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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar caracteristicas antifiingica e mecanica de
resina acrilica para base de dentadura, sob a interferéncia de pigmentacédo e
incorporacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs). Cilindros em resina acrilica
termopolimerizavel (Artigos Odontolégicos Classico LTDA., Sao Paulo, SP, Brasil) de
4X8mm foram confeccionados e divididos em oito grupos (n=20), (Grupo 1: incolor
convencional, Grupo 2: incolor convencional com AgNPs, Grupo 3: incolor por energia
de micro-ondas, Grupo 4: incolor por energia de micro-ondas com AgNPs, Grupo 5:
rosa convencional, Grupo 6: rosa convencional com AgNPs, Grupo 7: rosa por energia
de micro-ondas, Grupo 8: rosa por energia de micro-ondas com AgNPs. Todos os
grupos foram submetidos a teste microbiologico (n=8), mediante contagem de
unidades formadoras de colbnias (UFC), e avaliacdo do biofiilme e teste de
microdureza Vickers (n=12), com trés medic¢des aleatérias em cada corpo de prova.
Para andlise dos dados, foram realizadas andlises descritivas para microdureza e
biofilme e teste ndo paramétrico de Mann Whitney para a contagem de UFC (a=0.05).
Todos os grupos apresentaram contagem de UFC significativamente menores que o
controle (somente C. albicans sem corpo de prova) (p<0,05), sem diferenca para
pigmentacdo e adicdo de AgNPs. Para as mesmas condi¢cdes de pigmentacdo da
resina e polimerizacdo, os grupos com AgNPs apresentaram mais biofilme que os
grupos sem (p<0,05). Os grupos com polimerizagcdo convencional apresentaram mais
biofilme do que os grupos de micro-ondas (p<0,05). A medida da microdureza Vickers
nao apresentou diferenca significativa quanto a polimerizacdo ou pigmentacdo. Para
0 mesmo tipo de polimerizacdo e de pigmentacdo da resina, a microdureza foi
significativamente menor com a adicdo de AgNPs. Conclui-se que, a concentracao de
AgNPs utilizada neste estudo para incorporacao a resina acrilica, ndo se mostrou uma
alternativa terapéutica para a estomatite protética pois nao inibiu o crescimento de C.
albicans e diminuiu a microdureza tornando o material menos resistente ao desgaste.

Palavras-chave: resinas acrilicas, nanoparticulas metélicas, dureza, Candida
albicans, biofilmes






ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate antifungal and mechanical
characteristics of acrylic resin for denture base, under the interference of pigmentation
and incorporation of silver nanoparticles (AgNPs). Cylinders in thermo-polymerizable
acrylic resin (Artigos Odontologicos Classico LTDA., Sao Paulo, SP, Brazil) of 4X8mm
were made and divided into eight groups (n=20), Group 1: conventional colorless,
Group 2: conventional colorless with AgNPs, Group 3: colorless by power microwave,
Group 4: colorless by power microwave with AgNPs,, Group 5: conventional pink,
Group 6: conventional pink with AQNPs, Group 7: pink by power microwave, Group 8:
pink by power microwave with AgNPs. All groups were submitted to microbiological
test (n = 8), counting colony forming units (CFU), and biofilm evaluation and Vickers
microhardness test (n = 12), with three random measurements in each specimen. For
analysis of the data, descriptive analyzes were performed for microhardness and
biofilm and Mann Whitney non-parametric test for the CFU count (a = 0.05). All groups
presented significantly lower CFU counts than the control (only C. albicans without
specimen) (p <0.05), with no difference for pigmentation and addition of AgNPs. For
the same conditions of resin pigmentation and polymerization, the groups with AgNPs
presented more biofilm than the groups without (p <0.05). The groups with
conventional polymerization presented more biofilm than the groups of microwaves
(p <0.05). The Vickers microhardness measure showed no significant difference in
polymerization or pigmentation. For the same type of resin polymerization and
pigmentation, the microhardness was significantly lower with the addition of AgNPs. It
is concluded that the concentration of AGNPs used in this study for incorporation into
the acrylic resin was not a therapeutic alternative for prosthetic stomatitis because it
did not inhibit the growth of C.albicans and decreased microhardness, making the
material less resistant to wear.

Key words: acrylic resins, metal nanoparticles, hardness, Candida albicans,

biofilms






LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Sequéncia do preparo da suspensdo das AgNPS ...........cccoovvvvviiiieenne. 33
Figura 2 — Impressora 3D LUZDOIL............cciiiii e 35
Figura 3 — Cilindros de plastico impressos na impressora 3D.........ccccceeeeeeiviiieeeennnn 36

Figura 4 — Mufla ndo metalica com gesso e Zetalabor para confeccéo dos cilindros

L A ST 1T = (o o 1o T 36
Figura 5 — Prensa hidraulica Gold Line VH ............coooiiiiiiieeeeeiie e 37

Figura 6 — Paquimetro para medi¢do de comprimento e largura dos corpos de

Figura 8 - Cilindros de resina acrilica termopolimerizavel, em grau cirargico, apos a
L2 (] ] 74> o T TR 39
Figura 9 - Agitador orbital Thoth Equipamentos onde os microtubos com corpos de
Prova foram INCUDAUOS. ..........oiiiiiieiii e e e e e e e e e e eeeereanene 40
Figura 10 — Microtubos com as dilui¢cdes seriadas de C. albicans..............ccc..uuuee. 41

Figuras 11 e 12— Placa de Petri com controle positivo e negativo, respectivamente,

PAra C. AlDICANS.........coiiiiee et e e e e e e —————————————— 41
Figuras 13 e 14 — Placa de Petri com dilui¢des do grupo 1 e do grupo 2.............. 41
Figuras 15 e 16 — Placa de Petri com dilui¢des do grupo 3 e do grupo 4.............. 42
Figuras 17 e 18 - Placa de Petri com diluicdes do grupo 5 e do grupo 6............... 42
Figuras 19 e 20 — Placa de Petri com dilui¢des do grupo 7 e do grupo 8.............. 43

Figura 21 — Microdurdmetro Emcotest (modelo DuraScan 20, Austria) utilizado para

ENSAUO B MUCTOUUIEZA. ... e e e e 45

Figura 22 — Imagem da marcacdo em formato de piramide sobre o corpo de prova

ap0s a MediCA0 PElO SOftWAIE...........uuuieeiiie e e e e 45

Figura 23 — Imagem ampliada da marcacdo em formato de piramide sobre o corpo

(0[S 0] (01 7= VSRS PP 46



Figura 24 — Média e desvio padréo de colbnias de fungo (UFC/mL) em funcdo da

pigmentacdo da resina, tipo de polimerizagdo e adicdo de nanoparticulas de

Figura 25 — Boxplot da contagem de colbnias de fungo (UFC/mL) em funcdo da

pigmentacdo da resina, tipo de polimerizacdo e adicdo de nanoparticulas de

Figura 26 — Média e desvio padrao de biofilme em funcao da pigmentacao da resina,

tipo de polimerizacéo e adicdo de nanoparticulas de prata..........ccccceeeeeeeeeeeieeeeeennns 49

Figura 27 — Média e desvio padrao da microdureza Vickers (Hv) em funcédo da
pigmentacdo da resina, tipo de polimerizacdo e adicdo de nanoparticulas de

Figura 28 - Boxplot da microdureza Vickers (Hv) em funcéo da pigmentacao da resina,

tipo de polimerizacéo e adicdo de nanoparticulas de prata............cccoeevvvvevvvevivnnnnnns 51



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PMMA — Polimetilmetacrilato
C. albicans — Candida albicans

UFC - Unidade formadora de colonia
AgNPs — Nanoparticulas de prata
PBS — phosphate-buffered saline; salina tamponada com fosfato
min — minuto(s)

