontradas foram semelhantes em ambas as avaliagdes. Os autores concluiram
que a substituicdo da protese e a melhoria da higiene foram uteis para a
resolugdo da estomatite. Entretanto, a higiene bucal deve ser continua, uma vez
que ndo ouve redugdo na contagem de Candida ssp salivar

Além dos fatores sistémicos e locais que predispdem a estomatite
fingica a caracteristica da superficie da protese assim como do material, podem
influenciar e/ou facilitar a aderéncia do microrganismo na superficie. Segundo
Park et al. (2003) a adesdo inicial da C. albicans pode estar associada a
hidrofobicidade do  microrganismo que acaba interagindo com unidades
monoméricas do PMMA que estdo expostas na superficie. Os autores
adicionaram &cidos metacrilico em diferentes concentracdes na resina acrilica,
com o intuito de modificar a carga na superficie da resina, diminuido assim a
interacdo com C. albicans. Os resultados mostraram que a medida que
concentragdo de acido metacrilico aumentava, houve diminuicdo na area de
superficie com C. albicans aderida. Houve também diminuicdo significativa no
angulo de contato @ medida que a proporcao de acido metacrilico aumentou. Os
autores concluiram que € importante o papel da interacao eletrostatica na adesao,
assim como introduziram um método eficaz para reduzir a adesdo de C. albicans
a superficie de PMMA através da modificagdo da carga da superficie dos
biomateriais poliméricos.

A prevengao e tratamento da colonizagdo dos reembasadores por C.
albicans € de extrema importancia, considerando as caracteristicas do material e

muitas vezes a situagdo clinica do paciente. Kang et al. (2013) avaliaram a
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influéncia das caracteristicas da superficie dos materiais reembasadores com a
adesdo de C. albicans. Foram selecionados 2 condicionadores de tecido, 2
reembasadores “soft” a base de acrilico, 2 reembasadores “soft” a base de
silicone, e 2 reembasadores rigidos. Os espécimes foram confeccionados em
forma de disco e analisados a rugosidade superficial, o angulo de contato ¢ a
energia de superficie com quatro liquidos de referéncia: agua, glicerol, etileno
glicol e bromonaftaleno. Também avaliou-se a adesdo de C. albicans. Os
resultados indicaram diferengas significativas na rugosidade da superficie dos
materiais analisado (p<0,001). Os condicionadores de tecido e os reembasadores
macios acrilicos mostraram superficies mais asperas do que os de silicone e os
reembasadores rigidos. Os reembasadores macios acrilicos foram mais
hidrofilos do que outros materiais. No geral, os reembasadores macios acrilicos
e condicionadores de tecido mostraram significativamente maior adesdo a C.
albicans do que os outros materiais (p<<0,05). A correlacdo de Pearson indicou
que os componente de base e o grau de hidrofobicidade / hidrofilicidade do
material (p=0,005 / 0,008), afeta a adesdo microbiana de maneira mais
significativa do que a energia de superficie total e a rugosidade da superficie
(p=0,093 / 0,057). Os autores concluiram que adesdo de C. albicans nos
materiais de reembasamento podem ser explicada por meio de interagdes acido-
base entre as superficies.

Em uma revisdo recente, Skupien et al. (2013) buscavam determinar a
viabilidade de um protocolo de prevencao de colonizagdao por Candida ssp em
reembasadores de prétese e um tratamento eficaz apds a colonizagao por fungos.
Apos a avaliacdao de 38 artigos, os autores relatam que a incorporacao de agentes
fungicidas nos matérias de reembasamento e nos condicionadores de tecido, ou a
imersdao da protese em solucdes contendo esses materiais de limpeza foi
executada frequentemente para atingir os objetivos. A incorporacao de nistatina

foi avaliada em 8 estudos, assim como a adi¢do de agentes antimicrobianos a



base de prata estava presente em 4 estudos. Os autores concluiram que a adigao
de agentes antifingicos em reembasadores e condicionadores de tecidos parece
evitar a colonizagdo por Candida ssp, mas a concentragdo adequada ainda nao ¢
um consenso. A limpeza com hipoclorito de sodio 0,5% pode se tutil para
desinfec¢do. Mas os dados analisados sdo insuficientes para estabelecer um

protocolo de adic¢do de antifingicos.

2.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢ citada como uma resposta as questdes mais
desafiadoras enfrentadas pela sociedade nos dias atuais. Ela abrange um vasto e
diversificado campo, com conhecimentos derivados de engenharia, biologia,
fisica e quimica. Na medicina as nanoparticulas possibilitaram o
desenvolvimento de novas técnicas nas areas de diagndstico, imagem, e
liberacdo de medicamentos. (Ambrogio et al., 2011; Patel et al., 2014; Ferrari,
2005.)

As nanoparticulas sdo materiais com estrutura variando de 1-100 nm.
Um nandémetro ¢ definido como um bilionésimo de metro (10°m). Estas
apresentam propriedades fisicas e quimicas (Optica, magnética, catalitica,
termodinamica e eletroquimica) diretamente dependentes de seu tamanho, assim
como sua composi¢do quimica e formatos influenciam nestas propriedades
especificas. Elas podem ser preparadas com polimeros organicos (nanoparticulas
organicas) e/ou elementos inorganicos (nanoparticulas inorganicas) (Sanvicens,

Marco, 2008).

33
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2.2.1 Nanoparticulas de prata (AgNp)

Dentre as nanoparticulas que apresentam efeito antimicrobiano os ions
ou sais de prata sdo amplamente usados em diferentes areas da medicina. Seu
uso ¢ relatado desde antes de 1800, no tratamento de doengas venéreas, ulceras
na perna, assim como da folha de prata, que era aplicada em feridas cirtrgicas,
melhorando a cicatrizagdo pos-operatéria, reduzindo infeccdes, e do lapis
caustico (nitrato de prata com nitrato de potdssio) utilizados para remog¢ao de
verrugas ¢ debridamento de ulceras (Lansdown, 2002). Em 1965 Moyer
introduziu um novo protocolo de tratamento de queimaduras utilizando nitrato
de prata 0,5%. Em 1968, ela foi combinada com a sulfonamida, dando origem
ao creme de sulfadiazina de prata, que ¢ ainda hoje o tratamento padrao ouro
para paciente com queimaduras (Klasen, 2000).

Além disso, existem uma variedade de produtos contendo prata
comercialmente disponiveis, como cateter de poliuretano ventricular, cateter
para medicacdo, curativos para feridas e cavidades, e géis. (Chaloupka et al.,
2010).

O exato mecanismo de como a prata exerce sua atividade antimicrobiana
ainda ndo ¢ totalmente esclarecido e, também, depende do tamanho e forma da
particula. Uma possivel explicagdo para a atividade bactericida das particulas de
prata ¢ que a transferéncia direta de ions de prata, a partir de nanoparticulas
oxidadas para sitios biolégicos como proteinas ou a membrana celular.
(Knetsch, Koole 2011). As nanoparticulas de prata parecem aumentar os niveis
de espécies de oxigénio reativo como os superdxidos O2- ou O2--), perdxido de
hidrogénio (H202), radicais hidroxila (OH-) ou nitroxila (NO-) , e subprodutos
como radical alcoxila (RO-), causando um estresse oxidativo, que danifica a

membrana celular, a mitocondria e pode apresentar afinidade pelo mesmo sitio
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de ligacdo de importantes ions como cdalcio e sodio, inibindo a troca idnica.
(Volker et al., 2013). Desta forma, acredita-se que os ions de prata podem
interagir com os trés principais componentes da célula bacteriana: a parede
celular de peptidoglicano ¢ membrana plasmatica; DNA (citoplasmatico)
bacteriano e proteinas bacterianas, especialmente as enzimas envolvidas nos
processos celulares vitais, como a cadeia de transporte de elétrons (Chaloupka et
al., 2010).

