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RESUMO

A bactéria Streptococcus mutans € uma das principais espécies iniciadoras do biofilme
dentario e esta relacionada a etiologia da céarie. Atualmente surgem muitos estudos que
buscam novas maneiras de reduzir a adesdo bacteriana e a formacdo de biofilme sobre
biomateriais, com a finalidade de prevenir a ocorréncia de infeccdes e a transmissdo de
doengas, tais como o uso de nanoparticulas de prata incorporadas nestes materiais. Porém
poucos séo os estudos que investigam os beneficios destas particulas em materiais que sao
empregados dentro da cavidade bucal. O principal objetivo desta pesquisa foi comparar a
formagédo do biofilme desta espécie bacteriana sobre a resina composta fotopolimerizavel em
sua forma comercial atual e uma resina composta experimental, onde foram acrescentadas
nanoparticulas de prata, que sao bactericidas, utilizando um método de contagem de células
viaveis recuperadas dos biofilmes. Foram produzidos corpos de prova cilindricos, de 4 mm de
altura e base circular de 4 mm de diametro, de resina e de resina com nanoparticulas em trés
concentracdes diferentes, 0,1, 0,3 e 0,6% em massa. Eles foram incubados em meio de cultura
liquido com sacarose, contendo cerca de 10° UFC/ml, para que ocorresse a adesdo bacteriana
e a formacéo de biofilme, in vitro. A contagem de células viaveis provenientes dos corpos de
prova foi feita apds a desagregacao dos biofilmes sobre eles aderidos em cuba ultrassénica, e
foi realizada apés 1 dia, 4 dias, e 7 dias de incubacdo. Considerando-se a média e desvio
padrdo dos valores, os resultados mostraram que sobre as resinas experimentais com as
concentracdes de 0,3 % e 0,6 % em massa de nanoparticulas de prata, o nimero de células
bacterianas aderidas foi menor do que na resina nao modificada, sem prata, e também menor
do que na resina a 0,1 %, nos 3 periodos de incubacdo estudados. A eletromicrografia de
varredura do biofiime de S. mutans aderido sobre a superficie de cada corpo de prova foi
realizada também ap6s os mesmos intervalos de tempo, e permitiu a analise morfolégica das
células e da estrutura dos conjuntos celulares aderidos as superficies. Foi realizado um ensaio
de compressado para verificar se a inclusdao das nanoparticulas bactericidas na resina nao
prejudica o desempenho mecanico da mesma. Os resultados deste ensaio mostraram que, em
comparacdo com a resina ndo modificada, a resina com a concentracdo de 0,3 % de
nanoparticulas teve um melhor desempenho mecanico em compressdo, e a resina com a
concentracdo de 0,6 % um desempenho pior. Concluiu-se que as resinas compostas com 0,3%
de nanoparticulas de prata sdo vantajosas para a aplicagéo clinica, pois se apresentaram como
um material menos favoravel a adesdo bacteriana, sem prejuizo a sua resisténcia mecanica.
Podem portanto beneficiar os pacientes, auxiliando na prevengdo das caries recidivantes, que
ocorrem ao redor das margens de restauracfes, e na manutencdo de uma boa condicdo de

higiene bucal.



ABSTRACT

The bacterium Streptococcus mutans is one of the main initiators species of biofilm and
is related to the etiology of caries. Currently there have been many studies investigating ways to
reduce bacterial adhesion and biofilm formation on biomaterials, in order to prevent diseases
and infections, such as the use of silver nanoparticles embedded in the materials. However, few
studies have investigated the benefits of these particles in materials that are utilized within the
oral cavity. The main objective of this research was to compare biofilm formation of this specie
on the composite resin in its commercial form today and an experimental composite resin, which
were added silver nanopatrticles, which are bactericidal, using a method of counting viable cells
recovered from the biofilms. Were produced cylindrical specimens of 4 mm in height and
circular base of 4 mm in diameter, resin and resin with nanoparticles at three different
concentrations, 0.1, 0.3 and 0.6% by mass. They were incubated in liquid medium with sucrose,
containing about 10 CFU/mI, to cause bacterial adhesion and biofilm formation in vitro. The
count of viable cells from the samples was made after the disintegration of biofilms on them
adhered in ultrasonic tank, and was performed after 1 day, 4 days and 7 days of incubation.
Considering the mean and standard deviation values, the results showed that on the
experimental resins with concentrations of 0.3% and 0.6% of silver nanoparticles, the number of
adhered bacterial cells was lower than in resin in its commercial form today, no silver, and also
smaller than the resin to 0.1% in the three incubation periods studied. The scanning electron
micrograph of a biofilm of S. mutans adhered to the surface of each specimen was also
performed after the same time intervals, and allowed morphological analysis of the structure of
cells and cell clusters attached to surfaces. A compression test was also performed to verify if
the inclusion of antibacterial nanoparticles in the resin does not affect the mechanical
performance of the same. The results of this trial showed that the resin with 0.3% concentration
of nanoparticle had a better mechanical properties in compression, and resin with a
concentration of 0.6% worse performance, compared with the resin without silver nanopatrticles,
It was concluded that the composites with 0.3% silver nanoparticles are advantageous for
clinical application, because it showed how a material less favorable to bacterial adhesion,
without prejudice to its mechanical resistance. They may therefore benefit patients, assisting in
the prevention of recurrent caries, which occur around the margins of restorations, and in the

maintenance of good oral hygiene.
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1. INTRODUCAO

Na industria de polimeros a preocupag¢édo com a redugdo da contaminacdo bioldgica
dos produtos é intensa, objetivando a reducdo da transmissdo e propagacdo de doencas,
devido principalmente ao alto uso desses materiais para a area da saude e também em
embalagens para alimentos (Crespilho et al., 2006). Na tentativa de superar tal desafio
surgem constantemente estudos com novos antimicrobianos, e entre eles estdo os
nanomateriais (Li et al., 2008). A nanotecnologia estuda o comportamento e manipula
materiais em escala nanométrica. Seu objetivo € explorar e controlar as propriedades dos
materiais nesta escala para poder fabricar estruturas e dispositivos, também em escala
nanométrica, e usad-los de maneira mais eficiente (Ramos et al., 2005). Uma das propostas
para melhorar as qualidades e propriedades de polimeros é a modificacdo dos mesmos por
meio da formagdo de compdsitos, que sao considerados todos aqueles materiais nos quais
duas ou mais fases de origens distintas coexistem, em escala pelo menos micrométrica, com
interfaces bem definidas (Duran et al., 2006). O objetivo principal ao se produzir um composito
€ combinar diferentes materiais para se obter um Udnico dispositivo com propriedades
superiores as dos componentes quando separados. A maior parte dos compdsitos usados
como biomateriais possuem particulas de materiais inorganicos, matrizes poliméricas e agentes
de unido (Oréfice, 2006). Quando essas fases coexistem em escala nanométrica, costuma-se
nomear esses produtos como nanocompositos. Neles, a dimensao de pelo menos um de seus
componentes esta entre 1 e 100 nm (De Muynck et al., 2009; Allaker, 2010).

Pode-se vislumbrar, assim, a forma¢é@o de um nanocomposito de matriz polimérica com
propriedades sanitizantes, desde que neste caso uma das fases incorporadas tenha
propriedades bactericidas ou bacteriostaticas (Neto et al., 2008). Assim, uma etapa inicial da
busca desse produto € definir uma classe de nanoparticulas com propriedades de interesse, e
gue possa ser incorporada regularmente a uma matriz desejada (Kojima et al., 1993).

A prata é um metal conhecido por seu largo espectro de acao contra bactérias, fungos,
protozodrios e alguns tipos de virus. Sua acao antimicrobiana é conhecida ha muito tempo,
porém na forma de nanoparticulas tem uma superficie de contato infinitamente maior e suas
propriedades sdo muito aumentadas (Morones et al., 2005; Kim et al., 2008). Com a
descoberta dos antibioticos, e sua introdugcdo no uso medicinal, os elementos metalicos com
atividade bactericida, como a prata, foram descartados. Todavia, cada vez mais as bactérias se
tornam resistentes aos antibiéticos disponiveis no mercado, sendo esta uma das causas da
sintese constante de substancias antibitticas alternativas e da volta dos trabalhos com coloides
de prata no meio cientifico (Kamat, 2002).

Véarios nanomateriais, naturais ou sintéticos, tém demonstrado propriedades
antimicrobianas através de diversos mecanismos, e sdo exemplos destes materiais 0 TiO»,
ZnO, fulereno, quitosana, nanotubos de carbono e nanoparticulas de prata. Os mecanismos
antimicrobianos, como esquematizados na Figura 1, sdo: producéo fotocatalitica de espécies

reativas de oxigénio, que destroem componentes celulares das bactérias (no caso de TiO,,



ZnO e fulereno), danos @ membrana celular bacteriana e ao transporte de elétrons (no caso da
quitosana, nanotubos de carbono, ZnO e nanoparticulas de prata), e inibicdo da sintese de
DNA bacteriano (no caso da quitosana e nanoparticulas de prata) (De Muynck et al., 2009;
Allaker, 2010). Estudos mostraram também que as nanoparticulas de prata ndo sdo toxicas as
células humanas, como o de Sayes et al. (2004), Sondi & Salopek-Sondi (2004), Reddy et al.
(2007), Yudovin-Farber et al. (2008) e Panacek et al. (2009).
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Figura 1. Mecanismos de atividade antimicrobiana exercidos pelos

nanomateriais (Li et al., 2008).

Nanoparticulas de prata ja estdo sendo aplicadas como antimicrobianos na agricultura,
em recobrimentos de instrumentos e equipamentos biomédicos e odontolégicos, em
embalagens para alimentos, em recobrimentos de filtros de agua, recobrimentos de pecas de
maquinas de lavar, refrigeradores e purificadores de ar (Crespilho et al., 2006; Allaker, 2010).
E uma tendéncia atual do mercado aderir a0 uso de prata nanodispersa como agente
bactericida em varios materiais usados para a pratica médica e odontoldgica (Sanpui et al.,
2008). Um exemplo de uma nova tecnologia empregando nanoparticulas de prata em materiais
para a area da saude é o cateter impregnado com estas particulas da Universidadde de
Erlangen (Figura 2). Este cateter feito em poliuretano e silicone passou por estudos in vitro e in
vivo para avaliacdo da atividade antimicrobiana conseguida com a adi¢do de particulas de
prata ativadas pela adicdo de eletrélitos e acidos (usados para aumentar a atividade
antimicrobiana com aumento da liberagdo de ions prata). A atividade antimicrobiana nas
superficies de catéteres é importante por que o biofilme bacteriano formado sobre eles é
responsavel por grande porcentagem das infecgBes hospitalares, sendo essencial buscar
alternativas que proporcionem a redugdo do acumulo de biofilme nestes dispositivos (Samuel
& Guggenbichler, 2004).



Figura 2. Nanoparticulas de prata (particulas menores)
distribuidas no polimero com sulfato de bario como condutor

(particulas maiores) (Samuel & Guggenbichler, 2004).

Biofilmes microbianos podem ser definidos como associa¢cdes de microrganismos e de
seus produtos extracelulares, que se encontram aderidos a superficies bidticas ou abidticas
(Sutherland, 2001). Embora as bactérias possam ter uma existéncia livre no ambiente, a maior
parte delas se encontra associada a um biofilme (Levine et al, 1992). O biofilme é um
complexo ecossistema microbiano, bem estruturado, altamente dindmico, que facilita a
obtencé@o de nutrientes e a manutengdo de um ambiente com condi¢@es fisicas e quimicas
apropriadas (Caixeta, 2008). Em um biofilme bacteriano, as bactérias sdo muito mais
resistentes a um antibidtico, quando comparadas as mesmas células livres, embora os
mecanismos envolvidos nesta resisténcia sejam ainda pouco conhecidos (Cappeletti, 2006).
Os estagios da formacgéo de um biofilme séo representados na Figura 3.

Figura 3. Ciclo de desenvolvimento de um biofilme, que pode ser
dividido em cinco estagios: 1) adesdo; 2) colonizagdo; 3)
acumulacéo; 4) comunidade climax; 5) disperséo (Figura adaptada
de Caixeta, 2008).

Na cavidade bucal, mesmo que os procedimentos de limpeza sejam convenientemente
realizados, os dentes s&o recobertos dentro de poucos minutos pela pelicula adquirida, um
filme orgénico composto de proteinas e carboidratos, provenientes da saliva. A seguir, a
pelicula comeca a ser colonizada por bactérias, e inicia-se entdo a formacgéo do biofilme dental,
uma comunidade microbiana embebida por uma matriz aglutinante e firmemente aderida sobre
os dentes, também chamado de placa bacteriana ou placa dental (Jorge, 2007).
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A gengivite é causada pela placa dental, e pode evoluir para a periodontite, uma
doenca que danifica os tecidos de suporte do dente (osso alveolar, cemento e ligamento
periodontal). Tal doenga conduz a perda do elemento dental, se nédo tratada adequadamente,
resultando desse fato a sua gravidade. (Carranza & Neuman, 1997). A Figura 4 ilustra a

presenca de biofilme sobre os dentes e sua relacdo com a gengivite.

Figura 4. Aspecto de uma gengiva normal, na primeira foto, e aspecto de uma gengiva inflamada, na segunda, devido

a presenca de biofilme dental clinicamente visivel sobre os dentes (Atlas de Odontologia, 2008).

