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RESUMO

Cimentos de iondmero de vidro (CIV) sdo reconhecidos como importantes materiais
restauradores odontoldgicos, embora muitas vezes apresentem falhas devido as propriedades
mecanicas deficientes e cérie secundaria, em compara¢do com outros materiais odontologicos,
tais como as resinas compostas. O objetivo deste estudo foi analisar, de forma inédita, a
influéncia da incorporacgédo do vanadato de prata nanoestruturado decorado com nanoparticulas
de prata (AgVO3), nas propriedades mecanicas e biolégicas de um cimento de iondmero de
vidro. Inicialmente o AgVOsfoi sintetizado e caracterizado. A concentracéo inibitria minima
(CIM) foi determinada frente ao Streptococcus mutans. O AgVOs foi incorporado ao cimento
de ionémero de vidro convencional autopolimerizavel (Riva Self Cure) nas concentracdes de
1%, 2,5% e 5%, em massa. Um grupo Riva Self Cure (controle), sem o nanomaterial também
foi obtido. A atividade respiratéria do S.mutans foi avaliada através do ensaio de reducgdo de
XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) e a viabilidade
celular por meio da contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) (n=9) e da analise
qualitativa por microscopia de fluorescéncia (n=2). Um total de 40 blocos de esmalte bovino
foram obtidos com cavidades padronizadas e restaurados, e apos a exposicao ao biofilme de S.
mutans por 5 dias a 37°C avaliados quanto a desmineralizacdo do esmalte através da analise da
microdureza Knoop (50g/15s). As propriedades fisico-mecénicas foram avaliadas pelos ensaios
de resisténcia a tracdo diametral, dureza e rugosidade superficial. Os dados foram analisados
por analise de variancia e pos teste de Bonferroni (a=0,05). A CIM do nanomaterial frente a S.
mutans foi de 250 pg/mL. O método do XTT demonstrou que a viabilidade das células expostas
ao grupo Riva Self Cure foi estatisticamente semelhante ao Riva Self Cure + 1% de AgVOs
(p=1,000) e diferente dos demais grupos (p<0,05), que apresentaram maior atividade
metabolica. O grupo Riva Self Cure + 1% de AgVOs apresentou 0 menor nimero de UFC/mL,
sendo estatisticamente semelhante ao Riva Self Cure (p=0,099), e diferente dos demais
(p<0,05) que apresentaram maiores valores. A microscopia de fluorescéncia demonstrou no
grupo Riva Self Cure menor quantidade do numero de células, havendo mais espacos vazios
entre elas, em relagdo aos grupos com AgVOs. Quanto a desmineralizacdo, o grupo Riva Self
Cure + 1% de AgVOs apresentou menor perda percentual de microdureza, com diferenca
signficativa em relacéo aos grupos incorporados com 2,5% (p=0,005) e 5% (-60,79% + 11,27%)
(p=0,003). Entretanto, nenhum dos grupos foi capaz de prevenir a desmineralizacdo do esmalte
frente ao biofilme cariogénico. A incorporacao de 5% do AgVOsresultou em uma diminuigéo

significante nos valores de resisténcia a tracdo diametral e de dureza superficial quando



comparado ao grupo Riva Self Cure (p<0,05). A incorporagédo do nanomaterial ndo influenciou
na rugosidade superficial (p=0,096). Conclui-se que nenhum dos grupos foi capaz de inibir
completamente a formacao do biofilme e prevenir a desmineralizacdo do esmalte. Os resultados
sugerem que a incorporagéo de 1% de AgVOszao CIV apresentou bom desempenho, entretanto
o material testado foi sensivel a incorporacdo de maiores concentracdes, podendo estas

sacrificarem as propriedades mecanicas sem potencializar o efeito antimicrobiano.

Palavras-chave: 1. Cimentos de iondmero de vidro 2. Nanotecnologia 3. VVanadato de prata. 4.
Streptococcus mutans 5.Desmineralizacdo 6. Tracdo diametral. 7. Dureza superficial 8.

Rugosidade superficial.
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ABSTRACT

Glass ionomer cements (GIC) are recognized as important dental restorative materials, although
they often fail due to poor mechanical properties and secondary carie compared to other dental
materials, such as composite resins. The aim of this study was to analyze, in an unprecedented
way, the influence of the incorporation of nanostructured silver vanadate decorated with silver
nanoparticles (AgVOz) on the mechanical and biological properties of a glass ionomer cement.
Initially AgVOs was synthesized and characterized. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined against Streptococcus mutans. AgVOs was incorporated into
conventional self-curing glass ionomer cement (Riva Self Cure) at concentrations of 1%, 2.5%
and 5% by mass. A Riva Self Cure group (control) without the nanomaterial was also obtained.
The respiratory activity of S.mutans was evaluated using the XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-
Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) and cell viability by counting colony
forming units (CFU) count (n=9) and by qualitative analysis utilizing a fluorescence
microscopy (n=2). A total of 40 blocks of bovine enamel were obtained with standardized
cavities and restored, and after exposure to S. mutans biofilm for 5 days at 37°C, the enamel
demineralization was evaluated through Knoop microhardness analysis (50g/15s). The
physical-mechanical properties were evaluated by the diametral tensile strength, hardness, and
surface roughness tests. Data were analyzed by analysis of variance and Bonferroni posttest
(0=0.05). The MIC of the nanomaterial against S. mutans was 250 pg/mL. The XTT method
demonstrated that the viability of cells exposed to the Riva Self Cure group was statistically
similar to Riva Self Cure + 1% AgVO3 (p=1,000) and different from the other groups (p<0.05),
which they showed greater metabolic activity. The Riva Self Cure + 1% AgVOs group had the
lowest number of CFU/mL, being statistically similar to the Riva Self Cure (p=0.099), and
different from the others (p<0.05) which had higher values. Fluorescence microscopy showed
a lower number of cells in the control group, with more empty spaces between them, in relation
to the groups with AgVOs. When analyzing the demineralization, the Riva Self Cure + 1%
AgV O3 group showed lower percentage loss of microhardness, with a significant difference
compared to the incorporated groups with 2.5% (p=0.005) and 5% (-60,79% * 11,27%)
(p=0.003). However, none of the groups was able to prevent enamel demineralization against
cariogenic biofilm. The incorporation of 5% of the AgVOz resulted in a significant decrease in
the values of diametral tensile strength and surface hardness when compared to the Riva Self
Cure group (p<0.05). The incorporation of the nanomaterial did not influence the surface

roughness (p=0.096). It is concluded that none of the groups was able to completely inhibit



biofilm formation and prevent enamel demineralization. The results suggest that the
incorporation of 1% AgV Oz to the GIC showed good performance, however the material tested
was sensitive to the incorporation of higher concentrations, which could sacrifice the

mechanical properties without potentiating the antimicrobial effect.

