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RESUMO

Silva JFG. Recobrimento da resina acrilica ativada termicamente com glaze e
nanoparticulas de ZnO e TiO2: estudo da agdo antifungica e de caracteristicas
mecanicas [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A resina acrilica € muito utilizada para a confeccao de proteses removiveis parciais
ou totais e apresenta uma grande interagcdo com o meio bucal, além de possuir uma
superficie que favorece o acumulo de biofilme. Aplicacdo de materiais como glaze
visam minimizar este efeito indesejavel, através de uma acao que controle a formacao
de biofilme, muito embora esta acédo ainda ndo seja tdo efetiva. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi incorporar nanoparticulas de dioxido de titanio e éxido de
zinco, através da técnica de pulverizacdo no glaze aplicado sob a superficie da resina
acrilica ativada termicamente (RAAT), a fim de promover uma acao antimicrobiana.
Para isso 4 grupos foram determinados: G: RAAT + glaze (controle); AlG: RAAT +
glaze + oxido de aluminio (controle da rugosidade dos demais grupos); TiG: RAAT +
glaze + dioxido de titanio; e ZnG: RAAT + glaze + 6xido de zinco. Foram realizados
testes de caracterizacdo do material (DRX e MEV), teste de resisténcia a flexdo com
andlise de Weibull e andlise fractografica, mensuracdo de cor e translucidez,
perfilometria, goniometria, analise do efeito antibiofilme da Candida albicans e teste
ANOVA um - fator. Os resultados obtidos mostraram que: ndo houve diferenca
estatistica significante com relacao a resisténcia mecanica destes grupos; existe uma
diferenca estatistica significante na rugosidade, mensuragéo de cor e translucidez, do
grupo controle quando comparado aos demais grupos; nos resultados de goniometria,
0s grupos com superficie tratada apresentaram maior molhamento, quando
comparados com o grupo controle; e no teste de acdo antifungica, ndo foi possivel
perceber uma diferenca estatistica significante entre os grupos. Concluiu-se que a
aplicacdo de nanoparticulas melhora o molhamento superficial da resina, o que
permite um melhor selamento periférico e uma maior retencdo das proteses totais,
muito embora ndo tenha proprocionado a¢ao antifingica para a metodologia proposta.

Palavras — chaves: antifingico; resina acrilica; nanoparticulas; diéxido de titanio; 6xido
de zinco.



ABSTRACT

Silva JFG. Thermally activated acrylic resin coating with glaze and nanoparticles of
ZnO and TiO2: study of antifungical action and mechanical characteristics
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP). Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2023.

Acrylic resin is widely used for the manufacture of partial or total removable prostheses
and presents a great interaction with the oral environment, in addition to having a
surface that favors the accumulation of biofilm. Application of materials such as glaze
aim to minimize this undesirable effect, through an action that controls the biofilm
formation, although this action is still not as effective. Therefore, the objective of this
work was to incorporate nanoparticles of titanium dioxide and zinc oxide, through the
spraying technique in the glaze applied under the surface of the thermally activated
acrylic resin (RAAT), to promote an action antifungical. For this, 4 groups were
determined: G: RAAT + glaze (control); AlG: RAAT + glaze + aluminum oxide
(roughness control of the other groups); TiG: RAAT + glaze + titanium dioxide; and
ZnG: RAAT + glaze + zinc oxide. Material characterization tests (DRX and SEM),
flexural strength test with Weibull analysis and fractographic analysis, measurement of
color and translucency, profilometry (roughness analysis), goniometry, antibiobilm
analysis under the fungus C. albicans and ANOVA one — factor test. The results
obtained showed that: there is no statistically significant difference regarding the
mechanical resistance of these groups; there is a statistically significant difference in
roughness, measurement of color and translucency, in the control group when
compared to the other groups; in the goniometry results, the groups with treated
surface showed greater wetting, when compared with the control group; and in the
antifungical action test, it was not possible to perceive a statistically significant
difference between the groups. It was concluded that the application of nanoparticles
improves the surface wetting of the resin, which allows a better peripheral sealing and
greater retention of complete dentures, although it did not determine antimicrobial
action for the proposed methodology.

Keywords: antifungical; acrylic resin; nanoparticles; titanium dioxide; zinc oxide
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de proteses totais mucossuportadas como tratamento protético
reabilitador sempre foi uma realidade na odontologia, tendo em vista a alta prevaléncia de
pessoas totalmente desdentadas na sociedade. (Global data on dental caries prevalence,
2000) A resina acrilica utilizada na confeccdo dessas pecas possui uma boa
biocompatibilidade e adaptacdo no rebordo dos pacientes desdentados totais, além de
permitir a realizacdo de reparos. Entretanto, esse material por apresentar uma rugosidade na
parte interna da protese, que ocorre por conta da conformacédo do rebordo, especifico de
cada paciente, juntamente com a deficiente escovacgdo, permite o acimulo de biofilme na
superficie do material, que em contato com o tecido bucal pode levar ao desenvolvimento
de candidiase e estomatite protética, doencas ocasionadas por Candida albicans. (Arai et
al., 2009)

Sabe-se que a estabilidade de uma prétese total mucossuportada se d4a, em parte,
pela formacdo de uma fina camada de saliva entre a superficie interna da prétese e o
tecido mole, o que promove um selamento periférico. Esse mecanismo ocorre por conta de
irregularidades na superficie interna da prétese que promove uma alta energia de superficie,
ou seja, alta capacidade de molhamento da superficie por um liquido. Desta maneira, um
possivel aumento da rugosidade dessa superficie pela presenca de nanoparticulas pode
promover um melhor selamento periférico, que por consequéncia pode levar a uma melhor
estabilidade da proétese, caracteristica essa muito benéfica para casos clinicos em que o
rebordo é baixo ou estreito, com menor retencdo. (Abuzar et al., 2010)

Além dessa aplicacéo clinica, esse material também é muito utilizado na confeccao
de préteses do tipo total fixa sobre implantes, o que ndo permite que o paciente realize sua
remocao para higienizagdo. Com isso o0 processo de higienizacdo se torna mais dificil de ser
realizado com eficiéncia, especialmente em pacientes mais idosos e com dificuldades
motoras, 0 que pode levar ao aparecimento de doencas como a peri-implantite,

ocasionada pelo acumulo de microorganismos em forma de
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biofilme na regido proxima aos implantes, podendo até mesmo levar a perda de implantes.
(ElI-Sayed, Nouvong, 2019)

As resinas acrilicas também podem ser utilizadas na confeccdo de préteses
temporarias, que muitas vezes possuem um contato direto com a tecido gengival para guiar
a formacao de um perfil de emergéncia, ou seja, contorno gengival ao redor da coroa
protética. E quando estes elementos temporarios sado utilizados por um longo periodo
podem levar a um acumulo de biofilme na superficie. (Giti et al., 2021) Entdo na tentativa de
minimizar esse acumulo de biofilme, se desenvolveu um material como o glaze, que possui a
caracteristica de ser um polidor quimico para a resina acrilica, e que pode ser utilizado
para selar a superficie das préteses, tendo em vista que promove uma area com maior
tensao superficial nas resinas acrilicas. Entretanto, mesmo com a aplicacdo desse material
ainda ocorre a formacdo de biofiime na superficie dos materiais restauradores. (Budtz-
Jorgensen et al., 1986; Santos et al., 2016; Sesma et al., 2005)

E de extrema importancia o desenvolvimento de materiais que determinem uma
menor formacéo de biofilme na superficie dessas proteses, a fim de promover uma melhor
qualidade bucal para os pacientes. Para isso, € necessario diminuir o aparecimento de
doencas como a candidiase, que ocorre por conta da proliferacdo de C. albicans. Com isso,
nanoparticulas estdo sendo cada vez mais estudadas quanto a sua atividade
antimicrobiana, antifingica e citotoxicidade, para que se possa desenvolver um material
odontoldgico capaz de inibir a proliferacéo fungica, com uma adequada liberagdo do material
antimicrobiano, o que é de alta relevancia clinica. (Li et al., 2020; Wang et al., 2014)

Um exemplo de material pesquisado é a nanoparticula de 6xido de zinco (ZnO)
gue muito é empregada nas industrias nano-0ptica, quimica, farmacéutica, alimenticia, na
confeccado de aparelhos nano-elétricos e na medicina como um agente antimicrobiano,
antifangico e anti-tumoral, tendo em vista que apresenta uma boa biocompatibilidade. (Krol
et al., 2017) Esta propriedade antimicrobiana atua contra bactérias (Gram-positiva e Gram-
negativa) e fungos, como C. albicans. Além disso, 0 zinco apresenta um papel muito
importante no organismo humano, a medida que se apresenta extremamente funcional,
versatil e possui a capacidade de combater microorganismos resistentes a medicamentos

e de prevenir a formacgéao de biofilme.
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Esse mineral é encontrado em tecidos, como musculo, osso e pele. (Gharpure et al, 2020;
Krél et al., 2017; Silva et al., 2022)

O mecanismo de acdo antimicrobiano do ZnO ainda nédo é bem definido, mas na
literatura sdo encontrados processos que comprovam essa atuacdo: através da interagcédo
eletrostatica entre as ZnO e a parede celular, o que resulta na destruicdo da integridade
celular do microrganismo; através da liberacdo de ions Zn?* antimicrobianos, que estéo
relacionados com o acumulo de ZnO na superficie do microrganismo e posterior
internalizacdo para o citoplasma, o que promove uma desintegracdo da membrana celular;
e da formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como o peréxido de hidrogénio, que
pela presenca de agua e oxigénio, afeta a integridade da membrana celular. (Gharpure et
al., 2020; Krol et al., 2017; Li et al.,2020)

Além disso, sabe-se que o0 tamanho, a morfologia e a concentracdo das
nanoparticulas afetam sua atividade antimicrobiana. Particulas menores de ZnO, com maior
area de superficie e maior concentracdo, apresentam uma melhor atividade antimicrobiana
do que as particulas maiores. Tendo em vista, que as particulas menores conseguem
penetrar mais facilmente a membrana celular e chegar ao interior da célula. As
nanoparticulas de ZnO também mostram um estimulo a atividade antimicrobiana decorrente
de uma reacdo fotocatalitica, em que na presenca de luz ocorre a absorcdo da luz
ultravioleta (UV), promovendo a formacao de peréxido de hidrogénio, que quando dentro
da célula afeta as funcbes celulares, levando a morte celular e favorecendo a acédo
antimicrobiana. (Gharpure et al., 2020; Krdl et al., 2017; Li et al., 2020; Mahamuni-Badiger et
al., 2020)