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

Na odontologia, as nanoparticulas de prata foram aplicadas em diversos
materiais odontoldgicos, com a intengdo de prevenir e/ou reduzir a formagao de
biofilme em compdsitos e superficie de implantes, no tratamento de estomatites
protéticas, agente antimicrobiano em materiais endodonticos obturadores, entre
outros (Correa et al., 2015).

A incorporacdo de nanoparticulas de prata na resina acrilica tém
apresentado interessantes resultados quanto a sua atividade antibacteriana e
antifingica. Segundo Kassaee et al. (2008) a adi¢cdo de 0,5% de nanoparticulas
de prata a uma resina acrilica apresentou forte atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, ndo tendo formado nenhuma colonia apds 24 horas contato
com a resina experimental. A resisténcia e o modulo flexural exibiram ligeira
melhora. Os efeitos antibacterianos foram atribuidos principalmente a libertacao
de ions de prata apos imersao em agua.

Fan et al. (2011) desenvolveram uma resina antimicrobiana, onde as
nanoparticulas de prata foram sintetizadas in situ nas resinas dentais (foto e

quimicamente ativada), a partir do benzoato de Ag(AgBz). Foram avaliados o
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efeito da concentracdo AgBz, a influéncia do método de polimerizagdo e o grau
de conversdo, as caracteristicas das nanoparticulas, a liberagdo de ions de Ag
em meio aquoso ¢ a atividade antibacteriana. Os resultados mostraram que a
microdureza Rockwell das resinas fotoativadas diminuiu significativamente em
concentragdes maiores que 0,1%, e acima de 0,2% a polimerizagdo nao foi
satisfatoria. Para as resinas quimicamente ativadas (-CC) a dureza nao foi
afetada, e estas apresentaram melhor distribui¢do das nanoparticulas na massa
do polimero. A liberacdo em meio aquoso apds quatro semanas ainda pode ser
detectada. Quanto a atividade antimicrobiana, as resinas CC, com concentra¢ao
de 0,2 ¢ 0,5% (w / w) de AgBz foram testados para contra Streptococcus
mutans, ¢ os resultados mostraram uma inibicao bacteriana de 52,4% ¢ 97,5%,
respectivamente. O desenvolvimento destes materiais tem como objetivo
prevenir caries secundarias e infec¢do de implantes.

A atividade antimicrobiana da AgNp em condicionadores de tecidos foi
avaliada por Nam (2011). Segundo o autor estes materiais se degeneram
rapidamente o que os torna susceptiveis a coloniza¢do por microrganismo. As
nanoparticulas de prata foram preparadas a partir de uma solugcdo aquosa de
prata com 10 mM, que foram adicionadas ao liquido em concentragdes variadas:
0.1, 0.5, 1.0, 2.0 e 3.0% volume prata/ volume liquido). Avaliou-se a adesao de
S.aureus, S mutans, e C. albicans. Os resultados indicaram que para S. aureus ¢
S. mutans, mostrou-se o minimo de efeito bactericida (MBC) na dose de 0,1%, e
acima dela nao foram detectadas células vidveis (nenhuma unidade formadora
de colonia-UFC) a partir das condi¢des de 1,0% acima. E para C. albicans, a
concentragdo fungicida minima foi na dose de 0,5%, e ndo foi detectada em
nenhuma UFC acima de 2,0% . Nao houve diferenga estatistica do efeito
antimicrobiano entre 24 ¢ 72 h do tempo de incubagao (p>0,05).

Monteiro et al. (2012) avaliaram uma resina para base de protese

contendo nanoparticulas de prata coloidal por meio de analise morfologica,
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verificando a distribui¢do e dispersdo destas particulas no polimero, e por
ensaios de libertagdo de prata em 4gua deionizada em diferentes periodos de
tempo. As nanoparticulas foram sintetizadas por meio da reducdo do nitrato de
prata com citrato de sodio, e posteriormente adicionadas ao mondmero do
acrilico nas concentragdes de 0,05%, 0,5%, e 5%, com base na massa do
polimero. Os espécimes foram armazenados em agua deionizada a 37 °C e
analisada sua liberagdo por 7, 15, 30, 60, e 120 dias, além dos testes mecanicos e
microbioldgicos. Os resultados mostraram que a prata ndo foi detectada em 4agua
deionizada, independentemente das da concentragcio e do periodo de
armazenamento. As imagens em microscopia mostraram que a dispersdo das
nanoparticulas foi satisfatoria no polimero em baixas concentragdes. Além
disso, apds 120 dias de armazenamento, as nanoparticulas estavam localizados
principalmente na superficie dos espécimes. A resisténcia a flexdo nao foi
influenciada, apresentando médias similares, onde o grupo com 0,5% obteve
média 78,11 MPa e o grupo controle, 77,63 MPa. Os autores concluiram que a
incorporacdo de nanoparticulas de prata na resina acrilica foi evidenciada, e que
a adi¢do na resina de PMMA para obter um material com efeito antimicrobiano
pode ser eficaz para ajudar o controle de infecgdes comuns envolvendo os
tecidos da mucosa oral em usuarios de proteses totais.

A dispersao via pulverizagdo, de um composto antimicrobiano contendo
zirconia e ions de prata sobre a superficie de uma resina acrilica
autopolimerizavel foi objeto de estudo de Kiriyama et al. (2013). Os autores
avaliaram as propriedades antimicrobianas e antifingicas deste recobrimento
sobre quatro tipos de microrganismos, assim como a quantidade de ions
liberados. O agente foi disperso em 3 concentracdes: 0.5, 1.0 e 1.5 % A
contagem de células vidveis na cultura de cada tipo de bactéria e fungos
diminuiu significativamente quando comparada com a do polimero nao tratados

(p<0,01). Além disso, o residuo de cé€lulas viaveis diminuiu significativamente
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com o aumento da concentracdo de agente antibacteriano adicionado ao

polimero (p<0,01).

2.2.2 Nanoparticulas de silica/prata

Apesar das nanoparticulas metalicas, como a prata, serem amplamente
aplicadas em Optica, eletronica, cateteres, biossensores, medicamentos com
sistema de entrega, agentes de contraste, entre outros, elas tem como
desvantagens sua baixa estabilidade coloidal, reatividade quimica e térmica, e
toxicidade para os sistemas vivos, em algumas concentracdes. Uma abordagem
que vem sendo estudada ¢ a utilizagdo de estruturas em camadas, também
conhecida como sistema core/shell ou niicleo/ casca. A silica (SiO?) é um dos os
materiais mais populares como nucleo, pois possui elevada estabilidade térmica
e quimica, por ser inerte quimicamente, ter grande area superficial e boa
compatibilidade com outros materiais. Além disso, a silica tende a fornecer boa
estabilidade contra coagulacdo devido a um valor muito baixo constante de
Hamaker, que define a for¢a de Vander Waals de atracdo entre as particulas e o
meio, dando mais estabilidade a casca (Nischala et al., 2011; Lismont et al.,
2015).

Um dos métodos de obtencdo das nanoesferas de silica amplamente
utilizado é o método de Stober (Stober et al., 1968). E um sistema de reacdes
quimicas que permite o crescimento controlado de particulas de silica esféricas
de tamanho uniforme, por meio de hidrdlise do tetraetilortosilicato (TEOS) e
subsequente condensagdo solugdes alcodlicas, utilizando a amdnia como um
catalisador. Devido a sua simplicidade e eficacia diversos estudos utilizaram a

sintese de Stober para confec¢do de nanoparticulas de silica, com revestimento
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de prata, ouro, titdnia (Deng et al., 2007; Kim JH et al., 2008; Hebalkar et al.,
2011; Nischala et al., 2011; Devi et al., 2014; Lismont et al., 2015).

