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Nanoparticulas de prata em bases de préteses de PMMA para controle de
atividade microbiana
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Objetivo: Avaliar in vitro a atividade de Staphylococcus aureus e Candida albicans em bases de
préteses convencionais a base de polimetilmetacrilato de metila com nanoparticulas de prata
incorporadas a sua composic¢ao.

Métodos: Foi realizado um estudo experimental laboratorial com resinas acrilicas autopolimerizaveis
comercialmente disponiveis, Vipi Flash/VIPI e JET/Classico. Foram confeccionados 80 corpos de prova,
divididos em 16 grupos (n = 5), referentes ao tipo de resina, tratamento (incorporagéo e imerséao na
solugédo de nanoparticulas de prata) e microrganismo inoculado. As nanoparticulas foram sintetizadas
com acido polimetacrilico, nitrato de prata e irradiadas com luz ultravioleta de baixa poténcia (~8W)
por 6 horas, e as suas concentragdes idealizadas pelo método de microdiluigdo em placas para
determinagao da concentracdo minima inibitéria frente aos microrganismos selecionados. Verificou-se
agao bactericida e fungicida com concentragao inicial de 25% e apés fator de diluicdo 12,5%.

Resultados: Houve dificuldade de incorporagdo das nanoparticulas na resina acrilica, que pode
decorrer da alteracao da proporcao 3:1 recomendada pelo fabricante ou pela redugdo ou inativagao
da agdo da nanoparticula de prata pela interagdo com o polimetilmetacrilato. VIPI com inclusao de
nanoparticula obteve menor aderéncia de biofilme de Candida albicans.

Conclusao: A nanoparticula de prata mostrou-se eficaz na sua a¢ao de controle de Candida albicans e
Staphylococcus aureus no método de imerséo, entretanto, a sua agao antimicrobiana foi comprometida
apos inclusao nas resinas acrilicas.
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INTRODU(}AO preenchem os requisitos estéticos e funcionais,

com qualidade e conforto para os usuarios da

A reabilitacdo oral protética visa prétese?.

restabelecer fungcdo, estética do aparelho O polimetilmetacrilato de metila (PMMA) é
estomatognatico e qualidade de vida, ap6s um polimeroamplamente utilizado na preparagéo
a perda de elementos dentarios’. Para de bases de proteses parciais ou totais?®.
confecgdo das reabilitagdes, as resinas acrilicas Caracteristicas versateis, como estabilidade
representam os materiais mais utilizados, que dimensional, biocompatibilidade, auséncia de
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Nanoparticulas de prata incluidas em resinas acrilicas

sabor e odor, capacidade de polimento e baixo
custo, tornam as resinas acrilicas a base desse
material as mais consumidas pelo mercado®.

A estomatite protética possui etiologia
relacionada aos problemas de saude geral
do individuo associado a problemas locais
microbianos, como acumulo de placa bacteriana
e colonizagdo de fungos com interferéncias
mecanicas na porosidade da resina que forma a
sela da prétese®®.

A proliferacdo de patégenos como
Candida albicans e Staphylococcus aureus
e aparecimento de lesbes é induzida pela
rugosidade da superficie das resinas acrilicas,
que atuam em um ambiente propicio para
formacdo de biofilme, e fatores locais ou
sistémicos, como adaptacéao e idade da protese,
higiene e relagdes oclusais’°.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sao
nanoestruturas formadas a partir de ions prata,
que surgiram como uma classe importante
de nanomateriais com grande potencial
antimicrobiano™'2, Aiincorporagédo de AQNPs em
materiais de matrizes poliméricas resultaem uma
superficie mais hidrofilica, reduzindo a aderéncia
de microrganismos e consequentemente a
formacdo de biofilme patogénico™'®. Com a

reducdo do tamanho das particulas de prata
nos materiais, o método torna-se eficiente e
confiavel, além de elevar a biocompatibilidade,
podendo ser utilizada na cavidade oral e sem
apresentar riscos de toxicidade aos usuarios das
préteses dentarias'®'”.