A cérie (Figura 5) é uma doenca infecciosa e transmissivel, ja que é causada a partir da
presenca de bactérias cariogénicas na cavidade oral (Keyes, 1960). Ela consiste em uma
perda localizada de tecido duro, decorrente da desmineralizacdo causada pelos produtos
acidos do metabolismo das bactérias cariogénicas que estdo aderidas ao dente, ocorrendo
uma posterior cavitagdo (Baratieri, 1993). A bactéria Streptococcus mutans esta relacionada a
etiologia da cérie. Pertence a familia Streptococaceae, composta de cocos Gram-positivos em
cadeia, que ndo formam esporos, e que sdo imdéveis e anaerdbios facultativos. As enzimas
associadas a célula deste microrganismo usam a sacarose como substrato, separando-a em
glicose e frutose, e, por fermentagéo classica produzem energia e grande quantidade de acido
latico. Possui um sistema enzimatico para o metabolismo da sacarose, a substancia mais
cariogénica consumida pelos seres humanos, que converte a sacarose em glicano, um
polimero de glicose extracelular, usando 3 enzimas, denominadas glicosiltransferases. Estas
enzimas sintetizam o glicano insolGvel em agua e o soluvel. Os produtos insollveis em agua
sdo 0s maiores responsaveis pela adesdo do Streptococcus mutans aos dentes, formando-se
assim a matriz do biofilme dentério e consequentemente caries dentarias, até mesmo em
superficies lisas. As células de Streptococcus mutans também possuem receptores na
superficie, semelhantes a lectinas, que permitem que as mesmas tornem-se unidas as
superficies dentérias e outras superficies sélidas na cavidade bucal. Algumas moléculas de
glicose sao convertidas em polissacarideo intracelular de alto peso molecular (glicogénio), que
funciona como reserva energética (Jorge, 2007). A capacidade que essa bactéria apresenta
em iniciar a adesado e formacao de biofilme sobre superficies sélidas, como dente, materiais
restauradores, aparelhos ortoddnticos e materiais de proteses, é considerada seu principal
fator de viruléncia (Phillips, 1998).
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Figura 5. Cérie dental em dente posterior
(Atlas de Odontologia, 2008).

Visto que o biofilme dental caracteriza-se como um agente determinante para o
desenvolvimento da maioria dos problemas bucais, como a céarie dental, a gengivite e a
periodontite, tornam-se essenciais os trabalhos que pesquisam novas formas de reduzir a
formacdo deste biofilme sobre as diferentes superficies encontradas na cavidade bucal.
(Oppermann, 1994). Como os materiais restauradores utilizados em cavidades dentarias
também podem ser colonizados e infectados por Streptococcus mutans e outros
microrganismos, a prevenc¢do do acumulo destes microrganismos em um biofilme sobre tais
materiais também é de grande importancia (Jorge, 2007).

Uma restauracdo ou obturacdo odontoldgica € o procedimento em que se utiliza um
material restaurador para devolver o formato original a um dente atingido por carie ou fratura,
recuperando a aparéncia estética e as fungcdes mastigatéria e fonética. Por véarias décadas o
amalgama foi considerado o material de escolha para restauracdes em dentes posteriores.
Amalgama € um tipo especial de liga que contém mercirio como um de seus constituintes.
Como o mercurio é liquido em temperatura ambiente, é possivel a formacao de liga com outros
metais que estejam no estado sélido. A liga para amalgama é feita com o mercurio liquido e
particulas de cobre, estanho, prata e zinco (amalgamacéo). Progressivamente, as resinas
compostas, que sdo materiais poliméricos, foram substituindo o0 améalgama nas restauracoes,
por serem disponiveis em cores muito proximas as de nossos dentes. Antes do surgimento das
resinas compostas, outros materiais eram usados quando era necessario restaurar um dente
anterior, como o cimento de silicato e resinas acrilicas. Estes tinham a cor desejada, mas nao
as propriedades fisicas suficientes para permanecerem em dentes posteriores, onde se usava
apenas o amalgama (Perdigdo & Ritter, 2001). As resinas de outros tipos, que ndo as
compostas, possuiam alta contracdo de polimerizacéo e alto coeficiente de expanséo térmica,
além de baixa resisténcia mecanica, gerando fracassos em restauragfes sujeitas a grandes
cargas compressivas, decorrentes da mastigacdo. Além da qualidade estética, que é uma de
suas caracteristicas, as resinas compostas foram apresentando, cada vez mais, melhores
propriedades fisicas, conforme foram sendo desenvolvidas novas geracdes de resinas, o0 que ja
possibilitou seu uso também em dentes posteriores (Phillips, 1998). A Figura 6 ilustra
restauracdes com resina e com amalgama em dentes posteriores, e a Figura 7 ilustra a
possibilidade da realizacdo de restauracdes estéticas em dentes anteriores com as resinas
compostas.
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1

Figura 6. Cavidade preparada e restauracdo com resina composta fotopolimerizavel em dente

posterior, a esquerda (Reis et al., 2006), e restauracdo de améalgama em dente posterior, imagem a
direita (Atlas de Odontologia, 2008)

Figura 7. Restauracdo de uma fratura ap6és um trauma dental, com resina composta

fotopolimerizavel (Atlas de Odontologia, 2008).

As resinas compostas odontoldgicas sdo exemplos de compdsitos. Além da matriz
polimérica (por¢do organica), diversos outros componentes estdo presentes nos compositos
dentarios. Existem as particulas de carga (porcdo inorganica), que foram adicionadas para
melhorar as propriedades fisico-quimicas do material. Para isso, porém, as cargas precisam
estar bem unidas a matriz, caso contrario as cargas enfraquecem o produto final. Por isso
existe também o agente de ligagdo ou unido, o silano (Jansen et al., 2006). Os mondmeros
contidos nas resinas polimerizam por uma reacao de adicao, iniciada por radicais livres. Esses
radicais livres podem ser gerados por ativagcao quimica ou por energia externa (luz). As resinas
compostas para restauracdes podem ter um destes meios de ativagdo. As resinas compostas
fotopolimerizaveis sdo as ativadas por luz visivel. Estas resinas séo fornecidas em uma Unica
pasta viscosa que vem em uma seringa. Nesta pasta h4 um fotoiniciador (geralmente a
canforoquinona), que libera os radicais livres e uma amina ativadora. Enquanto estes
compostos ndo sdo expostos a luz do aparelho fotopolimerizador eles ndo reagem, permitindo
a manipulagdo e escultura do material, ainda viscoso. Mas se expostos a luz num comprimento
de onda ao redor de 468 nm (luz visivel no espectro azul), o iniciador se excita e interage com

a amina para formar os radicais livres que iniciam a polimerizacéo por adi¢éo, a qual vai levar o
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material a sua consisténcia rigida ao final do processo (Swartz, 1983; Vanherle & Smith,
1985; Wendt, 1990). Devido a maior praticidade quanto a manipulacdo e maior tempo de
trabalho, as resinas fotoativadas ou fotopolimerizaveis tornaram-se amplamente utilizadas para
a confeccao de restauracdes (Phillips, 1998; Perdigao & Ritter, 2001)

Uma resina composta fotopolimerizavel que dificulte a adesdo e/ou proliferagédo
bacteriana sobre sua superficie pode beneficiar os pacientes ao controlar a cérie recidivante,
que € a carie que ocorre ao redor de margens de restauracdes ou na interface
dente/restauragdo (Figura 8). Um dos objetivos da odontologia restauradora é a preservacao
dos tecidos dentéarios sadios, além da recomposicao do tecido perdido, buscando, através do
emprego de materiais adequados e técnicas bem conduzidas, evitar recidivas ou mesmo o
aparecimento de novas céries (Swift, 1988; Creanor at al., 1994). O beneficio da aplicacao de
uma resina com tal caracteristica ou propriedade abrange ainda a prevencdo da céarie que
ocorre ao redor de brackets ortodénticos (Figura 9), visto que esta resina também € um dos
materiais indicados para a colagem destes brackets no esmalte dental, além de ter se tornado
um dos materiais mais utilizados em restauragfes logo apds seu desenvolvimento (Phillips,
1998; Perdigdo & Ritter, 2001). Sendo assim sdo muito valiosos estudos que verifiguem a
ocorréncia de inibicdo do biofilme bacteriano sobre materiais restauradores acrescidos de
nanoparticulas de prata, que possuem acgéao bactericida.

Figura 8. Céries recidivantes nas margens de restauracbes de dentes anteriores
(Dantas, 2010).

pgﬁ’
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Figura 9. Brackets ortodonticos fixados aos dentes com resina

composta fotopolimerizavel (Phillips, 1998).
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2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi avaliar a redugdo do numero de células bacterianas
superficialmente aderidas a resina composta fotopolimerizavel, material aplicado em
restauracdes dentarias, modificada com nanoparticulas de prata, que possuem agdo
bactericida. O presente trabalho também se prop6s a estudar a morfologia e o desenvolvimento
do biofilme de Streptococcus mutans sobre este material restaurador, em diferentes intervalos

de tempo, por meio de Microscopia Eletrénica de Varredura.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. EMPREGO DE NANOPARTICULAS DE PRATA PARA CONTROLE
MICROBIANO EM MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Samuel & Guggenbichler (2004) avaliaram a adesdo bacteriana e formacdo de
biofilme sobre a superficie de um novo cateter impregnado com nanoparticulas de prata, na
tentativa de mais um avanc¢o na prevenc¢éo de infecgfes relacionadas a cateteres, ja que estas
compdem 40 % dos episddios de septicemia em ambiente hospitalar. Foram feitos cateteres de
silicone e poliuretano, com nanoparticulas de prata, e eles apresentaram excelente atividade
antimicrobiana in vitro. Neste cateter as particulas de prata sdo ativadas pela adicdo de
eletrélitos e acidos (usados para aumentar a atividade antimicrobiana com aumento da
liberacdo de ions prata). Este foi um dos estudos que avaliaram o emprego de nanoparticulas
de prata em biomateriais (materiais que ficam em intimo contato ou que estdo substituindo
partes do organismo humano), com a finalidade de torna-los menos propicios a adeséo
bacteriana.

Percival et al. (2007) estudaram a atividade antimicrobiana de curativos, que também
podem ser considerados biomateriais, contendo prata, sobre os microrganismos que costumam
se desenvolver em feridas, usando um teste padrdo em &gar, onde foi medida a zona de
inibicdo de cada material, de dois tipos de curativos contendo prata. O teste foi feito com varias
espécies de bactérias. O curativo SCH (silver-container hydrofiber) foi mais efetivo contra
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Staphylococcus aureus. O NCS (nanocrystaline
silver-container) foi mais efetivo contra Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli. Mas SCH demonstrou maior inibic&o, estatisticamente do que NCS.

De Prijck et al. (2007) avaliaram a eficacia de uma borracha que libera prata para a
prevencao da formagédo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa em recipiente com agua, com
0 objetivo de colaborar com outro grupo de estudos também abundantemente efetuados nesta
época, 0s que visam a reducdo da quantidade de bactérias em sistemas de veiculacdo e
armazenamento de agua. Os testes fizeram compara¢fes usando uma borracha convencional
e a que libera prata. O ndmero de células aderidas ao material e o de células plancténicas na
agua foram mais baixos para a borracha experimental, contendo prata, apesar de o efeito de
inibicdo bacteriana ter diminuido com o aumento do volume da agua.

Molloy et al. (2007) também visando melhoria das condicdes de armazenamento de
agua, compararam filtros domésticos de agua revestidos de cobre e prata com filtros revestidos
apenas de cobre, quanto a quantidade de células viaveis da espécie Legionella pneumophila
na agua de seus reservatorios, ao longo do tempo. Foram feitas contagens de unidades
formadoras de coldnias, e os nimeros foram mais baixos para o filtro contendo ambos os
componentes do que o que s6 continha cobre.

Roe et al. (2008) testaram cateteres de plastico modificados por nanoparticulas de

prata, e analisaram a atividade antimicrobiana na superficie. Este € mais um trabalho que
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avalia um beneficio das nanoparticulas de prata em biomateriais. Os cateteres foram cobertos
com nanoparticulas de prata segundo uma técnica que utiliza AgNO3;, um surfactante e um
agente redutor (método coating). A liberacdo de prata foi analisada usando prata radioativa, por
um periodo de 10 dias, e por todo este periodo a prata foi liberada, mostrando que por este
método os cateteres podem liberar a prata no local de implantagéo. A liberacéo in vivo também
foi analisada. Apos 10 dias ndo ocorreu acimulo em 6rgaos, e 15% foi liberada, sendo que 8%
foi em excrecao, nas fezes, e 3% foi liberada no sitio de implantacéo. Os cateteres cobertos
com prata mostraram ac¢do antibacteriana, prevenindo a formacgéo de biofiime em relacdo a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

Hernandez-Sierra et al. (2008) compararam os efeitos bactericidas e bacteriostaticos
de nanoparticulas de prata, 6xido de zinco e ouro sobre S. mutans. Foi pesquisada a
concentracao inibitéria minima e a concentragdo bactericida minima. Foi conseguido um maior
efeito antimicrobiano com as particulas de prata, com uma concentracdo deste componente
mais baixa do que o zinco e o ouro.

Thom et al. (2009) compararam a atividade inibitéria do biofilme bacteriano nos
revestimentos de iodine e de prata sobre biomateriais. Os autores concluiram que ambos os
revestimentos exerceram um efeito antimicrobiano contra as espécies estudadas no biofilme,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Zodrow et al. (2009) incorporaram nanoparticulas de prata dentro de uma membrana
de filtracdo para tratamento de &gua, feita a base de polisulfonas, que sé@o polimeros
termoplasticos, e ela exibiu propriedades antibacterianas e também antiviral, incluindo as
espécies Escherichia coli e Pseudomonas mendocina, e o virus bacteriéfago MS2. Apds um
periodo correspondente a filtracdo de 0.4 L/cm? a andlise XPS (X-Ray Photoelectron
Spectroscopy) indicou uma liberacdo significante de prata da membrana, o que resultou na
acao antibacteriana e antiviral. A espectroscopia de raios-X ou XPS é uma técnica de andlise
quimica que fornece analise elementar e informacéo sobre ligagfes quimicas. Mesmo assim
andlise ICP de material da membrana, que verifica o teor total de elementos em variados tipos
de amostras, mostrou que ainda havia na membrana 90% da prata que havia sido adicionada.
Isso é vantajoso, porque indica que a liberacdo de prata é lenta, e ainda continuaria por
bastante tempo. O biofilme que se acumula na membrana de filtracdo e a penetracdo viral por
ela sdo dois grandes obstaculos no tratamento de agua, por isso 0s autores concluem que é
urgente o emprego de membranas com propriedades antibacterianas e antivirais.