A nanoparticula de dioxido de titanio (TiO2) é um semicondutor que apresenta
propriedades hidrofilicas e fotocataliticas, 0 que promove uma protecdo antimicrobiana e
ultravioleta (UV). A capacidade antimicrobiana do TiO2 sobre bactérias Gram-positiva e
Gram — negativa, fungos e protozoarios é bem conhecida na literatura. (Azizi-Lalabadi et
al., 2019; Foster et al., 2011)

Sabe-se que 0 mecanismo de acdo antimicrobiano para as nanoparticulas de TiO2
envolve a degradacdo da parede celular e da membrana citoplasmatica, por conta da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). A degradacéo é mais eficiente quando
ha um contato préximo entre o microrganismo e a nanoparticula. (Foster et al., 2011;

Gharpure et al, 2020) Além disso, outros mecanismos  de acao
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também sdo conhecidos, como: a estrutura de cristais da nanoparticula, a intensidade da luz
UVA, o tamanho e formato da particula e a presenca de radicais livres. (Azizi- Lalabadi et
al., 2019; Li et al., 2020)

Por conta da propria caracteristica organica que a resina acrilica a base de
polimetilmetacrilato tem de gerar um acumulo de microorganismos e com isso, formar
biofilme na sua superficie, muitos fabricantes recomendam a aplicacdo do glaze, que é uma
espécie de polimento quimico, na superficie da resina a fim de minimizar a possibilidade de
acumulo bacteriano. Entretanto, mesmo com este protocolo utilizado, ainda existem muitos
casos relatados de uma elevada proliferacdo bacteriana nas superficies das préteses a
base de polimetilmetacrilato. (Budtz-Jorgensen et al., 1986; Santos et al., 2016; Sesma et
al., 2005)

Com isso, estudos estdo direcionados a fim de encontrarem meios de controlar
essa proliferacdo microbiana através do incremento de nanoparticulas na resina acrilica,
porém, estes estudos apresentaram como resultados uma citotoxicidade ao hospedeiro por
conta da incorporacdo de nanoparticulas em elevadas concentracdes, alteracdo da
resisténcia mecéanica do material e dificuldade na liberagdo desses ions para o meio bucal,
interferindo na atividade antimicrobiana. O desenvolvimento de novos estudos nesta linha é
necessario para que possam ser testadas novas metodologias como as que incorporam
nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) e de 6xido de zinco (ZnO). Juntamente com 0s
novos métodos de incorporacéo a fim de promover adequada acdo antimicrobiana e uma
boa resisténciamecanica ao material. (Rossi et al., 2022)

Portanto, diversos aspectos estdo ainda indefinidos, deixando lacunas nessa area
de conhecimento, como: a liberacdo dos ions das nanoparticulas para o meio esta
suficiente para que ocorra uma acao antimicrobiana? A incorporacdo dessas
nanoparticulas interfere na resisténcia mecéanica do material?

Esses e muitos outros questionamentos ainda estdo abertos nesse campo de
estudo. Buscando a resposta correta, serd possivel melhorar as propriedades
antimicrobianas das resinas acrilicas.

As nanoparticulas citadas apresentam acdo antimicrobiana e sdo muito utilizadas
em outras areas de estudo, como na industria alimenticia, farmacéutica e médica, mas
ainda nao apresentam consolidados estudos com a sua utilizacdo em materiais

restauradores protéticos, a fim de que estes se beneficiem de suas



17

propriedades. Além disso, na literatura existem poucos estudos que analisam a acéo
fungica dessas nanoparticulas, sendo necessaria uma maior investigacdo de sua acao em

materiais restauradores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resina Acrilica Ativada Termicamente, Glaze e Agregacao Microbiana

As bases de préteses totais em resina acrilica termicamente ativada foram
empregadas na pratica clinica odontologica ha cerca de 60 anos e sédo conhecidas por sua
adequada estética, baixo custo, facil manuseio e boa biocompatibilidade. A reacédo
exotérmica que ocorre durante a polimerizacdo da resina converte o monémero
metilmetacrilato em polimero. Além disso, este material pode ter poros em sua superficie o
que permite o acumulo de pequenas quantidades de agua, que estdo presentes no meio
bucal, o que torna a regido favoravel para o crescimento de biofilme. (Rossi et al., 2022)

A resina acrilica € um material que interage com o meio oral favorecendo o
acumulo de biofilme na superficie, & medida que possui um polimero passivel de
agregacao organica, com alta energia de superficie, o que facilita a proliferacdo de
bactérias e fungos. O biofilme é caracterizado por uma comunidade de micro- organismos
gue produzem e ficam embebidos a uma matriz polimérica extracelular, aderida a uma
superficie. Além disso, € composto basicamente por: polissacarideos, proteinas, acidos
nucleicos e lipidios. Por conta da conformacéo do biofilme, os micro- organismos presentes
se apresentam menos sensiveis a antibiéticos e sdo mais resistentes ao sistema imune do
hospedeiro, do que quando em sua forma individual. (Mahamuni-Badiger et al., 2020; dos
Santos et al., 2013)

A formacdo de biofilme nas proteses em resina acrilica é similar a formacao de
biofilme na superficie dos dentes e o adequado controle é igualmente importante. Nesta
linha de raciocinio, a énfase deve ser na prevencédo do acumulo de placa, juntamente com
a efetiva remocao de placas acumuladas na superficie da protese. Além disso, a resina
acrilica apresenta como caracteristica peculiar a agregacdo bacteriana, o que permite o
desenvolvimento de doengcas, como a estomatite relacionada a proteses totais

mucosuportadas, que apresenta como etiologias:
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ocorréncia em pacientes idosos com concomitante diminuicdo da defesa imunoldgica,
doencas sistémicas, fumo, uso das proteses a noite e higiene oral inadequada. Estadoenca
bucal ocorre principalmente na regido da mucosa do palato, que pode estar parcial ou
totalmente recoberta pela préotese. (Nam, 2011; Sesma et al., 2005)

Na tentativa de minimizar os fatores indesejaveis na resina, que se desenvolveu
um material como o glaze, que é um polidor quimico para a resina acrilica, e que pode ser
utilizado para selar a superficie das proteses, tendo em vista que promove uma superficie
com maior tensdo superficial nas resinas acrilicas, o que diminui o acumulo de residuos de
alimentos e placa bacteriana, além de promover uma condi¢cdo de higiene mais efetiva.
Estudos também comprovam que a remocao de microrganismos através da escovacao €
facilitada quando ha a presenca de glaze na superficie da resina de base. (Budtz-
Jorgensen et al., 1986; Santos et al., 2016; Sesma et al., 2005)

Além disso, os materiais poliméricos apresentam uma baixa condutividade térmica,
0 que é uma desvantagem quando o polimetilmetacrilato € utilizado para bases de préteses
totais, uma vez que uma maior condutividade térmica promove uma melhor salde tecidual,
melhor apreciacdo dos sabores e temperaturas, além de reduzir a sensacao de estranheza
dos pacientes com as dentaduras. Com isso, estudos testam a incorporacéo de diferentes
nanoparticulas nestes materiais poliméricos a fim de promover uma melhor condutividade

térmica deste material. (Sehajpal et al., 1989; Silva et al., 2022)

2.2 Nanoparticulas de Oxido de Zinco (ZnO)

Nos ultimos anos as pesquisas com nanotecnologias estdo cada vez sendo mais
desenvolvidas, em diversas areas de aplicacdo biomédica. Na odontologia muitas
nanoparticulas estdo sendo testadas para serem incorporadas em polimeros com o
proposito por exemplo de aumentar a sua resisténcia, condutividade térmica e acao

antimicrobiana. (Barzegar et al., 2022; Mishra et al., 2017) Além disso, as
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nanoparticulas sdo atualmente muito utilizadas para terapia de doencas como alergias e
infeccbes, promovendo uma atuacdo alternativa aos antibidticos, ao combater fungos e
bactérias. As nanoparticulas (NPs) apresentam um tamanho entre 1 — 100 nm, em que pelo
menos uma dimensdo da NPs deve ser menor do que 1 um. Além disso, apresentam como
vantagens uma alta area de superficie, alta bio — atividade e facil penetracdo de células, o
gue promove uma boa reatividade quimica e atividade biolégica, além de induzirem mais a
apoptose celular, do que quando comparadas as particulas maiores do mesmo material.
(Carlson et al., 2008; Gharpure et al., 2020; Krol et al., 2017)

No mundo moderno, a aplicagcdo das nanoparticulas foi ampliada para diversas
areas como: a formacao de terapia genética e o sistema de entrega de medicamentos. Isso
ocorre por conta do pequeno tamanho (1-100nm), que permite que estas nanoparticulas
entrem na membrana celular de bactérias e fungos. Desta forma, o seu menor tamanho
indica uma maior area de superficie, promovendo uma maior quantidade de atomos na
superficie, 0 que torna a substancia mais reativa. (Singh, 2019)

O oxido de zinco (ZnO) possui uma producdo global por ano de aproximadamente
0,1 — 1,2 milhdes de toneladas. A nanoparticula € um pd branco que é termicamente
estavel e que possui uma ampla aplicabilidade, como em produtos de beleza (protetor
solar), na armazenagem de alimentos, pigmentos, revestimentos (protecao ultravioleta
fungicida em tintas), aparelhos eletrénicos, cimento, borracha, plastico e biossensores.
(Osmond, McCall, 2010; Ramimoghadam et al., 2013) Além disso, o 6xido de zinco é a
nanoparticula mais utilizada, tendo em vista a sua aplicabilidade em produtos de cuidado
pessoal, cremes antibactericidas e aplicacbes biomédicas. Além de apresentar acao
anticancer e antimicrobiana, que ocorre pela capacidade desta nanoparticula de gerar
espécies reativas de oxigénio (ERO) e induzir a apoptose. Possui ainda a capacidade de
agir como um carregador de substancias, que transporta elementos de interesse até sitios
especificos, o que reduz a toxicidade e os efeitos destes materiais em regifes que nao sao
o alvo da suaacéo. (Lu et al., 2015; Mishra et al., 2017; Singh, 2019)