Keywords: 1. Glass ionomer cements 2. Nanotechnology 3. Silver vanadate. 4. Streptococcus

mutans 5. Demineralization 6. Diametral traction. 7. Surface hardness 8. Surface roughness.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

Os Cimentos de londmero de Vidro (CIV) foram idealizados em 1971 e sua
comercializacdo no mercado ocorreu em 1977, concebendo uma evolucdo dos cimentos de
silicato e policarboxilato (WILSON; KENT, 1972; KENT; LEWIS; WILSON, 1973). A
adesividade sobre a estrutura dental, a biocompatibilidade, a liberagdo de fluor e o coeficiente
de expansdo térmico-linear do material despertaram o interesse pelo seu uso. Os CIV sédo
classificados em trés grupos de acordo com sua natureza: 0s convencionais, 0s reforcados por
metais e os modificados por resina (BAKHADHER et al., 2019).

O CIV convencional apresenta-se nas formas de p6 e de liquido. O p6 normalmente é
composto de silica, alumina e fluoreto de célcio, sendo de carater basico. O liquido é constituido
por &cido policarboxilico sob a forma de copolimero com o &cido itacénico, tricarbalico,
maleico ou tartarico. Quando manipulados, compdem um sal hidratado, que age como matriz
de ligacdo entre as particulas de vidro (KANTOVITZ et al., 2020).

Trata-se de um material bioativo devido a troca de ions com seu ambiente. (PAIVA et
al., 2018; FRICKER, 2021). A bioatividade desses cimentos em compara¢do aos materiais a
base de resina é aumentada pelo carater hidrofilico do Acido Poliacrilico (PAA), utilizado em
aplicacdes envolvendo materiais que devem ser permeaveis a agua e a ions (ZOHURIAAN-
MEHR; KABIRI, 2008; LOPES et al., 2018). Ao combinar a solubilidade em agua do PAA e
dos vidros lixiviaveis, o CIV forma um material restaurador a base de agua altamente bioativo
com potencial para fornecimento de ions terapéuticos, tais como os ions de fluoretos (BERG et
al., 2016; FRICKER, 2021). Devido a essas propriedades, o CIV tem ampla aplicabilidade
durante a terapéutica de pacientes de alto/médio risco/atividade da doenca carie.

Apesar das propriedades citadas, o CIV apresenta algumas limitacGes dentre elas a perda
do desempenho mecanico e a formacdo de trincas e rachaduras, levando a um alto risco de
micro infiltragdo marginal e fratura em cavidades compostas e consequentemente carie
secundaria (CORREA; OGASAWARA, 2006; BELLO; FERNANDEZ, 2008; DA SILVA et
al., 2010; SILVA et al., 2011; BACCHI; BACCHI; ANZILIERO, 2013; SPEZZIA, 2017).
Diante disso, existem potenciais vantagens clinicas com a adi¢do de compostos antimicrobianos
nos cimentos de ionémero de vidro. Com isso, um breve grupo de substancias tém sido
estudadas em detalhes, entre essas a clorexidina, cloreto de cetilpiridinio, cloreto de
benzalconio, cetrimida e compostos inorganicos (TUZUNER; DIMKOV; NICHOLSON,
2019).
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Servindo ao mesmo proposito, nanocompositos de polimero/prata tém  sido
amplamente investigados como materiais antibacterianos para aplicacdes odontoldgicas
(ZHANG et al., 2017) e biomédicas (TAMAYO et al., 2019).

A prata € um metal que foi utilizado por séculos em todo 0 mundo como antimicrobiano
(NISKA et al., 2016; TANG; ZHENG, 2018). Restauragdes em amalgama de prata foram
amplamente utilizadas durante o século 19, sendo substituidas gradativamente por restauracdes
em resinas compostas a partir de 1930 (ALCARAZ et al., 2014; AMINOROAYA et al., 2020).
Estudos com compostos a base de prata nanoestruturada foram impulsionados devido
principalmente as suas propriedades antimicrobianas e também ao crescente desenvolvimento
da nanociéncia (LEE; JUN, 2019).Pesquisas envolvendo nanotecnologia, sobretudo
relacionadas a producdo e aplicacdo de nanoparticulas, contribuiram com a evolucdo dos
materiais odontologicos (PADOVANI et al., 2015). As nanoparticulas, por apresentarem
tamanho reduzido, entre 1 e 100 nm, exibem propriedades que estdo ausentes naquelas em séries
ndo nanométricas (PADOVANI et al., 2015; NISKA et al., 2016). A ascensdo de estudos nesta
area pode ser percebida pelo crescente nimero de pedidos de patentes, o que reafirma o
crescimento dessa tecnologia (FERNANDEZ et al., 2021).

A inclusdo de nanoparticulas em materiais odontoldgicos contribuiu para a melhoria de
suas propriedades (PADOVANI et al., 2015; NISKA et al., 2016; NORONHA et al., 2017). A
eficacia das nanoparticulas de prata (AgNPs), se deve ndo apenas ao seu tamanho em
nanoescala, mas também a sua grande proporcdo area de superficie/ volume o que permite uma
maior interacdo com 0s micro-organismos e, consequentemente seu amplo espectro de acédo
(YIN et al., 2020). Sua atividade antibacteriana também tem sido percebida mesmo contra
aqueles resistentes a antibidticos (BRANDT et al., 2012; MOHANTY et al., 2012); ademais,
efeitos sinérgicos puderam ser observados em composicGes de antibidticos com AgNPs
(NANDA; SARAVANAN, 2009; FAYAZ et al., 2010).

A atividade antibacteriana das AgNPs ainda ndo é totalmente conhecida, porém estudos
mostram a atuacdo de seus ions prata nas diversas estruturas do componente celular bacteriano,
especialmente com relagdo a capacidade de adesédo a parede das células e também a membrana
citoplasmatica pela atracdo e afinidade eletrostatica as moléculas de enxofre, elevando a
permeabilidade e ruptura da membrana (RAFFI et al., 2008; ABBASZADEGAN et al., 2015),
em gram-negativas, as porinas, que sdo as proteinas presentes na membrana externa, atuam na
absorcdo de AgNPs (RADZIG et al., 2013). DNA, proteinas e lipidios sdo moléculas que
podem ser afetadas pelas AgQNPs (INBAKANDAN et al., 2016; KUMARI et al., 2017). AgNPs

podem inibir o crescimento e a vitalidade bacteriana pelo estimulo ao estresse oxidativo que



31

leva a destruicdo das células bacterianas elevando a desfosforilacdo de residuos de tirosina em
substratos peptideos bacterianos (PRABHU; POULOSE, 2012; KUMARI et al.,
2017). Estudos demonstraram que espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo os principais
responsaveis pela interrupcdo da membrana celular e modificacio do DNA (DURAN;
NAKAZATO; SEABRA, 2016).