Dror-Ehre et al. (2009) buscaram elucidar o efeito das nanoparticulas de prata na
inativagdo da Escherichia coli, estudando as interacdes das particulas em meio aquoso.
Nanoparticulas foram misturadas nas concentracdes de 1 a 60 pg/mL, em suspensdes
contendo células de E. coli, para avaliar a inativacdo das mesmas. Particulas de ouro foram
usadas como controle, consideradas pelos autores como inertes. Com as particulas ocorreu
reducdo do nimero de células, ja nenhum efeito se verificou na presenca de ouro. Com um

ndmero maior de particulas a redugéo das células foi maior.
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Dror-Ehre et al. (2010) também estudaram uma forma de controlar a formacéo de
biofilme na agua usando nanoparticulas de prata. Elas foram usadas em um pré-tratamento na
agua, e o microrganismo testado foi Pseudomonas aeruginosa. As células plancténicas foram
expostas as particulas e o biofilme formado com as células sobreviventes foi monitorado. As
particulas retardaram a formacéo do biofilme, mesmo quando grandes porcentagens de células
sobreviveram. Os autores concluiram que o baixo valor de biomassa de biofilme formada na
presenca de nanoparticulas de prata provavelmente estd associado com o prejuizo aos
mecanismos moleculares que ocorrem nas células para realizarem a adesdo e a continua
liberacdo de ions prata na amostra de agua, mas que sao necessarios muitos estudos futuros
complementares.

Juan et al. (2010) estudaram a deposicdo de nanoparticulas de prata sobre a
superficie do titanio, usado em implantes dsseos, e verificaram que o titdnio modificado com
estas particulas resultou em um promissor material com propriedades antibacterianas. A
morfologia e os componentes quimicos da superficie modificada desenvolvida foi analisada por
microscopio eletrénico de varredura, equipado com recursos para espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). As bactérias usadas para teste do efeito antibacteriano foram
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Apés 24 h de incubacdo 94% da espécie de S.
aureus e 95% de E. coli ndo sobreviveram sobre a superficie de titAnio com prata, e a
observagdo por microscopia eletrénica de varredura mostrou que haviam menos bactérias

aderidas a esta superficie do que na superficie controle de titanio néo tratada.

3.4. BIOFILMES BACTERIANOS SOBRE MATERIAIS RESTAURADORES
DENTARIOS

Shahal et al. (1998) analisaram a aderéncia de Streptococcus mutans sobre materiais
restauradores dentarios, in vitro. Usaram 3 marcas comerciais de resina composta e 2 de
cimento de iondmero de vidro. Os corpos de prova destes materiais foram cobertos com saliva
coletada de pacientes voluntarios, e incubados em solu¢cdo de sacarose. Depois foram
incubados com suspensao contendo bactérias marcadas com timidina tritiada. A adeséo de
bactérias aos materiais foi contada com um cintilador, que mede a emissao de radioatividade
da amostra. Também foi feita observacao por microscopia eletrdnica de varredura. Nao foram
encontradas diferencas significantes entre os materiais. Trabalhos como esse demonstram
interesse em estudar a adeséo bacteriana sobre os materiais que se tornam parte da cavidade
bucal, com o intuito de comparar alguns deles, verificando se um tipo é mais propicio a adesao
ou néo.

Auschill et al. (2002) também avaliaram e compararam a formacgéo de biofiime dental,
sobre diferentes materiais restauradores, em um estudo in vivo. Para isso voluntarios ficaram
com pequenos discos do material testado fixado na cavidade bucal. Apos 5 dias de acimulo de

biofilme sobre o material, de forma natural, os materiais foram retirados para observacdo por
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meio de microscopia confocal de varredura a laser, para analise da porcentagem de biofilme
vital. Os resultados sugeriram que amalgama, ouro e ionémero de vidro apresentam menor
susceptibilidade a adeséo bacteriana, comparados com resina e ceramica.

Steinberg & Eyal (2002) estudaram a formagédo de biofilme de Streptococcus sobrinus
sobre varios materiais restauradores dentérios. O padréo de adsor¢do da saliva aos materiais
foi determinado por valores de um gel de eletroforese acoplado a um sistema de computador
proprio para realizagdo da densitometria. A adesdo bacteriana aos materiais cobertos por
saliva foi testada por meio da marcacao radioativa das bactérias, e a contagem de células
viaveis do biofilme foi determinada usando a técnica das diluicdes seriadas. Segundo os
resultados a resina acrilica e a resina composta da marca comercial Durafill apresentaram
maior afinidade pelas proteinas salivares. A contagem de células viaveis foi maior,
estatisticamente, na resina composta Fuji LC e no cimento de ionémero de vidro Fuji GC, do
gue na resina Durafill e na resina acrilica. Também seguindo o0 mesmo objetivo dos trabalhos
anteriores, este e muitos outros trabalhos ja foram descritos na literatura, por considerarem a
adesdo aos materiais restauradores um importante fator para a etiologia de caries secundarias
ou recidivantes (céaries que se formam ao redor delas).

Montanaro et al. (2004) também avaliaram a adesao de Streptococcus mutans sobre
diferentes materiais restauradores dentdrios. A adesdo foi investigada em trés marcas
comerciais de resina flow, trés de resina composta, duas de ionémero de vidro, e uma marca
comercial de ceramica. A adesdo foi promovida com a colocacdo dos materiais em uma
suspensao bacteriana, no interior de microplacas de 24 pocos. Foi feita uma medida da
turbidimetria da quantidade de bactéria que foi retida em cada material. Os resultados
mostraram que a ceramica Admira e uma marca de iondmero, Fuji IX fast, apresentaram maior
adesdo bacteriana, e que os valores para a adesdo bacteriana dos demais materiais ndo
tiveram diferenca estatisticamente significante entre eles e entre eles e o material controle, a
superficie de poliestireno.

Brambilla et al. (2005) testaram 12 marcas de materiais restauradores dentarios, em
relacdo a formacgdo de biofilme bacteriano. Apds discos dos materiais serem deixados em
incubacdo em meio com S. mutans, foi realizado um teste colorimétrico, o ensaio do MTT, para
avaliar a biomassa aderente nos diferentes discos. Esta técnica se baseia na redug¢édo de um
sal amarelo de tetrazolium, que apds reduzido pela agdo bacteriana fica de cor purpura.
Quanto maior a intensidade da coloracdo purpura maior a quantidade de bactérias. Os
resultados mostraram que os cimentos de ionémero de vidro tiveram entre si valores sem
diferenca estatistica em relacéo ao biofilme aderido, mas entre eles e os outros materiais eles
apresentaram menor biomassa, e a diferenca foi significante. Os compémeros mostraram um
mais alto valor, significante, de colonizacdo bacteriana do que todos os outros materiais. Este
foi mais um dos trabalhos que investigaram um material restaurador mais apropriado, pois
partem do conhecimento de que um material que seja menos favoravel a adeséo colabora para
uma condicao bucal mais saudavel, ajudando a evitar doengas gengivais e a cérie em sua

proximidade.
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Ikeda et al. (2007) avaliaram a aderéncia de biofiimes a superficie de duas resinas
compostas para técnicas de restauragfes indiretas. Foram preparados discos ou corpos de
prova dos dois materiais, alguns polidos com pasta diamantada para polimento e alguns com
discos de lixa. Deixou-se ocorrer o crescimento de Streptococcus mutans sobre os materiais
por 20 h, num ambiente que imitava a cavidade bucal humana. Depois 0s corpos de prova
foram lavados e sonicados (sofreram desagregacéo por banho em cuba de ultrassom), a desta
suspensao resultante contou-se o nimero de unidades formadoras de colbnias, medindo-se
assim a quantidade de biofilme que estava aderida nas superficies. A aderéncia foi mais baixa
guando os corpos de prova foram polidos com pasta diamantada apropriada. Este estudo
também avalia a formagdo de biofiime sobre materiais restauradores, porém enfatiza o
diferente resultado de acordo com diferentes tipos de polimentos realizados, diferenciando-se
neste sentido dos demais.

Kantorski et al. (2008) analisaram a aderéncia de Streptococcus mutans a ceramicas
odontoldgicas e compdmeros, também enfatizando a rugosidade dos materiais no estudo,
como no trabalho anteriormente citado. Corpos de prova dos materiais foram incubados em
meio com bactéria em microplacas de 24 pocos, e o nimero de unidades formadoras de
colénia ap6s desagregacao do biofilme foi contado, por métodos laboratoriais convencionais. O
esmalte teve os valores mais altos de contagem, e de aderéncia bacteriana, portanto, seguido
da ceramica e depois pelo compdmero. Esmalte dental de dente de humano foi usado como
controle. A rugosidade da superficie também foi analisada. O esmalte foi a estrutura mais
rugosa. A rugosidade dos materiais aumentou a aderéncia bacteriana para todos eles.

Fucio et al. (2009) analisaram a formacao de biofilme sobre materiais restauradores
dentarios, ceramica, resina composta, iondmero de vidro convencional, e ionbmero de vidro
modificado com resina. Discos de véarios materiais foram feitos e foram colocados em meio com
Streptococcus mutans por 30 dias. Depois os corpos de prova foram analisados por
microscopia confocal de varredura a laser. A espessura do biofilme foi diferente entre os
materiais, com significancia estatistica: resina composta e ceramica apresentaram biofilme
mais espesso do que 0s demais materiais.

Dezelic et al. (2009) estudaram biofilmes de mditiplas espécies sobre materiais
dentarios e também avaliaram a influéncia da rugosidade da superficie a do tempo de contato
na formacao destes biofilmes. Os materiais dentarios usados foram esmalte dental, amalgama
e resina composta. Espécimes asperos ou rugosos e lisos foram preparados. A adesao
bacteriana foi permitida ocorrer por 15 min e 15 h sobre cada espécime ou corpo de prova de
material, e as unidades formadoras de colbnias foram contadas em agar sangue, para fornecer
uma comparacgéo de formacédo de biofilme. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os indices
de formacéao de biofilme entre todos os materiais testados no periodo de incubagdo mais longo.
Apenas no periodo de incubacao mais curto ocorreu diferenca na adeséo entre superficie lisa e
rugosa para amalgama e resina. Concluiu-se que a rugosidade da superficie pode influenciar a
aderéncia inicial, mas estas diferencas desaparecem com a ocorréncia do crescimento e

maturacgdo do biofilme.
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Aykent et al. (2009) também fizeram um estudo para examinar o efeito de diferentes
polimentos e acabamentos sobre a rugosidade de superficie e sobre a adesdao de
Streptococcus mutans em materiais dentérios. Os materiais estudados foram: uma resina
composta para técnica indireta de restauragfes, uma resina composta para restauracdes
diretas, e uma cerémica. Foram feitos 40 corpos de prova de cada espécie, e eles foram
divididos em 4 grupos, que foram tratados cada um com um acabamento diferente: brocas
(instrumentos rotatérios de corte) diamantadas, discos de lixa, pontas de silicone, pastas
diamantadas aplicadas com um disco de feltro. A rugosidade das superficies foi medida com
um perfildmetro. Os corpos de prova foram cobertos com saliva artificial e colocados em uma
suspensao com bactérias, e a adesao foi avaliada por meio de microscopia eletrénica confocal
de varredura a laser e de um programa de andlise das imagens. Uma relagdo positiva foi
observada entre a rugosidade da superficie e a adesdo de S. mutans.

Sousa et al. (2009) estudaram o biofilme sobre materiais restauradores dentais,
comparando diferentes materiais. Foi realizado um estudo in situ. Discos de varios materiais
(resina composta, amélgama, ionémero de vidro e iondmero de vidro modificado com resina)
foram fixados nos dentes de pacientes voluntarios. Apés o biofilme formado em 14 dias foi feita
a contagem de células viaveis para cada material, mas ndo foi encontrada diferenca estatistica
entre os resultados de todos eles. A desmineralizacdo do esmalte foi determinada pelo exame
de uma seccéo transversal de 20 a 70 um da margem de onde o material estava fixado, e
apenas o iondmero de vidro modificado com resina apresentou mais baixa desmineralizacao do
esmalte. Os autores concluiram que apenas este material oferece protecdo adicional contra
caries secundarias, provavelmente por ser um material que possui fluoretos em sua
composicao.

Burgers et al. (2009), avaliaram a atividade antibacteriana de uma resina composta
contendo nanoparticulas de prata, um material experimental, pois ainda ndo é assim
apresentado em sua forma comercial. Este trabalho foi inovador em relagéo aos anteriores por
idealizar e testar um novo material restaurador, com um componente adicional, possuidor de
atividade antimicrobiana. Esta atividade pode resultar em uma menor aderéncia de biofiime, e
foi avaliada pelos autores em relagdo a Streptococcus mutans. Foram feitos corpos de prova
circulares com 10 mm de didmetro, de resina com 2 diferentes concentracdes de aditivo de
prata: 0,3% e 0,6%, e foram feitos também sO6 em resina para servir como referéncia em
relacdo ao estudo. Eles foram incubados em saliva artificial por 120 min a 37°C, e depois em
uma suspensdo com S. mutans em PBS por 1 h a 37°C e as células aderidas foram
guantificadas usando um ensaio de biofluorescéncia (Resazurin). Uma maior quantidade de
células aderidas ocorreu nas amostras s6 com resina, em relagdo as amostras 0,3 e 0,6, com
significancia estatistica. Foi realizada também a medi¢do de angulos de contato com a agua,
das diferentes amostras ou corpos de prova, e encontrou-se diferenca estatistica entre os
valores medianos dos angulos. Os resultados demonstraram que o aditivo de prata parece ter

acao bactericida e de antiaderéncia em relacéo a espécie bacteriana testada.
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Ahn et al. (2009) também realizaram uma pesquisa inovadora, comparando adesivos
resinosos odontolégicos experimentais, contendo nanoparticulas de prata, com dois adesivos
convencionais, um resinoso e um de resina modificado com ionémero de vidro. A rugosidade
de superficie e a energia livre de superficie foram avaliadas usando microscopia confocal de
varredura a laser. A atividade antibacteriana foi medida apés um ensaio de adesédo, que usou
medidas de densidade Optica das suspensdes de bactérias originadas a partir do contetdo de
cada adesivo. Resultados: a rugosidade do adesivo experimental foi maior devido a presenca
das particulas, mas a adesédo bacteriana foi menor. A forga de adesao ao esmalte de todos os
adesivos foi avaliada para verificar se ocorrera prejuizo a esta propriedade, mas nao foi
encontrada diferenca significante entre o valor encontrado para o adesivo experimental e os
valores para 0s adesivos convencionais.