Segundo Nischala et al. (2011) ao sintetizar nanoparticulas de silica com
prata, em diferentes molaridades, a densidade das nanoparticulas de prata como
um material de revestimento na estrutura foi variada, e originou diferentes
caracteristicas de ressonancia plasmoénica de superficie, influenciando
positivamente na coloragdo obtida. As particulas com nucleo e camadas que
continham a menor concentragdo de nanoparticulas ndo mostraram qualquer
mudanga de cor perceptivel na cor do tecido de algodao branco ao qual foram
incluidos. Mesmo a prata em tamanho tdo pequeno (variando entre 1-5 nm)
apresentou boa atividade antibacteriana, mesmo depois de dez lavagens. Quando
diminui-se o tamanho de particula em torno de 1-2 nm, existe uma alteracao nos
niveis de energia discretos que tendem a corresponder aos niveis de energia
molecular. Em tais niveis de energia, a prata ndo apresenta ressonancia
plasmonica na superficie, e ela perde sua cor caracteristica. Entretanto ¢
extremamente dificil para imobilizar uma particula tdo pequena. No liquido,
estas nanoparticulas metalicas tendem a agregar caso nao tenham estabilidade
de dispersao. Assim essa morfologia core/shell ¢ vantajosa pois ao ter particulas
tdo pequenas elas permanecem na cor branca, e quando sdo ligadas a superficie
da silica, minimiza-se a aglomeragdo que pode acontecer com o tempo e a
temperatura. Além disso, por serem extremamente pequenas, as particulas de
prata possuem uma grande area de superficie, sendo necessaria uma quantidade
muito pequena para mostrar efeito antibacteriano.

Devi et al. (2014) caracterizaram e avaliaram a atividade antibacteriana
contra Bacillus subtilis e Escherichia coli, de nanoparticulas core-shell de silica
e prata obtidas pelo método de eletro reducdo, com 3 tipos de ativagdao de
superficie. As nanoparticulas sintetizadas apresentaram tamanho variando entre

16-34 nm. O método de ativagdo influenciou na quantidade e tamanho da



40
nanoparticula de prata sobre a silica. Além disso, as nanoparticulas com mais
quantidade de prata na superficie apresentaram a menor concentragdo minima
inibitoria contra E. coli. A sintese por eletro reducdo exibiu efeito sobre as
bactérias gram-positivas e gram-negativas, tendo potencial para vérias
aplicagdes.

A insercdo de uma particula bifuncional de silica com prata em materiais
odontologicos, principalmente a base de metilmetacrilato pode ser
extremamente vantajosa principalmente para pacientes portadores de protese
total, que possuem alguma dificuldade no controle e prevencao da estomatite
protética. Entretanto, ndo existem dados na literatura que avaliam a influéncia

dessa particula sobre tais materiais.
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral deste trabalho foi de sintetizar, caracterizar particulas

de silica recobertas com nanoparticulas de prata e avaliar a influéncia de sua

adicdo nas propriedades mecénicas, e microbioldgicas de resinas acrilicas de

uso odontologico.

Os objetivos especificos foram:

a)

b)

d)

Obter particulas de SiO, pelo método de hidrdlise e condensagao
controlada em meio alcdolico do tetraetilortosilicato (TEOS)
(método de Stober), e adicionar nanoparticulas de prata a superficie
da silica;

Caracterizar as particulas quanto ao tamanho, concentracao, forma e
disposicao da prata sobre a silica, através de microscopia eletronica
de transmissdo, difracdo de raio-X e espectrometria de energia
dispersiva de raios-X — EDS;

Avaliar a influéncia da adi¢do das nanoparticulas em uma resina
acrilica para base de protese e um reembasador acrilico na resisténcia
a flexdo, em sua rugosidade e angulo de contato;

Avaliar a atividade antifingica de nanoparticulas de silica com prata

contra o biofilme de C. albicans.

As hipdteses nulas testadas foram de que ndo haveria diferenca

estatisticamente significante quanto as propriedades mecanicas, ou agdo/adesao

fingica entre os grupos testados, independentemente da presenca e concentragao

das nanoparticulas adicionados aos polimeros.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese das nanoparticulas de silica com prata e caracterizacio

As particulas de silica foram sintetizadas pela hidrolise e condensacao
controlada do TEOS em meio alcodlico (método de Stober) . Para sintese das
particulas  foram utilizados os seguintes reagentes ¢  solugdes:
Tetraetilortosilicato (TEOS) (LS chemical, Sao Paulo, Brasil - lote
MKBP8202), Hidroxido de amonio PA (LS chemical, Sdo Paulo, Brasil - lote
71008), Alcool etilico absoluto 99,5% (Neon comercial, Sao Paulo, Brasil - lote
20710), Nitrato de prata PA (LS chemical, Sao Paulo, Brasil - lote 119308/14)
Dextrose anidra (LS chemical, Sao Paulo, Brasil - DA11.13), Carbonato de
sodio anidro PA (Labsynth, Sao Paulo, Brasil - lote186610).

Preparou-se uma solucdo misturando 9 ml de TEOS com 75 ml de
etanol, que foram mantidos sob agitacdo constante. Em seguida, uma segunda
solugdo foi elaborada com a mistura de 15,5 ml de amoénia, 75 ml de etanol, e
60 ml de dgua Mili-Q. A solucdo 2 foi vertida sob a 1 e, mantida sob agitagao
constante por 24 h.

Na sequéncia para cada 50 ml de solugdo de silica, foram preparados 25
ml de solugdo de nitrato de prata e dextrose equimolar, (com 10 mM e 30 mM),
que foi adicionada a suspensdo, ¢ mantida sob agitacdo. Apds 30 min 50ml de
uma solucdo de carbonato de sédio, foi adicionada a solugdao de silica com
prata, gota a gota, e agitada por mais 1 h.

As particulas foram separadas usando uma centrifuga, (9.000 rpm, a 10
°C, por 5 min), e lavadas com agua destiladas trés vezes para remocao das

particulas sobrenadantes de prata. O precipitado foi seco a temperatura
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ambiente, e entdo refinado em almofariz de agata.

As amostras foram caracterizadas em microscopia eletronica de
varredura (Fei Inspect S50; Hillsboro, Estados Unidos), com microanalisador
por energia dispersiva de raios-X integrado (EDX), e em Difratdmetro de Raios-
X (Rigaku, Ultima IV; Shibuya-Ku,Toquio, Japdo) com anodo rotatério e
radiagdo CuKa (A =1,5418 A). Ambas andlises foram realizadas no Nucleo de
Apoio a Pesquisa em Ciéncia e Engenharia de Materiais (NAPCEM), do
ICT/SJC-UNIFESP. Foram realizadas anélises em Microscopio Eletronico de
Transmissao (MET) (JEOL JEM 1400, Akishima, Téquio, Japao), no Centro de
Microscopia e Imagem da Faculdade de Odontologia de Piracicaba/UNICAMP.
Os pos de silica puro e recobertos com prata, nas concentragdes de 10 mM e 30
mM foram dispersos em dgua destilada, e depositados sobre grade de cobre com

200 mesh recoberta com pelicula polimérica, € secos em temperatura ambiente.