HNO3 - acido nitrico

HCI - acido cloridrico

v/v - proporgédo em volume

AgNO3 - nitrato de prata

mL — mililitro

mol.L — mol por litro

°C — graus Celsius

g/L — grama por litro

W — watt

RPM — rotacéo por minuto

pL — microlitro

Hg -micrograma

pH — potencial hidrogeniénico

nm — nanémetro

Kgf — quilograma-forca

Hv — unidade de microdureza Vickers






SUMARIO

1. INTRODUGAO . .......coiioieteeeeeieeee ettt ettt ea e es s ettt ea e s s et eeeens 23
1.1 JUSTIFICATIVA ..ottt et ettt sttt sss et et eenaeees 24
1.2 RESINAS ACRILICAS. ...ttt ettt en et en et en e s an e en e 25
1.3 CANDIDA ALBICANS (C. @IDICANS) w....ovvevieieeeeer et ee et en e en e en e 27
1.4 NANOPARTICULAS DE PRATA (AGNPS) .....ooviuiiieieeiieeeeeseeeseeieeseesesssissseenseens 29
1.5 HIPOTESE. ...ttt oottt ettt ettt et eas et ene et et seeseeeete e 30
1.6 OBIETIVOS. ...ttt ettt ettt sttt e eesssseeeeenaeees 30

2. METODOLOGIA ..ottt ettt ee et en sttt neeneas 31
2.0 MATERIAL ..ottt ettt ettt et ee ettt ettt es st essssteeeeneens 31

2.1.1  RESINAS ACRILICAS .....oooiiictieceeeecetetee ettt ettt eannsseeeeee 31
2.1.2  NANOPARTICULAS DE PRATA ...ocoetitieeeeeteeeeeeeestees e ee et en e en e en e 32
2 1= K0 ] 510 1SRRI 32
2.2.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA .....coivitiiieeieeeeee s 32
2.2.2 CONFECCAO DOS CORPOS DE PROVA .....cocviieiiieecee et 33
2.2.3  ANALISE MICROBIOLOGICA ..ot en e 39
2.2.3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA ......c.coovetieieeeieiceee e 39
2.2.3.2 AVALIACAO DA FORMAGCAO DE BIOFILME........c.ccooieieeeieeeeer e 43
2.2.4 ENSAIO MECANICO .....coouiiveeeeeeeeeeeeee ettt ettt ersn e aeaenes 44
2.2.5 ANALISE ESTATISTICA ...oooioeeecee ettt en e 46
B RESULTADOS ....ocvcviviee ettt ee et n e en sttt n e st ea e e 46
4. DISCUSSAQ ..ottt eas et es s s eseaessetesesneseseananens 52
5. CONSIDERACOES FINAIS ....oooiieeeeee ettt en s ne e 56
6. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt e et ee st en s s et s e s en et ennan e 57

7. PRESS RELEASE ...ttt 66






23

1. INTRODUCAO

A odontologia preventiva levou a diminui¢cdo do ndmero de dentes perdidos na
populacdo adulta. Porém, ainda é grande o numero de edentados totais no Brasil [1]
e a demanda por aparelhos protéticos devera aumentar devido ao rapido crescimento
da populacao idosa [2]. De acordo com o SB Brasil 2010 (Pesquisa Nacional de Saude
Bucal), dentre os idosos de 65 a 74 anos, 17,9% necessitavam de prétese total, em
pelo menos um maxilar, e 15,4% necessitavam de protese total dupla [3].

A prétese total é o principal recurso para reabilitar pacientes totalmente
desdentados. Elas sao constituidas de dentes artificiais suportados por uma base
composta basicamente de polimetilmetacrilato (PMMA) e é responsavel pela
estabilidade, retencao e distribuicdo das forcas mastigatorias ao rebordo adjacente
[4]. O PMMA é utilizado na confeccdo de aparelhos protéticos desde 1937 e é
considerado um material de facil manuseio e processamento, ajuste preciso,
estabilidade dimensional, baixa solubilidade, que ndo necessita de equipamentos
especiais, apresenta estética adequada e baixo custo [5-8]. A polimerizacdo pode se
dar por meio de reacdes quimicas, por adicdo térmica e ou por adicdo de luz [9]. A
composicdo das resinas vem sendo modificada com o objetivo de melhorar as
caracteristicas fisicas, mecanicas e facilitar e diminuir o tempo de polimerizagéo.
Assim, em 1968, foi documentada a utilizacdo da energia de micro-ondas para
polimerizacdo de resinas acrilicas, a fim de diminuir o tempo de polimerizacédo e
dispensar a necessidade dos equipamentos maiores [10].

Com o surgimento de alguns problemas de saude decorrentes do avancar da
idade e, dentre eles, alteracfes do sistema imunologico, passamos a nos deparar com
a ocorréncia de alteracfes locais da mucosa bucal nos pacientes usuarios de préteses
acrilicas. Diversos microrganismos sao frequentemente encontrados na superficie de
préteses e na mucosa oral dos pacientes, sendo a Candida albicans (C. albicans) a
espécie mais relacionada com o aparecimento da candidose oral (estomatite protética)
[11].

A estomatite protética, ou estomatite por dentadura, € um processo inflamatorio
comumente encontrado na mucosa palatina de usuarios de préteses dentéarias [12,13]

e ocorre em cerca de 60 a 65% desses usuarios [12,14,15].
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Alguns estudos foram realizados com o intuito de incorporar a resina acrilica aditivos
gue possuam atividade antimicrobiana, com a finalidade de prevenir o aparecimento
deste tipo de leséo e reduzir o uso de medicamento pelos idosos [16,2,17].

Dentre os materiais escolhidos para serem incorporados aos polimeros, estdo
as nanoparticulas de prata que, entre os ions metélicos, € o material que apresenta
melhores propriedades bactericidas, sendo eficaz contra um largo espectro de
espécies microbianas e é 0 menos toxico para as células animais, quando usado em
baixas concentragfes [17-19]. Atualmente, a prata e compostos associados sao
usados para reduzir o risco de infeccbes no tratamento de queimaduras, prevenir
colonizacao microbiana em dispositivos médicos, em tecidos cirargicos, purificacéo de
agua, cimentos 0sseos e materiais dentarios [20,21].

Essa incorporacédo das nanoparticulas de prata pode interferir nas propriedades
fisicas das resinas. Uma importante propriedade fisica a ser avaliada apos a adi¢ao
das nanoparticulas de prata € a microdureza, pois esta diretamente associada a
longevidade da protese. Quanto maior a microdureza, maior a resisténcia a abraséo
e fratura da dentadura [22,23].

Conseguir incorporar um agente com acao antimicrobiana ao material para
base de dentadura, protese ainda muito demandada no nosso pais, e que mantenha
ou melhore as propriedades fisicas do material, seria muito benéfico para aumentar a

longevidade e obter maiores taxas de sucesso nos tratamentos.

1.1JUSTIFICATIVA

Este estudo in vitro teve o propdsito de avaliar a atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata frente a C. albicans, apos a incorporacdo as resinas acrilicas
para base de dentadura, com a finalidade de diminuir a incidéncia da estomatite
protética e manter ou melhorar as caracteristicas mecanicas das resinas testadas,

independente do tipo de polimerizacao e presenca de pigmento.
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1.2 RESINAS ACRILICAS

As resinas acrilicas utilizadas para confeccao de préteses totais séo a base de
polimetilmetacrilato (PMMA) e sdo compostos organicos classificados como
polimeros, fornecidas como um sistema po/liquido. Surgiram entre os anos de 1937 e
1940, como uma excelente alternativa para a confeccdo de préteses odontolégicas
[5,24] A resina acrilica tem sido largamente utilizada por proporcionar uma boa
estética e por -caracteristicas favoraveis, tais como facil manipulacdo e
biocompatibilidade [25].