Carreira et al. (2009) fizeram um estudo para avaliar a solu¢do de nanoparticulas de
prata na descontaminacgédo de limas endodénticas (instrumentos odontolégicos para a limpeza e
tratamento de canal radicular), o que ainda ndo havia sido testado anteriormente, segundo 0s
registros de literatura. Limas contaminadas por 24 h, com suspensées de S. aureus, S. mutans,
E. faecalis, E. coli e C. albicans, foram imersas na solucdo com prata, permanecendo em
contato por diferentes tempos experimentais (5, 10, 15 e 30 min). Suspenséo de B. atrophaeus,
na forma esporulada, foi adicionada diretamente na solugdo com prata, e sua acao foi avaliada
nos mesmos tempos descritos acima. Meios seletivos para cada microrganismo foram
utilizados para a obtengdo do nimero de UFC/mL. Dentre os microrganismos testados, o
esporo demonstrou ser o mais resistente. As nanoparticulas de prata promoveram reducéo
superior a 90% de UFC/mL sobre as leveduras e demais bactérias testadas. Para todos os
grupos houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle com os demais
tempos experimentais. Os autores concluiram que a solucdo de nanoparticulas de prata foi
efetiva na descontaminacgéo de instrumentos, e sua eficacia esta diretamente relacionada com

o tempo de contato.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CONFECCAO DOS CORPOS DE PROVA COM A RESINA
COMPOSTA FOTOPOLIMERIZAVEL

Foram preparados para o experimento 4 tipos de corpos de prova, os de resina
apenas, e os de resina com nanoparticulas de prata, em 3 concentracdes diferentes: 0,1%,
0,3% e 0,6% em massa. A resina composta usada para o preparo dos corpos de prova foi a
Filtek 2250, produzidas pela 3M-ESPE (Figura 10). Maiores detalhes sobre a composi¢cédo das
resinas compostas fotopolimerizaveis e sobre as especifica¢cdes da resina Filtek Z250, usada

no trabalho, sao descritos no Apéndice 1.

-
Filtek*~ 7250

Restaurador Universal

CorA;Z_m _ Aq o

Figura 10. Seringa contendo 4 g de uma resina composta fotopolimerizavel utilizada para restauragbes de

cavidades dentais.

Foram utilizadas matrizes plasticas, para a acomodacdo do material antes da presa e
padronizacdo do formato e tamanho de todos os tipos de corpos usados no experimento
microbioldgico. As matrizes foram feitas a partir de um cilindro plastico que tinham 4 mm de
didametro, e que foram cortados, produzindo véarias outras matrizes menores, cada uma com
uma altura de 4 mm. Elas foram produzidas na oficina do Departamento de Engenharia de
Materiais da Universidade Federal de S&o Carlos. Os corpos de prova resultante foram,
portanto, cilindros de base circular com 4 mm de didmetro e altura de 4 mm. A resina precisou
ser acomodada em matrizes, pois € viscosa inicialmente, ndo tendo como dar forma a ela sem
auxilio de algum recipiente ou cavidade. A resina foi colocada em pequenos incrementos
dentro do espaco da matriz e condensada sobre uma placa de vidro, para resultar numa lisura
superficial das faces circulares. Cada incremento de cerca de 2 mm foi fotopolimerizado com o
aparelho apropriado, com um tempo de exposi¢do a luz de 40 s, conforme recomendado por
Pires et al. (1993) e Halvorson (2002), embora o tempo de exposicdo a luz indicado pelo
fabricante, para a polimerizacao desta resina, seja de 20 s. Na face circular superior também
foi colocada uma placa de vidro, para fornecer lisura superficial ao material, antes da
fotopolimerizagdo. Em seguida a matriz foi cortada delicadamente com lamina de bisturi e

removida.
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O aparelho usado para a polimerizacdo da resina foi o fotopolimerizador de modelo
Optilight LD |Ill, produzido pela empresa Gnatus, com poténcia de 15 VA, frequéncia de 50 Hz
(sua fonte de luz é um LED, que emite luz num comprimento de onda de 470 nm). Este
aparelho é usado para promover a presa de cada incremento de material com 40 segundos de

exposicao a luz (Figura 11).

Figura 11. Aparelho fotopolimerizador para resinas compostas. Este aparelho emite a luz em
um comprimento de onda capaz de sensibilizar o fotoiniciador presente nas resinas, o qual
possui um intervalo de absor¢éo de 400 a 500 nm, que € uma faixa de comprimento de onda

correspondente & zona azul do espectro de luz visivel.

Para a confec¢do dos corpos de prova de resina contendo nanoparticulas de prata
foram seguidos os mesmos procedimentos, apdés a pesagem dos componentes (resina e
nanoparticulas) e a mistura dos mesmos. Ao misturar resina com as particulas de prata, que
possui consisténcia de po, tanto a resina quanto as particulas foram pesadas separadamente,
e as particulas pesadas na porcentagem certa para resultar em cada concentracdo escolhida
para o experimento. Ap6s a mistura o material resultante foi sendo colocado na matriz e
fotopolimerizado. As nanoparticulas de prata foram fornecidas para a realizacdo da presente
pesquisa pela empresa Nanox® Tecnologia S. A., (Sdo Carlos — SP, Brasil). As caracteristicas
béasicas destas particulas séo indicadas no Apéndice 1.

A incorporacdo das particulas na resina composta foi realizada misturando-se
manualmente as particulas a resina, com luvas estéreis, sem grande dificuldade, ja que esta,
antes de sua presa ou endurecimento, € viscosa, agregando facilmente particulas com as quais
entra em contato. Foi seguido um protocolo padronizado de manipulacdo para que todos os
corpos de prova fossem produzidos da mesma forma. Apds serem pesadas porgdes de resina
e por¢cBes de particulas, segundo calculos que resultavam na concentracdo desejada, a
guantidade de resina era dividida em 4 partes, e a de p6 também. Cada parte de resina era
misturada com cada de p06, em varias direcdes. Depois duas partes eram misturadas entre si,
em vérias dire¢cdes, por 30 s, e depois as duas partes finais foram misturadas, por mais 30 s,
resultando em uma massa Unica, de onde foram sendo retiradas pequenas por¢bes usadas
para preencher a matriz, posteriormente fotopolimerizadas com o aparelho apropriado. Essa
massa foi deixada protegida da luz em uma caixa escura, a fim de evitar a polimerizacéo
esponténea da resina com a luz natural e seu endurecimento antes da condensac¢ao na matriz.
Grande quantidade foi retirada da embalagem (seringa) para a mistura com as nanoparticulas,
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para possibilitar uma pesagem mais precisa da resina e do p6, e essa quantidade ndo poderia
ficar exposta a luz durante todo o tempo da colocagdo de pequenas por¢des nas matrizes.

Todos os corpos de prova foram embalados separadamente de acordo com o tipo
(resina, resina com nanoparticulas de prata a uma concentragcdo de 0,1%, 0,3%, e 0,6% em
massa), e esterilizados em autoclave (121°C, 1 atm), por 15 min, em embalagens apropriadas
(Figura 12).

Figura 12. Os corpos de prova foram embalados separadamente, de acordo com o tipo (concentracdo de

nanoparticulas de prata), e foram esterilizados em autoclave.

Observacdo importante: durante a confec¢cdo dos corpos de prova constituidos
apenas com resina, sem nanoparticulas de prata, a divisdo do material, os procedimentos de
manipulagéo, imitando uma mistura, e seus tempos, também foram realizados, para permitir a
ocorréncia de semelhante incorporacéo de ar nos mesmos. Assim, todos os tipos de corpos de
prova ficaram com espacos vazios semelhantemente, mesmo os de resina pura. Essa
preocupacédo objetivou um bom resultado, o mais fiel possivel, do teste de formacéo de biofiime
in vitro e do teste de resisténcia a compressao, que foi feito para avaliar se ocorreu aumento ou
diminuicdo da resisténcia da resina apds a incorporacdo das nanoparticulas de prata.
Provavelmente ocorreria uma reducdo na resisténcia do material com as particulas devido a
incorporacdo de ar durante a manipulacdo, se ndo fosse feito 0 mesmo com a resina sem
particulas. Poderia ocorrer também maior acumulo de biofilme devido aos espacos vazios, e
ndo devido a presenca de nanoparticulas de prata. Tal problema de incorporacdo de ar e
formacéo de “gaps” ou vazios microscopicos nao ocorreria no caso de uma produgéo industrial,
com incorporagdo das particulas juntamente com as demais cargas inorganicas que ja sao

componentes deste material odontolégico.
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4.2. SELECAO DA BACTERIA E PREPARO DA SUSPENSAO
BACTERIANA PADRONIZADA

A cepa de Streptococcus mutans usada na pesquisa foi ATCC 25175, fornecida pela
Professora Doutora Elisabeth L. Pizzolitto, do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho. O criotubo
com o meio de cultura em caldo denominado BHI (Brain Heart Infusion), congelado, contendo a
cepa ATCC 25175, foi descongelado naturalmente. Em seguida inoculou-se 100pL desta
suspensao bacteriana, com o uso de pipetador automatico, em 3 tubos com BHI. Trés placas
com agar sacarose também foram inoculadas com 10uL da suspensdo, com a al¢a de 10pL.
Todos os tubos e placas inoculados foram incubados a 37°C, e verificou-se nas placas a
presen¢a de um Unico tipo de colénia bacteriana. Apds 24h foram confeccionados 3 esfregagos
dos meios contidos nos tubos para confirmar a presencga de cocos Gram-positivos através da
coloracéo de Gram, e o resultado foi o esperado.

De uma das placas com agar sacarose na qual conseguiu-se melhor isolamento de
colbnias, retirou-se uma coldnia que foi colocada em novo tubo com 5 mL de BHI, e outra em
outro tubo. Estes dois tubos com BHI foram incubados por 24 h. Apos isso, um foi separado
para a padronizagdo do nimero de células em espectrofotdmetro, para ser utilizado no primeiro
experimento, e o outro foi misturado com glicerol (em 20% do volume do meio) para novo
congelamento da cepa. Desta mistura com glicerol foram retirados 3mL, 1mL para cada
criotubo, e os 3 foram congelados. Da mesma placa retirou-se uma sO colénia e foi feito
estriamento em outra placa para verificagdo de que ali s6 havia mesmo uma espécie de
bactéria.

A partir do tubo com BHI que ficou incubado por 24 h, para ser usado no experimento,
foi preparada uma suspensédo bacteriana com absorbancia padronizada. Assim, sempre que 0
experimento foi repetido pudemos preparar uma suspensdo nas mesmas condi¢cfes, com a
mesma turvacao e portanto a mesma quantidade de células bacterianas, na qual os corpos de
prova foram colocados, para a ocorréncia de adesao bacteriana e formacao de biofilme.

A cultura do tubo com BHI foi transferida para um tubo Falcon e foi centrifugada a 3000
rpm por 20 min (centrifuga Excelsa Il, modelo 206-BL, FANEM), proporcionando um precipitado
da biomassa. O sobrenadante foi descartado e a biomassa foi suspensa em PBS (solugéo
salina tamponada fosfatada), com sacarose, até atingir a absorbancia de 0,08, lida sob 600nm
(espectrofotdbmetro FEMTO), turvacédo aproximada a 0,5 da escala de Mac Farland, com uma
guantidade de células da ordem de 10°® UFC/mL (unidades formadoras de colénia/mL).

Foi utilizado PBS com sacarose por ser um meio que se aproxima da constituicdo da
saliva, meio presente no habitat natural da espécie S. mutans, sabendo-se ainda que a
sacarose é usada pela espécie bacteriana para possibilitar sua adesdo a superficies. Esta
suspensdo de PBS com sacarose, com cerca de 10°® UFC/mL, foi usada para preencher os

pocos de uma placa de poliestireno para cultura de tecidos, onde também foram colocados os



26

corpos de prova, para a incubacéo e formacéo de biofiime. A composicdo do PBS e do PBS
com sacarose estdo descritas no Apéndice 2.

4.3. FORMACAO DE BIOFILME BACTERIANO IN VITRO SOBRE OS
CORPOS DE PROVA

Para provocar a formacgéo do biofilme bacteriano sobre os 4 tipos de corpos de prova
(resina e resina com nanoparticulas em 3 concentracbes diferentes), os mesmos foram
colocados em pogos de uma placa de poliestireno (placa para microculturas). Foi usada uma
placa com 24 pocos, de fundo arredondado (Nunclon™, Nunc). Os pocos foram preenchidos
com a suspensdo de S. mutans em PBS com sacarose padronizada em espectrofotdmetro. Na
direcdo vertical foi feita a marcagdo para os 4 tipos de materiais, € na horizontal foram
marcados os tempos de estudo, 1 dia, 4 dias e 7 dias. Todo o teste para contagem de células
viaveis foi realizado em triplicata. Primeiramente o experimento foi realizado uma vez, por
completo, considerando os trés tempos de incubagdo, e depois foram repetidos mais dois
experimentos, concomitantemente. O inicio do experimento em duplicata € demonstrado na
Figura 13.

Figura 13. Placa de poliestireno contendo dois corpos de prova para cada intervalo de tempo

estudado no experimento, para realizacdo de todo o teste de contagem de células viaveis de

maneira duplicada.

Os meios de todos os pogos foram trocados apds as primeiras 24 h por PBS
com sacarose, sem bactérias, e a cada 24 h foram trocados novamente,
sucessivamente, para evitar esgotamento de nutrientes. Os meios foram sugados dos
pocos da placa com ponteiras esterilizadas de pipetadores automaticos, € novo meio

esterilizado era adicionado da mesma forma.
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4.4, AVALIACAO QUANTITATIVA DE CELULAS BACTERIANAS
VIAVEIS DOS BIOFILMES

Apls os tempos de incubagcdo designados para a formagédo e desenvolvimento do
biofilme, 1 dia, 4 dias e 7 dias, foram realizados os procedimentos de lavagem dos corpos de
prova, desagregacao do biofilme e sua avaliagdo quantitativa (ou contagem de UFC, ou, ainda,
contagem de células viaveis). Para cada tempo foram realizados os mesmos procedimentos.