4.2 Preparos das amostras de resina com nanoparticulas

Os materiais utilizados para confec¢ao dos espécimes foram uma resina
acrilica termicamente ativada Lucitone 550 (Dentsply, Rio de Janeiro, Brasil-
lote 574724D), e o reembasador rigido Tokuyama Rebase II fast (Tokuyama
dental Corporation, Tokyo, Japao - lote147E92). Previamente a manipulagdo dos
materiais, foi realizado o delineamento dos grupos experimentais, tanto para o
ensaio de flexdo, rugosidade e angulo de contato, como para o ensaio de
formagao de biofilme e halo de inibicao (Quadro 1).

A adi¢ao das nanoparticulas as resina se deu através da mistura com o pd
tanto da resina acrilica, como com o pé do reembasador. Para a resina, a cada 21

g de po foram adicionados 0,152 g para os grupos com 0,5% ¢ 0,6110 g para o
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grupo com 2%. Para os grupos de reembasador, a cada 19 g de p6 adicionou-se
0,0916 g para os grupos com 0,5%, e 0,372 g para os grupos com 2%. A
incorporacdo foi feita em almofariz de cerdmica, durante 5 minutos. Este
método permitiu uma melhora distribuicdo das nanoparticulas na massa dos

materiais.

Quadro 1 - Delineamento dos grupos experimentais para ensaios
mecanicos € microbiologicos

Grupos Material Tipo de Concentracao (%)
particula

R RAAT -- --
R 10/05 RAAT 10 mM 0,5%
R 10/2 RAAT 10mM 2%
R30/05 RAAT 30 mM 0,5%
R 30/2 RAAT 30 mM 2%

L Reembasador -- --
L 10/05 Reembasador 10 mM 0,5%
L 10/2 Reembasador 10 mM 2%
L 30/05 Reembasador 30 mM 0,5%
L 30/2 Reembasador 30 mM 2%

4.3 Confeccio de amostras para ensaios mecanicos

Para os teste de resisténcia a flexdo resisténcia a flexdo, rugosidade e
angulo de contato foram confeccionados corpos de prova em formato de barra
(30 mm x 10 mm x 3 mm), para realizagdo dos ensaios mecanicos das resinas
acrilicas rigidas. Para a confeccao das barras foram utilizados padrdes metélicos,
com as dimensdes de 31 mm x 11 mm x 3.5 mm. Tais medidas foram

propositalmente maiores que as exigidas para os corpos de prova, de modo a
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permitir o correto acabamento das pegas sem que se comprometessem os valores
finais de dimensionamento.

Para a confec¢do dos espécimes em resina acrilica foram utilizadas
muflas metalicas. Iniciou-se a inclusdo pela base da mufla, a qual foi totalmente
preenchida por gesso tipo II (Gesso Rio, Sdo Paulo, Brasil) tendo o cuidado de
se manter a superficie lisa. Logo apos a perda de brilho do material, posicionou-
se os padroes metalicos, de modo que apenas o lado de maior area ficasse em
intimo contato com a superficie do gesso (Figura 1a). Completada a presa do
gesso aplicou-se uma fina camada de isolante para resina acrilica (Isofilm,
Dental Vipi Ltda, Sao Paulo, Brasil) . Na sequéncia, foi utilizado um silicone de
polimerizagdo por condensacdo Labormass (Dental Vipi Ltda, Sao Paulo,
Brasil). O silicone, por ser um material elastico, possibilitou a posterior
remocdo da peca sem maiores dificuldades. O silicone foi manipulado e
condensado sobre os padroes metéalicos de modo a copiar fielmente toda a

superficie com a qual estava em contato (Figura 1b).

Figura 1 - a) padrdes metalicos posicionados na mufla; b) Recobrimento com silicone de condensagdo
pesado.

Dada a polimerizagao do silicone, fez-se a deposi¢cdo do gesso comum na

contra-mufla de modo convencional. Apds a presa do gesso, procedeu-se a
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abertura das muflas e a remog¢ao dos padroes metalicos. Com as partes da mufla
separadas, fez-se uma nova aplicagdo de isolante para resinas acrilicas com o
uso de um pincel, sobre toda area de superficie do gesso exposta.

Para os grupos que continham as nanoparticulas, realizou-se a mistura
dos pdés como citada anteriormente, € entdo adicionou-se 10 ml de mondmero,
dosado em proveta, em um pote de vidro com tampa. Aguardou-se a fase
pléstica, e entdo a resina fora acomodada nos espacos deixados pelos padrdes
metalicos. No grupo controle (sem nanoparticulas) manteve-se a propor¢ao 21 g
de po6 para 10 ml de monomero.

Na sequéncia, as muflas foram fechadas e posicionadas em prensas
hidraulicas, para prensagem lenta e gradual, até que ndo houvesse escoamento
da resina e estabilizada em 1000 Kgf. Essa pressdo foi mantida por 1 h,
seguindo-se a transferéncia das muflas para prensas manuais

O préximo passo foi o da polimerizagdo da resina, em banho térmico,
conforme as recomendagdes do fabricante, a 71 °C por 9 h. Terminado o ciclo e
o completo resfriamento das muflas, as mesmas foram abertas e os corpos de
prova removidos receberam acabamento com lixas d’agua com granulagao 180.

Para padronizagdo dos espécimes com os materiais reembasadores, foi
confeccionado um molde em silicone para laboratério a partir dos padrdes
metalicos. Apdés a homogeneizacdo das nanoparticulas com o pod do
reembasador, dosou-se 7 ml do mondmero do reembasador, e fez-se a mistura
po/liquido com espatula de plastico por 40 s. O material foi entdo inserido no
molde com o auxilio da espatula, posicionada um folha de celofane e uma placa
de vidro, que foi pressionada com 350 g sobre o molde para possibilitar o
escoamento do excesso de material. Apos a polimerizacdo, os espécimes foram

removidos do molde e realizado o acabamento conforme citado anteriormente.
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ApoOs esta etapa as amostras retangulares (de resina de base e
reembasador rigido, Figura 2) foram armazenadas em frascos individuais, por 24

h, e entdo ensaiadas mecanicamente.

Figura 2 - Corpos de prova para ensaio de flexdo. Na fileira superior resina acrilica, e inferior
reembasador, sendo amostra do grupo controle, 10-0,5, 10-2, 30-0,5 e 30-2, da esquerda para a direita.

4.4 Ensaios Mecanicos
4.4.1 Resisténcia a flexao trés pontos

Os espécimes retangulares foram submetidos ao teste de resisténcia a
flexdo trés pontos. O ensaio foi realizado em uma méquina universal de ensaio
(EMIC, Sao José dos Pinhais, Brasil), com uma célula de carga de 100 kgf, com
velocidade de 1 mm/min a aplicagdo da carga determina a for¢a necessaria para
fratura do espécime e ¢ dado em Newtons. O resultado do céalculo da resisténcia

a flexao ¢ expresso em megapascal (MPa).
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4.4.2 Angulo de contato (goniometria)

O angulo de contato ¢ uma medida indireta da energia livre de superficie
de um sélido, indicando a capacidade de molhabilidade de um sélido, sendo uma
inversamente proporcional a outra. Ela ¢ mensurada pelo angulo formado entre
um sistema sélido/liquido e a interacdo entre as forg¢as de adesdao. Quando ele 0
(angulo) = 0, significa que ha a molhabilidade perfeita, formando uma espécie
de filme. A analise do angulo de contato foi realizada em gonidmetro de
bancada (Theta Lite, Biolin Scientific) sendo realizada leitura de 30 segundos,
com pausa inicial de 10 s, e realizacdo de 20 frames por s (n=4). A captagdo das
imagens e processamento dos angulos (Figura 3) foi realizada pelo programa

One attension (Biolin Scientific).