Segundo especificagcbes da ISO (International Organization for Standartization)
n® 1567, as resinas acrilicas sado classificadas em: tipo 1 (polimeros
termopolimerizaveis), tipo 2 (polimeros autopolimerizaveis), tipo 3 (polimeros
termoplasticos), tipo 4 (materiais fotoativados) e tipo 5 (materiais polimerizados por
micro-ondas) [26].

As resinas acrilicas sao fornecidas como um sistema de po (polimero) e liquido
(mondmero). O mondmero compode-se basicamente de metilmetacrilato ou metacrilato
de metila e hidroquinona, que € um inibidor de polimerizacdo para garantir a
estabilidade do material durante a armazenagem. O pé € composto de microesferas
pré-polimerizadas de PMMA que se dissolvem no mondémero, promovendo uma
massa plastica a ser moldada, e peréxido de benzoila, que € o iniciador da reacao de
polimerizacéo [9].

Para a polimerizacao das resinas acrilicas termicamente ativadas, o agente de
calor necessario para desencadear o processo advém de aquecimento da resina
acrilica em banho de agua ou por energia de micro-ondas [27].

A resina polimerizada pela energia de micro-ondas teve sua primeira referéncia
para uso odontolégico em 1968, por Nishii [10] e foi desenvolvida pelos japoneses na
década de 80. A energia de micro-ondas € transformada em energia térmica, pois
promove a vibracdo das moléculas, produzindo friccdo e resultando no aquecimento
da resina [28]. Esta mostrou-se tdo resistente a falha mecanica como a de
polimerizacdo convencional e pode ser seguramente utilizada para confeccao de base
de dentadura [29]. As resinas polimerizadas por micro-ondas apresentam vantagens,
como maior praticidade técnica, maior rapidez e acao do calor diretamente nas resinas

acrilicas [28].
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O processo de aquecimento empregado para realizar a polimerizagdo das
resinas termicamente ativadas € chamado ciclo de polimerizag&o ou ciclo de ativacéo.
O calor é aplicado a resina mediante a imersdo dentro de uma mufla e da prensa
carregadora no banho com 4gua. A agua € aquecida a temperatura pré-determinada
e mantida nesta temperatura por um periodo preconizado pelo fabricante [27].

Desde a introducdo do metilmetacrilato como material de escolha para
confeccao das bases da dentadura, hd uma preocupacao em melhorar a naturalidade
das dentaduras, envolvendo basicamente a reproducéo do contorno, textura e cor do
tecido gengival do paciente nas proteses totais [30-32].

Resina acrilica rosa é utilizada para finalizacéo das proteses totais como rotina
basica em quase todos os paises e aprimoramento nas propriedades fisicas destas
resinas com pigmentos tem sido relatado. Apesar disso, ha a necessidade de mais
estudos comparativos das propriedades mecanicas das resinas de base de protese
incolores e cor de rosa [33].

Mesmo que muitos estudos tenham apresentado diferentes meétodos e
materiais para a pigmentacao da dentadura, poucos se preocuparam em investigar os
efeitos dos pigmentos nas propriedades mecanicas da resina acrilica [32].

A incorporacdo das nanoparticulas de prata a resina acrilica para base de
dentadura pode ser uma alternativa para inibir o crescimento de fungos na superficie
das proteses odontoldgicas. Assim, surge a necessidade de investigar quais os efeitos
dessa incorporacao nas propriedades mecanicas das resinas, uma vez que estas néo
devem ser sacrificadas e podem até ser melhoradas se as particulas funcionarem
como reforco [7].

A microdureza esta relacionada com a longevidade das préteses totais, em que,
guanto maior esta propriedade, maior a resisténcia ao desgaste abrasivo e rachaduras
[34]. A abrasdo na superficie da resina acrilica aumenta a rugosidade do material e
promove a retencdo microbiana. Como consequéncia, pode ocorrer a inflamacéo dos
tecidos bucais em contato com a prétese, causando desconforto ao paciente e falha

no tratamento [35].
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1.3 CANDIDA ALBICANS (C. albicans)

Candida albicans € um fungo o capaz de habitar como um microrganismo
comensal normal a cavidade oral de pessoas saudaveis [36]. Quando o sistema de
defesa do hospedeiro sofre com alguma alteracdo, como na imunodeficiéncia, na
guimioterapia ou diabetes mellitus, a C. albicans torna-se patogénica e manifesta-se
na forma de candidose, podendo acometer um ou mais locais ou toda a cavidade oral.
Estomatite associada ao uso de proteses totais e presenca de C. albicans € um
processo inflamatério comum que afeta cerca de 60 a 65% dos usuarios de prétese
total [12,14,15]. A patogénese da estomatite associada ao uso de prétese é
multifatorial, pois envolve fatores locais e sistémicos associados ao hospedeiro e a
capacidade da C. albicans de aderir e proliferar nos tecidos orais epiteliais e na
protese dentaria [37].

Candida albicans demonstrou ser a principal cepa de candida responsavel pela
patologia inflamatoria, mesmo com outros estudos que isolaram outras espécies de
candida envolvidas na patogenicidade da candidose oral, como C. dubliniensis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis e sobretudo C. glabrata [38,39].

Entre os idosos, particularmente nos usuarios de dentadura e que ndo possuem
uma boa higiene oral, infeccdo por candida ou candidose € comum. O
supercrescimento da candida pode levar a um desconforto local, alteracao do paladar
e disfagia. A estomatite protética é geralmente assintomatica, mas pode estar
associada a queimacdo, sangramento, gosto desagradavel ou halitose [40]. Em
pacientes imunocomprometidos, a infeccdo pode se espalhar pela corrente
sanguinea, causando severa infecgdo com significante morbidade e mortalidade [41].

Para a colonizacédo, células de levedura podem se aderir tanto as células e
tecidos do hospedeiro ou a superficie do biomaterial revestido com um filme de
condicionamento glicoproteico [13,42-44]. C. albicans adere diretamente ou por meio
da camada de placa bacteriana sobre o acrilico da dentadura (PMMA) [40,45,46].
C. albicans é altamente aderente ao PMMA, que é o material basico da prétese e que
pode conter microfissuras que facilitam a retencéo do fungo e a protecao do biofilme,
relacionado ainda com a ma higiene bucal e o esquecimento de se remover a protese
ao dormir [35,47]. O biofilme é uma comunidade estruturada de células de
microrganismos, embebida em uma matriz polimérica extracelular e aderente a uma

superficie inerte ou viva, formando uma estrutura tridimensional [4,48].
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7

A nistatina é considerada como primeira escolha para o tratamento de
candidoses orais em pacientes portadores de protese, pelo fato de ndo ser absorvida
pelo trato gastrointestinal, o que confere um perfil de seguranca [47]. Os antifiingicos
empregados no tratamento da candidose sdo potencialmente toxicos para as células
humanas e o uso de tais farmacos deve obedecer a critérios rigidos [49]. Os
antifungicos azdlicos, tais como miconazol, empregado por meio de aplicacdo local, e
0 cetoconazol, fluconazol e o itraconazol, que sdo bem absorvidos pela mucosa
intestinal, permitindo a administracdo sistémica por via oral, também sdo opcdes para
o tratamento da candidose, mas deve ser evitado 0 uso concomitante com outros
medicamentos [47,49,50].

Apesar de toda terapia antifingica para o tratamento da estomatite protética, a
infeccéo pode se restabelecer apds o fim do tratamento, sugerindo que a placa aderida
a protese serve como um reservatorio protetor para C. albicans [12,51].