Para a lavagem dos materiais, apds passado o tempo de incubacdo desejado, foi
retirado o meio (contetido de 2 mL) de cada pogo, referente a este tempo, sugando-o com um
pipetador automatico de 1 mL. Em seguida foi injetado 2 mL de PBS esterilizado em cada
poco, também com pipetador, para fazer uma lavagem da superficie dos materiais, e ela foi
repetida por 3 vezes (Figuras 14 e 15).

Figura 15. Lavagem dos corpos de prova com PBS.

Depois da lavagem os materiais foram tirados dos pogos com pinca esterilizada e
colocados em um tubo com 10 mL de PBS. Estes tubos foram agitados com auxilio de um
agitador “Vortex” por 1 min, e colocados imersos em agua dentro de uma cuba ultrassénica,
vista na Figura 16, por 8 min (Digital Ultrasonic Cleaner, produzida pela Kondortech, com forca
de limpeza de 160 W).
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Figura 16. Cuba de ultrassom usada para provocar a desagregacao do

biofilme bacteriano aderido aos corpos de prova.

Esse procedimento foi realizado com a finalidade de desagregacdo do biofime e
liberacdo das células bacterianas que estavam aderidas ao material, e as células vidveis da
solugdo resultante apds este procedimento foram contadas. O método usado para esta
contagem foi o das diluicBes seriadas, onde a partir desta solugdo inicial, da qual se quer
conhecer o nimero de células, sdo produzidas vérias diluigbes, e depois plaqueamento das
diluicdes (semeadura sobre meio de cultura sélido), seguida da contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC) presentes nas placas. A partir da suspensao resultante apés a
desagregacdo de biofilme, suspensao considerada inicial para o procedimento de contagem,
foram feitas 5 diluicdes, 10™, 10, 10°, 10, 10°. Da soluc&o inicial para o tubo com 9 ml de
PBS inoculou-se 1 mL, originando a diluicdo 10 *, e depois de um tubo para o outro inoculou-
se 100 pL, pois em cada tubo havia 900 uL de PBS, sendo originadas assim as demais
dilui¢bes (Figura 17).

Figura 17. Sequéncia de tubos para a realizagéo da técnica de
contagem por diluicdo seriada, a figura mostra 4 sequéncias de

diluicdes, uma para cada corpo de prova.
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De cada diluicdo pipetou-se 100 pL sobre um meio de cultura contido em placa de Petri
(90X15 ml), o 4gar sacarose (Figura 18), e este indculo foi espalhado sobre a superficie deste
meio com uma alga de Drigalsky (Figura 19). A composicdo do meio de cultura agar sacarose

esté descrita no Apéndice 2.

Figura 18. Inoculagao de 100 pL de cada diluigéo Figura 19. Espalhamento em superficie.

nas placas de Petri com meio de cultura sélido.

As placas foram incubadas a 37°C por 24h, para que ocorresse a multiplicagdo
bacteriana a ponto de surgirem coldnias visiveis a olho nu, sendo que cada col6nia visivel
corresponde a uma unidade formadora de coldnia que existia inicialmente, no momento da
inoculagdo, apos ocorréncia da multiplicacao celular ao longo do tempo. Segundo esta técnica
de contagem deve-se escolher as placas que apresentam de 30 a 300 UFC para calculo do
ndmero de UFC (Figura 20). Este nUmero € multiplicado pelo fator da diluicdo para se obter o
valor de UFC presentes na solugéo inicial a partir da qual foram feitas as demais diluicdes em

série.

Figura 20. Exemplo de uma placa de Petri de &gar
sacarose que foi usada para a contagem de unidades
formadoras de colbnias por conter um ndmero de 30 a

300 colbnias.
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Para cada diluicdo inoculou-se duas placas de Petri, e foi feita a média entre elas, para
calcular com esta média o valor do nimero de células da solucéo inicial (Figura 21).

Figura 21. Para cada diluicao foram inoculadas e semeadas duas
placas de Petri com meio de cultura, para retirada de uma média da

contagem de unidades formadoras de coldnias entre as duas placas.

Com os valores das contagens foram feitas tabelas que mostram o nimero de UFC
para cada mL. Estes nimeros também foram convertidos em UFC por mm? de material, para
facilitar a comparagdo com outros trabalhos nos quais os resultados possam estar descritos
dessa forma. Tal conversdo foi obtida multiplicando-se por 10 o valor de UFC contidas em 1
mL, pois o biofilme total de cada corpo de prova foi desagregado em um tubo com 10 mL de
PBS, e dividindo-se esse valor pela area total de um corpo de prova cilindrico. A &rea total de
cada cilindro foi calculada de acordo com as suas medidas e é correspondente a 75.36 mm®.
Também foi calculada a porcentagem que os nimeros obtidos sobre as resinas experimentais
ou modificadas representam em relagdo ao nimero obtido sobre a resina sem nanoparticulas
de prata, a resina ndo modificada (controle). Esta porcentagem foi denominada porcentagem
de sobrevivéncia. Isso permite comparar de uma outra forma, ou seja, em termos de
porcentagem, o ndmero de células que sobreviveram e permaneceram aderidas sobre as

diferentes amostras.

4.5. PREPARO DOS CORPOS DE PROVA PARA ANALISE DO
BIOFILME POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.

A observagdo microscopica da aderéncia e formacao de biofilme de S. mutans sobre a
superficie dos materiais foi realizada apés os mesmo periodos de tempo em que foram feitos
0s experimentos de contagem: 24 horas de incubacao (1 dia), 96 horas de incubacgéo (4 dias) e
168 horas de incubacéo (7 dias). Os procedimentos para incubacdo foram os mesmos em
relacdo ao que foi realizado para o experimento de contagem de células viaveis. Os corpos de
prova (um de cada tipo, um de resina e um de cada concentracdo de particulas) foram
colocados nos pog¢os de uma placa de poliestireno, também em uma suspenséo bacteriana em
PBS com sacarose padronizada, com cerca de 10° UFC, que foi usada para preencher os
pocos. A cada 24 h os meios dos pogos foram trocados. Apds cada tempo de incubacgéo foram
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lavados e retirados, cada um a seu tempo, e foram preparados para a observagdo
microscopica. Foi feita a imersdo dos corpos de prova em glutaraldeido a 2.5% durante 15 min
para a fixacdo dos microrganismos, seguida da desidratacdo gradual em séries de alcool (15,
30, 50, 70, 90 e 100%), por 15 minutos cada um. As amostras foram coladas em suporte
metalico para a observagdo (Figura 22). Como as amostras analisadas ndo apresentam
condutividade elétrica, para esta fixacdo foi empregado um adesivo condutor, necessario para
garantir um caminho condutivo. Em seguida as amostras foram metalizadas, cobertas com
ouro, com 0 mesmo objetivo de torna-las condutivas.

Na observacdo por MEV foi utilizado o microscopio eletrbnico de varredura de alta
resolucdo, visto nas Figuras 23 e 24, modelo Philips XL30 FEG (Field Emission Gun),
produzido pela FEI Company, do Laboratério de Caracterizagdo Estrutural do DEMa (LCE-
DEMa), UFSCar.

Figura 22. Suporte com as amostras.

Figura 23. Microscépio eletrdnico aberto, Figura 24. Microscopio fechado.

com o suporte encaixado na parte central.
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4.6. ENSAIOS DE COMPRESSAO

Ap0s a realizagdo dos testes microbiolégicos, ja& com os resultados de contagem prontos,
foi realizado no Departamento de Engenharia de Materiais da UFSCar um ensaio de
compressao, experimento complementar ao experimento microbiolégico, com intuito de avaliar
se houve prejuizo a resisténcia mecéanica da resina apds sua modificacdo com a incluséo das
nanoparticulas de prata. Foram feitos corpos de prova em resina e resina com as
concentracdes de 0,3 % e 0,6 % em massa de nanoparticulas (3 amostras), pois os resultados
de contagem j& haviam demonstrado significativamente um menor numero de células
bacterianas aderidas nestes dois materiais, em comparacdo com a resina sem nanoparticulas
e a resina contendo as mesmas em uma concentragdo de 0,1 %. Para a avaliacdo do
comportamento mecanico das amostras foi escolhida a realiza¢éo destes ensaios pelo fato de
gue as forcas que mais incidem sobre as resinas compostas no seu local de aplicacédo séo as
forcas de compresséo, decorrentes da mastigagéo.

Os corpos de prova para este teste tiveram que ser maiores, para uma boa adaptacéo na
mégquina. Foi confeccionada uma matriz em Teflon, material antiaderente, vazada, com furos
nas dimensdes desejadas para moldar os corpos de prova (Figura 25). A partir de uma placa
de Teflon de 1 cm de altura foram feitos furos circulares de 1 cm de didametro. Assim, apds a
condensacgdo das resinas nos espacos da matriz, em pequenos incrementos, e posterior
fotopolimerizagdo, os corpos de prova resultaram em amostras cilindricas, de base circular com
1 cm de didmetro, e com altura de 1 cm (Figura 26). Matrizes de Teflon ja foram empregadas
para a acomodacéao da resina composta e confecgdo de corpos de prova (Reis, 2003).

Figura 25. Na imagem da esquerda vé-se a matéria-prima (placa de Teflon) usada

para a confecgéo da matriz e a direita ela ja usinada, com as perfuracdes.

Figura 26. Matriz com alguns espagos

ja preenchidos com resina composta.
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Os ensaios de compressao foram realizados com o emprego da Maquina Universal de
Ensaios Instron, modelo 5569, do Laboratério de Polimeros, do Departamento de Engenharia
de Materiais da UFSCar. O procedimento adotado foi baseado na Norma ASTM D 695-10
(2010), sendo a velocidade dos ensaios de compresséo igual a 1,3 mm/min e uma célula de
carga de 10 KN. A Figura 27 apresenta uma ilustracdo sobre o ensaio de compressdo. A Figura

28 mostra 0 equipamento onde os ensaios foram executados.

velocidade do
ensaio = 1,3mm/min

cabega mével

diregao de aplicaga
da carga

prova

L

cabega fixa

Figura 27. llustragdo do dispositivo experimental recomendado para a

realizagc&o de ensaio de compresséo.

Trés pardmetros do ensaio de compressdo foram medidos para as trés amostras: a
deformacéo de ruptura, a tensao de ruptura, e o0 médulo de elasticidade. A deformacgédo de
ruptura avalia a capacidade de deformacdo do material antes da sua ruptura ou fratura. A
tensdo de ruptura em compressao fornece a forca mecanica por unidade de area necessaria
para romper o material, ou seja, a tensdo necessaria para o rompimento ou fratura, que foi
considerada como o primeiro evento destrutivo da amostra solicitada em compresséo (ponto de
maximo em tensao). A for¢a aplicada sobre um material dividida pela area da superficie em
que incide resulta em uma tensdo. A unidade mais usada para a tensdo é o Pascal (Pa),
correspondente a Newton por m? (N/mz), por ser consistente com o Sistema Internacional de
Unidades (SI). Geralmente os resultados s&o descritos em megapascal (MPa). Pode-se dizer
gue se um material fraturou a um nivel de tensao de 100 MPa, a resisténcia a compressao
desse material € 100 MPa. Porém, para uma andlise mais complexa do desempenho do
material frente as forcas de compressdo € preciso avaliar os trés parametros, e ndo sO a
resisténcia a compressdo. O mddulo de elasticidade em compressao € uma medida da rigidez
da amostra ensaiada, e € medido a partir da curva formada em um diagrama
tensdo/deformacao, e por isso também tem como unidade o MPa. Quanto maior o médulo de

elasticidade, mais rigido é o material.



Figura 28. A mostra o equipamento utilizado para a realizagdo do ensaio de compresséo. Em B é
possivel visualizar o corpo de prova em posi¢do antes do inicio da aplicag@o da forca compressiva
sobre ele. Em C podem ser vistos os estilhacos da amostra espalhados pela maquina apés a sua

fratura e em D a amostra fraturada pode ser observada mais de perto.

34
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5. RESULTADOS

5.1. CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam a média dos 3 experimentos de contagem de células
viaveis realizados para cada tempo de incubacédo analisado, pois eles foram realizados em
triplicata, e o desvio padrdo, para assim permitir a comparacdo da adeséo bacteriana entre 0s
quatro materiais testados. A porcentagem indicada entre parénteses nas tabelas é a
concentracdo em massa de nanoparticulas de prata nas resinas. A partir destas tabelas foram
feitos graficos (Figuras 29 a 32), que sdo mostrados a seguir, onde as barras colocadas

representam o desvio padrao referente a cada média do resultado, para cada material.

Tabela 1. Células viaveis de Streptococcus mutans recuperadas do biofilme aderido as
superficies dos corpos de prova apés 24 horas de incubacao.

) UFC Porcentagem de
Material sobrevivéncia
/mL /mm? (%)
Resina 3,2x10* + 0,2x10" 4,3x10° + 0,2x10° 100
Resina (0,1%) 3,1x10" + 0,5x10* 4,1x10%+ 0,6x10° 94,8
Resina (0,3%) 2,9x10%+ 1,0x10° 3,8x10%+ 1,3x10° 9,0
Resina (0,6%) 2,0x10%+ 1,0x10° 2,7x10%+ 1,3x10? 6,2

Tabelas 2. Células viaveis de Streptococcus mutans recuperadas do biofilme aderido as
superficies dos corpos de prova apos 4 dias de incubagéo.

) UFC Porcentagem de
Material sobrevivéncia
/mL /mm? (%)
Resina 4,9x10"+ 0,3x10*°  6,5x10%+ 0,3x10° 100
Resina (0,1%) 3,4x10%+ 0,4x10*°  4,5x10°+ 0,5x10° 68,9
Resina (0,3%) 1,0x10°+ 0,6x10°  1,3x10°+ 0,8x10° 2,0

Resina (0,6%) 7,0x10°+ 1,0x10°>  0,9x10%+ 0,1x10? 1,4




Tabela 3. Células viave
superficies dos corpos de
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is de Streptococcus mutans recuperadas do biofilme aderido as
prova apoés 7 dias de incubagéo.