Figura 3 - medicdo do dngulo de contato pelo programa One attension.
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4.4.3 Rugosidade

Em seguida as amostras foram submetidas ao ensaio de rugosidade em
rugosimetro de bancada (SJ-400, Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Japao). Este
aparelho realiza a medi¢dao da rugosidade por contato, onde sua ponta ativa
desliza sobre a superficie da amostra, registrando os parametros avaliados, neste
caso o Ra, que ¢ uma média dos picos e vales presentes na superficie. Foram

realizadas trés leituras de 3 mm por amostra, sendo 4 amostras por grupo.

4.5 Confecgcao das amostras para o ensaio de aderéncia fliingica e halo de
inibicao

Para a andlise de aderéncia fungica e halo de inibi¢do foram
confeccionadas amostras em formato de disco, com 10 mm de didmetro ¢ 2 mm
de espessura, seguindo a mesma metodologia de confec¢do das amostras
retangulares. Entretanto, para obter o formato cilindrico, utilizou-se um
dispositivo metdlico com 2 mm de espessura, contendo 12 perfuragdes, com 10
mm didmetro cada.

Durante o preenchimento da base da mufla incluiu-se uma base em
silicone para laboratorio Zetalabor (Zhermack, Badia Polesine, Itélia).
Completada a presa do gesso aplicou-se uma fina camada de isolante para resina
acrilica, e posicionou-se o dispositivo metélico, e sobre ele uma nova base em
silicone (Figura 4a e 4b), e fez-se o preenchimento da contra mufla. Apos a
presa do gesso, procedeu-se a abertura das muflas, e com as partes separadas,
fez-se uma nova aplicacdo de isolante para resinas acrilicas com o uso de um

pincel, sobre toda area de superficie exposta do gesso, metal e silicone. A
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manipulacdo e inser¢do da resina acrilica foi realizada como citada
anteriormente, assim como a preensagem ¢ polimerizagao.

Para confeccdo das amostras de reembasador o mesmo dispositivo
metalico féra colocado sobre uma placa de vidro, o material foi inserido em seus
orificios e posicionada uma nova placa de vidro. Sobre o conjunto foi realizada
uma pressao de 350 g. Ap0ds a polimerizagao os mesmos foram removidos com o
auxilio de um dispositivo cilindrico.

Todas as amostras receberam acabamento, com lixa d’agua com
granulagdo 180, foram limpas em ultrassom com agua destilada por 5 min, e
armazenadas em agua destilada por 48 h. Apos este periodo as amostras foram

limpas novamente em ultrassom por Smin e secas.

Figura 4 - a) Dispositivo metalico para inclusdo em mufla; b) posicionamento do dispositivo em mufla
sobre silicone.

As amostras (Figura 5) entdo foram submetidas a esterilizagdo em

autoclave, a 126 °C por 15 min, e submetidas aos testes microbioldgico.
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Figura 5 - Amostras cilindricas para ensaio microbioldgico. Na fileira superior resina acrilica, e
inferior reembasador, sendo amostra do grupo controle, 10-0,5, 10-2, 30-0,5 e 30-2, da esquerda para a
direita.

4.6 Analises microbiologicas

Nas analises microbioldgicas utilizou-se uma suspensdo da cepa de C.
albicans ATCC 18804, proveniente da American Type Culture Collection,
cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubada a
37 °C durante 48 h. Os micro-organismos foram suspensos em solugdo salina
estéril (NaCl 0,9%) e essa suspensao foi ajustada em espectrofotdometro (B 582,
Micronal, Sao Paulo, Brasil) até a concentragdo de 10° células/mL. A densidade
Otica e comprimento de onda utilizados para a obtencdo dessa concentracao

foram, respectivamente, 0,284 e 530 nm.

4.6.1 Analise de aderéncia fingica e halo de inibiciao

Para a analise de formagao de biofilme os espécimes de resina acrilica

estéreis foram inseridos em placas de 24 pocos (Costar Corning, New York,



EUA) e em seguida 2 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) caldo
foram inseridos em cada po¢o com amostra. Um in6culo de 100 pL da
suspensao de C. albicans foi colocado em cada pogo para a formacdo do
biofilme (Figura 6). Apos 24 h o meio de cultura foi retirado, foram feitas 2
lavagens dos pogos com solucdo salina estéril ¢ 2 mL de meio fresco foi
acrescentado. As placas foram incubadas novamente por 24 h, resultando num
biofilme de 48 h.

Em seguida, os espécimes foram removidos do tubo e lavados em soro
fisioldgico estéril, para remog¢do de micro-organismos fracamente aderidos a
superficie da resina. Na sequéncia os espécimes foram imersos em 10 mL de
solucdo salina estéril e sonicados por 30 s em homogeneizador ultrassonico
(Sonopuls HD 2200, 50 W, Bandelin Electronic, Heinrichstrale, Berlin,
Germany), com 25% de poténcia, a fim de desagregar o biofilme aderido a
superficie da resina. Uma aliquota de 100 pL dessa suspensao foi entdo utilizada
para a obtencdo de 3 diluigdes (10-2, 10-4 e 10-6), semeadas em placas com
agar Sabouraud dextrose, em triplicata. As placas foram mantidas em estufa

bacterioldgica por 24 h para posterior contagem de UFC/mL.

Figura 6 - Amostras inseridas na placa de 24 pogos, com turvamento do meio, indicando formagao do
biofilme.
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Para a o teste de halo de inibigdo, 100 uL da suspensdao padronizada
foram adicionados a placa de Petri com agar Sabouraud e semeadas com alga
Drigalski. Em seguida, 2 discos de cada grupo foram posicionados sobre o meio
de cultura. As placas foram, entdo, incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C

durante 24 h para posterior medicao dos halos formados.

.....

Duas solucdoes de prata de 10 e 30 milimols foram preparadas,
adicionando-se dgua Miliq aos pos, com concentragdo de 4000 ppm. Em placas
de cultura de células estéril de 96 pocos (Sarstedt, Niimbrecht, Alemanha) foram
feitas 10 diluicdes seriadas das solugdes de prata com o meio YNB (Figura 7),
obtendo-se as seguintes concentracdes: 2.000, 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,62, 7,81, 3,90 ppm. Além das dilui¢des seriadas, foram feitos grupos controle
positivo (aliquota de C. albicans com meio YNB) e controle negativo (meio
YNB e salina estéril) para validagdo dos resultados. As placas foram mantidas a
37 °C durante 24 h. Apds esse periodo, o crescimento foi analisado visualmente
de acordo com a turvagdo do meio de cultura de cada pogo. O turvamento do
poco indica o crescimento de micro-organismos. Os pog¢os que nao
apresentaram-se turvos e os pogos correspondentes a uma concentragdo acima e

uma concentragao abaixo tiveram seu conteudo semeado.



Figura 7 - Placa com 96 pogos com as dilui¢cdes preparadas. Na fileira superior com 10 mmols, e
inferior com 30 mmols.

4.7 Analise estatistica

Os dados de resisténcia a flexdo foram comparados entre todos os grupos
por andlise de variancia um fator e teste de comparagdes multiplas de tukey; e
assim como entre os grupos modificados, por analise de variancia dois fatores e
teste de Tukey.

Os dados de rugosidade (Ra) e angulos de contato foram comparados por
meio de analise de variancia.

Os dados de UFC/ml, por ndo apresentarem distribuicdo normal, foram
submetidos a testes ndo paramétricos, Kruskal-Wallis e Dunn..