A literatura sugere que a dissolucdo deste Oxido, a formacdo de ERO, e as

respostas inflamatorias que sédo induzidas, sdo fatores comuns que podem provocar
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a toxicidade do ZnO. (Singh, 2019) Este material € biocompativel, apresenta baixo custo e é
menos toxico do que quando comparado a outros 6xidos metéalicos. Além disso, o ZnO
também possui uma acdo antifungica contra a Candida albicans, através de um efeito do
oxido de zinco de concentracdo dependente. (Lu et al.,, 2018; Mishra et al., 2017) Desta
forma, a nanoparticula de 6xido de zinco pode entrar na célula de forma livre, através do
fon Zn?* e na forma de nanoparticula inteira. O processo de entrada na forma de ion
permite a passagem através da membrana plasmatica, o que representa um passo critico
para a toxicidade celular. Além disso, essa forma de liberagdo pode ser por dois
pardmetros: as propriedades fisiolégicas do ion como a porosidade, concentracao,
tamanho das particulas e morfologia. Ja a incorporacdo em forma de nanoparticula ocorre
pela entrada endo-lisossémica, em que a nanoparticula ird entrar em sua totalidade a célula.
(Singh, 2019; Pelgrift, Friedman, 2013)

2.3 Nanoparticula de Diéxido de Titanio (TiOz)

O didxido de titanio foi a 100 anos confeccionado pela primeira vez na industria,
por conta de sua inércia quimica, baixo custo e disponibilidade no meio ambiente. Este
material pode ser aplicado através da fotocatalise, na indlstria farmacéutica, desinfeccao
de agua, aplicagbes no meio ambiente, terapia fototérmica de cancer e no setor de
processamento de alimentos. Além disso, pode ser encontrado em trés fases: o rutilo,
anatase e brookite. Sendo que estas fases cristalinas se reinem como um octaedro, em
gue seis anions de oxigénio sdo compartilhados por trés cations de titanio (IV), originando
a nanoparticula TiO2. (Abdolmajid et al., 2019; Azizi-Lalabadi et al., 2019; Foster et al.,
2011; Racovita, 2022)

Este Oxido metalico apresenta um duplo comportamento em relacdo a luz,
espalhando e absorvendo raios de radiacdo ultravioleta (UV), sendo que ambas as

propriedades sdo altamente desejadas na fotocatalise. Com isso, o di6xido de titanio
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€ a nanoparticula fotocatalitica antimicrobiana mais utilizada, tendo em vista que mata tanto
bactérias Gram-negativas como Gram-positivas. J4 que sob a luz ultravioleta (UV), o 6xido
metalico é altamente semicondutor, capaz de realizar catalise de rea¢des redox, por conta
das propriedades fotoelétricas. Desta maneira, quando o TiO2 € iluminado pela luz
ultravioleta, elétrons passam a transitar do seu estado fundamental para a camada de
valéncia, ou seja, para um estado de excitacdo na camada de conducdo, o que cria um
vazio na camada de valéncia. Apés este periodo, moléculas sdo absorvidas na superficie de
catalise, como a agua e o oxigénio, e a oxidacdo ocorre na camada de valéncia. (Foster et
al., 2011; Javed et al., 2022; Liuet al., 2022; R. Kalankesh et al., 2019; Racovita, 2022)
Desta forma, o diéxido de titAnio quando encontrado na presenca de luz UV,
transforma difusas moléculas em espécies reativas de oxigénio (ERO), perdxido de
hidrogénio (H202) e radicais hidroxil (OH). Essas espécies reativas de oxigénio atacam,
oxidam e inativam microrganismos, impedindo sua proliferacdo em produtos alimenticios.
(Liu et al., 2022; Racovita, 2022) Sabe-se também que o dioxido de titAnio apresenta acéo
antimicrobiana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium e Candida albicans. Entretanto, ainda ndo existem trabalhos que
associem essa hanoparticula aplicada em glaze de resina acrilica para uso na odontologia.
(Pelgrift, Friedman, 2013)
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Quadro 1 - Revisao dos mecanismos de acado das nanoparticulas de 6xido de zinco e

di6xido de titanio, encontrados na literatura

(continua)
Autores Nanoparticulas | Como é feito? Mecanismo de Acdo
A. Krdl et al. Zn0O Concentracdo Inibitéria * Interacao
(2017) Minima eletrostatica entre

as nanoparticulas
de ZnO e a parede
celular,
promovendo a
destruicéo da
integridade da
célula da bactéria;

Liberacéo dos
ions
antimicrobianos
Zn2+ que
promove um
acumulo de ZnO
dentro da célula
da bactéria e a
formacao de ERO
(Espécies
Reativas de
Oxigénio), a partir
de agua e
oxigénio.
Especificamente
para fungos, o
mecanismo de
acao ocorre por
conta da inibicédo
do crescimento,
porque afeta o
funcionamento
celular.
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(continuacéo)

Autores

Nanoparticulas

Como é feito?

Mecanismo de Acao

Kairyte K (2013)

Zn0O

Unidade Formadora de
Colbnia

Producéo de
ERO, que provoca
danos a

membrana celular
e que com a
fotoativacao
ocorre a formagéo
de bolhas na
superficie do
microorgansimo, o
que leva a um
encolhimento da
célula e liberagdo
dos componentes
intracelulares;

Interacao
eletrostatica das
NPs com a parede
celular; producéao
de peroxido de
hidrogénio.

Foster H.A
(2011)

TiO2

Degradacdao da
parede celular e
membrana
citoplasmatica
ocorre por conta
da producédo de
ERO como o

perdxido de
hidrogénio e
radicais  hidroxil.
Pode ocorrer
também o]
rompimento da
bicamada

fosfolipidica.
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(continuacéo)

Autores

Nanoparticulas

Como é feito?

Mecanismo de Acao

Arai F (2009)

TiO2

Teste de ATP -

luminescéncia

ATP -
trifosfato

adenosina

« O TiO2 possui
propriedades
altamente
hidrofilicas e
sofrem  reagles
fotocataliticas.

Darwish G et al.

(2019)

TiO2

Teste de aderéncia e de
biofilme (UFC)

* As espécies
reativas de
oxigénio  (ERO)
causam danos
irreversiveis a
superficie celular.

Kumar N et al.

(2018)

TiO2

« Possui um alto
poder oxidativo,
alta area de
superficie e
capacidade de
troca de intervalo
de banda, por isso
consegue agir
como um agente
antimicrobiano.

Javali
(2019)

M.A

TiO2

Unidade Formadora de
Colbnia

* Terapia
fotodinamica com
raios ultravioleta
(313 nm), que
estimula a acéo
antimicrobiana da
nanoparticula.
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(continuacéo)

Autores Nanoparticulas | Como é feito? Mecanismo de Acao
Naji AS et TiO2 Unidade Terapia
al. (2018) Formadora de fotodinamica com
Colbnia (UFC) raios ultravioleta
Concentracao (3?.5 lnm), que
Inibitéria  Minima estimula a agao
(CIM) antimicrobiana da
nanoparticula.
Concentragao
Bactericida
Minima (CBM)
Concentragao
Fungicida Minima
(CFM)
Apip C et al. PMMA - ZnO - Teste de Direto contato
(2021) NWs aderéncia (90min) com a parede
Andlise de celular.
formacéo de Liberacdo de ions
Biofilme (72h) Zn+2 gue provoca
danos a parede
celular.
Producéo de
ERO, que rompe a
integridade da
membrana.
Hosseini SS ZnO Teste de Destroi a
(2018) aderéncia (2h) integridade da
Analise de membrana celular
formacao de atra:jvesN ga
Biofilme (48h) producao ~ d€
3 espécies reativas
Concentracéo de oxigénio (ERO)

Inibitéria  Minima
(CIM)
Unidade

Formadora de
Colbénia (UFC)
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(concluséo)

Autores Nanoparticulas

Como é feito?

Mecanismo de Acao

Silva BL et al. | ZnO

(2019)

Produzir ERO

Perda da
integridade
celular, por conta
do contato da NP
de ZnO com a
parede celular.

Liberacao de ions
Zn2+

Fotocondutividade
gue ocorre por um
processo de
fotoinducdo, em
que, quando
submetido a luz
uv, a acao
antimicrobiana é
otimizada, por
conta da melhora
na condutividade.

Jalal M et al.
(2018)

ZnO

Halo de inibicdo

Concentracao
Inibitéria  Minima
(CIM)
Concentragao
Fungicida Minima
(CFM)

Alteracéo
estrutural com
ruptura da parede
celular.

Desintegracao da
membrana
citoplasmatica.

Producéo de
ERO, no interior
celular, apés o
contato com ZnO.
(depende da
concentracdo e
tempo de
exposicao)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi associar nanoparticulas de diéxido de titanio e 6xido de
zinco ao glaze a base de metilmetacrilato aplicado sobre uma resina acrilica ativada
termicamente (RAAT) e analisar as suas atividades antifingicas, além das caracteristicas
estruturais, mecéanicas e opticas.

A hipétese nula deste estudo seria que havera a acao antimicrobiana e resisténcia
a flexdo semelhante entre o grupo controle e os grupos modificados com as nanoparticulas
e que o tratamento de superficie ndo influenciara nos aspectos de translucidez e cor da
resina acrilica.

A primeira hipétese do estudo seria que havera ac¢édo antimicrobiana e incremento
na resisténcia a flexao para os grupos com nanoparticulas, quando comparado ao grupo

controle e, que os grupos tratados terdo sua translucidez e cor afetadas pelo tratamento.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para se atingir o objetivo proposto no projeto foram desenvolvidas etapas

prévias listadas a seguir e que tiveram suas metodologias descritas:

a) Confeccionar a resina acrilica ativada termicamente, de modo que seja
minimizado o fator porosidade superficial.

b) Desenvolver um protocolo para a adequada fixacdo das nanoparticulas no
material pela técnica de pulverizacdo com peneira, para que 0s ions sejam
adequadamente liberados para o meio externo.

c) Determinar que a quantidade de liberacdo de ions titanio e zinco para o
meio seja adequada, para o objetivo final proposto.

d) Correlacionar a presenca das nanoparticulas com as propriedades

mecanicase antimicrobianas.