_ UFC Porcentagem de
Material sobrevivéncia
0,
/mL /mm? (%)
Resina 7,4x10* + 0,6x10" 9,8x10° + 0,8x10° 100
Resina (0,1%) 3,7x10* + 0,5x10" 4,9x10° + 0,7x10° 49,5
Resina (0,3%) 3,5x10% + 0,7x10° 0,5%10° + 0,1x10° 0,5
Resina (0,6%) 2,5x10° + 0,7x10° 0,3x10° + 0,1x10? 0,3
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Figura 29. Unidades formadoras de coldnias por mL para os quatro materiais ap6s

os trés tempos de incubagao.
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Figura 30. Unidades formadoras de coldnias por mL, em escala logaritmica, para os

quatro materiais

apo6s os trés tempos de incubagéo.
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Figura 31. Unidades formadoras de coldnias por mm? para os quatro materiais apds os

trés tempos de incubagao.
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Figura 32. Unidades formadoras de coldnias por mm? em escala logaritmica, para os

quatro materiais ap6s os trés tempos de incubacéo.

Os resultados de contagem de células vidveis mostraram que, apos 1 dia,
considerando-se a média e desvio padréo, o nimero de UFC/mL foi menor para resina 0,3 % e
0,6 % (mas sem diferenca entre estas duas) em relacdo a resina e resina 0,1 % e a resina sem
prata ou comercial (também sem diferenca entre as mesmas). Apos 4 dias verificou-se que o
nimero de UFC/mL foi menor sobre resina 0,1 % do que sobre resina sem prata, e foi menor
ainda nas resinas 0,3 % e 0,6 % (mas sem diferenca entre estas duas concentragdes) em
relacdo a resina 0,1 %. Apds 7 dias o nimero de UFC sobre resina 0,1 % foi menor do que
sobre a resina, e sobre as resinas nas concentrages de 0,3 % e 0,6 % o valor foi menor
ainda, em relagéo a resina 0,1 %. N&o se pode afirmar que entre as duas, 0,3 e 0,6 %, houve
diferenca, considerando o desvio padrdo. Quanto ao niimero de UFC/ mm? pode-se afirmar o
mesmo sobre essa comparagdo entre 0s quatro materiais testados, visto que se tratou apenas
de uma conversédo dos valores para que eles pudessem ser analisados de uma outra forma,
em relagdo a superficie dos materiais.
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5.2. VISUALIZACAO DO BIOFILME POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

5.2.1. Imagens da superficie da resina composta sem bactérias

As imagens da Figura 33 permitem verificar 0 aspecto que a resina composta
apresenta, bastante irregular, possibilitando a diferenciacao entre regides com e sem bactérias
nas demais imagens, que foram feitas a partir dos corpos de prova onde provocou-se a
formacéo de biofilme bacteriano, apds a incubacdo em suspensao com Streptococcus mutans.
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Figura 33. Imagens da resina composta fotopolimerizavel, ndo modificada, obtidas de dois corpos de prova que
ndo foram incubados em suspensédo bacteriana. Os aumentos de cada imagem s&o indicados na targeta. Nas
imagens A, B, e C, vemos uma mesma regido do primeiro corpo de prova de resina, em ordem crescente de
aumento. Em D, E e F, pode ser vista uma mesma regido de um segundo corpo de prova de resina, também varios

aumentos.
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5.2.2. Imagens dos corpos de prova incubados por 1 dia

Nas imagens de resina composta ndo modificada, sem prata (Figura 34), é possivel
verificar a presenca abundante de células bacterianas aderidas a superficie, e unidas entre si,
situacdo que corresponde ao inicio da formacéo de biofilme bacteriano sobre a resina.
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Figura 34. Imagens de trés regides focalizadas de um corpo de prova de resina composta, que ficou incubado em
suspensédo bacteriana durante 1 dia. A mostra um grupo de células de S. mutans sobre a resina, com grande niumero
de células aderidas entre si e a superficie (2000x). Em B vemos este mesmo grupo em maior aumento (6000x). Em C
estdo alguns grupos celulares de uma outra regido do mesmo corpo de prova (4000x). Em D esta regiéo é vista em um
maior aumento (8000x), onde a seta vermelha indica as células e as setas amarelas o material (a resina). E mostra
outro grupo celular, abundante em células bacterianas (6000X), que foi focalizado em um aumento maior em E
(20000x) para permitir a observagdo de matriz extracelular polissacaridica (indicada por setas azuis), que ja esta
presente, unindo as células.
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Situagdo semelhante pode ser visualizada através das imagens da superficie da resina
composta modificada, com uma a concentracdo de 0,1 % de nanoparticulas de prata, em
massa (Figura 35). As nanoparticulas de prata ndo podem ser visualizadas nas imagens
apresentadas neste trabalho, pois para isso seria necessaria uma maior resolucdo das

mesmas ou 0 uso da Microscopia Eletrénica de Transmisséo.
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Figura 35. Imagens de duas regifes focalizadas e fotografadas de um corpo de prova de resina composta com 0,1 %
de nanoparticulas de prata, que ficou incubado por 1 dia. Em A pode ser visto um grupo de células de S. mutans
contendo muitas células aderidas entre si e a superficie (4000x). B mostra este mesmo grupo em maior aumento
(6000x). Em C esté focalizado outro grupo celular, de uma outra regido do mesmo corpo de prova (2000x), a qual é
visivel em um maior aumento em D (4000Xx).
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Sobre a superficie da resina composta com 0,3 % de nanoparticulas de prata foram
encontrados poucos grupos celulares em toda a superficie deste corpo de prova analisado que
podia ser varrida pelo microscopio eletrdnico, e com menor nimero de células por grupo
(Figura 36). Sobre a superficie da resina composta com 0,6 % de nanoparticulas de prata
situacdo semelhante foi encontrada (Figura 37).
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Figura 36. Imagens de duas regifes focalizadas e fotografadas de um corpo de prova de resina composta com 0,3 %
de nanoparticulas de prata, que ficou incubado por 1 dia. Em A se encontra um grupo celular que pode ser visto em um
maior aumento na imagem B (4000x). Em C esse mesmo grupo esté focalizado em maior aumento (8000x), onde as
setas vermelhas indicam as células, e as setas amarelas o material (a resina). Em D observa-se outro grupo celular,
contendo pequeno namero de células (8000x).
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Figura 37. Imagens da superficie de um corpo de prova de resina composta com 0,6 % de nanoparticulas de prata,
que ficou incubado por 1 dia. Em A se encontra um grupo celular que pode ser visto em um maior aumento na imagem
B (8000x). Em C outro grupo composto por poucas células bacterianas esta focalizado (8000x). Em D observa-se outro
grupo celular, também contendo pequeno nimero de células (8000x).

5.2.3. Imagens dos corpos de provaincubados durante 4 dias

Os conjuntos celulares focalizados em resina, sem prata, mostram uma agregacao
bacteriana complexa, madura, com matriz extracelular envolvendo e unindo as células, e com
muitas células, como pode ser visto na Figura 38. As células apresentam um arranjo com

ramificacdes e formacao de canais ou espacos em meio a este arranjo.
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Figura 38. Imagens da superficie de um corpo de prova de resina composta ndo modificada (sem prata), que
permaneceu incubado por 4 dias. A mostra varios grupos de células de S. mutans sobre a resina. Em B vemos quatro
deles em maior aumento (2000x), indicados pelas setas vermelhas. Em C pode ser visto um dos grupos celulares
(7500x), o qual possui grande nimero de células, bem unidas por polissacarideo extracelular e arranjadas entre si de
forma que ficaram estruturados canais para passagem de fluido, tipicos de um biofilme maduro. Em D é visivel uma
segunda regido focalizada da superficie da resina, podendo-se observar também um grande grupo celular, com muitas
células, apontadas pela seta vermelha. A matriz extracelular que une as células entre si e as células a superficie esta
presente em abundancia na regiao inferior direita da fotomicrografia (3500X), apontada pela seta azul. Em E as células
sé@o focalizadas em um maior aumento (5000x), e se apresentam em um arranjo complexo, com ramificagcbes de
células aglomeradas e canais (espagos) que permitem a passagem de liquido através do conjunto. Em F estéo
focalizadas as células de uma de suas ramificagdes.
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Sobre a resina com 0,1% de nanoparticulas de prata os conjuntos celulares
focalizados apresentam menor numero de células por grupo (Figura 39). Nao foram
encontrados, sobre a superficie abrangida pelo microscépio e observada, grupos com muitas
células como aqueles vistos em resina, mas pode-se ver varios grupos celulares na primeira
regido focalizada, mostrada na Figura 39.
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Figura 39. Superficie da resina com uma concentracéo de 0,1 % de nanoparticulas de prata, que ficou incubada por 4
dias. Em A esta focalizada uma primeira regido deste corpo de prova, e sdo vistos varios grupos celulares (2000X).
Eles estdo focalizados em maior aumento em B (3500x). Em C um deles esta focalizado, no centro, em maior aumento
(10000x). D mostra uma segunda regido focalizada da superficie de resina a 0,1 %, na qual vemos outros grupos
celulares. E mostra um aumento maior do mesmo local (5000x). Em E o grupo central é focalizado, em maior aumento
(10000x), podendo-se verificar nesta Ultima imagem que as células estavam em processo de divisao.
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Sobre a resina com a concentragcdo de 0,3 % de nanoparticulas de prata (Figura
40) néo foram encontrados outros conjuntos celulares, na superficie que podia ser varrida pelo
microscopio, deste corpo de prova, além dos que podem ser vistos na Figura 40. As células
estdo agregadas de uma forma ndo complexa e com poucas células, diferentemente como foi
observado sobre a resina sem prata, onde havia muitas células por grupo e elas se mostravam

bem unidas entre si, formando aglomerados e ramificagfes.
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Figura 40. Regido da resina a 0,3 % que foi focalizada por apresentar um conjunto celular bacteriano aderido em sua
superficie, ap6s 4 dias de incubagdo. Em A n&o séo visualizados grupos celulares, apenas material e aglomerados de
cargas. Em B podem ser vistos dois grupos celulares (5000x), que estdo em maior aumento e podem ser melhor
visualizados em C (7500X). A imagem D focaliza melhor as células unidas destes conjuntos celulares, em meio aos
aglomerados de cargas do material, os quais muitas vezes se assemelham as proéprias células (10000X). Nas demais
regides analisadas deste corpo de prova nédo foram encontrados outros conjuntos celulares, apenas se observou a
superficie do material, com sua caracteristica tipica.
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Na superficie da resina com uma concentragdo de 0,6 % em nanoparticulas de
prata (Figura 41) também néo foi encontrado outro conjunto celular em toda a superficie que
podia ser varrida pelo microscépio, neste corpo de prova. O conjunto celular visto nesta Figura

apresenta uma agregacao ndo complexa e com poucas células bacterianas.
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Figura 41. Imagens de uma mesma regido focalizada da superficie da resina a 0,6 %, que ficou incubada por 4 dias.
Em A esta presente um conjunto celular, no centro, que dificiilmente pode ser visto, mas que em B e C torna-se visivel,
sendo B e C imagens exatamente da mesma regido, em maiores aumentos (5000x e 7500x, respectivamente). Em D
as células sédo vistas num aumento de 10000x. Imagens de outras regides da superficie da resina a 0,6 % também
foram analisadas mas n&o havia outros conjuntos celulares aderidos.
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5.2.4. Imagens dos corpos de prova incubados por 7 dias

Vérios conjuntos celulares puderam ser focalizados sobre a resina, sem prata, na area
varrida pelo microscoépio eletrénico de um corpo de prova que permaneceu 7 dias incubado em
meio de cultura liquido, como mostra a Figura 42. Apos 7 dias o biofime tende a se
desmanchar porque a espessura jA € muito grande, e comec¢a a ocorrer grande dificuldade
para o transporte e absor¢cdo de nutrientes, tendo inicio uma dispersdo de células que véao
iniciar novos agregados celulares em outros locais da superficie. Foi possivel verificar a
presenca destes novos e pequenos grupos nas fotomicrografias realizadas apés 7 dias de
incubacdo sobre resina e sobre resina com a concentragdo de 0,1 % de nanoparticulas de
prata (Figuras 42 e 43, respectivamente), pois eles apresentam menos células e sdo menos
complexos do que os vistos nas fotos referentes 4 dias de incubacao.
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Figura 42. Regido da superficie de resina apés 7 dias de incubacdo. As imagens A, B e C mostram a mesma regiao
em aumentos crescentes, sendo possivel observar varios grupos celulares sobre o material. Em D s&o vistos mais dois
grupos, em aumento ainda maior (8000Xx).
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Sobre a resina com 0,1% de nanoparticulas de prata também foram encontrados
alguns grupos celulares na superficie analisada do corpo de prova, vistos na Figura 43.
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Figura 43. Superficie de resina a 0,1 %, ap6s 7 dias de incubagdo. Em A e B ha apenas material, sem grupos celulares
aderidos. C focaliza uma regiao proxima a observada nas duas primeiras imagens, onde é possivel ver varios grupos
celulares sobre o material. Em D pode ser visto um outro grupo celular de uma regido préxima, em maior aumento
(16000x), com células bem unidas entre si.
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Sobre as resinas com as concentracdes de 0,3% e de 0,6 % de nanoparticulas de
prata ndo foi encontrado nenhum conjunto celular em toda a superficie que podia ser
observada dos corpos de prova que foram incubados e depois analisados. Foram focalizadas e
fotografadas em varios aumentos duas regifes de cada material, e as imagens estdo nas

Figuras de nimero 44 e 45.
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Figura 44. Imagens de duas regides de resina a 0,3 %, ap0ds 7 dias de incubagéo. Nas trés imagens da primeira regiao,
A, B e C, nédo ha conjuntos celulares, apenas se observa o material. Nas imagens de uma segunda regido desse corpo
de prova, vistos em C, D e E, também n&o foram encontrados conjuntos celulares bacterianos.
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Figura 45. Imagens de duas regides do corpo de prova de resina com 0,6 % de nanoparticulas, apés 7 dias de
incubacgdo. Nas trés imagens da primeira regiéo, A, B e C, ndo ha conjuntos celulares, apenas se observa o material,
com sua caracteristica tipica. Imagens de uma segunda regido dessa resina séo vistas em D, E e F , na qual também
nao foram encontrados grupos celulares bacterianos.
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5.3. RESULTADOS DOS ENSAIOS DE COMPRESSAO

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam os resultados dos parametros determinados nos
ensaios de compressao. De cada uma das 3 amostras (resina sem nanoparticulas de prata,
resina com a concentracao de 0,3 % e resina com a concentracéo de 0,6 % destas particulas)
foram feitos 5 corpos de prova, ou seja, 0 ensaio de compressao foi repetido 5 vezes para cada

amostra, e a partir destes valores foram calculados média e desvio-padrao.