Estudos recentes evidenciaram as vantagens da utilizacdo de AgNPs na area
odontoldgica, haja vista seu potencial antimicrobiano, evitando inclusive a necessidade de
terapias de infecdo em diversos casos (DURAN; NAKAZATO; SEABRA, 2016). Ha em todo
o mundo, uma disseminacdo de resisténcia bacteriana, dificultando a eficacia de tratamentos
(UNEMO; NICHOLAS, 2012) e isso causa Vvastos efeitos sociais e econdmicos, requerendo
medidas urgentes no que se refere ao desenvolvimento de acfes preventivas e de controle de
infeccdo (World Health Organization, 2017). AgNPs tém sido utilizadas em diferentes materiais
odontolégicos, dentre eles os protéticos (BACALI et al., 2020; TAKAMIYA et al., 2021),
sistemas adesivos (DUTRA-CORREA et al., 2018), implantes (GODOY-GALLARDO et al.,
2015), endoddnticos (KRETH et al., 2008; BHANDI et al., 2021), nas terapias para tratamento
de lesdes cariosas (DOS SANTOS et al., 2014) e prevencdo de biofilmes (JIA et al., 2016),
além de serem usados também na inducdo osteogénica (TIAN et al., 2016), ampliando suas
possibilidades de uso no século 21. A utilizacdo de nanoparticulas (NPs) pode ser acrescentada
em materiais de uso odontol6gicos como o cimento de iondmero de vidro, na tentativa de
melhorar suas propriedades, ajudando no controle do processo DES-RE (FATTAH; JOWKAR,;
REZAEIAN, 2021).

Os desafios em relacdo as AgNPs se devem a sua elevada area de superficie que favorece
a agregacao das particulas finas como aquelas em escala nanométrica originando particulas
secundarias o que limita a sua utilizacdo (HOLTZ et al., 2010; HOLTZ et al., 2012). Diante do
exposto, estudos tém sido realizados visando ancorar o ion e evitar esta agregacdo (KUMAR et
al., 2013).

Um potencial agente antimicrobiano, a base de prata, o nanofio de vanadato de prata
decorado com nanoparticulas de prata (AgVOz) foi descrito por HOLTZ et al., (2010) e HOLTZ
et al., (2012). Os estudos revelam que a sua concentracdo inibitoria minima (CIM) é 100 vezes
menor que a apresentada pela Oxacilina. Além disso, esse nanomaterial apresenta uma elevada
atividade contra cepas de Staphyloccocus aureus resistente a meticilina e Enterococcus
resistente a vancomicina.

O potencial antimicrobiano do AgVOs incorporado a diferentes materiais

odontoldgicos, dentre eles, hidrocoloide irreversivel, resina acrilica, cimento endodontico,
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cerdmica, superficie de implante dentério e revestimento para prétese foi comprovado em
estudos recentes (DE CASTRO et al., 2019; DE CAMPOS; BOTELHO; DOS REIS, 2021; DE
CASTRO et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2021).

O AgVOs e um nanomaterial que estabiliza AgNPs em nanofios de vanadio. Este
composto hibrido se dissocia em fons de prata (Ag *) e vanadio (V **/ V *") e é reativo para
cepas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (HOLTZ et al., 2012). Os ions Ag * e
vanadio em estado pentavalente interagem com 0s grupos tiol presentes nas enzimas do
metabolismo bacteriano formando complexos estaveis e, quando em contato com o DNA
bacteriano, 0 Ag * impede sua replicacdo. A oxidaco-reducio entre V # e V °* leva ao estresse
oxidativo na célula bacteriana (HOLTZ et al., 2012). Dessa forma, este nanomaterial pode
atuar na progressdo de diversos tipos de doencas causadas por micro-organismos (DE
CAMPOS; BOTELHO; DOS REIS, 2021). Apesar disso, 0 uso do AgVOsz em cimento de
iondbmero de vidro ainda néo havia sido investigado. O objetivo deste estudo, in vitro, foi avaliar
de forma inédita a influéncia da incorporagdo do vanadato de prata nanoestruturado decorado
com nanoparticulas de prata nas propriedades fisico-mecanicas e bioldgicas de um cimento de
ionbmero de vidro. A hipdtese nula testada foi a de que a incorporacdo de AgVOs3 nao

influenciaria nas propriedades deste material restaurador.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da incorporagéo do vanadato de prata nanoestruturado decorado
com nanoparticulas de prata nas propriedades mecanicas e biologicas de um cimento de

iondbmero de vidro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Sintetizar e caracterizar o vanadato de prata nanoestruturado decorado com
nanoparticulas de prata;

« Determinar a concentracdo inibitoria minima do vanadato de prata nanoestruturado
decorado com nanoparticulas de prata frente ao Streptococcus mutans;

« Incorporar diferentes concentracdes de vanadato de prata nanoestruturado decorado
com nanoparticulas de prata em um cimento de iondmero de vidro;

« Avaliar a atividade respirat6ria do Streptococcus mutans atraves do ensaio de redugédo
de XTT, a viabilidade celular por meio da contagem de unidades formadoras de
colnias (UFC) e analise qualitativa por microscopia de fluorescéncia;

« Avaliar o efeito do cimento de iondmero de vidro modificado, na prevencdo da
desmineralizacdo do esmalte ap6s formacao de biofime cariogénico;

« Avaliar a influéncia da incorporacdo do AgVOs na resisténcia a tracdo diametral,

dureza e rugosidade superficial do cimento de ionémero de vidro.



36



37

3 MATERIAIS E METODOS




38



39

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Vanadato de Prata Nanoestruturado Decorado com Nanoparticulas de Prata

O vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs foi produzido e
caracterizado no Laboratdério de Pesquisa em Quimica de Materiais do Departamento de
Ciéncias Naturais da Universidade Federal de S&o Jodo Del-Rei (MG).

3.1.2 Cimentos de londmero de Vidro

Para o estudo foi selecionado um cimento de iondmero de vidro, especificado a seguir

na Tabela 1.

Tabela 1 - Cimento de iondmero de vidro utilizado no estudo.

Marca Comercial/

- Classificacao Composicéo Apresentacao
Riva Self Cure/SDI  Cimento de iondmero de vidro Vidro de Kit p6 /
convencional condensavel para  Estréncio / Acido liquido
restauracdes - art Poliacrilico / 10g po
autopolimerizavel Acido Tartarico 6émL liquido
3.2 METODOS

3.2.1 Delineamento Experimental

O fator em estudo foi a concentragdo de vanadato de prata nanoestruturado decorado
com nanoparticulas de prata (AgVOz3) incorporada a um cimento de ionémero de vidro
autopolimerizavel (Riva Self Cure; Riva Self Cure + 1% AgVOs; Riva Self Cure + 2,5% AgVOs
e Riva Self Cure + 5% AgVOs). Para as analises microbiologicas, as varidveis de resposta
quantitativas foram: contagem de unidades formadoras de col6nia (em logio UFC/mL) e

Absorbancia do XTT (em nm). Por meio da microscopia de fluorescéncia foi realizada uma
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andlise qualitativa. Para as analises mecénicas as seguintes variaveis de resposta quantitativas
foram abordadas: resisténcia a tracdo diametral (MPa), Dureza Superficial (HK) e Rugosidade
Superficial (um) e para a analise da desmineralizacdo do esmalte, a Dureza Superficial (HK).