Os microrganismos podem ser quantificados de forma direta, contando-se
microscopicamente o numero de células presentes num determinado material ou
superficie, ou indiretamente, efetuando-se andlise da turbidez, determinacéo do peso
seco, concentracdo de substancias quimicas (proteinas, pesquisa de determinada
enzima ou produto final de uma via metabdlica, DNA, RNA) ou através da contagem
do numero de microrganismos viaveis, utilizando um meio de cultura apropriado. O
procedimento mais comumente utilizado para mensurar a formacao de colbnias é a
contagem de viabilidade em placas de Petri, ou seja, a contagem de unidade
formadora de col6nia (UFC) [52]. Outros métodos que permitem a quantificacdo do
biofilme s&o: microscopia confocal [12] e a coloracdo com Cristal Violeta [4,53]. A
coloracdo com Cristal Violeta € um dos métodos mais rapidos para quantificar a

biomassa e pode ser utilizado diretamente sem desorganizar o biofilme fangico [53].
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1.4 NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

Metais tém sido utilizados por séculos como agente antimicrobiano, cada um
com suas diferentes propriedades e espectro de atividade. Com relacdo as
nanoparticulas, a prata tem recebido bastante atencéo [54,55]. Uma relacao inversa
entre o tamanho da nanoparticula e a atividade antimicrobiana tem sido demostrada,
em que nanoparticulas com tamanho entre 1-10 nm tem demonstrado maior atividade
biocida contra bactérias [56,57]. Devido a larga area de superficie e alta reatividade
comparada com o ion prata, particulas de metal de tamanhos nanométricos exibiram
notaveis propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas [58]. Como resultado do pequeno
tamanho, as nanoparticulas podem oferecer outra vantagem no campo biomédico, por
meio da melhoria na biocompatibilidade [55,59].

As acdes antibacterianas, antifingicas e antivirais da prata, dos ions de prata
e dos compostos de prata tém sido amplamente investigados em compara¢cdo com
outros metais [20,60]. Como um meio de reduzir a adesao de bactérias e fungos aos
materiais e dispositivos orais, as nanoparticulas de prata tém sido estudadas para
uma gama de possibilidade de aplicacbes e, dentro do campo da Odontologia, a
incorporacdo aos materiais dentarios [20,55,61]. Muitos desses estudos utilizaram
metodologias in vitro, porque preocupacdes em relacdo a biocompatibilidade néo
foram totalmente resolvidas até o momento. A quantidade 6tima de nanoparticulas de
prata adicionada aos materiais poliméricos também pode ser um fator critico
importante para evitar um efeito adverso nas propriedades fisicas destes materiais
[55].

A atividade antifangica das AgNPs é comparavel a atividade dos ions de prata,
entretanto estes demonstraram citotoxicidade aos fibroblastos humanos numa
concentracdo dez vezes menor que a hecessaria para inibir o crescimento das
leveduras [62].

O mecanismo da atividade antimicrobiana da nanoparticula metélica ainda nao
estd completamente elucidado. Em relacdo ao mecanismo molecular de acao inibitoria
dos ions de prata nos microrganismos, tem sido demonstrado que o DNA perde a sua
capacidade de duplicacdo [58,63] e a expressdo das sub-unidades de proteinas
ribossbmicas e outras proteinas celulares e enzimas necessarias para producao de

ATP tornam-se inativas [64].
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1.5 HIPOTESE

hY

Nanoparticulas de prata incorporadas a resina acrilica, rosa ou incolor,
termopolimerizada por técnica convencional ou por energia de micro-ondas, promovem
atividade antifangica sobre a C. albicans e ndo comprometem as propriedades

mecanicas do material.

1.6 OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivos:

e Avaliar atividade antifingica das nanoparticulas de prata apds a
incorporagdo a resina acrilica para base de dentadura
termopolimerizada por técnica convencional ou por energia de micro-
ondas, nas cores rosa e incolor;

e Comparar a microdureza das resinas acrilicas termopolimerizadas em
banho térmico (técnica convencional) e por energia de micro-ondas, rosa

e incolor, antes e apds a incorporacao de nanoparticulas de prata.



1. METODOLOGIA

2.1 MATERIAL

2.1.1. Resinas Acrilicas
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Foram avaliadas resinas acrilicas termopolimerizaveis em banho térmico

(técnica convencional) e por energia de micro-ondas, nas cores rosa médio e incolor

(Quadro 1).

Quadro 1 - marcas comerciais e composicdo das resinas acrilicas utilizadas

Composicéo

Material ) Polimerizacéo Fabricante
(N° do lote e validade)
_ B Polimero: copolimero metil etil metacrilato,
Resina acrilica DBP, pigmentos e peréxido (Lote 031096)
para base de
Mondmero: metil metacrilato e topandl (lote
dentadura
. 031067
Rosa médio )
Validade: Polimero: 08/28 Mondmero: 08/20
Polimero: copolimero metil etil metacrilato, Convencional
DBP, pigmentos e peréxido
Resina acrilica
para base de (lote 031111)
dentadura Monoémero: metil metacrilato e topandl (lote
Incolor 031067) .
Artigos
Validade: Polimero: 08/28 Mondmero: 08/20 Odontoldgicos
Polimero:co-polimero Cléassico
Resina acrilica de MMA e EA, Dibuitil ftalato (lote 029071) LTDA., SP,
para base de Mondmero: MMA-mondmero metil Brasil

dentadura Onda
Cryl
Rosa médio

metacrilato, etileno
glicol dimetacrilato
(lote 031185)
Validade: Polimero: 03/28 Mondmero: 08/20

Resina acrilica
para base de
dentadura Onda
Cryl
Incolor

Polimero:co-polimero
de MMA e EA, Dibuitil ftalato (lote 031188)
Monémero: MMA-mondmero metil
metacrilato, etileno
glicol dimetacrilato
(lote 031185)
Validade: Polimero: 08/28 Mondmero: 08/20

Energia de Micro-ondas
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2.1.2. Nanoparticulas de prata (AgNPs)

A sintese quimica das AgNPs foi realizada no laboratério do Instituto de
Quimica da Universidade de Brasilia, segundo o método originalmente descrito por
Turkevich, por reducédo do Nitrato de prata com citrato de sodio [65,66].

2.2 METODOS

2.2.1. Sintese das Nanoparticulas de Prata

Via de regra, para a sintese das AgNPs, o citrato é usado em excesso, para
garantir a estabilidade do col6ide. Inicialmente, todas as vidrarias empregadas foram
lavadas com agua régia (HNO3/HCI 1:3 v/v), a fim de eliminar possiveis pontos de
nucleacédo, como residuos de outros metais.

Num baldo de 125 mL de duas bocas e de fundo redondo, devidamente limpo,
foram adicionados 10 mL de uma solugéo de 2,0X10™° mol.L™" de AgNOa3. Adicionou-
se agua ultrapura para completar o volume para 70mL. A solucao resultante foi agitada
e aquecida em banho de glicerina até atingir a temperatura de refluxo de
~95°C. Ao se atingir a condicdo de refluxo, foram adicionados de uma s6 vez 10 mL
de solucéo de citrato de sodio (5,0X10™®mol.L™). A mistura reacional foi mantida em
refluxo por mais 30 minutos apos a adi¢édo do citrato

Com a adicao do citrato, a cor incolor inicial da mistura entre o AgNO3 deu
lugar, rapidamente, a uma cor amarela. A solucao resultante ndo requereu tratamento
adicional, sendo, essencialmente, uma suspensao coloidal de AgNPs. A suspenséao
coloidal de AgNPs foi transferida para um frasco de vidro boro silicato com tampa e

recoberto por papel aluminio e armazenada em geladeira [65,66] (Figura 1).
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Figura 1. Sequéncia do preparo da suspensdo das AgNPs. A: Material na camara de succéo;
B,C,D: Medi¢&o do HNO3s/HCI 1:3 v/v para limpeza das vidrarias; E: Preparo do baldo em banho
de glicerina; F: Pesagem do nitrato de prata; G: Medic&o da agua ultrapura; H: Agua ultrapura; I:
Banho de glicerina da solucgédo até atingir ~95°C. J,K: Adicao do citrato de sddio e aguardar mais

30 min; L: Suspensao coloidal de AgNPs de cor amarelo ambar

2.2.2 Confeccéo dos Corpos de Prova

Para a realizacao do presente estudo, foram confeccionados 160 corpos de
prova, divididos em dois testes, de forma que 64 amostras foram divididas em 8 grupos
(n=8) para o teste biolégico e 96 divididos em 8 grupos para o teste de microdureza
(n=12), (Quadro 2).