O presente estudo teve como objetivo
avaliar in vitro a atividade microbiana em resinas
bases de proteses convencionais submetidas
a incorporacdo de AgNPs a sua composigéo.
As seguintes hipbteses foram estabelecidas:
1) potencial antimicrobiano das AgNPs frente
Staphylococcus aureus e Candida albicans; 2)
adesao de biofilme nas resinas confeccionadas
com a incorporacao de nanoparticulas de prata
€ menor; 3) possivel interagcdo do PMMA com
AgNP promovendo inativagdo ou reducdo da
sua acgao.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas duasresinas acrilicas
autopolimerizaveis a base de PMMA, Vipi Flah
(Vipi, Pirassununga, Sao Paulo, Brasil) e JET
(Classico, Sao Paulo, Brasil) e confeccionados
80 corpos de prova, subdivididos em 16 grupos
(Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicao dos grupos conforme o tipo de resina, tratamento e microrganismo a ser inoculado

Grupo (n =5) Resina acrilica Tratamento Microrganismo
G1 Inclusdo de AgNP Candida albicans
G2 Staphylococcus aureus
G3 Imersdo em AgNp Candida albicans
G4 Staphylococcus aureus
G5 Vipi Flash/Vipi Imersao em Clorexidina 0,12% Candida albicans
G6 Staphylococcus aureus
G7 - Candida albicans
G8 (controle negativo) Staphylococcus aureus
G9 Inclusdo de AgNP Candida albicans
G10 Staphylococcus aureus
G11 Imersao em AgNp Candida albicans
G12 JET/Classico Staphylococcus aureus
G13 Imers&o em Clorexidina 0,12% Candida albicans
G14 Staphylococcus aureus
G15 - Candida albicans
G16 (controle negativo) Staphylococcus aureus
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As AgNPs foram sintetizadas com acido
polimetacrilico (PMA), nitrato de prata (AgNO,)
combinada com irradiagdo ultravioleta (UV) de
baixa poténcia (~8W)portempo pré-determinado.
O PMAé um polimero biocompativel e inofensivo,
apropriado para recobrimento de AgNP, que por
sua vez também sdo biocompativeis'. Para
sintese das particulas, 50 ml de AgNO, a 5 mM
foram misturados com 50 ml de PMA a 0,5 mM,
e posto sob agitacdo por 5 min. A solugao final
foi colocada sob iluminagao UV por 6 h.

As resinas foram manipuladas de acordo
com as especificagdes do fabricante, respeitando
a proporgao 3:1 de po e liquido. Entretanto o
polimento foi realizado apenas em uma das faces
dos corpos de prova, de modo que a face oposta
mimetize as condi¢cdes da base de protese que
fica em contato com o palato duro do paciente.

Os corpos de prova foram confeccionados
em forma de discos a partir de uma matriz
metalica pré-fabricada com 20 mm de didmetro
e 3 mm de espessura, posteriormente incluidas
em mufla metalica com silicone de condensacgao
de alta viscosidade Zetalabor (Zhermack, Brasil).
Apods a reacao de presa do silicone, as muflas
foram reabertas para insergao daresina acrilica e
novamente prensadas com 1000 kgf até o final da
reacao de presa e posteriormente armazenadas
em agua destilada durante 48 h, para eliminagcéo
do mondémero residual. O acabamento foi
realizado com fresa de tungsténio maxicut
(American Burrs, Brasil) acoplados em peca reta
e micro-motor e lixas d’agua (granulagdes 280,
320, 600). Para polimento mecanico, foi utilizado
pasta de Branco de Espanha (Lysanda, Brasil) e
agua em roda de pano.

Nos grupos com inclusdo de AgNP,
estas foram incorporadas no momento da
mistura de po e liquido das resinas, de acordo
com a concentracdo minima inibitéria (CMI)
previamente realizada, que representa a
concentragdo de antimicrobiano necessaria
para inibir o crescimento do microrganismo.
A CMI foi idealizada pelo método de
microdiluicdo em microplacas com 96 pocos,
e as concentragdes por meio de proporcao de
solucdes e percentuais, calculando o volume de
AgNP para diluicao em agua destilada estéril.
Os percentuais foram de 100%, 50%, 25%,
10% e 5%, com posterior adi¢ao do indicador
de sais de resazurina — um importante detector
de viabilidade e crescimento celular em testes
de microdiluicdo frente a microrganimos™®.