4.1 Grupos experimentais

Foram incluidos no estudo 4 grupos experimentais (Figura 1):
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Figura 1 - Grupos experimentais

Glaze (G) TiG

] Grupos |, resina acrilica ativada
termicamente
+

aplicacao de glaze na

resina acrilica ativada
termicamente
* superficie
+
pulverizacdo com
didxido de titanio (TiO,)

aplicacao de glaze na
superficie (controle)

AIG ZnG

resina acrilica ativada resina acrilica ativada
termicamente termicamente
+ +
aplicacao de glaze na aplicacao de glaze na

superficie superficie
+ +
pulverizacao com 6xido pulverizacdo com o6xido
de aluminio (Al,O3) de zinco (ZnO)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esses grupos foram submetidos aos seguintes testes (Figura 2):

Figura 2 - Testes realizados

Testes realizados

Caracterizacao Analise o i Analise
i Analise mecanica . P
estrutural superficial microbiolégica
MEV: DRX: Mensuracdo Resisténciaa Acédo antimicrobiana

2 amostras 2 amostras de core
translucidez:
10 amostras

contra C.albicans
(SC 5314):
12 amostras

Flexdo de 3 pontos:
30 amostras

Analise da

rugosidade:

18 amostras
Analise de Weibull

MEV da superficie
com biofilme:
2 amostras

Goniometria:
3 amostras

Andlise
Fractografica

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Nanoparticulas de TiOz2, ZnO e Al302

As nanoparticulas de TiO2 e ZnO utilizadas foram da marca comercial Sigma —
Aldrich (Missouri, EUA), no tamanho de 50 nm. A nanoparticula de Al3O2 utilizada foi da
marca Alcoa (Pensilvania, EUA) também com tamanho de 100nm, sendo que essa
nanoparticula foi utilizada no presente estudo por conta de seu tamanho e rugosidade
serem similares aos demais grupos com nanoparticula. Desta forma esta serviu de
comparacdo com o0s resultados antimicrobianos, removendo a varidvel de rugosidade.
(Figura 3)

Figura 3 - A - 6xido de zinco (ZnO), B - 6xido de aluminio (Al203) e C - diéxido de
titanio (TiO2)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Caracterizacdo microestrutural das nanoparticulas

As nanoparticulas de TiO2z, ZnO e Al3O2foram caracterizadas com o objetivo de se
verificar o tamanho, a fase cristalina e a morfologia das nanoparticulas. Foram utilizados os

seguintes métodos:
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e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV):

A analise em MEV foi realizada para que pudesse ser compreendida a distribuicao
e preenchimento da nanoparticula na superficie do material.

As imagens das amostras foram obtidas por MEV (Vega3, Tescan, Brno, Republica
Tcheca), com 30 kV. Os pos de TiO2, ZnO e AlsO2 adquiridos foram depositados em fita
condutora de carbono. A caracterizagao foi realizada em um MEV- EDS, na Divisdo de
Engenharia Mecéanica e Aeronautica do Instituto Tecnoldgico de Aerondutica (ITA).

e Difratometria de Raios X (DRX):

A anadlise de DRX foi realizada com o propésito de visualizar a fase cristalina das
nanoparticulas, através da difracdo das moléculas.

Foi realizada utilizando-se um equipamento Philips X'Pert da PANalytical, equipado
com radiacdo Cuka, operando a 45 kV e 40 mA, no intervalo de 10 ° &lt; 26 &lIt; 90 °, AB = 0,02
° e tempo de 30 s por AB. Essa analise foi realizada no Laboratério de Caracterizacao de
Materiais (LabMat) do Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA). (Figura 4)
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Figura 4 - Maquina Philips X’Pert da PANalytical realizando a analise de DRX

ANa[ytiCﬁ‘

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Preparacao das amostras de RAAT

Para a aplicagdo dos nanocompositos sobre a superficie da resina acrilica
termoativada (RAAT) primeiramente foram confeccionadas 76 amostras cilindricas de 10 x 2
mm (didmetro e espessura) de resina acrilica, que foram utilizadas para o teste
antimicrobiano, analise de DRX, MEV, goniometria, mensuracdo de cor, translucidez e
rugosidade.

Ja para o teste de resisténcia a flexao foram confeccionadas 30 amostras no formato
de barras de 30 x 10 x 3 mm. Tanto os padrdes em disco como em forma de barra foram
confeccionados e incluidos em mufla plastica, gesso e uma muralha de material de
moldagem a base de silicone de laboratério (Rodorsil — VWL, Prolabor).

O gesso tipo Il foi espatulado manualmente em gral de borracha, seguindo as
proporcées de 100ml de agua para 50g de po6, e foi levado em um vibrador de gesso,
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para eliminacdo de bolhas de ar, tendo o cuidado de deixar a superficie do gesso lisa. A
seqguir, os padrées metalicos foram posicionados de maneira equidistante e paralelos entre
Si.

Ap6s a presa final do gesso, foi confeccionada a muralha de silicone de
condensacdo massa densa de laboratério, ao redor dos padrdes. Entédo foi aplicada uma
fina camada de isolante para gesso e resina acrilica Al-Cote (Dentsply Ind. Com. Ltda) e o
gesso foi acrescentado novamente a fim de preencher por completo a mufla.(Figura 5)

Apo6s uma hora da fase final de incluséo foi realizada a abertura das partes da mufla e
foi feita a remocé&o por completo dos padrées metalicos. Para o procedimento de prensagem
foram manipuladas duas porcdes de resina acrilica termicamente ativada incolor (VipiCiril
Dental Vipi Ltda) na transicdo de sua fase fibrilar para plastica, a massa de resina foi
acomodada na mufla nos espacos deixados pelos padrdes. Apés, foi realizada uma
prensagem dessa mufla a 1,0Kgf, até a resina acrilica escoar pelas bordas da mufla,
mantendo a pressdo adequada ao parafusar as partes da mufla.

A proporgédo pd/liquido da resina foi de 15g e 7,5ml. Este grupo apresentavauma
resina acrilica de ativacdo térmica (Vipi-Cril) indicada para a polimerizacaotambém no
modo de micro-ondas. Quanto ao ciclo de polimerizacdo, a mufla foiposicionada em
um micro-ondas de 800W (Continental, AW-30), entdo foi realizadoum ciclo de 20 min
com 20% da poténcia e depois mais 5 min com 60% de poténcia.

Antes de se proceder a abertura da mufla, esta foi mantida por cerca de duas horas
a temperatura ambiente até que ocorresse o seu completo resfriamento. Apds a abertura
das muflas os corpos de prova obtidos foram acondicionados, em um primeiro instante, em
agua destilada enquanto era realizada a sessao de acabamento. Quanto ao acabamento das
pecas, foi utilizada uma politriz rotatéria (Ecomet 250, Buehler, Sdo José dos Campos,
Brasil) sob refrigeracédo constante a agua sendo o desgaste dos corpos de prova realizado
por lixas d’agua de 6xido de aluminio Norton (Norton), de gramaturas decrescentes (180,
320).

O glaze selecionado para o estudo foi o Palaseal (Heraeus Kulzer-Jelenko) a base
de metilmetacrilato, por apresentar baixa viscosidade, facilitando a realizacdo de duas
aplicagbes na superficie da amostra. O glaze foi aplicado com ou sem a incorporagéo de

nanoparticulas e entao posteriormente fotopolimerizado. Para o]
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grupo controle o glaze foi aplicado sobre o espécime conforme determinado pelo fabricante
e por uso de um microbrush em duas camadas subsequentes e a seguir foram
fotopolimerizados com uso do fotopolimerizador com 1000mW/cm2 de poténcia, durante 20

segundos em cada lado da amostra (VALO Grand, Ultradent Products). (Figura 6)

Figura 5 - Confeccdo das amostras

i

Legenda: A — Padrdes metélicos posicionados na mufla com gesso. Observa-se padrdes em forma de
barra para a realizagéo de teste de resisténcia a flexdo e padrdes em forma de disco para os testes
microbiolégicos e de caracterizacdo. B — Padrdes j& recobertos pelo silicone de condensacgéo, massa
densa. C — Mufla pronta para remoc¢éo dos padroes metdlicos e inclusdo da resina acrilica. A seta
representa o limite entre o silicone e o gesso.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 - Amostras finalizadas

Legenda: A - grupo G (Glaze — controle), B - grupo AIG (6xido de alumina), C - grupo ZnG (oxido de
zinco) e a D- grupo TiG (di6xido de titanio).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Adicao dos nanocompdsitos ao glaze

As nanoparticulas de TiOz, ZnO e AlsO2 foram incorporadas ao glaze Palaseal
(Heraeus Kulzer-Jelenko), através da técnica de pulverizacdo de particulas. A
variacdo na metodologia de incorporacdo das nanoparticulas ao glaze se deu pelo
fato de que em trabalhos anteriores foram determinados estes compdsitos atraves da
incorporacdo da nanoparticula misturada ao glaze, o que dificultou a liberacdo dos
ions da nanoparticula para o meio bucal, diminuindo a atividade antimicrobiana.
(Rocha Regis, 2009; Rossi et al., 2022) Neste trabalho foi realizada pulverizacdo das
nanoparticulas através de uma peneira, para que estas ficassem parcialmente
expostas, visando facilitar a liberagéo e a acao da atividade antimicrobiana. (Figura 5)
Para os grupos adicdo de nanoparticulas, o glaze foi aplicado sobre o
espécime conforme determinado pelo fabricante e por uso de um microbrush em duas
camadas subsequentes. A seguir foi realizada a pulverizagdo com uma peneira com
granulometria de 75um, malha de 200TY, a uma distancia de 10 mm da superficie da
amostra e direcdo em 90 graus com esta superficie.

As nanoparticulas foram pressionadas na superficie da resina com uma placa
de vidro e uma forca constante de 750g. Essa aplicacao foi realizada duas vezes, para
gue toda a superficie da amostra fosse recoberta pelas nanoparticulas. Entdo o
conjunto nanoparticulas e glaze foram fotopolimerizados com wuso do
fotopolimerizador com 1000mW/cm:2 de poténcia, durante 20 segundos em cada lado
da amostra (VALO Grand, Ultradent Products). (Figuras 7 e 8)
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Figura 7 - Amostra fotopolimerizada apos a aplicacao do glaze e da pulverizacao da

nanoparticula

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Esquema da confec¢éo dos espécimes

Amostra de Resina Amostra de RAAT Pulverizacdo com Amostra
Acrilica Ativada com glaze aplicado uma peneira pulverizadas com as
Termicamente em uma das granulomeétrica das nanoparticulas
(RAAT) superficies nanoparticulas

Banho ultrassénico na amostra Fotopolimerizacdo (20s) do glaze Aplicacdo de uma carga de 750g

para remover as nanoparticulas com as nanoparticulas sob uma placa de vidro para
n&o aderidas a superficie compactar as nanoparticulas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.6 Mensuracéao de Cor e Translucidez

Para a analise da cor e translucidez foi utilizado o espécime com 2mm de
espessura (n=20), semelhante a espessura de uma protese, um espectrofotobmetro
colorimétrico KONICA MINOLTA (CM 2600) e sistema de mensuracdo de propriedades
Opticas de acordo com a CIE-Lab (Comissao Internacional de lluminacgéo, L *, a *, b *), que
coordena a leitura através de um iluminador de 2 graus e uma fonte de luz padrdo D65.