Quadro 2 — Grupos experimentais de acordo com o material e tratamento
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Adicéo de
Grupos Material nanoparticulas Teste
de prata
1 Resina acrilica Nao
termopolimerizéavel
2 convencional, incolor Sim
3 Resina acrilica Nao
termopolimerizavel por energia
4 de micro-ondas, incolor Sim Microbioldgico
e Microdureza
) Resina acrilica Nao
termopolimerizavel
6 convencional, rosa médio Sim
7 Resina acrilica N&o
termopolimerizavel por energia
8 de micro-ondas, rosa médio Sim

Os corpos de prova foram confeccionados em cilindros com dimensdes de 4
mm de diametro e 8 mm de altura, de acordo com a ISO 604 (2002)/ASTM D695-15,
normas que determinam os padrdes a serem seguidos para materiais plasticos
termopolimerizaveis rigidos e semi-rigidos que serdo submetidos a ensaio mecanico.
Inicialmente, foram encomendados cilindros de plastico com as mesmas dimensdes

das amostras. Os cilindros foram obtidos por meio da impressora 3D LULZBOT MINI

(Aleph Objects, EUA)(Figuras 2 e 3).
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Figura 2: Impressora 3D LULZBOT MINI (Aleph Objects, EUA)

onde foram confeccionados os cilindros de plastico

Figura 3: Cilindros de plastico impressos pela impressora 3D

Foi realizada a moldagem dos cilindros de plastico com silicone de
condensacao denso extraduro laboratorial Zetalabor (Zhermarck, Labordental Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil). O silicone foi manipulado conforme orientacdo do fabricante e
colocado dentro de uma pequena caixa transparente e os cilindros foram inseridos
dentro do silicone em trés fileiras de quatro cilindros. Uma camada de gesso pedra
Tipo 11l (ASFEN Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil), espatulado
na proporcao de 30 ml de agua para 100g de pé, foi inserida na base da mufla e foi
posicionado o molde de silicone. Apds a presa do gesso, foi realizado o isolamento

com Isolak (Artigos Odontoldgicos Classico Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).
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A contramufla foi ajustada a base e os parafusos foram apertados, vertendo-se
vagarosamente o gesso pedra Tipo Ill (ASFEN Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano
do Sul, SP, Brasil), sob vibracdo mecanica, até o preenchimento completo da
contramufla [17]. Apds a presa final do gesso, a mufla foi aberta e foram removidos
os cilindros pré-fabricados com o auxilio de uma pinca clinica. Foram utilizadas muflas
ndo metalicas (Artigos Odontoldgicos Classico Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura
4).

Figura 4. Molde em silicone Zetalabor (Zhermarck, Labordental Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) posicionado
em mufla ndo metdlica, para confeccdo dos cilindros em resina acrilica termopolimerizavel pela técnica

convencional e por energia de micro-ondas

Posteriormente, iniciou-se a confeccao dos cilindros em resina acrilica para
base de dentadura termopolimerizavel em micro-ondas Onda Cryl (Artigos
Odontolégicos Classico Ltda., Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) e com resina acrilica
para base de dentadura termopolimerizavel em banho térmico (Artigos Odontolégicos
Classico LTDA., Campo Limpo Paulista, SP, Brasil), nas cores rosa e incolor, com e
sem a incorporacdo das nanoparticulas de prata. A manipulacdo das resinas foi
realizada segundo as instrucdes do fabricante, em potes de vidro com tampa, na
proporcao de 3:1 (pd/liquido). A mistura foi manipulada por alguns segundos com a
espatula 31 e o pote foi tampado. Para a resina termopolimerizavel pela técnica
convencional, quando a massa atingiu a fase plastica, estava pronta para ser
adaptada nos moldes. Para as resinas termopolimerizaveis por energia de micro-
ondas, a massa foi adaptada apos atingir a fase fibrosa, seguindo as recomendacdes

do fabricante.
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Os moldes de silicone foram isolados com vaselina, para facilitar a demuflagem das
amostras acrescidas de nanoparticulas, preenchidos com a resina manipulada e, em
seguida, a mufla foi fechada de forma lenta e gradual, com for¢ca préxima de 500 quilos
para remocdo dos excessos do material e nova prensagem até 750 quilos, sendo
mantida em prensa hidraulica Gold Line VH (Essence Dental, Araraquara, Sao Paulo)
por 30 minutos (Figura 5). Metade das amostras recebeu incorporacdo de suspenséo
coloidal de nanoparticulas de prata na concentracdo de 0,14g/l, adicionadas ao
monémero da resina acrilica, durante a fase pré-polimerizacéo. A solucao de prata foi
adicionada ao liquido da resina acrilica na concentracdo de 0,4% em peso, sob
vibracdo mecanica, e o po foi misturado em seguida, também sob vibragéo, para que

as particulas de prata pudessem se dispersar na mistura [21,67].

B b

Figura 5: Mufla com resina acrilica na prensa hidraulica Gold Line VH (Essence Dental,
Araraquara, Sao Paulo)

Apds os 30 minutos de polimerizacdo de bancada, a mufla foi removida da
prensa e a polimerizacdo foi realizada conforme especificacbes do fabricante. As
termopolimerizaveis em banho térmico sofreram polimerizacao inicialmente com agua
fria (a mufla ndo deve ficar em contato direto com a panela, segundo o fabricante, e
para isso, foi colocada em uma prensa manual) e iniciou-se com fogo brando por meia

hora. Desligou-se o fogo e foram aguardados 30 minutos.
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Ligou-se novamente o fogo até alcancar a fervura, mantida por 60 minutos. As resinas
acrilicas polimerizaveis em micro-ondas foram polimerizadas em aparelho de micro-
ondas (Consul Facilite, Sdo Paulo, SP, Brasil), com poténcia de 800 W, na seguinte
sequéncia, de acordo com a programacao definida pelo fabricante: 1) por 3 minutos a
uma poténcia de 30% da capacidade, 2) por 4 minutos a uma poténcia 0% e 3) por 3
minutos a uma poténcia de 60% da capacidade. ApGs o resfriamento natural da mufla,
0s corpos de prova foram removidos do molde e foi realizada a regularizacdo da
superficie com broca de tungsténio (Maxicut nUmero 1510, tarja azul, American Burs)
, verificacdo das medidas com paquimetro digital (MTX, China) (Figura 6) e polimento
em duas etapas: a primeira com agua e pedra pomes (Maquira Industria de Produtos
Odontolégicos, Maringa, PR) com escova de pelo e a segunda com agua e branco de
Espanha (ASFEN Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) e roda de
feltro [70]. O procedimento foi repetido até a obtencao de todos os corpos de prova.
(Figura 7).

Figura 7: Corpos de prova em resina acrilica
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2.2.3 Andlise Microbioldgica
2.2.3.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Todos os corpos de prova de cada grupo (n=8), destinados ao teste
microbioldgico, foram acondicionados em envelopes com uma face de pléstico
(envelope grau cirurgico termo selével, Sispack, Sdo Paulo, SP, Brasil) e submetidos
a esterilizagédo por meio de Oxido de etileno na FBMFarma Industria Farmacéutica em
Anépolis — GO, para posterior analise microbiolégica com fungos (Figura 8).