A Figura 1 mostra o fluxograma do estudo.

Sintese e Caracterizagéo
Vanadato de Prata Nanoestruturado
(AgV0s)
Concentracgdo Inibitoria Minima (S. mutans)

Cimento de londmero de Vidro (Riva Self Cure)

Riva Self Riva Self Cure + 1% Riva Self Cure + 2,5% Riva Self Cure + 5%
Cure AgVvVO, AgVO, AgVO,
Anilise Microbiolégica Propriedades Mecanicas Desmineralizagéo do Dureza Superficial
Esmalte (n=10)
Unidades Formadoras Ensaio de Microscopia de Resisténcia a Dureza Rugosidade
de Coléni Reducéo de Fluorescéncia Tragdo Diametral Superficial Superficial
(logyq UFC/mL) (n=9) XTT (n=9) (n=2) (n=10) (n=10) (n=10)

Figura 1 - Fluxograma do estudo.

3.2.2 Sintese e Caracterizacdo do Vanadato de Prata Nanoestruturado Decorado com

Nanoparticulas de Prata

O vanadato de prata nanoestruturado decorado com nanoparticulas de prata foi
sintetizado através de uma reacao de precipitacdo (Figura 2) entre o nitrato de prata (AgNOs3,
Merck 99,8%) e o vanadato de amoénio (NHsV O3, Merck 99%).

Figura 2 - Reagentes para a sintese do vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs.
Fonte - de Castro (2017, p. 43).
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Inicialmente, 0,9736 g de NH4VOs3 e 1,3569 g de AgNO3z foram solubilizadas em 200
mL de agua destilada, respectivamente. As solucBes foram agitadas separadamente em
superficie aquecida a 65°C, durante 10 minutos. A seguir, a solucdo de nitrato de prata foi
adicionada gota a gota com o uso de uma bureta na solugéo de vanadato de amonio sob agitacéo
constante a temperatura de 65°C. O precipitado obtido foi lavado com agua destilada e alcool
absoluto por diversas vezes, sendo posteriormente filtrado e seco em linha de véacuo por 10

horas (Figura 3).

Figura 3 - Vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs.

A caracterizacdo foi realizada através de microscopia eletrdnica de transmissao
(STEM), com o microscépio JEOL JEM-100CX I, a fim de verificar a morfologia e a presenga

de nanoparticulas de prata (AgNPs) na superficie dos cristais formados.

3.2.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do vanadato de prata
nanoestruturado decorado com nanoparticulas de prata frente a Streptococcus mutans ocorreu
pelo método das diluigdes.

Placas de 96 pocos foram preparadas contendo 100 puL do meio de cultura BHI. O p6
do AgVOs deu-se diluido em &gua destilada, e no primeiro pogo sucedeu adicionado 100 uL de
AgVOs a concentracdo de 500 pg/mL, seguido de homogeneizacdo. As diluigdes sucessivas

foram realizadas, transferindo-se 100 pL da suspensdo para o proximo poco, de forma que a
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concentracdo do agente fosse reduzida pela metade, a cada diluigdo. Em cada pogo foram
inoculados 5 pL do micro-organismo testado.

Foram obtidas 10 concentracdes do agente antimicrobiano (que variaram de 500 a 0,97
pg/mL) e dois controles, um positivo, contendo apenas meio de cultura e micro-organismo, e
outro negativo, contendo meio de cultura e a solugdo com AgVO:s.

As placas passaram por incubagéo a 37°C, em estufa microbioldgica, e ap6s 24 horas de
incubacdo, o crescimento microbiano seguiu sendo avaliado através da turbidez da amostra a
olho nu. Havendo turvacao, o resultado foi considerado ineficiente para acdo antimicrobiana do
vanadato. Uma aliquota dos pocos considerados negativos foi semeada em placa com meio de
cultura especifico para confirmar auséncia/presenca de crescimento (Figura 4).

Agua destilada
N 10 concentragdes do agente

), antimicrobiano (500 pug/mL a
. 0,97 ug/mL)

02 controles

96 pogos preparadas

contendo 100 plL do e + —
meio de cultura BHI

meio de cultura e meio de culturae a
micro-organismo solugdo com AgVO;

Figura 4 - Protocolo para determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima — Streptococcus mutans.

3.2.4 Confec¢do das Amostras de Cimento de lonémero de Vidro

As amostras foram preparadas nas dimensbes de ¢ 6 x 3 mm por mistura das
porcentagens de 0% (Riva Self Cure), 1%, 2,5% e 5% (em massa) de AgVOs. A manipulagéo
foi realizada sempre por um unico operador. O nanomaterial foi incorporado proporcionalmente
ao po do cimento de iondmero de vidro, pesados em balancga de precisdo. Em seguida, o po foi
incorporado ao liquido seguindo as instrugdes e a manipulacéo realizada com espatula sobre
uma placa de vidro despolida a fim de garantir uma melhor homogeneizagdo (Figura 5).
Finalizada a manipulagéo, o material foi inserido em matrizes de mesmo formato e dimensao,
uma placa de vidro foi sobreposta a matriz a fim de obter uma superficie plana. Ap6s o tempo
de polimerizacé&o, foi realizado o acabamento e o polimento das amostras com lixas #400, #600,
#1200, #2000 #2500 e #5000.
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Figura 5 - Amostras preparadas de acordo com o grupo experimental.

3.2.5 Andlise Microbioldgica

3.2.5.1 Micro-organismo e Condicdo de Crescimento

A anélise microbiologica foi realizada frente a espécie citada no Tabela 2.

Tabela 2 - Micro-organismo padréo utilizado no experimento microbiolégico.

Cddigo Micro-organismos Procedéncia Caracteristicas
Sm Streptococcus ATCC25175 Cocos Gram-positivos
mutans

ATCC, American Type Culture Collection.

Para o preparo do inoculo, 0 micro-organismo foi semeado em placa de Petri sobre o
meio de cultura especifico e incubado a 37°C por 48 horas. A seguir, para a padronizacdo dos
indculos (108 UFC/mL), uma alcada do micro-organismo recém-cultivado foi adicionada a
solucéo salina a 0,85%. Foi utilizado o espectrofotdmetro PCB 687 (BYK Gardner, Geretsried,

Alemanha), com a leitura da absorbancia entre 0,08 a 0,1 em comprimento de onda de 625 nm.

3.2.5.2 Desenvolvimento do Biofilme

Assepticamente, em cabine de fluxo laminar (Pachane, pa 400 — ECO, Piracibada, S&o

Paulo, Brasil) o biofilme do micro-organismo foi formado em placas de cultura pré-estéreis de
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24 orificios. Os espécimes (n=9), previamente esterilizados com perdxido de hidrogénio de
baixa temperatura, com um ciclo de duracdo de 35 minutos (Multilav Esterizacdes Ltda,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) (MCEVOY; ROWAN, 2019), foram distribuidos em cada
poco e 1 aliquota de 1,5 mL do meio de cultura inoculado foi transferida para cada orificio
(Figura 6).