Antes da mensuracdo de cada espécime, foi realizada a calibracdo do
espectrofotdbmetro colorimétrico conforme as recomendacgfes do fabricante. As diferencas
de cor foram definidas como as diferencas das coordenadas de cor entre a amostra, 0
fundo preto e o fundo branco e sdo conhecidas como Deltas (A). Os Deltas para L* (AL), a*
(Aa) e b* (Ab) podem ser negativas (-) ou positivas (+). A diferenca de cor é calculada
matematicamente e denominada pela expressao AE*. Para determinar a diferenca total de
cor entre as trés coordenadas foi utilizada equacéo (Eq. 1):

1
2

AE* = [AL*2 + Aa*2 4+ Ab*2] Eq. 1

Os parametros “L", “a“ e “b* correspondem respectivamente a lightness, redness e
greeness (modelo CIE, Commision Internationale de I'Eclairage), com anteparos preto (L* =
1,8,a*=1,3, b*=-1,5) e branco (L*= 95,7, a* = -1,3, b* = 2,6)(Kaizer et al., 2017).

A determinagéo da alteracdo de translucidez (Tp, parametro de transluscéncia), que
€ a diferenca de cor entre a leitura sobre o fundo branco e o fundo preto foi calculada pela
formula abaixo (Eq. 2):

1
2 22~

2
Tep=[(Lp*—Lb*) + (ap*—ab*) + (bp*—bpx)]Eq.2
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As letras subscritas “p” referem-se as coordenadas de cor sobre o fundo preto e as
letras subscritas “b” referem-se ao fundo branco. Quanto maior o valor de Tp, maior é a
translucidez.

As coordenadas de cor dos fundos foram: branco (L:84.95; a:-0.38; b:2.93) e preto:
(L:25.58; a:-0.15; b:-0.24).

O teste foi realizado com a superficie tratada da amostra voltada para o lado
oposto ao da luz, tendo em vista que esta face clinicamente estard em contato com a
mucosa oral, ou seja, na parte interior da protese total. Desta forma a analise de cor foi

determinado a partir do lado externo, polido e liso da resina acrilica.

4.7 Analise de Rugosidade

Para andlise da rugosidade foi utilizado o rugosimetro (Surftest SJ 400, Mitutoyo,
Toquio, Japdo). Na superficie de trabalho de cada amostra foi analisada a rugosidade de
superficie (n=10), nos parametros Ra (rugosidade média absoluta das alturas das
irregularidades ao longo do perfil; parametro de altura) e Rz (profundidade da rugosidade
média).

Os espécimes foram individualmente identificados e na superficie de cada amostra
foram realizadas trés leituras paralelas de 3 mm e equidistantes, com velocidade de

varredura de 0,2 mm/s, com filtro Gaussian e o valor cut-off de 0,8 mm(ISO 4287-19970).

4.8 Goniometria

Em todos os nanocompasitos foi realizado o ensaio de analise de angulo de contato

através de um goniébmetro (Theta Lite model, Attension, Biolin Scientific,
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Espoo, Finland), sob temperatura controlada e ligada a um computador com
software One Attension. Uma gota de agua destilada foi colocada sobre a superficie da
amostra com uma seringa, e depois de 10 segundos, o angulo de contato foi mensurado
em graus pelo software.

Os dados foram computados através da média do angulo de contato direito e
esquerdo, sendo que quanto menor o angulo maior a molhabilidade da superficie. (Figura
9)

O teste foi realizado 3 vezes em cada amostra.

Figura 9 - Goniémetro realizando a analise da média do angulo de contato direito e
esquerdo das amostras

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.9 Resisténcia a Flexdo

Os espécimes foram posicionados na maquina de teste universal (EMIC-
DL2000; Sao José dos Campos, SP, Brasil) para a realizacéo do teste de resisténcia
a flexdo de 3 pontos, em que a distancia entre os suportes foi de 18 mm e 5 mm/min
de velocidade foi aplicada no centro do corpo de prova com uma haste de aco
arredondada na extremidade, com 1,2 mm de didametro, por uma carga de 100Kgf, até
gue ocorresse a fratura, com valores registrados em N, que foi convertido em Mpa
para se obtenha a resisténcia a flexao. (Figura 10)

A resisténcia a flexao foi calculada de acordo com a seguinte formula:

3FD
2LH?

Sendo que S = resisténcia a flexdo, F = carga maxima (100Kgf), D = distancia
dos suportes (18mm) L = largura do corpo de prova (10mm), e H = espessura do corpo

de prova (3mm).
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Figura 10 - Teste de resisténcia a flexdo sendo realizado na EMIC — DL2000

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.10 Anéalise de Weibull

Apés os dados de flexdo de 3 pontos serem computados, foi realizada a
andlise de Weibull, utilizando-se a distribuicédo de dois parametros (Eq. 3, Eq.4 ,EQ.5):

m
Pf=1-exp|-(?) |Eq.3
ob

m
In(1—-Pf) =—- () Eq. 4
o
1
In|In( )| =nInc—nh
1- Py

oo Eq. 5

Nessa distribuicdo, a resisténcia caracteristica ce¢ € 0 parametro de
localizagdo, no qual uma grande ¢ desloca os dados para a direita, enquanto uma
pequena o desloca a distribuicdo para a esquerda. Este paradmetro corresponde a

resisténcia onde a probabilidade de falha (Pf) corresponde a 63,2%. O mddulo de
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Weibull (m), corresponde a forma do grafico da distribuicdo. Quanto mais contida a
distribuicdo (menor a inclinagcdo da reta), menor a dispersao dos dados e maior o
maddulo, fazendo com que o material seja mais confiavel.

As diferencas estatisticas significantes entre a resisténcias caracteristicas
foram determinadas pela sobreposi¢ao dos intervalos de confianca de 95%.

4.11 Analise Fractografica

Apos os testes de resisténcia a flexdo de 3 pontos, duas amostras fraturadas
de cada grupo foram analisadas em seccéao transversal sob microscépio eletrénico de
varredura (Sem,Tescan Vega 3 model, FR) localizado no ITA (Instituto Tecnoldgico
da Aeronautica), em S&o José do Campos, SP. As superficies fraturadas foram
metalizadas com uma camada de ouro em uma metalizadora (Quorum, Q150R ES),
para a analise por fractografia. Para obtencdo das imagens foi utilizada uma tensao

de 10 kV no microscopio.

4.12 Avaliacao da atividade antibiofilme sobre Candida albicans

Previamente ao ensaio de formacdo de biofilme, os nanocompdsitos foram
esterilizados por exposicao a radiacdo ultravioleta por 10 minutos em cada face.

Para realizacdo dos ensaios, foi utilizada a cepa padrédo Candida albicans SC
5314, a qual foi semeada em agar Sabouraud dextrose e incubada por 24 horas a 37
°C, em aerobiose. Apds este periodo, foi obtida suspenséo padronizada contendo 108
células/ml em solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%, pH 7,0), com auxilio de um
espectrofotometro (A: 550; DO: 0,380). As amostras foram transferidas para pocos de

placas de poliestireno de 24 po¢os. Em seguida, aliquotas de 20 uL do inoculo fungico
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e 200 pL de caldo RPMI + 2% de glicose foram adicionados a cada poco. As placas
foram incubadas por 90 minutos a 37 °C em aerobiose sobre agitacdo (80 r.p.m.) para
a aderéncia das células fungicas aos espéecimes.

ApOs o periodo de pré-aderéncia de 90 minutos, as amostras foram lavadas
com solucdo fisiologica estéril para remocao de células ndo aderentes. Em seguida,
foi adicionado meio de cultura e incubado a 37 °C por 24 h. Apés este periodo, 0s
espécimes foram transferidos para tubos contendo 1 mL de solucéo fisiolégica. Para
a disperséo do biofilme, os tubos foram agitados por 60 segundos em vortex e depois
sonicados (2 pulsos de 30 segundos com vinte segundos de intervalo, amplitude 40,
15 W no gelo). A suspenséo resultante foi diluida em série (até 10-%) e semeada em
agar Sabouraud dextrose. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, em
aerobiose. A seguir, a contagem do numero de células vidveis dos biofiimes foi
realizada. Os valores de UFC/espécime foram calculados e comparados
estatisticamente entre os grupos testes e controle de crescimento.

Foram preparados 2 espécimes de cada grupo nas condi¢des descritas acima
para analise em microscopia eletrénica de varredura. Os biofilmes foram submetidos
ao processo de fixacdo por glutaraldeido 2,5 % durante 24 horas. Apds enxague em
solucéo fisiologica, foi realizada a desidratagdo em diferentes concentracdes de élcool
(30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % durante 10 minutos e 100 % durante 20 minutos). A
seguir, os biofilmes foram secos em estufa a 37°C por 24 horas. Os biofilmes foram
metalizados (EMITECH SC7620, Sputter Coater) e observados em Microscépio
Eletronica de Varredura (MEV), sendo as imagens capturadas e registradas.

4.13 Anédlise Microscépica do biofilme na superficie da amostra

A superficie com nanoparticulas foi qualitativamente acessada pelo MEV
(Microscopio Eletronico de Varredura, Vega3, Tescan, Brno, Republica Tcheca), na
Divisdo de Engenharia Mecanica e Aeronautica do Instituto Tecnologico de
Aeronautica (ITA). As gamas de laser foram definidas de acordo com a substancia a

ser analisada e, avaliadas de modo equidistante, os campos de uma mesma amostra
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a fim de verificar se a penetracdo dos agentes fotossensiveis estava

homogénea. (Zago et al., 2020)

4.14 Andlise Estatistica

Foram compilados os dados integrais e definidas as médias e o desvio padréo
para cada analise desenvolvida. Para determinar o nivel de significAncia das analises
de goniometria, resisténcia a flexdo, mensuracéo de cor e translucidez e analise da
acdo antimicrobiana, foi realizado o teste paramétrico, teste ANOVA um - fator
(nanoparticula) e, sempre que indicado, o teste de Tukey com nivel de significancia
de 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Difratometria de Raios X (DRX)

A analise foi realizada a fim de confirmar a composicdo e caracterizacdo das
nanoparticulas de Oxido de zinco (ZnO), diéxido de titanio (TiO2) e éxido de aluminio
(Al203). Além de analisar a superficie de glaze na resina acrilica ativada termicamente(G).

Sendo possivel perceber os picos caracteristicos de cada 6xido e do material

polimérico, que determinam as fases cristalinas presentes em cada material. (Figura 11)

Figura 11 - Representa a composi¢ao de cada grupo através de uma analise por DRX.