¥ 5
R o 1,

AT

Figura 8: Cilindros de resina acrilica termopolimerizavel, em grau cirrgico, apés a esterilizagao

O ensaio para avaliacdo da atividade antimicrobiana do material em teste foi
realizado em microtubo de 1,5 mL, contendo 1000 células de C. albicans (ATCC
SC5314) inoculadas em 1mL de solucdo de dextrose a 0,5% (1000 células/mL). Os
corpos de prova foram adicionados a esta suspensdo de leveduras, utilizando-se
material previamente esterilizado e técnicas assépticas, com manipulacdo em cabine
de biosseguranca NB-2 (VECO, Campinas, SP, Brasil). Os microtubos foram
incubados por 18h a 37°C em agitador orbital (Thoth Equipamentos, Piracicaba, SP,
Brasil) com agitacédo de 100 RPM (Figura 9).
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Figura 9: Agitador orbital Thoth Equipamentos, Piracicaba, SP, Brasil, onde os microtubos

com corpos de prova foram incubados

No dia subsequente, foram realizadas diluicdes seriadas das células de cada
microtubo (Figura 10), em escala de 1:10 e 15 pL das diluicdes 107™°, 101,102 e 1073,
foram plaqueadas pelo método de gota em placas de Petri, contendo o meio de cultura
Sabouraud Dextrose Agar (HiMedia, Mumbai, India) acrescido de 100 pg/mL de
cloranfenicol. Foram realizados dois ensaios biologicos independentes, sendo que em
cada ensaio os corpos de prova foram analisados em quadruplicata em Unica placa.
As placas foram incubadas por 18h a 37°C em estufa para cultivo microbiologico
(FANEM LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil). Em um grupo, denominado controle, foi
cultivada somente a C. albicans sem corpo de prova, ou seja, meio de cultura e
levedura com crescimento sem interferéncia. Posteriormente, foram contadas a olho
nu as unidades formadoras de colénia (UFC’s) (Figuras 11 a 20) nos dois ensaios
biologicos e as médias obtidas destes dados foram analisadas quanto suas
significancias e distribuicbes estatisticas, conforme descrito ao longo deste texto no

item de analises estatisticas (2.2.5) [71].
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Figura 10: Microtubos com as dilui¢bes seriadas de C. albicans

Figuras 13 e 14: Placa de Petri com diluicdes do grupo 1 e do grupo 2



Figuras 15 e 16: Placa de Petri com diluicdes do grupo 3 e do grupo 4

Figuras 17 e 18: Placa de Petri com diluicdes do grupo 5 e do grupo 6

42
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Figuras 19 e 20: Placa de Petri com diluic6es do grupo 7 e do grupo 8

2.2.3.2 Avaliacéo da formacao de biofilme

Os corpos de prova incubados na presenca de C. albicans, como descrito no
item anterior (2.2.3.1), foram analisados quanto a formacédo de biofilme em suas
superficies. Os corpos de prova foram removidos para outros microtubos estéreis e
foram lavados por trés vezes com 100 pL de PBS, pH 7,4, sendo aplicado contra a
parede do microtubo, para evitar desprender qualquer material aderido no corpo de
prova. Apés as lavagens com PBS, foram acrescidos 100 pL de metanol e deixado
em contato com os corpos de prova por 15 min para fixacdo da estrutura das células,
sendo removido o excesso de metanol e deixado secar em capela de exaustdo
(OXICAMP, Campinas, SP, Brasil). A seguir, o material foi corado com 100 uL de
cristal violeta por 15 min e, posteriormente, o corante foi removido por pipetagem e o
excesso lavado por trés vezes com 100 pyL de PBS, pH 7,4. O material foi deixado
secar completamente em fluxo laminar (VECO, Campinas, SP, Brasil) e, por fim, foram
acrescidos em cada tubo 100 L de acido acético para desprender o corante que havia
sido retido no biofilme aderido aos corpos de prova. O corante solubilizado foi
transferido para placas de fundo chato transparentes de 96 pocgos e, em seguida, foi
determinada a intensidade de absorbancia por leitura em espectrofotdmetro
(SpectraMax, Molecular Devices, San Jose, CA, USA), em comprimento de onda de
570 nm.



44

Os dados foram analisados e, a partir de suas médias, foram realizadas andlises
estatisticas para avaliar diferencas entre os corpos de prova e seus respectivos efeitos
sobre a formagéo do biofilme [4,71-73].

2.2.4 Ensaio Mecanico

A dureza Vickers, introduzida em 1925, usa como um penetrador uma
piramide de diamante de base quadrada. Durante 0s ensaios de microdureza a carga
pode variar de 0,01 a 1 Kgf e é mantida constante por um tempo especifico. O
penetrador de Vickers é pressionado na amostra deixando uma piramide de base
guadrada na superficie [17]. A mensuracdo da dureza é realizada pela largura da
endentagcdo ou sua profundidade e a area é calculada. De modo simples, quanto
menor a endentagdo, maior a dureza [74].

Todas as amostras foram armazenadas em agua destilada, em recipientes de
vidro, por 24 horas e secadas com gaze. As amostras destinadas ao teste mecéanico
(n=12) de cada grupo (Quadro 2) foram submetidas ao teste de microdureza. O ensaio
foi realizado no microdurémetro Emcotest (modelo DuraScan 20, Austria) (Figura 21),
com carga de 0,025 Kgf por 5 segundos, com trés medicdes aleatdrias em cada corpo

de prova.
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Figura 21: Microdurémetro Emcotest (modelo DuraScan 20, Austria)

utilizado para ensaio de microdureza

As marcacdes nos corpos de prova foram feitas por meio de um penetrador
em formato de piramide, com base quadrada, e o proprio software do equipamento
forneceu o calculo automético das marcas nos vertices do losango, em uma imagem

com aumento de 40X, determinando o comprimento das diagonais (Figuras 22, 23).
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Figura 22 : Imagem da marcacédo em formato de pirdmide sobre o corpo de prova.
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Figura 23: Imagem ampliada da marcacéo em formato de pirdmide sobre o corpo de prova.

2.2.5 Analise Estatistica

Foram realizadas analises descritivas (média, desvio padrdo, mediana, valor
minimo e maximo) e exploratdrias dos dados. Os dados de contagem de col6nias de
fungo foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney. As analises
foram realizadas com auxilio dos programas SAS [75] e R [76], com nivel de

significancia de 5% (a=0,05).

3 RESULTADOS

Todos os grupos (Quadro 2) apresentaram unidades formadoras de col6nias
de fungo (UFC/mL) significativamente menores que o grupo controle (p<0,05), mas
nao houve diferenca significativa entre os tipos de pigmentacao, polimerizacdo ou
adicdo de nanoparticulas de prata (p>0,05), conforme ilustra a Tabela 1 e Figuras 24
e 25.
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Tabela 1 - Mediana (valor minimo; valor maximo) da contagem de col6nias de fungo (UFC/mL) em
funcdo da resina, tipo de polimerizagdo e adicdo de nanoparticulas de prata

Pigmentacéo da resina

Polimerizagéo AgNPs
Incolor Rosa
. Sem *66,00 (0,00; 266,00) *266,00 (0,00; 533,00)
Convencional
Com *66,00 (0,00; 200,00) *99,50 (0,00; 333,00)
. Sem *66,00 (66,00; 466,00) *133,00 (0,00; 666,00)
Micro-ondas
Com *166,50 (0,00; 766,00) *99,50 (0,00; 466,00)

*Difere do Grupo controle (p<0,05): mediana = 4666,0 (minimo= 0,0; maximo=6666,0)
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Figura 24 - Média e desvio padrdo de col6nias de fungo (UFC/mL) em funcao da pigmentacao da

resina, tipo de polimerizacdo e adi¢do de nanoparticulas de prata.
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Figura 25 - Boxplot da contagem de col6nias de fungo (UFC/mL) em fun¢éo da pigmentacéo

da resina, tipo de polimerizacéo e adicdo de nanoparticulas de prata.