A CMI para Staphylococcus aureus
(UFPEDA 02) foi 25%. Para Candida albicans
(URM 6547), todas as concentragdes inibiram o
crescimento, sendo necessario idealizar novas
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concentragdes de 2,5%, 1%, 0,5%, e 0,2%, e a
CMI foi determinada em 2,5%.

Visando uma concentracdo de amplo-
espectro a ambos microrganismos, foi
determinada uma concentracao de 12,5% a ser
incluida nas resinas acrilicas, definida através
da anterior de 25% apés o fator de diluigdo, que
representa o numero total de volume em que
AgNP foi dissolvida no diluente.

As amostras foram limpas em agua
destilada estéril e expostas a luz UV por 20
minutos, posteriormente contaminadas em
tubos falcon com 5 ml de inéculo padronizado
(1:100), seguindo a escala de MacFarland,
tendo como meios de cultura caldo Triptona
Soja (Kasvi, Brasil) para Staphylococcus aureus
e caldo Saboraud-Dextrose (Kasvi, Brasil) para
Candida albicans, ambos incubados em estufa
microbiologica a 37 °C e crescimento de 96 h
para formacédo de biofilme, com renovacéo de
meio de cultura a cada 24 h /48 h para a bactéria
e levedura, respectivamente.

Amostras que receberam tratamento
com a imersdao em AgNP e clorexidina 0,12%
(Periotrat, Kley Hertz, Brasil), seguiram o tempo
de 24 h para a bactéria e 48 h para levedura.

Apds a inoculacdo das amostras sem
e com tratamento, aliquotas do caldo foram
removidas, submetidas a diluicdo seriada em
agua destilada estéril (10 ml) e semeadas em
meio de cultura solido Agar Mueller-Hinton
(Kasvi, Brasil) e Agar Saboraud (Kasvi, Brasil) nas
placas de Petri. Estas ultimas ficaram incubadas
em estufa microbioldgica a 37 °C por 24 h/48 h
(para bactérias e leveduras, respectivamente),
para realizacdo da contagem das Unidades
Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC/ml).

Para monitorar e avaliar o crescimento
e inibicao das colénias microbianas, as placas
Petri foram analisadas por microscopia de luz
polarizada (Eclipse E100, Nikon, Japao) e lupa
estereoscopica (CZM4, Labomed, Estados
Unidos). As imagens foram registradas para
processamento de quantificacdo das UFC, que
consequentemente representam a adesao de
biofilme.

RESULTADOS

A espectroscopia de absor¢do por luz
UV, mostrou o pico de absor¢do das AgNPs
centrado em 450 nm (Figura 1). A caracterizagao
da forma e o tamanho das nanoparticulas
foi confirmada microscopia eletrbnica de
transmisséo de alto contraste, que demostraram
que as nanoparticulas se apresentam de modo
semelhante e principalmente esféricas (Figura 2).
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Figura 1 - Espectroscopia de absorcdo de UV da solugcdo AgNP
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Figura 2 - Microscopia eletrdnica de Transmissao ilustrando a distribuicdo e tamanho das AgNPs

A concentragéo final de AQNO, em meio
aquoso foi 0,425 mg/mL, equivalente a 2,5 mM,
e o valor em parte por milhdo de mol/mol em
relacdo a agua foi de 45,07 ppm. Os grupos que
receberam incorporagdo de AgNP nas resinas
acrilicas, nao inibiram o crescimento microbiano
e tiveram crescimento infinito, impossibilitando
a contagem de UFC, assim como o0s grupos
de controle negativo G7, G8, G15 e G16, que
nao receberam nenhum tipo de tratamento.
Entretanto, o grupo G1, que representa a

" "'i o

l\-.

resina acrilica Vipi Flash com inclusdo de AgNP,
obteve menor aderéncia de biofilme de Candida
albicans, visto que obteve a contagem de UFC
(Tabela 2).