Tabela 4. Resultados dos ensaios de compressédo para a resina composta fotopolimerizavel
sem nanoparticulas de prata (resina ndo modificada).

Deformacéo de Tenséo de compresséo do Médulo de
Corpo de C o
rova ruptura em primeiro evento de ruptura elasticidade em

P compresséo (%) (MPa) compresséo (MPa)

1 7,0 20 1.390

2 6,2 82 1.515

3 7,4 80 1.560

4 6,3 92 1.405

5 55 83 1.460
Média 6,5 85 1.465
Desvio- 0,7 5 70
padréo

Tabela 5. Resultados dos ensaios de compressao para a resina composta experimental com a
concentracao de 0,3 %, em massa, de nanoparticulas de prata.

Deformacéo de Tenséo de compresséo do Médulo de
Corpo de C o
rova ruptura em primeiro evento de ruptura elasticidade em
P compressao (%) (MPa) compresséo (MPa)
1 7,3 90 1.640
2 7,2 94 1.735
3 8,5 102 1.765
4 8,2 94 1.710
5 7,5 100 1.775
Média 7,7 96 1.725
Desvio- 06 5 55

padréo
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Tabela 6. Resultados dos ensaios de compressao para a resina composta experimental com a
concentracao de 0,6 %, em massa, de nanoparticulas de prata.

Deformacéo de Tenséo de compresséo do Médulo de
Corpo de C -
rova ruptura em primeiro evento de ruptura elasticidade em

P compressao (%) (MPa) compresséo (MPa)

1 53 79 1.155

2 5,0 74 1.260

3 6,1 70 1.305

4 55 68 1.215

5 4,8 73 1.090
Média 53 73 1.205
Desvio- 05 4 85
padréo

Na comparacdo dos resultados pode ser observado que a amostra com 0,3 % de
nanoparticulas de prata apresentou o melhor desempenho mecanico em compressdo, sendo
superior ao comportamento da resina nao modificada, pois os 3 parametros medidos
apresentaram resultados mais satisfatorios. A amostra com 0,6 % de nanoparticulas foi a que
apresentou o pior resultado, indicando que o teor de nanoparticulas foi superior ao teor
adequado para que seja atingida a eficiéncia de reforcamento da resina. Os resultados da
amostra com 0,3 % de nanoparticulas sugerem, portanto, que esse teor deve estar dentro da
faixa ideal de modificacdo para a otimizacdo das propriedades mecanicas em compressao.

Os gréficos a seguir (Figuras 46 e 47) possibilitam uma melhor visualizacdo dos
resultados segundo os dois principais pardmetros para avaliagdo do desempenho em
compressao descritos nas Tabelas 4 a 6.



Tenséo de Ruptura em Conpressédo (MPa)

Resina Resina0,3%  Resina 0,6%

Figura 46. Valores da tenséo de ruptura em compressao para os trés tipos de amostra.
As barras que limitam o desvio-padréo para cada um dos trés valores permitem uma

comparacdo mais segura do resultado.
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Figura 47. Valores do médulo de elasticidade em compresséo para os trés tipos de
amostra. As barras que limitam o desvio-padrédo para cada um dos trés valores

permitem uma comparagéo mais segura do resultado.
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6. DISCUSSAO

Até o momento poucos sdo 0s estudos publicados onde foram incorporadas
nanoparticulas de prata dentro de resinas odontoldgicas, com o intuito de avaliar sua acao
bactericida e a reducdo do nimero de bactérias aderidas, e isso faz deste trabalho um estudo
pioneiro em alguns pontos. Um destes pontos foi a confec¢cdo de imagens, por meio de
microscopia eletrbnica de varredura, do biofiime aderido sobre as resinas nas trés
concentracdes testadas. E também pioneiro em combinar, com o teste microbiol6gico, o ensaio
de compressdao de amostras com as concentragfes nas quais se obteve reducdo de células
bacterianas aderidas. Burgers et al. (2009) avaliaram a atividade antibacteriana de resina
composta contendo nanoparticulas de prata, em duas diferentes concentragfes. A atividade
também foi avaliada em relacdo a Streptococcus mutans, porém com diferente metodologia
para a contagem de células vidveis aderidas. Os autores verificaram em seus resultados
vantagens das nanoparticulas de prata nas resinas, pois uma maior quantidade de células
aderidas ocorreu nas amostras sem prata. Ahn et al. (2009), que compararam dois adesivos
resinosos convencionais com um adesivo contendo nanoparticulas de prata, também
verificaram a agdo antibacteriana destas particulas, pois a adeséo das células foi menor sobre
o adesivo experimental. Os resultados registrados na literatura sdo promissores quanto a
aplicacao clinica de materiais restauradores incorporados com nanoparticulas de prata.

Neste trabalho também foram verificados resultados positivos no controle do biofilme
bacteriano sobre nanocompdsitos odontoldgicos experimentais, apds a formacéo de biofilme in
vitro sobre os corpos de prova. Concluiu-se que houve diferenca entre 0 nimero de bactérias
aderidas sobre a resina sem prata (ndo modificadas) e sobre as resinas com prata
(modificadas). Os resultados de contagem de células vidveis mostraram que para os trés
periodos de tempo estudados, 1 dia, 4 dias e 7 dias, as resinas com as concentracbes de
nanoparticulas de prata de 0.3 % e de 0.6 %, em massa, apresentaram menor nimero de
células bacterianas aderidas, considerando a média e o desvio padrdo, em comparagdo com a
resina em sua forma comercial atual, sem prata. Estes resultados sdo importantes, pois
mostram menor adesdo bacteriana sobre as resinas experimentais com estas duas
concentragdes, e um produto comercial com estas caracteristicas permitira menor acimulo
bacteriano sobre as regides dentais restauradas, ajudando a prevenir a carie recidivante e
auxiliando na manutencdo de uma boa condicdo de higiene bucal, em conjunto com
procedimentos adequados de escovacdo. Em termos da qualidade de manutencdo de uma
superficie menos propicia a adesdo bacteriana, seriam vantajosas para uma aplicacgédo clinica
as resinas com as concentragdes de 0,3 % e 0,6 %. Porém é necessario unir estes resultados
aos resultados do ensaio de compressao.

O ensaio de compressao foi realizado com o intuito de verificar se o acréscimo das
nanoparticulas, procedimento idealizado para controlar o crescimento de bactérias sobre a
resina, nao prejudicaria este material restaurador dentario em suas qualidades mecéanicas. A

expectativa era por um resultado de desempenho em compresséo das resinas experimentais
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(com prata) igual ou melhor do que a resina controle (sem prata), pois um resultado assim néo
impede que elas sejam aplicadas clinicamente, para a confeccao de restauragfes dentérias. A
partir do ensaio de compressao realizado, verificou-se que os corpos de prova com 0,3 % de
nanoparticulas de prata apresentaram melhor desempenho mecanico em compressao, em
relagdo a resina, sem prata, mas na concentracdo de 0,6 % o desempenho piorou. Ou seja,
entre as concentracdes testadas neste estudo que apresentaram reducdo do acumulo de
biofilme, esta indicada para uma aplicagéo clinica, em termos de qualidade mecanica, a resina
com 0,3 %, em massa, de nanoparticulas de prata. Sendo assim, uma resina com esta
concentracdo é um material aplicavel clinicamente em restauracbes dentdrias, podendo
colaborar na prevencao do acimulo de biofilme bacteriano na cavidade bucal. Nao buscou-se
comparar os resultados do teste de compressdo com valores ja descritos na literatura devido
ao fato de ter ocorrido uma inclusédo de ar junto com as nanoparticulas, devido a mistura
manual que foi necesséria para incorpora-las bem ao polimero, o que nao ocorreria no caso de
uma mistura mecanizada, se elas fossem incorporadas industrialmente, em conjunto com as
outras particulas de carga de materiais inorganicos que a resina composta j4 possui em sua
formulacdo. Mas o importante € que foi realizada uma comparac¢éo do desempenho mecénico
de corpos de prova de resina sem prata e com prata preparados da mesma forma, ou seja, nos
corpos de prova s6 de resina também provocou-se uma inclusédo de ar semelhante, pois foi
seguido um protocolo de manipulagao padronizado, conforme ja descrito na metodologia.

As imagens das superficies por meio de Microscopia Eletrdnica de Varredura tiveram
como intuito principal a observagdo da morfologia das células de Streptococcus mutans e a
formacéo e evolucdo do seu biofilme, e ndo medir ou avaliar quantitativamente a reducdo da
adesdo bacteriana em alguns dos materiais estudados. Apesar disso, 0 que pode ser
observado nas imagens estd compativel com o teste de contagem feito no laboratério de
Microbiologia, em relacao a reducéo da adeséo, principalmente quando avaliamos os nimeros
convertidos em UFC/mm?, pois sobre as resinas com as concentra¢gbes de 0,3 % e 0,6 %,
durante as analises microscépicas, sempre foram encontrados grupos celulares em menor
ndmero, ou nenhum grupo celular, em toda a superficie que podia ser varrida dos corpos de
prova analisados. Para os trés periodos de tempo de incubacgdo estudados, nas trés sessdes
de imagens, existiu uma grande dificuldade em se localizar grupos celulares aderidos sobre as
resinas nestas duas concentragdes maiores de prata, em comparacdo com O que ocorreu na
andlise dos corpos de prova apenas de resina, sem prata, e dos de resina com a concentracéo
de 0,1 %, sendo que em ambos o0s grupos celulares foram localizados e focalizados facilmente.

O teste de contagem de células viaveis recuperadas do biofiime aderido sobre as
superficies foi realizado em triplicata para cada um dos 3 tempos de incubacgéo, e para o tempo
de 7 dias, em um dos trés experimentos de contagem realizados ndo ocorreu crescimento de
unidades formadoras de colbnia para as resinas a 0,3 % e 0,6%. As tabelas 1, 2 e 3
apresentaram a média da contagem de células viaveis de 3 experimentos. Quando o resultado
de contagem de células viaveis recuperadas do biofilme é zero, ndo ocorrendo crescimento nas

placas semeadas com nenhuma das dilui¢cdes, isso significa que hd menos de uma célula para
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cada 0,1 mL da suspensao inicial, que foi o volume plaqueado em agar sacarose. Os
resultados da contagem sugerem que ao longo do tempo a acdo bactericida da prata
aumentou, pois o nimero de bactérias aderidas em 7 dias de incubagéo foi menor do que em 4
dias e em 1 dia, e ocorreu um resultado nulo de contagem para o periodo experimental de 7
dias. O fato de o meio de cultura usado ser pobre em nutrientes colaborou para os baixos
valores de contagem para as resinas a 0,3 % e a 0,6 %, e também colaborou nos resultados de
grupamentos celulares menos complexos e com menor nimero de células no biofilme presente
apoés a incubacao por 7 dias, para todos os materiais, inclusive o controle, so resina, conforme
verificado nas imagens feitas por microscopia para esse periodo, em comparagdo com as
imagens para o periodo de 4 dias. Mas isso ndo exclui a acdo das nanoparticulas, que existiu,
pois foi feita uma comparacao das resinas experimentais com as resinas sem nanoparticulas, o
material controle para o estudo da adesédo bacteriana, a qual também permaneceu no mesmo
meio de cultura por 7 dias, e apresentou maiores nameros de contagem e VAarios grupos
celulares aderidos. Alguns estudos de formacdo de biofilme in vitro nos quais as amostras
foram incubadas em PBS (Peeters et al., 2008; Burgers et al., 2009) ou em saliva artificial
(lkeda et al., 2007; Pereira-Cenci et al., 2008), para imitar as condi¢cdes da cavidade oral,
serviram como base para a escolha do meio. Foi utilizado como meio de cultura durante a
formacédo do biofilme, no presente trabalho, o PBS com sacarose, sendo que a sacarose foi
acrescentada por ser essencial a adeséao inicial da bactéria Streptococcus mutans ao dente e
proteses, na cavidade oral (Shahal et al., 1998; Featherstone, 2000; Jorge, 2007).

N&o foi um intuito deste trabalho avaliar o tempo necessario para o inicio da adesao
bacteriana, pois todos os corpos de prova foram deixados pelo menos 1 dia em incubacdo em
PBS com sacarose, contendo bactérias. Foram observados 3 tempos de incubacao, mas foi
permitido pelo menos um tempo de incubagcdo de 1 dia para que ocorresse a adesdo e
formacdo de biofilme. Serviram de base trabalhos de pesquisa que demonstram que, numa
fase inicial de formacao de biofilme, de 15 min a 8h apds a limpeza bucal adequada, se houver
disponibilidade de sacarose, proveniente da dieta, podera ocorrer implantacdo de S. mutans
(Nyvad, 1990; Featherstone, 2000; Jorge, 2007).

N&o foi julgado necessario, apds levantamento bibliografico, deixar que ocorresse a
formagédo de biofilme em meio de cultura que ficasse sob agitagcéo. Ja foi bastante evidenciado
que o biofilme se forma mesmo em meio liquido que esteja em repouso, sem perturbacdo. Sao
exemplos de trabalhos que desempenharam a formacdo de biofilme desta forma, e também
utilizando placas de microcultura para incubacéo de suspensdes bacterianas, trabalhos como
os de Montanaro et al. (2004), Pereira-Cenci et al. (2008), e Peeters et al. (2008). Séo
exemplos de trabalhos que conservaram o meio de cultura sob agitacédo, para a formacéo de
biofilme, os trabalhos onde foi considerada necessaria uma maior uniformidade na distribuigdo
do biofilme, como os de Pizzolitto et al. (2001), Tunney et al. (2002), Leite (2008).