Neste estudo, observa-se que para as mesmas condi¢fes de pigmentacao da
resina e polimerizacdo, 0s grupos com adicdo de nanoparticulas de prata
apresentaram mais biofilme do que os grupos sem (p<0,05) conforme Tabela 2 e
figuras 26 e 27. Além disso, 0s grupos com polimerizacdo convencional apresentaram

mais biofilme do que os grupos polimerizados por energia de micro-ondas (p<0,05).
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Tabela 2 - Média (desvio padrao) de biofilme em funcéo da resina, tipo de polimerizagéo e adi¢édo de
nanoparticulas de prata

Pigmentacéo da resina

Polimerizagéo AgNPs i — i _
Resina acrilica incolor Resina acrilica rosa

) Sem 0,5421 (0,0987) 0,5250 (0,0600)
Convencional

Com *0,5851 (0,1435) *0,7263 (0,2664)

) Sem $0,3992 (0,1597) $0,3808 (0,0796)
Micro-ondas

Com $+0,5343 (0,0892) $+0,4860 (0,0523)

*Difere do grupo sem nanoparticulas de prata, nas mesmas condi¢cdes de pigmentacédo da resina e
polimerizagdo (p<0,05). *Difere do grupo com polimerizagdo convencional, nas mesmas condigdes de
pigmentacdo da resina e adigdo de nanoparticulas de prata (p<0,05). p(pigmenta¢c&o)=0,2398;
p(polimerizacdo)=0,0032; p(nanoparticulas)=0,0118; p(pigmentacdo x polimerizacéo)=0,4109;
p(pigmentacdo x nanoparticulas)= 0,6406; p(polimerizacdo x nanoparticulas)=0,4442; p(pigmentacao
x polimerizagdo x nanoparticulas)=0,5159
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B Resina acrilica incolor OResina acrilica rosa

Figura 26 - Média e desvio padrédo de biofilme em fungdo da pigmentacgéo da resina, tipo de

polimerizacéo e adicdo de nanoparticulas de prata.
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Figura 27 - Boxplot de biofilme em funcdo da pigmentacéo da resina, tipo de polimerizacdo e adicdo

de nanoparticulas de prata.

Na Tabela 3 e Figuras 28 e 29, sdo apresentados o0s resultados da
microdureza Vickers (Hv). Nao houve diferenca significativa estatisticamente entre os
grupos com polimerizacdo convencional ou por energia de micro-ondas e entre os
grupos com resina incolor ou rosa. Para o mesmo tipo de polimerizacdo e de
pigmentacdo da resina, a microdureza foi significativamente menor com a adicéo de

nanoparticulas de prata (p<0,05).
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Tabela 3 - Média (desvio padrao) da microdureza Vickers (Hv), em funcdo da pigmentacao da resina,
tipo de polimerizacéo e adicdo de nanoparticulas de prata

Polimerizagéo AgNPs Pigmentacéo da resina
Incolor Rosa
. Sem 15,90 (4,20) 16,43 (2,14)
Convencional
Com *13,45 (2,67) *13,52 (2,50)
Micro-ondas Sem 15,37 (1,17) 15,59 (1,29)
Com *13,75 (2,05) *15,21 (1,10)
*Difere do grupo sem nanoparticulas de prata, nas mesmas condi¢cfes de pigmentacao da resina e
polimerizagao (p=0,05). p(pigmentagéo)=0,2295; p(polimerizac&o)=0,6065;

p(nanoparticulas)=0,0001; p(pigmentacdo x  polimerizacdo)=0,5206; p(pigmentacdo X
nanoparticulas)= 0,6035; p(polimerizacdo x nanoparticulas)=0,0747; p(pigmentacéo x polimerizacdo
X nanoparticulas)=0,3659

25,00 ~
20,00 A
= 15,00 A
@
o
5
3
5 10,00 A
2
5,00 -
0,00
Sem nanoparticulas de  Com nanoparticulas de | Sem nanoparticulas de Com nanoparticulas de
prata prata prata prata
Polimerizagédo convencional Polimenzagéo em micro-ondas

W Resina acrilica incolor  OResina acrilica rosa

Figura 28 - Média e desvio padrdo da microdureza Vickers (Hv) em funcdo da pigmentacao da resina,

tipo de polimerizagéo e adi¢cdo de nanoparticulas de prata.
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Figura 29 - Boxplot da microdureza Vickers (Hv) em funcéo da pigmentacéo da resina, tipo de

polimerizacdo e adicdo de nanoparticulas de prata.

4 DISCUSSAO

Para tentar diminuir a incidéncia da estomatite protética, a acédo
antimicrobiana da prata faz-se necessaria ap0s a sua incorporacao a resina acrilica
para base de dentadura. Observou-se nos resultados deste estudo, o que pode ser
visto na tabela 1 e figuras 24 e 25, que todos os grupos testados (Quadro 2)
apresentaram numero de UFC/mL significativamente menor que o grupo controle
(p<0,05) e isto deve ter ocorrido pelo depdsito do fungo na superficie do PMMA e néo
no sobrenadante que é retirado para o cultivo na Placa de Petri. Porém, ndo houve
diferenca significativa entre os tipos de pigmentacdo, polimerizacdo ou adicdo da
nanoparticulas de prata (p>0,05), ou seja, as resinas aqui testadas apresentaram o

mesmo efeito sobre C. albicans antes e pos a incorporacao das AgNPs.
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Diferente da metodologia aqui apresentada, em outro estudo [77] foram
adicionadas AgNPs ao polimero de resina termopolimerizavel convencional para base
de dentadura nas concentracdes de 2,5%, 3% e 5% em peso e o resultado mostrou
um material com maior atividade antifiUngica na concentracdo de 5%, e que pode ser
escolhido para o tratamento com pacientes resistentes a terapia convencional para
estomatite protética. No estudo [17], a resina termopolimerizavel convencional
avaliada apresentou atividade antifingica frente a C. albicans, porém foram usadas
AgNPs derivadas do vanadato de prata e na concentracédo de 10% incorporadas ao
p6 da resina.

Outra caracteristica importante do material antimicrobiano incorporado a
resina acrilica, € a inibicdo da formacéao e crescimento do biofilme microbiano a fim de
evitar colonizagdo por C. albicans na superficie da protese. Neste estudo, 0s
resultados mostraram que para as mesmas condi¢cdes de pigmentacdo da resina e
polimerizagdo, os grupos com adicdo de AgNPs apresentaram mais biofilme do que
0s grupos sem, conforme é apresentado na tabela 2 e figuras 26 e 27. Observou-se
gue as AgNPs aqui incorporadas apresentaram uma desvantagem ao propiciar maior
formacdo de biofilme na superficie das amostras. No estudo [78], foi avaliada a
atividade da solucdo aquosa de AgNPs sobre C. albicans com relacdo a adesao e
formacédo de biofilme diferente da metodologia aqui apresentada. Concluiu-se que a
solucdo de AgNPs mostrou atividade antifUngica contra células de C. albicans
planquitbnicas e sésseis. Por outro lado, neste mesmo estudo, apds a incorporacao
das AgNPS a resina para base de dentadura, nenhum efeito sobre adesé&o e formacéao
de biofilme foi detectado, independente da concentracao estudada.

No estudo [71], AgNPs sintetizadas pelo método de Turkevich apresentaram
acao antifungica contra cepas de C. albicans e C. glabrata a concentracdes bem
baixas de 0,4 a 3,3 pg ml™", quando em suspensdo e contato direto por meio de
diluicdes. Estas AgNPs foram mais efetivas em inibir a formacdo do biofilme do que
no controle do biofilme maduro. Ao estudar diferentes concentracdes de AgNPs a 1%,
2%, 3% e 5% em peso ao polimero de uma resina tipo 1, no estudo [79], observou-
se que o efeito anti-adesdo da C. albicans s6 foi observado na concentracéo de 5%,
ou seja, segundo os autores, este resultado indica que o efeito anti-adeséo exige uma
alta concentracdo de AgNPs incorporada a resina para base de dentadura, bem acima

da concentragao utilizada neste estudo.
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A concentragcdo da suspenséo coloidal de AgNPs (0,14g/L) incorporada ao
mondmero do PMMA utilizada neste estudo foi baseada na eficacia antimicrobiana e
na ndo alteracdo das caracteristicas mecanicas apresentadas em outros artigos
[21,71] e na possivel toxicidade aos tecidos humanos [61]. Esta concentragdo néo
demonstrou efeito inibidor do crescimento de C. albicans depois da incorporacéo a
resina apesar de ser uma concentracdo maior do que a considerada minima para acdo
contra C. albicans [71]. Alguns artigos demonstraram resultado diferente pois
apresentaram efeito antifingico com as AgNPs ao testarem a solu¢cdo aquosa agindo
diretamente sobre o fungo, outros fizeram a incorporacdo das AgNPs em pd ao
polimero da resina o que pode ser um diferencial para a agdo das nanoparticulas.