O nivel de significancia utilizado para todos os testes foi de 5%,

utilizando o programa Graphpad prism e Minitab 16.
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5 RESULTADOS

As nanoparticulas sintetizadas, independente da molaridade,
apresentaram coloragdo branca, sem precipitado ou granulos acinzentados,

conforme (Figura 8).

Figura 8 - Amostra de 30 mM apos a secagem e moagem, com coloragdo branca.

5.1 Caracterizacao do material

As imagens obtidas em microscopia eletronica de varredura (Figura 9)
ndo possibilitaram a adequada observacdo das caracteristicas superficiais das
amostras em po, devido ao tamanho reduzido da particula, assim como nao foi

possivel realizar mensuracoes.
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Figura 9 - Imagens em microscopio eletronico de varredura da amostra de 30 mM, em diferentes

magnificagdes- a) 5.000 x; b) 20.000 x.

A andlise por energia dispersiva de raios X confirmou a presenca de
prata, em ambas as amostras, sendo que as amostras de 10mM apresentaram
picos entre 2.6 e 3.5 keV, e as amostras de 30 mM entre 2.9 e 3.3 keV. O silicio
apresentou um pico unico e elevado na regido de 1.8 keV conforme Figuras 10 ¢
11. Os picos de sodio sdo provenientes do carbonato de sédio.

A difratometria de Raios X apresentou nas 3 situagdes analisadas um
grafico sem picos isolados, com uma onda de base ampla, tipico de um material
amorfo como a silica. Nao houve a presenca de picos isolados indicando a prata
(Figura 12), possivelmente, devido ao fato da técnica de difracdo de raios X ter
baixa sensibilidade ndo sendo possivel a observagao dos picos da prata devido a

baixa quantidade de prata nas amostras.
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Figura 10 - Grafico do EDS, da amostra de 10 mM mostrando picos de Silicio e prata.
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Figura 11 - Grafico do EDS, da amostra de 30 mM mostrando picos de Silicio e prata.
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Figura 12 - Grafico da difratdmetria de Raios-x de amostra de silica pura e recoberta com prata nas
concentracdes de 10 ¢ 30 mmols.

As imagens por microscopia eletronica de transmissdo confirmaram a
formagdo de nanoparticulas esféricas de silica (Figura 13), assim como a
presenga de nanoparticulas de prata dispersas sobre a silica. Nas amostras de 10
mmols obtivemos a formagdo de particulas menores sobre a silica, dando
aspecto rugoso a superficie (Figura 14). Nas amostras de 30 mM, houve a
formagdo de nanoparticulas maiores € menos dispersas sobre a silica (Figura
15). Com auxilio do programa Image J, realizou-se medidas nas nanoparticulas.
Ap6s 130 medigdes de diversas imagens, obteve-se um tamanho médio de

particula de silica de 369 nan6metros.

58



Figura 13 - Imagens das nanoparticulas de silica em diferentes magnificagdes: a) 100 k; b)200 k; c)
300 k.

|
100 nm
L

Figura 14 - Imagens em MET, de amostra em p6 de 10 mmols em 3 magnificagdes: a) 100 k; b) 200 k;
¢) 300 k.

90 )11

Figura 15 - Imagens em MET, de amostra em p6 de 30 mmols em 3 magnificagdes: a) 100 k; b) 200 k;
¢) 300 k. As setas vermelhas indicam nanoparticulas de prata.
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5.2 Resisténcia a flexao por 3 pontos

Os valores de resisténcia a flexdo foram apresentados em uma analise
descritiva, na tabela 1. Para adequada avaliag¢ao inferencial dos dados obtidos, a
analise estatistica foi realizada entre todos os grupos, considerando o fator

dependente (resisténcia a flexao).

Tabela 1 - Estatistica descritiva dos dados obtidos no ensaio de
resisténcia a flexdo (MPa)

L 4 Desvio ,, . -
Grupos  Média ~ Minimo Maximo
Padrao

R 97,13 8,69 85,23 109,8

R10-05 95,36 7,74 85,41 108

R10-2 83,66 9,94 66,62 97,20

R30-05 87,19 5,76 78,37 94,77

R30-02 67,22 3,69 60,46 71,44

L 61,542 2238 5812 64,32

L10-05 55,37 7,12 42,25 62,99

L10-2 3448 4,70 36,47 67,09

L30-05 50,06 12,30 26,22 43,20

L30-2 43,58 10,44 30,61 62,24




A anélise de variancia um fator para os grupos de resina acrilica mostrou
p>0,05 (Tabela 2), indicando diferenca entre os grupos analisados. O teste de
Tukey (Tabela 3) sugere que o grupo controle apresentou o maior resultado de
resisténcia a flexdo, sendo este semelhante estatisticamente ao grupos

modicados com 0,5% de particulas, independente da molaridade.

Tabela 2 - Andlise variancia entre os grupos de resina acrilica

Tabela ANOVA SS DF MS P

Resisténcia 5140,9 4 1285,2 0,000

Erro 22481 40 56,2
Total 7389,1 44

Tabela 3 - Média dos grupos de resina acrilica submetidos ao teste de
tukey, com 95% de confianga

Grupos Médias Grupos
homogéneos

R 97,1 A

R 10-0,5 95,4 A

R 30-0,5 87,2 AB

R 10-2 83,7 B

R 30-2 67,2 C

Médias com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes.

Quanto aos grupos de reembasador, apos a andlise de variancia um fator

(Tabela 4), esta indicou haver diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05). Esta
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diferenga foi evidenciada no teste de Tukey (Tabela 5), onde os grupos
modicados com 2% de particulas apresentaram resultados inferiores ao demais

de resisténcia mecanica.

Tabela 4 - Anélise variancia entre os grupos de reembasador

Tabela ANOVA SS DF MS P

Resisténcia 3953,69 4 988,42 0,000
Erro 270598 40 67,65
Total 6669,67 44

Médias com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes.

Tabela 5- Média dos grupos de reembasador submetidos ao teste de
Tukey, com 95% de confianga

Grupos Médias Grupos
homogéneos

L 61,5 A

L 10-0,5 55.4 AB

L 30-0,5 50,1 BC

L 10-2 43,6 CD

L 30-2 34,5 D

Médias com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes

5.3 Analise de angulo de contato e rugosidade

Na analise do angulo de contato e rugosidade optou-se por realizar a

comparacao dos grupos modificados com o grupo controle, avaliando assim se a



presenga das nanoparticulas gerou alteragoes.

As médias e o desvio padrio dos resultados da goniometria estdo
descritos na tabela 6. A andlise de varidncia mostrou ndo haver diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos, com p=0,2003. O angulo de
contato médio variou entre 61,2° no grupo 30-0,5, a 70,67° para o grupo

controle.

Tabela 6 - Média e desvio padrao do angulo de contato dos grupos de
resina

Controle 10-0,5 10-2 30-0,5 30-2
Meédia 70,67 64,42 63,29 61,2 69,01
Desvio padrao 4,086 2,887 4,017 7,569 5,607

Quanto aos grupos de reembasador, a andlise descritiva € apresentada na
tabela 7. A andlise de varidncia mostrou ndo haver diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p=0,4001). O angulo de contato médio variou entre

75,93° no grupo 30-0,5, ¢ 84,99° para o grupo controle.

Tabela 7 — Média e desvio padrao do angulo de contato dos grupos de
reembasador

Controle 10-0,5 10-2 30-0,5 30-2
Média 84,99 79,16 79,12 75,93 77,24
Desvio padrao 1,699 2,84 6,745 6,416 7,939
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Quanto a rugosidade, os grupos de resina acrilica controle ¢ modificados
apresentaram médias semelhantes (Tabela 8), ndo apresentando diferenca

estatisticamente significante na analise de variancia ( p=0,158).