Os grupos G3, G4, G11, e G12 em que
as amostras foram imersas em AgNP (tabelas 2
e 3), tiveram inibicdo de crescimento de ambos
microrganismos, assim como nos grupos de
controle negativo G4, G5, G13 e G14 que
receberam imersao em clorexidina 0,12% nao
apresentaram crescimento microbiano.

Tabela 2 - Resultado da andlise quantitativa de crescimento microbiano nos grupos da Resina

acrilica Vipi Flash

Grupo (n = 5) Inibigao

Nao inibicao UFC

G1

X 23

G2

X ©

G3

G4

G5

XX | X[ X

G6

G7

- o]

G8

- (o)

X = agéo realizada; «» = crescimento infinito do microrganismo; - = grupos controles que nao receberam nenhum tipo de tratamento.
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Tabela 3 - Resultado da analise quantitativa de crescimento microbiano nos grupos da Resina acrilica JET

Grupo (n = 5) Inibi¢ao

Nao inibigao UFC

G9

X )

G10

X )

G11

G12

G13

X | XX | X

G14

G15

= o0

G16

= ce]

X = agéo realizada; « = crescimento infinito do microrganismo; - = grupos controles que nao receberam nenhum tipo de tratamento.

DISCUSSAO

O PMMA é um composto orgéanico
classificado como polimero, que se apresentaem
um sistema de pd/liquido, com proporgcéo para
manipulacao de trés partes de pé para uma parte
de liquido®. A inclusdo de AgNPs nas amostras
foi realizada no momento da mistura de po e
liquido das resinas, respeitando a proporgéo 3:1
de po e liquido do fabricante. Diversos estudos
na literatura incorporaram solucdo de AgNP em
resinas acrilicas a base PMMA, mas n&o seguem
a proporgdo orientada''7202', A quantidade da
solucdo de AgNPs adicionada pode ter alterado
a proporcao 3:1, tendo maior quantidade de
liquido em relacéo ao pé, o que dificultou a total
incorporacéo da AgNP.

Na presente investigacéo, a concentracao
da AgNP foi determinada pela concentragéo
minima inibitéria para dois microrganismos
diferentes que levam ao aparecimento de
doencas infecciosas na cavidade oral, tornando-
se uma concentracdo de amplo-espectro.
Concentracbes exclusivas para apenas um
microrganismo e sem realizacdo prévia de CMI,
podem ser comumente encontradas em estudos
prévios, assim como encontra-se o método
de avaliagdo das UFC através de microscopia
eletronica de varredura, promovendo
melhor contagem e avaliagdo do potencial
antimicrobiano®20-23,

O armazenamento dos corpos de prova
em agua destilada por 48 horas para eliminagao
do mondmero residual pode ter levado a uma
liberacdo prévia de certa quantidade de AgNP.
Esse efeito identificado como “burst effect” é
relativamente comum para algumas formulag¢des
e/ou substancias, que imediatamente apds a
colocagdo no meio de liberagdo, liberam uma
quantidade em periodos de tempo, até atingir
um perfil de estabilidade?.

10.35699/2178-1990.2021.26466

Alguns estudos realizaram 0s
procedimentos de acabamento e polimento
nas duas faces da amostra'®?2, Logo, tornar
a superficie menos rugosa e com polimento
adequado, promove uma menor aderéncia de
microrganismos®.

Todavia, no presente estudo, o
acabamento e o polimento dos corpos de prova
foram realizados em apenas uma das suas
faces, mimetizando a rotina clinico-laboratorial,
onde apenas a face da prétese que nao entra em
contato direto com a mucosa do palato recebe
acabamento e polimento.

No presente estudo, o efeito fungicida e
bactericida das AgNPs foi observado quando
0s espécimes passaram pelo tratamento de
imersdo. Entretanto, a interacdo entre as
resinas acrilicas e as nanoestruturas demostrou
limitagdes, visto que depois que a solucédo de
AgNP foi incorporada na resina, nenhum efeito
significativo qualitativamente foi observado
contra Candida albicans e Staphylococcus
aureus, sendo apenas variavel em um grupo que
possibilitou a contagem de UFC.