_,

\ 4
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Figura 6 - Meio de cultura inoculado.

As placas foram incubadas a 37°C por 1 h e 30 minutos sob agitacdo de 750 rpm em
estufa bacterioldgica (Incubadora Shaker, Mod. — CE-320, Cienlab, Campinas, SP, Brasil) para
aderéncia do biofilme nos corpos-de-prova. Ap6s o periodo de adesdo, 0s corpos-de-prova
foram lavados cuidadosamente com 2 mL de solucdo salina a 0,85% com a finalidade de
remover as células ndo aderidas, tamponar 0 meio e remover 0s metabdlitos.

Em seguida, 2 mL de meio de cultura estéril foram adicionados em cada pogo com o
objetivo de oferecer mais nutrientes aos micro-organismos. As placas foram incubadas a 37°C
sob agitacdo de 750 rpm por 48 h para a maturacdo do biofilme. Decorrido esse periodo, 0s
espécimes foram retirados das placas de 24 pocos, lavados 1 vez com solucgdo salina e inseridos
separadamente em microtubos contendo 1 mL de PBS.

3.2.5.3 Unidades Formadoras de Colbnias

O numero de células viaveis foi quantificado em termos de unidades formadoras de
coldnias por mililitro (UFC/mL). Para a realizagéo da semeadura em placas de Petri, as solugdes
contida nos tubos de ensaio foram diluidas de forma seriada. Para isso, os tubos foram
individualmente agitados em um agitador de tubos de ensaio (Phoenix, AP 56, Araraquara, Sao

Paulo, Brasil), uma aliquota de 25 uL da solu¢ao foi utilizada sem diluicdo e posteriormente,
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uma aliquota de 25 pL foi transferida para um microtubo contendo 250 pL de PBS, obtendo-se
assim diluicdes seriadas de 10° a 103 (Figura 7).

25 uL 25 L 25 uL
Ny (Y (N

(= 7 &

v

1 mL de PBS + 225 pL de PBS 225 uL de PBS 225 pL de PBS
corpo-de-prova

contaminado l l l

12 diluicéo 28 dilui¢do 32 diluigédo

Figura 7 - Solucdo diluida de forma seriada nos tubos de ensaio.

Uma aliquota de 25 puL de cada dilui¢do foi transferida a placa de Petri nos respectivos
quadrantes e espalhada sobre o meio de cultura com o auxilio de uma alca Drigalsky. Em
sequida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa bacterioldgica. Apds o
periodo de incubagdo, o nimero de coldnias de cada diluicdo foi contado, e o valor de UFC
obtido, com base na diluicdo que promoveu 30 a 300 colénias: UFC/mL = ndmero de colbnias
x 10"/q, onde: n = valor absoluto da diluicdo (0, 1, 2,5 ou 5), e q = quantidade da suspensdo
plaqueada (0,025 mL). O valor de UFC/mL foi convertido em logio (Figura 8).

Figura 8 — Diluigdo em Placa de Petri.
Fonte - de Castro (2014, p. 56).
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3.2.5.4 Atividade Respiratdria atraves do Ensaio de Redugdo de XTT

Os biofilmes foram submetidos ao ensaio de XTT [2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida] para avaliacdo da atividade metabolica dos micro-
organismos (Figura 9). O teste baseou-se na habilidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais de micro-organismos metabolicamente ativos converterem o sal tetrazolio
hidrossolavel XTT (cor amarela) em um produto solivel em agua — formazana (cor laranja), o
que foi mensurado em leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Vantaa,
Finlandia). Dessa forma, a reducdo bioquimica do XTT pode ser empregada para medir a
atividade metabdlica de biofilmes.

O XTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) foi dissolvido em tampéo PBS a
uma concentracdo final de 1 mg/mL. A solucdo de menadiona (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, EUA) foi preparada a concentracdo de 0,4 mM em acetona (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, EUA) imediatamente antes do uso. Para cada ensaio, a solugdo de XTT foi
misturada com a solucéo de menadiona a uma razdo de volume de 20:1.

Aliguotas de 100 pL da suspensdo homogeneizada de cada microtubo e 50 pL da
solugdo de XTT foram transferidas para cada poco da placa de 96 pogos. As placas foram
cobertas com folha de aluminio e incubadas no escuro a 37°C durante 2h. Decorrido o tempo
de incubacdo a quantificacdo da formacéo de formazan por espectrofotometria a 492 nm foi
realizada em triplicata, utilizando um leitor de microplacas (Synergy Il, BioTek Instruments,
Winooski, VT, Estados Unidos).

Figura 9 - Ensaio de reducdo de XTT.
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3.2.5.5 Microscopia de Fluorescéncia

A analise qualitativa do biofilme foi realizada por microscopia de fluorescéncia. Os
biofilmes formados na superficie das amostras (n = 2) foram corados com o kit de viabilidade
celular LIVE / DEAD BacLight (Molecular Probes) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. ApGs o0 enxague, os espécimes foram transferidos para uma nova placa de 24 pogos
e cada amostra corada com 1000 pL da solu¢do de 0,3% de Syto 9 e corantes de iodeto de
propidio e incubados em temperatura ambiente no escuro por 15 minutos.

Apos a incubacdo, as amostras foram enxaguadas com PBS, montadas em laminulas de
vidro de 0,14 mm de espessura (24x60 mm) e observadas sob microscépio invertido com filtros
em comprimentos de onda de excitacdo de 490 nm e 546 nm (Axio Observer Al; Carl Zeiss®)
com ampliacdo de 63x. As imagens foram capturadas e analisadas usando o software ZEN 2.3
Lite (Carl Zeiss® Microscopy Ltd., Oberkochen, Alemanha).

3.2.6 Avaliacdo do Efeito da Incorporacdo do Nanomaterial ao CIV na Prevencdo da

Desmineralizacdo do Esmalte apds Formacao do Biofilme Cariogénico

Ap6s aprovacio pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade de
Uberaba (CAAE - 002/2021), 40 incisivos bovinos sem quaisquer trincas ou desgaste foram
selecionados. Os dentes foram limpos e, em seguida, imersos em solucdo de formalina a 10%
para desinfec¢do por 7 dias. Depois, os dentes foram lavados e armazenados em agua destilada
e deionizada a uma temperatura de 4°C.

Os incisivos foram seccionados separando a por¢éo coronaria da raiz com um disco de
diamante sob refrigeracdo na maquina de corte ISOMET 1000® (Precision Saw Buehler,
Illinois — EUA).