G — glaze, Al203 — oxido de aluminio, TiO2— dioxido de titanio, ZnO — éxido de zinco
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise microscépica mostrou os diferentes aspectos superficiais que
variaram conforme o tratamento de superficie. O grupo que possui apenas a presenca
glaze (G) na superficie se apresentou de forma menos rugosa com um aspecto mais
homogéneo. O grupo de 6xido de aluminio (AIG) apresentou um aspecto mais rugoso
com maior profundidade entre as nanoparticulas (100nm). O grupo de 6xido de zinco
(ZnG) apresentou uma superficie com nanoparticulas (50nm), bem distribuidas e
menos volumosas. Ja o grupo de diéxido de titanio (TiG) apresentou também uma
superficie bem recoberta pelas nanoparticulas (50nm), de forma homogénea. (Figura
12 - 15)

Figura 12 - As imagens sao referentes a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
do grupo Glaze (Controle)

MAD23T cADAV | L11] xi00s:0AMME2 | A 0.2 :vHM32

myoS | mydoOr :blstwsiV  mm £0.b:OW

MAD23T EADIV L 1 x4002:0AMMI2 | Wio2:vimsz [MuAd2aT cADIV L 1 01 00.01 :DAM M32 | Vi 02 :VH M32
myOr | my 2.t :blshwelV | mm £0.b:QW mye  mys0s biswslV |  mm g0 :aW
TRAM2ATI 00.8:18 32 1100 TRAM2ATI 00.8:18 32 160

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A - 2k, B - 5k e C - 10k.
Fonte: Elaborado pelo autor.

THAM2ATI 008 ;18 32 100
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Figura 13 - As imagens sao referentes a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

do grupo AIG — oxido de alumina

SEMHV:50kv | SEMMAG:20.0kx | | || L VEGA3 TESCANIl  SEMHV:50kV | SEM MAG: 50.0 kx | VEGA3 TESCAN|
WD: 490 mm | View field: 10.4 ym | 2 ym WD:4.90mm | View field: 4.15pm | 1pm

SEMHV:50kV | SEM MAG: 100.0 kx L VEGA3 TESCAN|

WD:4.90mm | View fleld: 2.08 ym | 500 nm

Det: SE 8I: 2.00 ITASMART Det: SE BI: 2.00 ITASMART

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A — 20k, B - 50k e C - 100k.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Det: SE 8I: 2.00 ITASMART

Figura 14 - As imagens sao referentes a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

do grupo ZnG — 6xido de zinco

SEM HV: 5.0 kV SEM MAG: 20.0 kx i | 1 VEGA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV SEM MAG: 50.0 kx | VEGA3 TESCAN|
WD:406mm | View field: 10.4ym 2 pm WD: 406 mm | View field: 4.15ym 1 pm
Det: SE BI: 2.00 ITASMART Det: SE BI: 2.00 ITASMART

SEMHV:50kV | SEM MAG: 100 kx L VEGA3 TESCAN|

WD: 406 mm | View field: 2.08ym 500 nm
Det: SE BI: 2.00 ITASMART

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A — 20k, B - 50k e C - 100k.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - As imagens séao referentes a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

do grupo TiG — didxido de titanio

SEMHV:50KV | SEM MAG: 100 kx | VEGA3 TESCAN|
WD: 401 mm | View field: 2.08 ym | 500 nm
Det: SE 81 2.00 ITASMART

- 3 2 1958 - . . po
SEMMHV: 50KV | SEMMAG:20.0kx i Veoas Tescanfll  SEMHV:SOKV | SEMMAG: 500Kk Lli 1] vecasTesca
WD: 4.01 mm View field: 10.4 ym 2 pm WD: 4.01 mm View field: 4.15pm 1 pm

Dot: SE 81200 TASHART Det: SE 81200 ITASMART

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A — 20k, B - 50k e C - 100k.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Resisténcia a Flexao

O resultado do teste de resisténcia a flexdo de 3 pontos ndo mostrou diferenca
estatistica significante entre os diversos grupos, por ANOVA um — fator (p=0,221).

Vale ressaltar que o teste foi realizado com a superficie tratada voltada para
o lado oposto a aplicagéo da carga, o que se assemelha a condig&o clinica, tendo em
vista que o tratamento de superficie seria realizado na porcao interna (em contato com

a mucosa) da protese total, ou seja, no seu lado de tracdo. (Tabela 1)
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Tabela 1 - Média e desvio padrao para andlise da resisténcia

Grupos N Média + Desvio Padréao
G 30 108,54 + 8,36
AlG 30 113,60 +11,95
nG 30 111,98 £9,27
TiG 30 113,66 £10,41

Legenda: Os valores foram dados em MPa.
Fonte: Elaborado pelo autor.

No Mdédulo de Weibull as linhas que se sobrepfem representam uma
semelhanca entre os grupos. Desta forma, como pode ser observado na Tabela 1 os
grupos G (controle), AIG (6xido de alumina), ZnG (6xido de zinco) e TiG (dioxido de

titdnio) apresentam semelhanca de resisténcia entre si. (Figura 16 e 17)
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Figura 16 - Modulo de Weibull realizado a partir do teste de resisténcia a flexao

11 4

10 A

Weibull Modulus (m)
@

105.0 107.5 110.0 112.5 115.0 117.5 120.0 122.5
Characteristic Stress (MPa)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 - Representa a andlise de Weibull, com semelhanc¢a no resultado entre os
grupos G, AlG, ZnG e TiG

Probability Plot for TiG; AlG; ZnG; G
Weibull - 95% ClI
Complete Data - ML Estimates

99
Variable

90- —a— TiG

80- —m— AlG

70 - - InG

60 —A-G

50+

40+ Table of Statistics
= 304 Shape Scale AD* F C
8 20 12,1000 118,404 0,886 30 0
a] 11,3871 118,750 0,807 30 0
o 12,0195 116,278 1,211 30 0

Ly 15,3651 112,292 0,675 30 0

70 80 9 100 TO 120 130 140 150

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Anédlise Fractografica

Através da andlise fractografica foi possivel constatar que todos 0s grupos
apresentaram falhas internas do material, devido a presenca de bolhas e
contamina¢des no interior do material polimérico. Com isso, percebeu-se que o
tratamento superficial ndo provocou alteracdo na forma de fratura e na resisténcia do

material.

A magnitude dos aumentos foi determinada para que fosse possivel uma
visualizag&o geral do corte transversal das amostras, da superficie tratada e da origem
da fratura. (Figuras 18 - 21)

Figura 18 - Fractografia do teste de resisténcia a flexdo do grupo Glaze (G)

VEGA3 TESCAN|

ITASMART

Legenda: A seta amarela indica a origem da fratura do material polimérico e 0 S representa a superficie
tratada.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19 - Fractografia do teste de resisténcia a flexdo do grupo oxido de alumina
(AIG)

sem
wo: wo: Vi 50pm
aaaaa ITASMART

Legenda: A seta amarela indica a origem da fratura do material polimérico e o S representa a superficie
tratada.
Fonte: Elaborado pelo autor.

......

ITASMART

Figura 20 - Fractografia do teste de resisténcia a flexdo do grupo de 6xido de zinco
(ZnG)

ITASMART

Legenda: A seta amarela indica a origem da fratura do material polimérico e 0 S representa a superficie
tratada.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Fractografia do teste de resisténcia a flexdo do grupo de diéxido de titanio
(TiG)

S

SEMMV: 100KV | SEMM, L EcasTescanfll SEMMV: 100KV | SEMMAG: 500x
WD: 1541 mm  View fisl " : 415 pm | 100 pm
ITASMART Det: SE B ITASMART 0.00 ITASMART

Legenda: A seta amarela indica a origem da fratura do material polimérico e o S representa a superficie
tratada.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Analise de Rugosidade

A andlise de rugosidade com base no Ra representa uma rugosidade média
absoluta das alturas das irregularidades ao longo do perfil, ou seja, o parametro de
altura. Neste resultado pode ser constatada uma diferenca estatistica significante
entre o grupo G (controle) e os demais. Tendo em vista que a presenca de

nanoparticulas na superficie aumenta a rugosidade superficial no material. (Tabela 2)
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Tabela 2 - Mensuracao da rugosidade (Ra) foi realizada entre os grupos atravées do

ANOVA — um fator e teste de Tukey com 5% de significancia

Grupos N Média (um) Grouping
G 18 0,2652 A
AlG 18 3,957 B
nG 18 3,105 B
TiG 18 3,808 B

Legenda: Letras mailsculas diferentes mostram diferenca estatistica significante entre grupos (p<0,0001).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Ja no tocante ao Rz que analisa a rugosidade com relacéo a profundidade da
rugosidade média, ou seja, o parametro de altura, o resultado também mostrou que
houve uma diferenca estatistica significante dos grupos AIG (6xido de alumina), ZnG
(6xido de zinco) e TiG (dioxido de titanio) com o G (Controle). (Tabela 3)

Tabela 3 - Mensuracéo da rugosidade (Rz) foi realizada entre os grupos através do

ANOVA — um fator e teste de Tukey com 5% de significancia

Grupos N Média (um) Grouping
G 18 1,354 A
AlG 18 21,73 B
nG 18 18,44 B
TiG 18 21,50 B

Legenda: Letras mailsculas diferentes mostram uma diferenca estatistica significante (p<0,0001).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Goniometria

O teste de goniometria permitiu analisar a capacidade de molhamento de uma
gota de agua nas diferentes superficies. Com este teste foi possivel constatar um
aumento no molhamento das superficies tratadas com 6xido de zinco (ZnG), dioxido
de titnio (TiG) e o 6xido de aluminio (AIG), tendo em vista que houve uma diminuicao
do angulo de contato entre a gota e a superficie. Este aspecto pode ser observado na

Figura 18.