Embora muitos estudos investiguem
a atividade antimicrobiana das AgNPs contra
microrganismos, as informagbes apds a sua
incorporacao em estruturas poliméricas €
limitada?-%". Sabe-se que a eficacia antimicrobiana
apos a incorporacgao é relacionada a difusdo de
moléculas de dgua no material e a migragao dos
ions de prata através da propriedade do polimero
para 0 meio aquoso, desempenhando esse
processo de liberagdo? 2,

A reducgdo ou inativagcdo acdo da AgNP
em matrizes poliméricas foi visualizada quando
verificou-se que a associacdo do PMMA com
AgNP liberou menos ions de prata do que a
associacao de AgNP com fibras de poliamida
(PAB), termoplastico produzido a partir da
extrusdo da poliamida®?®. O PMMA, comparado
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ao PAG, é um polimero hidrofébico, portanto sua
absorcao de agua pode nao ser o bastante para
liberar os ions de prata a partir das particulas
situadas na parte mais interna das amostras?’.
Dessa forma, a auséncia das propriedades
bactericidas e fungicidas no estudo pode estar
relacionada a baixa liberagdo de ions de prata
ou AgNPs das amostras que possuem essa
caracteristica de hidrofobicidade.

Duas hipoteses do estudo foram
aceitas, visto que as AgNPs possuem potencial
antimicrobiano frente Staphylococcus aureus e
Candida albicans, porém como esperado apoés
a sua inclusao nas resinas a base de PMMA
promoveu uma interagao que reduziu ou inativou
a sua acao antimicrobiana frente a formacéao de
biofilme. A hipdtese de que a adesao de biofilme
nas resinas confeccionadas com a incorporagao
de nanoparticulas de prata é menor foi
parcialmente aceita, visto que apenas um grupo
que recebeu a inclusdo de AgNP obteve menor
aderéncia de biofilme de Candida albicans.

CONCLUSAO

A acgado antimicrobiana da AgNP foi
eficiente no controle de Candida albicans
e Staphylococcus aureus pelo método de
imersdo. Todavia, apds a inclusdao da AgNP em
resinas de PMMA a atividade antimicrobiana foi
comprometida, ocorrendo aderéncia e formacéao
de biofilme. Logo, a pesquisa aceita as hipoteses
levantadas e sugere que novos estudos séo
necessarios para melhor incorporacéo de AgNP
para total eficacia do seu teor antimicrobiano.
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Nanoparticulas de prata incluidas em resinas acrilicas

Silver nanoparticles in PMMA prosthesis bases to control microbial activity

Aim: To perform an in vitro evaluation of the activity of Staphylococcus aureus and Candida albicans
in conventional prosthesis bases, based on methyl polymethylmethacrylate with silver nanoparticles
incorporated into the composition.

Methods: An experimental laboratory study was carried out using commercially available self-curing
acrylic resins, Vipi Flash/VIPI and JET/Classico. Eighty specimens were manufactured and divided
into 16 groups (n = 5), referent to the resin brand, treatment (incorporation and immersion in the
silver nanoparticle solution), and inoculated microorganism. The nanoparticles were synthesized with
polymethacrylic acid and silver nitrate, and were irradiated with a low power (~ 8W) ultraviolet light
for 6 hours. Their concentrations were idealized by the method of microplate dilution to determine the
minimum inhibitory concentration when compared to the selected microorganisms. Bactericidal and
fungicidal activities were identified with an initial concentration of 25% and a subsequent dilution factor
of 12.5%.

Results: It was difficult to incorporate the AgNPs into the acrylic resin, which may well have resulted from
the change from the 3:1 proportion recommended by the manufacturer or by reducing or inactivating the
action of the silver nanoparticle by interaction with polymethylmethacrylate. VIPI with the inclusion of
nanoparticles obtained a lesser Candida albicans biofilm adherence.

Conclusion: Silver nanoparticles were effective in controlling Candida albicans and Staphylococcus
aureus in the immersion method; however, the antimicrobial activity was compromised after inclusion in
acrylic resins.

Uniterms: Nanotechnology. Silver nitrate. Polymethyl methacrylate. Denture bases.
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