Tabela 8 - Média (Ra) e desvio padrdo de rugosidade dos grupos de
resina acrilica

Controle 10-0,5 10-2 30-0,5 30-2
Média 2,127 1,827 1,773 1,661 1,819
Desvio padrao 0,2633  0,4059 0,5652 0,3238 0,3312

Entre os grupos de reembasador controle o os modificados, houve
diferencga estatistica entre os grupos (p=0.0067). O teste de Dunnet (Tabela 9)
indicou que o grupo controle e os modificados com nanoparticulas de 30 mM

apresentaram semelhanca estatistica, como mostra Figura 16.

Tabela 9 - Média (Ra) e desvio padrdao de rugosidade dos grupos de
reembasador

Controle 10-0,5 102 30-0,5 30-2
Média 1,584 (A) 2,209 2,158 1,906 (A) 1,807 (A)
Desvio padrio 02764  0,3206 0,4713 02301  0,5157
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Figura 16 - Grafico comparativo entre o grupo controle ¢ modificados de reembasador. O traco
superior indica similaridade entre os grupos que estdo sob ele

5.4 Analise da aderéncia fungica e halo de inibicao

Os dados obtidos no ensaio de adesdo fingica, tanto para a resina acrilica
quanto para o reembasador, estdo descritos na Tabela 10.

Para os grupos de resina de base, o teste de Kruskal-Wallis apresentou
p=0.242, indicando nao haver diferenga estatistica entre os grupos analisados
(Figura 17a).

Quanto ao reembasador, o teste de Kruskal-Wallis também indicou

p>0,05 ( p=0.314) sinalizando haver similaridade entre os grupos (Figura 17b).



Tabela 10 - Média do ntimero de colonias e desvio padrdo dos grupos
submetidos ao ensaio de aderéncia fingica

Desvio

Grupos Média ~ Minimo Méximo
Padrao
R 4,55 3,35 1 11
R10-05 6,400 1,955 4 10
R10-2 8,33 6,538 1 20
R30-05 6,700 3,889 1 14
R30-02 8,556 3,321 3 12
L 15,20 8.46 4 32
L10-05 22,00 13.33 7 46
L10-2 12,67 4.84 6 20
L30-05 19,89 12.96 2 44
L30-2 19,11 8.06 10 48
a Resina b Reembasador
20- 40
f “04
5]
E o
E O g
E o ] 0-
=] 5.
0-
0. &° S? o @92’ s
controle 10-0,5 10-2 30-0,5 30-2 <,-°°

Figura 17 - a) Grafico comparativo entre o grupo controle e modificados de resina; b) Grafico
comparativo entre o grupo controle e modificados de reembasador. O trago superior indica
similaridade entre os grupos que estdo sob ele.

No teste de inibi¢do do crescimento pode-se verificar a ndo formagao do

halo inibi¢gdo em nenhuma das amostras testadas independente do tipo de resina

ou concentracoes (Figura 18a).

66



67

Figura 18 - a) Teste de inibicdo do crescimento com amostra de reembasador com nanoparticula de 10
mM, sem a formagdo de halo; b) Semeadura da solugdo de 30 mM a 2%, sem crescimento de levedura.

5.5 Concentrac¢io minima inibitoria

A concentracdo minima inibitoria da solu¢do de nanoparticulas de silica
com prata contra C. albicans foi determinada avaliando-se a turva¢ao do meio e
comparando o crescimento de coldnias daqueles que ndo turvaram com o grupo
controle negativo. A solucdo apresentou atividade inibitéria somente na

concentragao de 2.000 ppm, em ambas as molaridades testadas (Figura 22b) .
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6 DISCUSSAO

Atualmente, a busca e o desenvolvimento de novos materiais com
caracteristicas mecanicas adequadas aliadas a propriedades antimicrobianas ¢
crescente.

Na ultima década, inumeros estudos foram realizados no intuito de
controlar a formacao de biofilme sobre as superficies de préteses removiveis e
consequentemente prevenir a estomatite protética, através da incorporagdo de
agentes antimicrobianos em reembasadores temporarios € condicionadores de
tecido, bem como em resinas acrilicas. Entretanto, muitos destes materiais
acabam sofrendo prejuizo nas propriedades mecanicas, tornando sua utilizagao
inviavel em diversos casos (Fan et al., 2011; Imazato et al., 2003; Kuroki et al.,
2010; Seyfriedsberger et al., 2006; Silva et al., 2008).

A incorporacdao de nanomateriais a produtos odontolégicos trouxe uma
nova perspectiva e diversas opgdes para o aprimoramento dos materiais A
incorporagdo de um produto a uma resina acrilica pode afetar também suas
propriedades mecanicas. Essas propriedades sao cruciais para o sucesso clinico e
a longevidade das proéteses, principalmente porque os materiais utilizados para
base protética devem ser capazes de suportar altas for¢as de impacto somadas as
forgas mastigatorias.

O presente trabalho avaliou a incorporacao de nanoparticulas de silica
recobertas com prata a uma resina acrilica para base protética e a um
reembasador. Este tipo de nanoparticulas, também conhecida como core-shell,
ou nucleo-casca, tem sido pesquisada para aplicacdo na industria téxtil,
farmacéutica, biosensores e dispositivos de armazenamento de energia (Nischala

et al., 2011; Lessard-Viger et al., 2009; Liu et al., 2014; Tang, Cheng, 2013). A
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proposta deste trabalho foi o de integrar novas tecnologias, com um tipo de
nanoparticula pouco explorada na odontologia, aos materiais, com intuito de
suprir necessidades que a clinica nos tem mostrado.

A sintese das nanoparticulas de silica pelo método de Stéber utiliza a
amoOnia como catalizador para a sintese da silica. Este método apresentou
resultados satisfatérios, com particulas de tamanhos similares, esféricas e sem
alteragdes na superficie. A adesdo das nanoparticulas de prata a superficie das
esferas de silica se inicia logo apos a adigdo das solugdes de nitrato de prata,
carbonato de sédio e glucose a suspensao de silica coloidal. Os ions de prata
formado aderem a silica por interagdo eletrostatica entre as cargas negativas dos
grupos silanois formados. As caracteristicas finais apresentadas pelas particulas
sintetizadas estdo de acordo com os resultados apresentados por Kim JH et al.
(2008) e Devi et al. (2014), que utilizaram o mesmo método de sintese da silica.
Na difratometria por raio-x ndo houve a formagdo dos picos caracteristicos da
prata em nenhuma das concentragdes, provavelmente devido ao tamanho
reduzidos das nanoparticulas de prata formada sobre silica.

Alguns estudos sugerem que a adi¢do de particulas de silica em
concentracdes variando entre 0,1% e 1% ¢ capaz de promover melhores
resultados de resisténcia a flexdo (da Silva et al., 2012; Mc Nally et al., 2006).
Quanto a adicdo de nanoparticulas de prata, estas ndo produziram alteracdo na
resisténcia, na concentragdo de 0,05%, 0,5% e 5%, segundo Monteiro ¢
colaboradores (2012). Entretanto os resultados apresentados neste trabalho nao
corroboram com estes achados, visto que os resultados indicaram que nao houve
melhora na resisténcia mecanica em nenhum dos materiais testados. Além disso,
a adi¢do de 2 % produziu efeito deletério nesta caracteristica. E possivel que as
nanoparticulas utilizadas neste estudo tenham atuado como uma 4area

concentradora de tensdo, enfraquecendo os materiais quando adicionada em



maior volume, devido a falha na interface nanoparticula/material. A utilizacao
de uma nanoparticulas estabilizada e silanizada pode promover melhores
resultados mecanicos.