Figura 18 - Teste de Goniometria com uma gota de dgua na superficie tratada do

material polimérico

G . AlG

TiG ZnG

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O teste de goniometria foi realizado através do calculo da média entre o
angulo mensurado do lado esquerdo e direito da gota. Sendo que quanto menor o
angulo de contato maior sera o molhamento da superficie. Entdo com base nas
analises estatisticas realizadas de ANOVA — um fator e teste de Tukey pbde ser
constatado que houve diferenca estatistica significante entre o grupo Glaze (controle)
e 0os demais. Sendo que o Glaze apresentou menor molhamento do que quando

comparado aos demais grupos. (Tabela 4)

Tabela 4 - Representa o resultado de Goniometria dos grupos. Letras distintas
representam uma diferenca estatistica significante. A analise estatistica realizada foi
0 ANOVA — um fator e teste de Tukey com 5% de significancia (P=0,001)

Grupos N Média + Desvio Padréao
G 3 75,53 £5,13 A
AlG 3 38,13+11,87B
nG 3 36,60 +4,66 B
TiG 3 37,10+7,88B

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.7 Mensuracéao de Cor

A analise da mensuracdo de cor foi realizada tendo como contato direto a
superficie ndo tratada. Tendo em vista que a superficie tratada estara em contato com
amucosa, entéo a observacao foi realizada a partir da superficie lisa e polida da resina
acrilica ativada termicamente. Observou-se diferenga estatistica significante dos
grupos tratados quando comparados ao grupo controle. Sendo que os grupos tratados
apresentaram semelhanca estatistica entre si, como visto na tabela a seguir. (Tabela
5)
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Tabela 5 - Analise de mensuracéo de cor realizada através do ANOVA — um fator com
5% de significancia (P=0,539)

Grupos N Média + Desvio Padrao
AlG 10 7,348 £3,573
nG 10 8,028 +4,112
TiG 10 9,189 + 3,387

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.8 Mensuracéao de Translucidez

A analise da mensuracdo de translucidez foi realizada através da diferenca
entre a analise no fundo branco e no fundo preto. Desta forma, foi observada diferenca
estatistica significante dos grupos tratados quando comparado ao grupo controle (G).
Sendo que os grupos AlG (6xido de alumina) e ZnG (6xido de zinco) apresentaram
semelhanca estatistica. Ja o grupo TiG (diéxido de titanio) possuiu diferenca
estatistica significante quando comparado aos demais grupos. (Tabela 6)
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Tabela 6 - Anéalise de mensuracéo de translucidez realizada através do ANOVA — um

fator e teste de Tukey com 5% de significancia (P=<0,001)

Grupos N Média + Desvio Padrao
G 10 38,929 +4,368 A
AlG 10 20,555 +5,780 B
nG 10 21,910 £5,273 B
TiG 10 14,720 £2,817 C

Legenda: Letras distintas representam uma diferenga estatistica significante
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9 Atividade antibiofilme de Candida albicans

A acao antimicrobiana das amostras com nanoparticulas contra o fungo C. albicans
ndo apresentou diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo
controle. O resultado obtido mostrou semelhante proliferacdo fungica na superficie da

amostra, mesmo com o aumento da rugosidade. (Tabela 7 e Gréafico 1)



60

Tabela 7 - Analise da atividade antifungica sobre C. albicans realizada através do
ANOVA — um fator e teste de Tukey com 5% de significancia (P=0,218)

N Média log?? + Desvio Padréo
Grupos
12 6,711 log*® £0,11 A
G
12 6,827 log*® £ 0,08 A
AlG
12 6,723 log® £0,22 A
nG
12 6,663 log® +£0,18 A
TiG

Legenda: Letras distintas representam uma diferenca estatistica significante
Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 1 - Representa a acao antifungica de C. albicans, dos grupos: G — controle
(glaze); AlG — Al203; TiG — TiO2; ZnG — ZnO

CFU/mL
B
1

0 I I I I
G ZnO TiO2 AI203

Grupos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As imagens em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das amostras com
o fungo C. albicans na superficie mostrou uma maior densificagédo, ou seja, formacao
de biofilme, do microoganismo no formato de hifas no grupo controle, quando
comparado aos grupos tratados. Sendo que nos grupos com a aplicacdo de
nanoparticula na superficie houve uma menor aglomeracao das hifas na superficie.
(Figuras 19 — 22)

Figura 19 - As imagens sao referentes a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
da amostra com o fungo C. albicans do grupo Glaze (Controle)

t’ )
= i
SEMHV: 50KV | SEM MAG: 5.00 kx ] VEGA3 TESCAN

WD:513mm | View field: 41.5um | 10um
ITASMART : 8. ITASMART Det: SE BI: 8.00 ITASMART

Legenda: As figras possuem um aumento de: A - 0.2k, B - 1k, C - 5k.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 - As imagens sao referentes a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

da amostra com o fungo C. albicans do grupo AIG

SEMHV: 50KV SEM X VEGA3 TESCAN| SEMHV: 50KV | SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN| SEMHV: 50KV | SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 508mm  View field: 1.04 mm | 200 ym WD:513mm | View field: 208 ym | 50 ym WD:519mm | View field: 41.5um | 10 um
Det: SE BI: 6.00 ITASMART Det: SE BI: 6.00 ITASMART Det: SE BI: 6.00 ITASMART

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A - 0.2k, B - 1k, C - 5k.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21: As imagens séo referentes a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
da amostra com o fungo C. albicans do grupo ZnG

SEMHV:5.0KV | SEM MAG: 200 X VEGA3 TESCAN| SEMHV: 50KV | SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD:4.89mm  View field: 1.04 mm | 200 ym WD:4.89mm | View field: 208 ym | 50 ym
Det: SE BI: 6.00 ITASMART Det: SE BI: 6.00 ITASMART

SEMHV: 50KV | SEMMAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD:4.89mm | View field: 41.5um | 10um
Det: SE BI: 8.00 ITASMART

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A - 0.2k, B - 1k, C - 5k.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22: As imagens sao referentes a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

da amostra com o fungo C. albicans do grupo TiG

SEMHV:50KV | SEMMAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|
WD:504mm | View field: 41.5um | 10 um
Det: SE BI: 8.00 ITASMART

SEMHV:5.0KV | SEM MAG: 200 X VEGA3 TESCAN| SEMHV:50kV | Si .00 kx. VEGA3 TESCAN|
WD:504mm  View field: 1.04 mm | 200 ym WD: 5.04 mm Vi 08 ym | 50 um
Det: SE BI: 8.00 ITASMART Det: SE ITASMART

Legenda: As figuras possuem um aumento de: A - 0.2k, B - 1k, C - 5k.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

A aplicacdo de tratamentos na superficie de materiais restauradores esta sendo
cada vez mais pesquisada com o proposito de melhorar ou aperfeicoar propriedades ja
presentes nos materiais. Assim € o caso do presente estudo que buscou melhorar as
propriedades das resinas acrilicas termicamente ativadas muito utilizadas na confec¢éo de
préteses totais, parciais e do tipo total fixa sobre implantes. A busca por um incremento na
gualidade de superficie da RAAT foi investigada neste estudo através da aplicacdo de
nanoparticulas como o 6xido de zinco (ZnO) e dioxido de titanio (TiOz2) no glaze aplicado sob
a resina acrilica, com o propdsito de promover: acdo antimicrobiana contra C. albicans,
maior molhamento de superficie para que ocorra um melhor selamento periférico das
préteses e preservacao da resisténcia do material.

A hipétese nula do estudo foi parcialmente confirmada, tendo em vista que houve
uma acao antimicrobiana e resisténcia a flexdo semelhantes entre o grupo controle e os
grupos com tratamento de superficie. A primeira hipétese também foi parcialmente
confirmada, tendo em vista que houve uma alteracdo nos aspectos de cor e translucidez
guando comparado o grupo controle com os demais tratados.

Um dos resultados obtidos no presente estudo foi o aumento na rugosidade
superficial (parametros de altura e profundidade), para os grupos com tratamento de
superficie quando comparados com o grupo controle (G), sendo que, esse aumento na
rugosidade juntamente com as caracteristicas nanométricas das nanoparticulas pode gerar
um proporcional aumento na area de superficie e com isso um incremento na capacidade de
molhamento superficial. Clinicamente um maior contato da saliva com a superficie da
prétese, possibilitard uma maior estabilidade da peca protética, por conta do selamento
gue ocorre através da presenca da saliva entre a superficie interna da protese e a mucosa.
(Darwish et al., 2019)

Berger et al. (2006) relataram que a rugosidade da porcéo interna de uma proétese,
sem polimento, é de cerca de 4,588um. Esse dado mostra que o valor de rugosidade
encontrado para 0s grupos com nanoparticula na superficie, no presente estudo, estava

menor do que o valor da rugosidade da porcdo interna de uma proétese,
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gue nao apresenta polimento. Com isso, percebe-se que a aplicacdo dessas
nanoparticulas na porcdo interna da protese ndo iria necessariamente aumentar a
rugosidade da protese e com isso, a sua capacidade de agregacdo microbiana. Entretanto,
pelas caracteristicas estruturais das nanoparticulas, seria possivel ocorrer um aumento na
capacidade de molhamento superficial das préteses totais.

A aplicacdo do glaze também é muito utilizada sob materiais reembasadores de
prétese total, que possuem a capacidade de melhorar a adaptacdo da protese em boca.
Entretanto, este material apresenta rugosidade e porosidade mais elevada do que da
resina acrilica, tendo em vista que € um material para uso em um tempo determinado
como etapa terapéutica de tratamento prévio, assim, a aplicacdo do glaze com a presenca
da nanoparticula poderia amenizar essas caracteristicas do material. (Silva Junior et al.,
2019)

Além disso, a rugosidade superficial encontrada para os grupos tratados foi maior
do que quando comparada ao grupo controle, com glaze, o que promove um aumento na
energia de superficie e um melhor molhamento superficial que pode levar a uma maior
estabilidade da prétese, o que é um fator benéfico em determinados casos clinicos com
menor retencdo da peca protética, por conta de uma menor altura e largura de rebordo.
(Abuzar et al., 2010; Darwish et al., 2019)

Outro resultado obtido foi a diminuicdo da translucidez e alteracdo de cor dos
grupos tratados com nanoparticulas quando comparados ao controle, o que nédo interfere
no sucesso do tratamento protético, tendo em vista que a aplicacdo clinica das
nanoparticulas seria na regido do palato ou em areas que ndo comprometem
esteticamente a protese. Desta forma, a diminuicdo da translucidez e alteracdo na cor nao
influenciaria esteticamente o resultado protético. Yu et al. (2009), assim como no presente
estudo, analisaram a alteracdo de cor e translucidez do TiO2 em compdsitos de resina e
perceberam que também houve uma alteracdo nessas propriedades.