O primeiro corte foi feito 1 mm abaixo da junta esmalte-cimento. Foram obtidos
espéecimes a partir da porcédo corondria, padronizados nas dimensdes de 4 mm x 4 mm X 2 mm
(Figura 10). Entéo, foram lixados na maquina de polimento Arotec APL-4 (Série 41042, Arotec
S.A. industria e comércio), sob refrigeracdo em &gua com lixas #400, #600, #1200, #2000
#2500 e #5000, para a planificacdo da superficie do esmalte. A seguir foi feita a selecdo dos
espécimes através da mensuracdo da microdureza (Knoop, 50g, 15s) no microdurémetro

Shimadzu. O coeficiente de variacao aceito foi de 10%.
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A

Figura 10 - Preparo dos espécimes. A - Dente bovino higido. B — Dentes seccionados coroa e raiz a

1mm da junta esmalte-cemento. C — Fixacao da coroa com cera no bloco de acrilico para obtencéo dos
espécimes. D — Corte em maquina de corte de precisdo ISOMET 1000®. E — Obtencao dos espécimes

nas dimensodes de 4 mm x 4 mm x 2 mm.

Dessa forma, foram obtidos 40 blocos de esmalte, que receberam preparos de cavidades

padronizadas com broca 1016 (KG) e foram divididos em grupos (n=10) de acordo com a
concentragdo do nanomaterial (Figura 11).

Figura 11 - Padronizag&o das cavidades e restauragdo com a concentracdo do nanomaterial.
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O polimento foi realizado com lixa #5000 para remogéo dos excessos do material. Uma
metade dos dentes foi recoberta com fita isolante e as demais faces (porcéo da dentina e regido
controle), foram protegidas com duas camadas de esmalte vermelho cosmético para unhas
(Colorama, L’Oreal Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) acido-resistente (Figura 12). Em seguida,
as amostras foram esterilizadas com perdxido de hidrogénio de baixa temperatura com um ciclo
de duragdo de 35 minutos (Multilav EsterizacGes Ltda, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil)
(MCEVOY; ROWAN, 2019).

Apbs a esterilizacdo, a fita isolante foi retirada, deixando exposta a regido experimental.
Para o desafio cariogénico, os dentes foram inseridos em tubos de ensaio estéreis com meio de
sobrevivéncia Brain Heart Infusion (BHI, Labcenter, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com
0,5% de extrato de levedura (Labcenter, Sdo Paulo, Brasil), 0,5% de glicose (Labcenter, Sdo
Paulo, Brasil), 1% de sacarose (Labcenter, Sdo Paulo, Brasil) e cepa padrao de S. mutans ATCC
25175 (Fundacdo André Tosello, Campinas, Brasil) padronizada na escala 0,5 de MacFarland
(Labcenter, S&o Paulo, Brasil) (CARVALHO et al., 2008).

As amostras foram incubadas a 37 °C por 5 dias em jarras de anaerobiose (Labcenter,
Sdo Paulo, Brasil) pelo método da chama de vela e armazenadas em estufa bacteriologica
(Sterllifer, Diadema, Brasil). Durante o transcorrer dos 5 dias, 0 meio de sobrevivéncia BHI
(Labcenter, Sao Paulo, Brasil) foi renovado a cada 48 horas (CARVALHO et al., 2008;
BECCI et al., 2014). O pH foi mensurado a cada troca de meio para verificar que esteja pH<S5,

caracterizando o desafio cariogénico.

Figura 12 - Metade do esmalte dentério protegido pelo verniz cido resistente e a outra metade

recoberta com fita isolante.
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Ap0s os 5 dias, os blocos foram removidos dos tubos de ensaios e imersos durante 1
minuto em hipoclorito de sodio para a descontaminagdo. A seguir, o verniz foi removido da
regido controle, foi realizada a limpeza com algod&o e entdo procedeu-se a mensuracdo da
microdureza (Knoop, 50 g, 15s), através de 3 linhas com 5 identa¢6es (50, 150, 250, 350 e 450
pm) em cada, iniciando a 50 um da margem da restauracéo e finalizando com 450 um com 100
pm de distancia entre elas. As medicOes foram realizadas nos lados protegidos (controle) e

exposto ao biofilme (experimental)(Figuras 13).

@LADO CONTROLE LADO EXPERIMENTAL

L) L)
100pm 100pm

14 4

t L}
100um 100pm

3 3

Figura 13 - Mensuracdo da microdureza. A - Esquema da microdureza, sendo R = Restauragdo com
cimento de iondmero de vidro e E = Esmalte dental bovino. B - Imagem realizada através de camera
na lente do Microdurémetro - Shimadzu no momento da realizagdo da mensuragdo da microdureza no

lado experimental.

3.2.7 Avaliagéo da Resisténcia a Tragao Diametral

O teste de resisténcia a tracdo diametral seguiu a norma ADA n.66 com espécimes de @
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6 x 3 mm (n=10). Os espécimes foram mantidos na matriz em estufa a 37+1°C por 1 hora e
depois, armazenados em agua deionizada em estufa por 23 horas. Os testes de resisténcia foram
realizados em maquina de ensaios universal (EMIC DL-3000 — Capacidade de 30 kN) com
uma velocidade de 0,75 mm/min (Figura 14) (MAGALHAES et al., 2017).

Figura 14 - Méaquina universal de ensaios.

3.2.8 Avaliacéo da Dureza Superficial

A andlise da dureza superficial (n=10) foi realizada por meio do Microdurémetro
(Shimadzu HMV-2000, Japéo) (Figura 15). Foram realizadas 3 medicOes aleatoriamente
equidistantes em cada corpo-de-prova por meio de um penetrador tipo Knoop com carga de 25
gf (gramas forc¢a) por 30 segundos (DOS SANTOS et al., 2015). As indentacdes foram medidas
através de duas marcas nos vértices do losango em uma imagem com aumento de 40x,
determinando o comprimento da diagonal maior e, por conseguinte, os resultados de dureza

Knoop por meio do célculo automatico feito pelo software do equipamento.

Figura 15 - Microdurdmetro - Shimadzu HMV-2000.
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3.2.9 Avaliacao da Rugosidade Superficial

A analise da rugosidade superficial (n=10) foi feita por meio do rugosimetro SJ. 201P
(Mitutoyo Corporantion, Japdo), que opera com uma ponta analisadora de superficie capaz de
medir até 100 mm de percurso, apresentando uma base de granito com baixo potencial de
dilatagéo, evitando a descalibragem do aparelho. A ponta analisadora tocou na peca e percorreu

uma distancia de 4 mm (milimetros) fazendo 3 medi¢des em cada corpo-de-prova (Figura 16).

Figura 16 - Rugosimetro SJ. 201P — Mitutoyo.

3.2.10 Anéalise dos Dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software SPSS versdo 22.0.
Verificada a distribuicdo normal (Kolmogorov-Smirnov) e homogénea (Levene), os dados
foram comparados com o teste de Analise de Variancia de um ou dois fatores. Para a
diferenciagdo das medias, foi utilizado o pos-teste de Bonferroni. Para todos os testes o nivel
de significancia foi 5% (o= 0,05).
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO VANADATO DE PRATA NANOESTRUTURADO
DECORADO COM NANOPARTICULAS DE PRATA

A caracterizacdo demonstrou a obtencdo de um nanomaterial hibrido. Nanofios de
vanadato de prata com diametro medio de 150 nm e comprimento em escala micrométrica
decorados com nanoparticulas de prata metalicas semiesféricas em escada nanomeétrica (Figura
17).

b

Figura 17 - Microscopia eletronica de transmissao do vanadato de prata nanoestruturado decorado

com nanoparticulas de prata (x 200 magnitude).