No presente estudo também foi avaliada a caracteristica fisica de
microdureza das resinas acriicas. Ao comparar as resinas termopolimerizadas de
forma convencional e em micro-ondas, com a mesma coloragéo, observou-se que nao
houve diferenca estatistica significativa como pode ser visto na tabela 3 e figuras 28
e 29. Otipo de polimerizagdo néo influencia na dureza destes materiais resultando em
produtos com desempenho clinico semelhante. Este resultado também pode ser
conferido em outro estudo [29], em que a microdureza Vickers da resina acrilica
(Meliodent), termopolimerizada em micro-ondas, demonstrou valor compativel com as
de polimerizacao convencional. Ao comparar trés tipos de resinas termopolimerizadas
(Meliodent, Paladent e QC-20), duas de modo convencional e uma em micro-ondas,
outro estudo [80] demonstrou também que a técnica de polimerizacdo nao afetou a
dureza Vickers dos materiais. Um trabalho [81] que comparou a dureza Knoop de
resinas com 0s mesmos métodos de polimerizacdo acima citados, também
demonstrou que nao houve diferenca significativa.

O resultado da comparacao da microdureza Vickers das resinas rosa e incolor
termopolimerizadas pelos dois métodos estudados também n&o apresentou diferenca
significativa conforme tabela 3, figuras 28 e 29. Este resultado também expressa que
a presenca do pigmento ndo altera o desempenho clinico das resinas e permite a
elaboracdo de proteses mais estéticas com a mesma durabilidade. No entanto, ao
comparar quatro tipos de resina [82], dentre estas a resina rosa e a incolor
polimerizadas com banho térmico, concluiu que a resina rosa apresentou o mais alto
valor de dureza Vickers (18,57Hv). Nosso resultado mostrou que o valor médio da
microdureza Vickers para resina rosa com o mesmo tipo de polimerizacao foi de
16,43Hv e da incolor de 15,90Hv.
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Outro estudo [33] comparou algumas propriedades mecanicas (flexado, tensao e
compressdo) de duas resinas acrilicas para base de dentadura, nas cores rosa e
incolor, termopolimerizadas pela técnica convencional e observou que n&do houve
diferenca nas propriedades mecanicas dos dois materiais.

Para o mesmo tipo de polimerizagao e de pigmentacéo da resina no presente
trabalho, a microdureza foi significativamente menor com a adicdo de nanoparticulas
de prata (p<0,05). Percebe-se que, apesar da pequena concentracdo de AgNPs
utilizada, houve decréscimo na dureza superficial dos materiais testados. Esta
desigualdade inviabiliza a indicacdo do uso dessas particulas em resina acrilica para
dentadura. Ao avaliar trés diferentes concentracdes de prata (derivadas do vanadato
de prata, diferente das utilizadas neste estudo) adicionadas ao polimero da resina
termopolimerizavel convencional [17], concluiu que a dureza superficial Knoop
permaneceu inalterada. Em uma comparacao entre duas resinas termopolimerizaveis
por banho térmico e incorporadas com concentracdes de 0,05% e 0,2% de AgNPs ao
polimero, ndo apresentaram alteracbes significativas em suas propriedades
mecanicas (dureza Vickers)[83]. Ambos estudos adicionaram as AgNPs ao polimero
da resina acrilica, divergindo do estudo aqui apresentado.

Este estudo apresentou algumas limitagdes pois s6 uma marca de resina foi
testada e em apenas uma concentracao de AgNPs em suspenséo coloidal. Como néo
existe padronizacdo metodoldgica na literatura, os estudos divergem nos tipos de
testes empregados e nos diferentes tipos de concentracdo e sintese de AgNPs. Isto
dificulta parcialmente a interpretacdo e comparacéo dos resultados avaliados.

As amostras aqui estudadas podem ter apresentado aumento da rugosidade
de superficie apds a incorporacdo das AgNPs e isso pode ter proporcionado maior
adesdo da C. albicans e diminuicdo da microdureza da resina acrilica. Porém, a
caracteristica de rugosidade nao foi objeto deste estudo. Por isso, sugerimos estudos
comparando outras concentraces para avaliar o efeito antifingico e mecanico das
AgNPs na forma de p6 apds a incorporacdo ao polimero e também na tentativa de
esclarecer o exato mecanismo de acdo dessas nanoparticulas e seus efeitos nos

tecidos e efeitos sistémicos a longo prazo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando as limitagées do presente estudo in vitro, conclui-se que:

1) A guantidade de AgNPs incorporadas a resina acrilica termopolimerizavel néo
apresentou atividade antifungica contra C. albicans provavelmente por estar em
pequena concentracdo ou por ndo apresentar atividade antimicrobiana apds sua
incorporacdo a resina acrilica. Esta concentragdo ndo se mostrou como alternativa
para a prevencdo da estomatite protética.

2) Resinas termopolimerizadas em banho térmico ou em micro-ondas né&o
apresentaram diferenca na quantidade de UFC/mL, e microdureza, ou seja, o tipo de
polimerizacdo nao torna uma resina inferior a outra para o uso clinico.

3) A presenca de pigmento ndo alterou as caracteristicas mecanicas da resina
termopolimerizavel.

4) Para o mesmo tipo de polimerizacéao e de pigmentacao da resina, as com AgNPs
apresentaram microdureza significativamente menor e maior crescimento de biofilme.
Isso ocorreu provavelmente por causa da alteracdo na rugosidade de superficie do

material, sugerindo que outros estudos sejam realizados.
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7 PRESS RELEASE

Cerca de 60 a 65% de usuarios de protese total sdo acometidos por
um tipo de candidose denominada estomatite protética. Esta infec¢éo fungica
pode apresentar diversas manifestacfes clinicas, é de dificil diagnéstico e
pode ser causada por uma série de fatores locais e/ou sistémicos. Dentre as
possiveis causas podemos citar o trauma produzido pela prétese, uso de
alguns medicamentos, falta de uma higienizacdo adequada e doencgas e
problemas sistémicos que podem acometer o organismo e alterar o sistema
imunoldgico. Uma das alternativas para diminuir a incidéncia da estomatite
protética, sem o uso de medicamentos, € a incorporacdo de uma substancia
antimicrobiana no polimetilmetacrilato (que € o material mais utilizado para
confeccao de proétese total) e que iniba a adeséo e o crescimento microbiano
na superficie da protese e na mucosa do paciente e que nao traga prejuizo
para a resisténcia do material. Neste estudo foi testada a incorporacédo das
nanoparticulas de prata ao polimetilmetacrilato. Porém, pelo menos na
concentracao utilizada, ndo demonstraram ser uma alternativa terapéutica
para estomatite protética. A presenca destas nanoparticulas causou a
diminuicdo da microdureza que foi a caracteristica mecéanica testada neste
estudo. Entretanto, ao comparar as resinas rosa e incolor entre si e sem
nanoparticulas de prata, estas se apresentaram com caracteristicas
semelhantes mostrando que este material possiu resisténcia adequada para
confeccdo de proteses acrilicas. Mais estudos sdo necessarios para testar
outras concentracdes e outros testes mecanicos também devem ser

realizados.
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