A adi¢do de nanoparticulas gerou uma alteracdo nas caracteristicas
visuais das amostras, o que poderia indicar alguma alteragdo na topografia
destas. Os resultados de rugosidade encontrados corroboram com aqueles
apresentados por Li et al. (2014), apos adicdo de nanoparticulas de prata (1%,
2%, 3% e 4%), onde ndao houve alteracdo nos valores de Ra. Entretanto, a
rugosidade superficial dos grupos com reembasador modificados com particulas
de 10mM apresentaram valores de Ra superiores ao controle. Quanto ao angulo
de contato, ndo foi encontrado nenhuma altera¢do nos grupos avaliados. Alguns
estudos (Wu et al., 2015; Samuel, Guggenbichler, 2004) relatam que a adi¢ao de
nanoparticulas de prata, com tamanho entre 50-60 nm, em matrizes poliméricas
torna a superficie mais hidrofilica, dificultando a adesdo de microorganismos e
formagao de biofilme. No entanto, como as particulas de prata encontradas sobre
a silica deste trabalho, possuem tamanho muito inferior ao relatado na literatura,
pode nao ter influenciado na hidrofilicidade da superficie.

Neste trabalho optou-se por avaliar incialmente a influéncia das
nanoparticulas de silica com prata na formagdo de biofilme de C. albicans. Isso
se deu pois, uma vez estabelecido o biofilme, os micro-organismos expressam
genes num padrao diferentes de sua forma planctonica, levando a mudancgas
fenotipicas, o que pode alterar a resisténcia das células sésseis (Chavant et al.,
2007). Ao se avaliar somente a solucdo em células na forma planctonica estas
poderiam nao simular o que ocorre clinicamente (in vivo). Embora a literatura
apresente alguns estudos quanto avaliagdo antimicrobiana de particulas de prata

contra C. albicans e outros patdégenos bucais em polimeros para base de protese,
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nao foi encontrado dados sobre a incorporagdo de nanoparticulas de silica
recoberta com prata nestes materiais, ou avaliacdes antifingicas sobre eles.

Quanto a adesdo de células fungicas, apos as nanoparticulas terem sido
incorporadas a resina acrilica para base de protese e no reembasador, nao houve
efeito contra a adesdao ¢ formacgdo de biofilme de C. albicans. Para todas as
concentragdes ¢ molaridades avaliadas, os valores obtidos com o teste de
aderéncia fingica ndo foram significativamente diferentes dos grupos controle,
como o relatado por Li et al. (2014), onde resinas acrilicas modificadas por
nanoparticulas de prata, s6 apresentaram atividade antifiingica na concentracao
de 5%. Entretanto, Chladek et al. (2011) obtiveram eficicia antifingica em
reembasador modificado por prata em concentragdes a partir de 10 ppm
(0,001%). Nam (2011) relata ter reducdo na formagdo do biofilme de C.
albicans em resina acrilica com concentragdes a partir de 0,5% e Acosta-Torres
et al. (2012), a partir de 1ug/ml. Estas diferencas nas concentragdes pode ser
explicada pelos diferentes métodos de sintese utilizados, obtendo-se assim
particulas com propriedades diferentes. Nao ¢ apresentado na literatura nenhum
estudo quanto a adicdo de nanoparticulas de silica recobertas com prata a resinas
acrilicas.

O mecanismo de agdo antimicrobiana da prata ainda nio foi totalmente
elucidado, mas sabe-se que tanto os ions como as nanoparticulas podem atuar
sobre a membrana plasmatica (Knetsch, Koole, 2011; Volker et al., 2013).
Quando a particula apresenta um tamanho muito reduzido, menor que 10 nm, ela
¢ capaz de penetrar no interior da célula e alterar seu metabolismo, levando a
morte. (Morones et al., 2005). Alguns estudos sugerem que a liberagdo de ions
de prata para o meio seja um dos mecanismos de agdo antimicrobiana (Kassaee
et al., 2008; Kong et al., 2008). Essa liberacdo ¢ baseada na difusdo de

moléculas de 4gua para dentro do material e na migracdo de ions de prata
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através do polimero para o meio aquoso (Kong et al., 2008). Como o PMMA ¢
um polimero hidrofébico, a absor¢do de agua pelo sistema pode ter sido
insuficiente para a liberagao dos ions.

Este mecanismo de liberacao ions pode ter sido afetado também pela
estrutura da matriz polimérica. As resinas acrilicas utilizadas contém um agente
de ligacdo cruzada (etileno glicol dimetacrilato) no mondmero. Este agente de
ligagdo promove uma estrutura reticulada do polimero, retendo as nanoparticulas
e ions de prata, restringindo a liberacdo, e consequente agdo antifingica. A
dificuldade de dispersao das nanoparticulas na massa pode ser um fator capaz de
minimizar a liberagdo de ions, concentrando nanoparticulas em algumas regides
das amostras. Sabe-se que h4a uma forte interagdo dipolo-dipolo entre as
particulas de prata, além do que a silica apresentou uma distribuicao heterogénea
quando adicionada ao mondmero. A adi¢do de agentes surfactantes na solucao
poderia permitir uma melhor dispersdo das nanoparticulas na massa do
polimero, podendo até facilitar a liberacao de particulas/ions para o meio (Irzh et
al., 2007). A adigdo de surfactante podera reduzir as coalescéncias formadas
entre as particulas, aumentado a area de superficie em contato com o meio

Este estudo apresenta limitagdes, visto que somente uma espécie de
Candida e um método de incorporagdo foi avaliado. Apesar disto, o resultado do
teste de concentracdo inibitorio minima, mostrou que a solugdo apresentou
resultados satisfatorios com 2%, em ambas molaridades. Estudos que realizaram
este teste ao utilizarem somente nanoparticulas de prata obtiveram resultados
satisfatorios de inibi¢cao em concentragdes inferiores as encontradas (Monteiro et
al., 2012). Segundo Monteiro et al. (2012) o método de sintese das
nanoparticulas pode produzir resultados diferentes, principalmente em testes de
atividade planctonica. Pesquisas adicionais sobre métodos de incorporagdo e

aplicagdo das nanoparticulas na superficie podem proporcionar resultados



diferentes. Além disso, a redugdo do tamanho das particulas de silica, alterando-
se a proporcdo de reagentes e silanizacdo (Arantes et al., 2012) pode gerar
melhor interagdo com as cadeias poliméricas e produzir uma maior area de
superficie para atuacdo da prata. Outrossim estudos sobre o comportamento
deste materiais quando expostos a diferentes periodos e meios de imersao, ¢

envolvendo outros patdgenos bucais e citotoxicidade podem ser interessantes.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que as particulas
de silica recobertas com nanoparticulas de prata foram obtidas adequadamente,
com caracteristicas semelhantes, mas nao apresentaram a¢ao antifiingica para os
materiais testados em nenhuma concentragdo, nem houve a formacao de halo.
Entretanto, a solu¢do aquosa das particulas, em ambas molaridades, a 2000 ppm,
apresentou efeito inibitdrio sob a C. albicans. Quanto a resisténcia mecanica, na
concentragao de 0,5%, independente da molaridade, as particulas ndo afetaram
as caracteristicas mecanica e de superficie da resina acrilica ou do reembasador.

Assim as hipoteses nulas testadas foram parcialmente rejeitadas, pois
apesar de ndo apresentar agdo/adesdo antifingica entre os grupos testados,
independentemente da presenga e concentragao das nanoparticulas adicionados

aos polimeros, a resisténcia a flexao foi prejudicada em algumas situagdes.
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