4.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO NANOMATERIAL PURO

O valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) do vanadato de prata puro foi
determinado antes que o mesmo fosse incorporado ao cimento de ionémero de vidro. A CIM
contra Streptococcus mutans foi de 250 pg/mL como atestado na Tabela 3, este valor é
importante uma vez que demonstra a eficacia antimicrobiana de vanadato de prata contra a

bactéria.

Tabela 3 - Micro-organismo e valor de CIM para AgVOs utilizado no ensaio microbioldgico.

Cadigo Micro-organismo Procedéncia Caracteristica CIM (pg/mL)

Sm Streptococcus mutans  ATCC 25175 Coco gram-positivo 250
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4.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

43.1XTT

O efeito da incorporacdo do nanomaterial sobre a viabilidade do biofilme de S. mutans,
avaliado pelo ensaio de reducdo de XTT encontra-se descrito a seguir, de acordo com a leitura
da alteragé@o colorimétrica.

A Figura 18 mostra que houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,001). O
grupo Riva Self Cure (0,016% =+ 0,010%) , foi estatisticamente semelhante ao Riva Self Cure
+ 1% de AgVOs (0,014% + 0,010%) (p=1,000) e diferente dos demais grupos (p<0,05), que

por sua vez apresentaram maior atividade metabolica.

1,6
1.4
1,2
1,0

0.8

Absorbancia

0,6
0.4

0,2
' A A
0.0 - -
Riva Self Cure  Riva Self Cure + 1% Riva Self Cure+ Riva Self Cure + 5%
2,5%

AgV0s peso%

Figura 18 - Analise comparativa da absorbancia do XTT. * Letras diferentes indicam diferenca

significativa entre os grupos. ANOVA de um fator e p6s teste de Bonferroni. P<0,05.

4.3.2 Unidades Formadoras de Coldnias

A andlise da quantificacgdo do ndmero de células vidveis em termos
de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) ¢é apresentada a seguir (Figura 19).
A contagem de unidades formadoras de colbnias de S. mutans mostrou que houve
diferenca significativa entre os grupos (p=0,006). O grupo Riva Self Cure (4,28% = 0,51%), foi
estatisticamente semelhante aos demais (p>0,05). A diferenca estatistica foi observada entre os
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grupos incorporados com o nanomaterial, sendo que o Riva Self Cure + 2,5% de AgVOs (4,65%
* 0,65%) e Riva Self Cure + 5% de AgVOs (4,47% + 0,41%) apresentaram maiores valores de
unidades formadoras de col6nias em relacdo ao Riva Self Cure + 1% de AgVOs (3,36% =
1,21%) (p<0,05).

6 B .
AB
5 A [
T
4 w
-
=
o3
=
(=
2
|
0
Riva Self Cure  Riva Self Cure + Riva Self Cure + Riva Self Cure +
1% 2.5% 5%
AgV0s peso%

Figura 19 - Analise comparativa das unidades formadoras de coldnias (UFC/mL). * Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos. ANOVA de um fator e pos teste de Bonferroni.
P<0,05.

4.3.3 Microscopia de Fluorescéncia

As imagens obtidas por meio da analise qualitativa do biofilme encontram-se a seguir
(Figura 20). E possivel observar uma maior densidade de células e em maior proporgao na cor
verde, nos grupos incorporados com o nanomaterial, em comparagdo com o Riva Self Cure.
Nota-se no Riva Self Cure, a menor quantidade do nimero de células, havendo mais espacos

vazios entre elas, embora uma inibicdo completa ndo tenha sido observada.
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Figura 20 - Microscopia de fluorescéncia do biofilme formado (63x). A - Riva Self Cure. B - Riva
Self Cure + 1% AgVOs. C - Riva Self Cure + 2,5% AgV0Os. D - Riva Self Cure + 5% AgVOs.

4.4 AVALIACAO DO EFEITO DA INCORPORACAO DO NANOMATERIAL AO CIV NA
DESMINERALIZACAO DO ESMALTE

A anélise da microdureza superficial demonstrou que ndo houve diferenca significativa

(p=0,795) na interacdo dos fatores (grupo e distancia) (Figura 21).
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Perda de microdureza (%)
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mRiva SelfCure Riva SelfCure + 1% AgVQ03
H Riva SelfCure + 2,5% AgVO03 Riva SelfCure + 5% AgVO03

Figura 21 - Perda de microdureza considerando a interacao grupo x distancia da restauracdo. ANOVA

de dois fatores e pds teste de Bonferroni. P<0,05.
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Diferenca significativa foi observada ao comparar os grupos de forma independente
(p=0,005), sendo que o grupo Riva SelfCure + 1% apresentou menor perda percentual de
microdureza (-45,17% + 28,13%), com diferenca signficativa em relacdo ao Riva SelfCure +
2,5%(-60,06% =* 15,93%) (p=0,005) e o Riva SelfCure + 5% (-60,79% =+ 11,27%) (p=0,003).
Nota-se que nenhum dos grupos foi capaz de prevenir a desmineralizagdo do esmalte frente ao
biofilme cariogénico (Figura 22).

Riva SelfCure Riva SelfCure + Riva SelfCure + Riva SelfCure +
1% AgVO3 2.5% AgV03 5% AgVO3

-10 A

20 A

-30 -

40 -

50 -
AB A

Perda de microdureza (%)

-60 -

BC
70 C

Figura 22 - Perda de microdureza considerando o fator grupo de forma independente. ANOVA de
dois fatores e pos teste de Bonferroni. P<0,05.

4.5 ANALISES FiSICO-MECANICAS

4.5.1 Tragdo Diametral

Como mostra a Figura 23, a incorporagdo de 2,5% (4,40% + 0,93%) e 5% (3,48% +

1,06%), em peso do AgVOs resultou em uma diminuigéo significante (p<0,001) nos valores de

resisténcia a tracdo diametral quando comparados ao grupo Riva Self Cure (6,84% + 2,47%).
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Figura 23 - Resisténcia a tragdo diametral (Mpa). * Letras diferentes indicam diferenca significativa

entre os grupos. ANOVA de um fator e pés teste de Bonferroni. P<0,05.
4.5.2 Dureza Superficial
A incorporacdo de 5% de AgVOs (34,66% + 3,76%) resultou em uma diminuicao

significante da dureza superficial em compara¢do com o grupo Riva Self Cure (43,28% =+
8,28%) (p=0,042) (Figura 24).
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Figura 24 - Dureza superficial (HK). * Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
grupos. ANOVA de um fator e pos teste de Bonferroni. P<0,05.
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Como mostra a Figura 25, em relacédo a rugosidade superficial, ndo houve diferenca

significante ao comparar o grupo Riva Self Cure, com os grupos incorporados ao nanomaterial

(p=0,096).