Para complementar este trabalho séo necessérios estudos futuros a fim de avaliar o
controle de biofilme em periodos maiores de tempo. O fato de as nanoparticulas ficarem bem

presas ao polimero, devido a presenca do agente de unido (silano), e também o fato de
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estarem misturadas por todo o material, e ndo s6 recobrindo a superficie, sugerem que a agdo
de controle do biofilme aderido ao compdsito experimental se mantenha a longo prazo e que a
liberacdo da prata é lenta e gradual, concomitante com a degradacdo da resina. Conforme ja
descrito na literatura, ocorre um certo grau de degradacéo das resinas ao longo do tempo. Isso
acontece devido a plastificacdo, um processo no qual os fluidos sdo absorvidos pelas resinas
resultando em degradacdo das propriedades mecéanicas, e a hidrélise, que pode quebrar
ligacBes covalentes dentro das fibras colagenas da dentina e dos polimeros da resina. Estes
processos foram documentados in vitro (Armstrong et al., 2003; Shirai et al., 2005; De Munk
et al., 2003, 2005), e in vivo (Hashimoto et al., 2000, 2001), e segundo Santerre et al. (2001)
e Pashley et al. (2004), sdo aumentados por enzimas liberadas de bactérias e da prépria
dentina.

Uma questdo importante a ser discutida, completando os resultados até aqui obtidos,
sdo informagBes sobre a toxidade das nanoparticulas de prata ao ser humano. Ainda séo
necessarios mais estudos em relagdo a esta questéo, e entre os que existem ha contradi¢des
(Allaker, 2010), mas alguns trabalhos descritos na literatura demonstram que o uso delas nas
resinas ndo prejudicard o ser humano neste sentido. Alguns estudos revelaram que as
nanoparticulas de prata nao sédo toxicas as células humanas, como o de Sayes et al. (2004) e
Reddy et al. (2007). Foi também demostrado por Yudovin-Farber et al. (2008) que essas
nanoparticulas, quando incorporadas na resina composta em uma concentracao de até 1 % em
massa, ndo causaram maior efeito toxico sobre cultura de células e sobre tecidos
experimentais de animais, em comparagcdo com as resinas ndo modificadas. Em comparacao
com outros metais a prata € menos toxica as células humanas, segundo Sondi & Salopek-
Sondi (2004). Segundo Panacek et al. (2009) 0,2 pg/mL é uma concentracdo destas
nanoparticulas que inibe Candida spp., bem menor que a concentragdo de 30 pg/mL,
necessaria para demonstrar efeito toxico sobre fibroblastos de humanos.

Além dos trabalhos descritos na literatura, os produtos e equipamentos que ja foram
lancados no mercado, e que possuem as nanoparticulas de prata incorporadas em seu interior
ou em seus recobrimentos, indicam que elas ndo séo téxicas, pelo menos da maneira e nas
concentragcfes em que estdo sendo utilizadas, pois passaram por alguns testes exigidos pela
legislacao local e foram aprovados. E fato, por exemplo, que empresas como a IBBL (Itu-SP), a
TAIFF (Diadema-SP), a FORTINOX (Guarulhos-SP), e Dabi Atlante (Ribeirdo Preto-SP) ja
usam nanoparticulas de prata em seus produtos, fornecidas pela empresa Nanox (Séo Carlos-
SP), produtos estes que ja estdo a venda no mercado (bebedouros de agua, secadores de
cabelo, utensilios de cozinha e hospitalares em inox, equipamentos para consultérios
odontoldgicos). As normas que devem ser seguidas pelas empresas para a liberacao de
produtos de toxidade duvidosa no mercado variam de regido para regido. Nao existe uma
legislacéo a respeito do uso de nanomateriais, cada 6rgao cria as suas proprias exigéncias que
devem ser seguidas, e todo material deve ser analisado de acordo com as suas
recomendagfes antes de ser aprovado. No caso da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria), para a liberagdo de cosméticos contendo nanoparticulas de prata, por exemplo, 0s
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ensaios de toxicidade que devem ser realizados sdo os mesmos aplicados a qualquer outro
produto, nanomaterial ou ndo: ensaio de toxicidade oral e inalatdria e ensaios pré-clinicos de
compatibilidade dérmica. Ja para o caso de incorporagédo em produtos que terdo contato com
alimentos a ANVISA exige um ensaio de migracao total e especifica de prata.

Muito importantes foram os achados recentes de que a prata em particulas de
dimensbes micrométricas pode causar a obstrucdo das membranas celulares, e o consequente
envenenamento por prata, conhecido como Argyria, porém isso ndo acontece com o uso de
particulas de prata em dimensdes nanométricas. Essas particulas sdo tdo finamente dispersas
e estdo em tdo baixa concentracdo que podem circular pelas membranas celulares sem
ocasionar danos a organismos superiores segundo alguns autores, como Sondi & Salopek-
Sondi (2004), Sayes et al. (2004), Oliveira (2006), e Reddy et al. (2007).

E valido acrescentar ainda que a prata é um material presente no améalgama, que ja é
empregado no ambiente bucal ha muito tempo, e que por muitos anos foi usado como material
restaurador preponderante para a pratica da Odontologia, a despeito de sua composicao
(Innes & Youdelis, 1963; Duperon, 1970; Fairhurst & Ryge, 1978; Ferracane et el., 1987).
Historicamente ligas de améalgama contém pelo menos 65% de prata, 29% de estanho e menos
de 6% em cobre, e cerca de 0,01% em zinco (Phillips, 1998). Ao longo da histéria da
odontologia muito mais se discutiu sobre a toxidade do mercudrio, também contido no
amalgama dental, conhecidamente téxico, e sua eliminagdo na cavidade bucal e efeito para o
organismo, porém ndo de forma que abalasse o amplo uso deste produto em restauracdes
dentarias (Mahler et al., 1982; Sarkar, & Park, 1988; Sutow et al., 1989).
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7. CONCLUSOES

1. Nas superficies das resinas compostas experimentais com as duas maiores
concentragdes de nanoparticulas de prata (0,3 % e 0,6 %, em massa), 0 nimero
de células bacterianas aderidas ndo se apresentou diferente, e foi menor do que
na resina em sua forma comercial atual, sem prata, e também menor do que na
resina a 0,1 %, nos 3 periodos de incubagdo estudados (1 dia, 4 dias e 7 dias),

considerando-se a média e desvio-padrao dos valores.

2. As nanoparticulas de prata, quando acrescentadas na resina composta
fotopolimerizavel em uma concentracao de 0,3 % em massa, nao provocaram
prejuizo no desempenho mecanico deste material restaurador, conforme
verificado em um ensaio de compressdo, teste complementar ao estudo

microbioldgico.

3. Conforme observado em imagens da superficie da resina composta sem prata,
obtidas por Microscopia Eletrbnica de Varredura, apés 1 dia de incubacao, a
37°C, as células de Streptococcus mutans ja se apresentam unidas entre si e
também a superficie, envoltas por matriz extracelular. Apés 4 dias elas estdo
organizadas sob a forma de grandes e espessos arranjos, e apds 7 dias novos
grupos celulares comecam a se formar, apds a dispersao das células do biofilme

maduro.

4, As imagens das resinas com as concentragfes de 0,3 e 0,6 % de nanoparticulas
de prata ndo mostraram esta evolugdo do arranjo das células no processo de

formacgéo do biofilme sobre suas superficies.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Avaliacao da alteragéo de cor das resinas modificadas com prata

Para esta avaliagdo seria necessario o preparo de corpos de prova com varias cores
disponiveis da resina composta, sendo para cada cor um s6 de resina e outro com
nanoparticulas de prata, com o intuito de verificar se ocorreu alteracdo de cor, devido a
presenca das mesmas na resina. A cor dos corpos de prova seria medida em um aparelho

apropriado.

2. Andlise da dispersédo e distribuicdo das nanoparticulas de prata dentro

das resinas experimentais

Este estudo teria a finalidade de verificar se as particulas ficam bem distribuidas e
dispersas no interior de corpos de prova, e de propor métodos alternativos para melhorar estas
caracteristicas, se necessario, sendo as mesmas condi¢des essenciais para a manutencao das
propriedades fisicas da resina.

3. Ensaios de medida da adeséao ao dente com as resinas experimentais

O objetivo neste caso seria 0 de verificar se as particulas de prata interferem na
adesdo, por meio da comparacdo da forca de adesédo entre a resina ndo modificada e a

modificada com prata.

4. Ensaios para avaliacdo do grau de conversdo das resinas apo0s a
fotopolimerizacao

O objetivo neste caso seria o de verificar se as particulas de prata interferem no grau
de conversdo da resina composta modificada (quantidade de duplas ligacdes entre carbonos

(C=C) que foi quebrada) durante o processo de polimerizacao.
5. Avaliacao de alteracdo darugosidade superficial

Esta avaliagdo compararia a rugosidade superficial entre corpos de prova de resina ndo

modificada e resina modificada com nanoparticulas de prata.
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6. Quantificagcdo da liberacdo de prata em meios semelhantes a saliva

humana

Este estudo permitiria a quantificacdo da liberacdo da prata contida na resina
composta, a fim de confrontar os resultados com os dados obtidos por estudos sobre a
toxidade das nanoparticulas de prata as células humanas, j4 realizados e descritos na
literatura.

7. Estudo “in situ” para avaliacdo do efeito de nanoparticulas de prata na
reducéo da formacéo de biofilme sobre as resinas compostas

Este estudo corresponderia a uma avaliagdo da reducdo da adesdo de células
bacterianas sobre corpos de prova de resina composta contendo nanoparticulas de prata

instalados “in situ”, ou seja, na cavidade bucal.
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Apéndice 1

Caracteristicas das resinas odontoldgicas

As resinas odontologicas usadas para restauracdes dentais sdo compdsitos que
possuem a seguinte composicdo (Perdigédo & Ritter, 2001):
» Matriz de resina (porcdo organica): o principal monémero desta porcéo é o
Bis-GMA, que faz com que a resina seja altamente viscosa. A utilizacdo de um
diluente é essencial para conter uma grande quantidade de carga e produzir
uma consisténcia de pasta. Os diluentes podem ser monémeros de metacrilato,
mas geralmente emprega-se o0 monémero de dimetacrilato, 0 TEDGMA. Este
reduz a viscosidade, mas aumenta a contracéo de polimeriza¢édo, o que nao é
desejavel, entdo ha uma porcentagem adequada dele no compdsito (25% em
peso).
» Particulas de carga (porgcdo inorgéanica): a adicdo visa melhorar as
propriedades do produto final, geralmente sao quartzo moido ou silica coloidal.
Ha também cargas para dar cor as resinas. Hoje as resinas existem em varias
tonalidades de cor, incluindo varios tons de branco, amarelo e cinza, o que
possibilita a escolha da cor que se aproxima mais ao dente do paciente para a
confeccdo de uma restauracgao.
= Agente de unido (silano): s&o empregados mais comumente 0S
organosilanos. O silano contém grupos silanicos que podem aderir aos silandis
na superficie das cargas, pela formac¢édo de uma adeséo silanica (Si-O-Si). Os
grupos metacrilato dos compostos organosilanos formam uma unido covalente
com a resina quando ela é polimerizada, completando assim o processo de
uniéo.
Atualmente os compdsitos deste tipo usados na préatica da Odontologia sédo ativados
por luz visivel, sendo possivel polimerizar incrementos de 2 mm a 2.5 mm por vez, que é a
espessura atingida pela acdo da luz na resina. No dente sdo colocados varios incrementos,
que véo sendo fotopolimerizados, até se obter o preenchimento completo da cavidade a ser
restaurada. Sao fornecidas em uma Unica pasta que vem em uma seringa. Nesta pasta ha um
iniciador que libera os radicais livres e uma amina ativadora. Se expostos a luz num
comprimento de onda ao redor de 468 nm, o iniciador se excita e interage com a amina para
formar os radicais livres que iniciam a polimerizacdo por adicdo. O fotoiniciador mais
comumente empregado € a canforoquinona, que tem um intervalo de absor¢do de 400 a 500
nm, que é a zona azul do espectro de luz visivel. Este iniciador esta presente em 0,2% do
peso. Um exemplo de ativador € a dimetilaminoetilmetacrilato, presente em 0,15% em peso.
Para prevenir a polimerizacdo espontanea da pasta, com a luz natural do ambiente, durante a

manipulacdo dela no consultério sdo adicionados inibidores de polimerizagdo nas resinas



71

compostas, 0s quais tém alta reatividade com os radicais livres. Quando todos os inibidores
forem consumidos a propagagdo da cadeia ocorrera. Um exemplo tipico é o
hidroxitoluenobutilado, empregado em 0,01% em peso (Phillips, 1998).

Especificacdes da resina usada no trabalho

A resina composta fotopolimerizavel Z250 € um compésito polimerizavel por luz,
radiopaco, indicado para restauracfes de cavidades em dentes anteriores e posteriores. Os
mondmeros que compdem a sua por¢do organica sao Bisfenol-A-glicidilmetacrilato (Bis-GMA),
UDMA e BIS-EMA. O tipo de carga inorganica presente nesta resina é zircénia/silica. O
conteudo da carga é de 84,5 % em peso, ou 60% em volume. Esta € uma moderna resina, que
ja pertence a geracdo das resinas nanoparticuladas, ou seja, suas particulas de carga

inorganica possuem tamanho a partir de 10 nm.

Caracteristicas das nanoparticulas de prata empregadas

As nanoparticulas de prata foram fabricadas e fornecidas pela empresa Nanox®
Tecnologia S. A., (Sao Carlos — SP, Brasil). H4 uma matriz de 6xido, com silica amorfa (SiO5),
na qual o metal, a prata, fica adsorvida. O didametro médio das particulas € 10 a 12 um para a

silica, e de 20 a 50nm para a prata, que se apresenta adsorvida nela.



Apéndice 2

Composicado do meio agar sacarose modificado:

TSA (Tryptic Soy Agar) — 159
Extrato de levedura—5g
Acetato de sédio - 20 g
Sulfito de sédio-0.1g
L-cisteina—0.2 g

Casitone — 159

Sacarose — 200 g

Agua destilada — 1000 ml
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Composicao do PBS (solugéo salina tamponada fosfatada, pH 7.4):

NaCl-8g

KCl-0.2 g

Na, HPO,-1.15¢
KH,PO, — 20g

Agua destilada — 1000 ml

Para o preparo de PBS com sacarose foi incluido além dos componentes acima 20 %

de sacarose (agUcar de cozinha refinado).