O resultado do teste de resisténcia a flexdo ndo mostrou nenhuma diferenca
estatistica significante, quando comparado o grupo controle com os demais, tendo em vista
gue a adicdo de nanoparticulas foi realizada de forma superficial, ndo alterando a infra-
estrutura do material e esta dentro dos valores analisados para RAAT (Paes Junior et al.,
2006). Com isso, ndo ocorreu uma alteracdo no modulo de elasticidade e indicacao
mecanica do material para os casos de reabilitacdo com proéteses totais, parciais ou sobre

implantes.
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Com relacao a acédo antifungica das nanoparticulas adicionadas ao glaze da resina
acrilica utilizadas no presente estudo foi possivel perceber que n&do houve diferenca
estatistica significante quando comparado o grupo controle com os demais grupos. Sendo
gue este resultado pode ter ocorrido por conta de uma concentragdo insuficiente de
nanoparticulas, proporcional a area de superficie da amostra, ou até mesmo pelo aumento
da rugosidade superficial nos grupos tratados, quando comparado ao grupo controle
apenas com a aplicacdo o glaze. Assim como mostrado em outros estudos, em que a
atividade antifungica contra diversas espécies de Candida, varia de acordo com a
concentracdo de nanoparticula presente. Com isso, se houver um aumento na
concentracdo das nanoparticulas utilizadas no presente estudo, o resultado da inibicdo
fungica, possivelmente, podera ser evidenciado. (Jalalet al., 2018; Karimiyan et al., 2015)

Além disso, € possivel que tenha ocorrido uma interacdo entre o glaze e as
nanoparticulas que foram incorporadas em sua superficie, de forma que uma inibicdo
fungica tenha sido impedida. Sendo que esta caracteristica ndo seria de total surpresa,
tendo em vista que estudos prévios foram realizados com a aplicacdo de nanoparticulas no
interior no liquido de glaze, em que ndo houve uma ac¢do antimicrobiana, por conta do
recobrimento das nanoparticulas pelo liquido, impossibilitando seu contato direto com o
fungo. (Lucatto, 2017; Rossi et al., 2022; Sacorague, Paes Junior, 2016)

Além disso, ja é consolidado na literatura que a superficie heterogénea e a area,
sdo fatores importantes para determinar as propriedades antimicrobianas de uma
nanoparticula como a de 6xido de zinco. Sendo que este 0xido pode apresentar diferentes
morfologias e inibicdes de crescimento bacteriano. Entretanto, ainda sdo escassos estudos
sobre a acdo antimicrobiana dessa nanoparticula com espécies de fungos como a C.
albicans. (Krdl et al., 2017)

Ja& outros estudos mostraram que a nanoparticula de 6xido de zinco € um dos Oxidos
metalicos com melhor acdo antifingica contra a C. albicans, sendo que nesse estudo foi
utilizada essa nanoparticula na forma de sol-gel, com o Oxido de zinco na estrutura de
wurtzite, com tamanho entre 20-50nm, mesmo tamanho que foi realizado no presente
estudo. Desta forma, percebe-se que quanto menor for o tamanho das nanoparticulas
maior sera sua agdo antimicrobiana, por conta do aumento na area de superficie que iréa

interagir com o] microorganismo, sendo que guando possuem
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tamanho menor que 10nm podem ser encontradas dentro do fungo e ndo somente na
parede da membrana celular. (Hosseini et al., 2018)

Com relacdo as imagens em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) obtidas
para as amostras que foram submetidas ao teste antimicrobiano, é possivel perceber que
mesmo com uma semelhanca estatistica entre 0os grupos, o grupo controle (apenas com a
aplicacdo do glaze) apresentou na imagem uma maior densificacdo de C.albicans no
estado de hifa. JA os grupos tratados apresentaram um maior espalhamento e menor
aglomeracao do microoganismo na superficie.

Além disso, foi feita uma a andlise no MEV da é&rea e altura de nanoparticulas
presentes na superficie para que pudesse ser quantificada a concentracdo das
nanoparticulas na superficie. Com isso foi possivel compreender que o ndo preenchimento
por completo da superficie das amostras por nanoparticulas, em amplitude micrométrica, e
por consequéncia a concentracdo de nanoparticula presente, podem ter influenciado na
acao antimicrobiana.

Desta forma, estudos mostram que a a¢do antimicrobiana das nanoparticulas de
oxido de zinco, com um tamanho de 8nm de didmetro e com concentragdo de 1mM,
promovem uma reducdo em 95% do crescimento bacteriano contra Staphylococcus
aureus. Porém com uma concentracdo de 5mM, com tamanho de 50-70nm, apresentou
uma inibicdo de crescimento de 50%. E possivel perceber que o tamanho e concentracio
das nanoparticulas influenciam na acdo antimicrobiana, sendo que quanto maior a
concentracdo e maior a area de superficie da nanoparticula, maior serd sua acédo
antimicrobiana. (Krél et al., 2017)

Com relacdo a atividade antifingica, as nanoparticulas de Oxido de zinco
apresentam acdo contra patdogenos de planta como: Botrytis cinerea, Penicillium
expansum. Entretanto, ndo s&o encontrados na literatura pesquisada estudos bem
consolidados que comprovem acdo antifungica desse material contra o fungo C. albicans.
Poucos estudos mostram que a acdo contra C. albicans ocorre de forma fraca e em
concentracdo maior que 100mg/mL, com nanoparticula de 2 - 6um. Todavia, sabe-se que a
acdo antimicrobiana ocorre de forma mais efetiva com nanoparticulas com menor
tamanho, sendo que a utilizada nesse estudo citado apresenta medicdo em micrémetros,
podendo ter sido este o fator que provocou uma baixa inibicdo de crescimento fangico.

Desta forma, entende-se que ao utilizar
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nanoparticulas em escala nanométrica, como as utilizadas no presente estudo, a agéo
antimicrobiana seria possivelmente maior. (Huang et al., 2008; Krél et al., 2017)

Pasquet et al. (2014), sugeriram gue a a¢do antimicrobiana das nanoparticulas de
zinco contra os fungos € menor do que quando comparado com as bactérias, por conta da
capacidade que o fungo tem de desenvolver poros em condi¢cdes desfavoraveis. Além
disso, também foi percebida a capacidade fungistatica do 6xido de zinco de manter a
populacéo inicial e ndo de diminui-la. Entretanto, Eskandari et al. (2011) mostraram uma
acao fungicida desta nanoparticula contra a C. albicans, com a diminuicdo do crescimento
microbiano. Desta forma, percebe-se que ainda faltam estudos mais consolidados para
comprovar a acao antifungica do ZnO contraa C. albicans, sendo que quanto menor forem
as nanoparticulas, melhor sera a agdo antimicrobiana. (Silva et al., 2019)

Ja com relacdo as nanoparticulas de diéxido de titdnio, estudos mostram uma
inibicdo de 35% na aderéncia da C.albicans, em sua forma de hifa. (Eskandari et al., 2011)
J& outros estudos também mostram uma reducéo, mas com a diferenca de que foi realizada
uma aplicacao através da técnica de deposi¢cdo de camada atémica, que por promover uma
maior energia de superficie, ou seja, tornar a superficie mais hidrofilica, permite uma
inibicdo maior, de 63% na proliferagédo fangica. (Arai et al., 2009) Desta forma, uma outra
maneira de potencializar os resultados do presente estudo, seria realizando uma alteragéo
na forma de aplicacdo das nanoparticulas, como por exemplo, através da deposicdo de
camada atbmica.

A nanoparticula de dioxido de titanio apresenta melhor acdo antimicrobiana
guando esta na forma de anatase e rutile, sendo esta composicdo encontrada na
nanopatrticula utilizada no presente estudo, com a marca comercial: P25 (80% anatase e 20%
rutile). Além desta forma, existem nanoparticulas na forma de membrana e revestimento
gue mostram uma acéo antifingica contra a C. albicans, mas sem serem adicionadas a um
material reabilitador. Desta forma, este presente estudo é o primeiro a ser realizado, dentro
dos encontrados na literatura, com a aplicacdo desta nanoparticula comercial em um
material polimérico odontol6gico. (Akiba et al., 2005; Foster et al., 2011; Kiuhn et al., 2003)

Além de suas inerentes propriedades, outros estudos relataram beneficios da
utilizacdo de luz ultravioleta (UV) para potencializar a atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de dioxido de titanio e oxido de zinco (100nm), através da terapia
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fotodinamica, contra bactérias, como Escherichia coli. Entretanto, ndo séo encontrados na
literatura pesquisada estudos bem consolidados com relacdo a essa influéncia para os
fungos. (Javali et al., 2019; Jia et al., 2017; Kairyte et al., 2013) Desta forma, tendo em vista
gue as espécies de Candida conseguem colonizar a superficie de préteses em resina e
promovem a formacdo de biofilme, que € o agente principal do desenvolvimento da
estomatite protética, diversos estudos buscaram investigar a acdo do TiOz contra a C.
albicans, sugerindo que o polimero PMMA (polimetilimetacrilato) das bases de proteses
totais modificados com nanoparticulas de dioxido de titdnio podem melhorar a higiene da
superficie das dentaduras. (Naji et al.,2018)

Ja no estudo de Kairyte et al. (2013), foram feitas analises com o 6xido de zinco
contra bactérias e fungos. No tocante as bactérias, foi constatada uma significante acéo
antimicrobiana contra Escherichia coli, jA com relagdo ao fungo percebeu-se que a inibicao
fungica é convincente, mas ainda existem poucos estudosque abordem esse aspecto.

Entdo, visando a aplicabilidade clinica deste tratamento de superficie, é
necessario analisar a individualidade de cada caso clinico, a fim de melhor indicar a sua
aplicacdo. Tendo em vista que em pacientes com pouca retencdo e estabilidade da
prétese é interessante realizar a indicacdo deste tratamento, para que possa ocorrer
um maior molhamento superficial da porcéo interna da prétese. Essa aplicacdo pode ser
realizada pelo laboratério protético, para que se possa ter um maior controle da sua
aplicacdo na superficie. Entretanto, nada impede a realizacdo no consultério juntamente
com o paciente, caso o cirurgido-dentista possua 0s materiais adequados.

Esse tratamento pode ser realizado tanto nas préteses antigas quanto nas novas,
sendo que nas préteses antigas, a depender de cada situacdo clinica, em especial do grau
de reabsorcdo 6ssea e de desadaptacao da prétese que ocorre com o passar do tempo.
Além disso, a aplicacdo do glaze também é indicada sobre reembasadores rigidos ou
macios, que possuem uma maior porosidade, e que sao muito utilizados para melhorar a
adaptacdo, estabilidade e retencao da prétese. Com isso, a aplicacdo das nanoparticulas
sob este material poderia apresentar uma melhora na sua porosidade superficial e
promover uma menor rugosidade, tendo em vista que este material apresenta uma

porosidade maior do que a resina acrilica.
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Sugere-se novas pesquisas que visem diminuir a rugosidade superficial, aumentar
a concentracao, disponibilidade e contato dessas nanoparticulas na superficie do material,

com 0s microorgansimos, a fim de potencializar a acdoantimicrobiana.
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7 CONCLUSAO

Ao considerar-se a metodologia proposta neste estudo foi possivel concluir que:

a) A aplicacdo das nanoparticulas de 6xido de zinco e didxido de titanio sobre o
glaze aplicado na resina acrilica apresentaram um baixo potencial de acéo

antimicrobiana contra o fungo C. albicans;
b) O tratamento de superficie ndo alterou a resisténcia a flexdo do material,

c) Houve o aumento da rugosidade e molhabilidade superficial para osgrupos com

tratamento de superficie pelos nanocompdésitos.
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