Rugosidade Superficial (um)

B R N C N = R =

— k= L N =1 o0 D
b

<

AgV0s peso%

Riva Self Cure Riva Self Cure + 1% Riva Self Cure + Riva Self Cure + 5%

2,5%

Figura 25 - Rugosidade superficial (um). * Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os

grupos. ANOVA de um fator e p6s teste de Bonferroni. P<0,05.
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5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

A carie € uma doenca multifatorial que impacta negativamente a saude publica
(BOTAZZO, 2008; ENDRES, 2021) e que pode ter associacdo com doencas sistémicas
(MATHUR; DHILLON, 2018). A higienizacdo precéria da cavidade bucal contribui para a
proliferacdo de micro-organismos orais e consequentemente para o seu desenvolvimento
(MATHUR; DHILLON, 2018). Estratégias preventivas da doenca envolvem o controle da
desmineralizacdo do esmalte dental apds a formacao do biofilme cariogénico.

Cimento de ionémero de vidro (CIV) tem sido muito utilizado em técnicas restauradoras
devido a conservacdo da estrutura dentéria higida e sua adesdo quimica (DIAS et al.,2018).
Alguns estudos sugeriram que a atividade antibacteriana do CIV é atribuida principalmente a
liberagdo de flior (RAO; RAO; SUDHA, 2011; PENDRYS, 2011; KRAMER et al., 2017),
enguanto outros argumentaram que o baixo pH do material durante a configuragcdo do material
contribui mais para o efeito bactericida e quase nenhuma atividade antibacteriana existe com o
passar do tempo (LOYOLA-RODRIGUEZ; GARCIA-GODOY; LINDQUIST, 1994;
YESILYURT et al., 2009). Além disso, pesquisas clinicas revelaram que o potencial de
inibicdo bacteriano ndo é forte o suficiente para evitar carie secundarias ao fazer uso de
restauracdes de CIV (FORSS; WIDSTROM, 2004; XIE et al., 2011).

Bactérias cariogénicas tais como o Streptococcus mutans, gram-positivo, podem
fermentar carboidratos para produzir &cido e desmineralizar a estrutura do dente na interface,
criando carie secundarias. Diante disso, agentes antibacterianos foram adicionados aos
cimentos de ionémero de vidro convencionais para superar esses problemas, dentre eles
quaternarios de aménio (WENG et al.,, 2010; MAKVANDI et al., 2018), antibidticos
(YESILYURT et al., 2009) e clorexidina (PALMER et al., 2004), entretanto foi observado o
sacrificio de propriedades mecanicas, que ja sdo relatadas na literatura como deficientes, ou
seja, o CIV, naturalmente apresenta baixa resisténcia ao desgaste, microdureza e resisténcia a
compressdo e tracdo diametral o que limita seu uso (SOUZA et al., 2013).

Conhecida por sua superioridade em relacdo a outros metais e ndo-metais, devido a suas
propriedades antimicrobianas a prata possui vasta aplicagcdo. Propriedades essas que sdo
aumentadas quando arranjadas no modo de nanoparticulas. Estudos demostraram que 0s
derivados de prata geram baixa toxicidade para individuos quando empregados em doses
apropriadas, mesmo sendo altamente toxico para micro-organismos (CHENG et al., 2013;
KHURANA et al., 2013).

O vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs (AgVO3) surgiu na tentativa
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de aumentar o uso das nanoparticulas de prata em inicio utilizados na area medica e hospitalar,
como em tintas a base d’agua com intuito de conter infec¢des hospitalares (HOLTZ et al.,
2012).

O presente trabalho estudou a incorporacdo do AgVOs no cimento de ionémero
convencional autopolimerizavel de forma inédita visto que estudos prévios relatam que este
nanomaterial tem acdo antimicrobiana e tem se apresentado eficiente na reducdo de infecgcdes
bacterianas transmitidas por micro-organismos altamente patogénicos (DE CAMPOS;
BOTELHO; DOS REIS, 2021), promovendo uma alta dispersdo de nanoparticulas de prata em
nanofios de vanadato de prata, sendo consideravel para garantir uma grande area de superficie
com 0s micro-organismos patogénicos, gerando grande efeito e longevidade da acgéo
antimicrobiana (HOLTZ et al., 2012).

Os métodos de reducdo do XTT, contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)
e analise qualitativa por microscopia de fluorescéncia, foram dispostos para estimar a atividade
antimicrobiana do cimento de iondmero de vidro convencional associado ao AgVOs, no
presente trabalho. O micro-organismo de escolha foi o Streptococcus mutans, coco gram-
positivo, que possui gigantesca capacidade de adesdo a estrutura dental e aos materiais
restauradores, sendo 0 agente patogénico com maior responsabilidade para o surgimento da
doenca carie (CUl et al., 2019).

O método do XTT demonstrou maiores valores de absorbancia, indicando maior
atividade metabdlica das células expostas aos grupos com 2,5 e 5% de AgVOs. O grupo Riva
Self Cure + 1% de AgVOz apresentou 0 menor nimero de UFC/mL, sendo estatisticamente
semelhante ao Riva Self Cure e diferente dos demais que apresentaram maiores valores. A
estrutura das bactérias vivas e mortas na superficie do biofilme foi apresentada pela microscopia
de fluorescéncia deixando evidente um aumento na formacéo de biofilme dependente da dose,
sendo assim quanto maior a concentracdo do nanomaterial incorporado ao CIV, menos areas
negras foram observadas manifestando maior quantidade de micro-organismos, em sua maioria
micro-organismos vivos sendo de tonalidade verde, e a tonalidade vermelha, sendo micro-
oganismos mortos, foi obeservada em certa quantidade no grupo Riva Self Cure.

Os resultados microbioldgicos foram de desencontro com aqueles obtidos em trabalhos
anteriores nos quais a incorporacdo de AgVOs a hidrocoldide irreversivel, resina acrilica,
cimento endoddntico, ceramica, superficie de implante dentario e revestimento para protese
resultou em uma inibicdo quase completa do biofilme, com efeito dose dependente (DE
CASTRO et al., 2019; DE CAMPOS; BOTELHO; DOS REIS, 2021; DE CASTRO etal., 2021,
TEIXEIRA et al., 2021).
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GARCIA et al., 2016 realizou a associacao do CIV a nanoparticulas de 6xido de zinco
nas concentragoes de 1% e 2% em peso, e ndo observou uma acgdo antimicrobiana.
Provavelmente o nanomaterial associado ao CIV teve esse desempenho devido a interacdo de
seus componentes, fluoreto de sodio, pd de calcio, 6xido de silicio basico, éxido de aluminio e
calcio e magnésio, sendo o liquido, uma solucéo aquosa de acido poliacrilico, acido tartarico e
acido itaconico (GENARO et al., 2020), levando a ndo efetividade do AgVOa.

Com relacdo a desmineralizacdo, nenhum dos grupos foi capaz de impedir a perda de
dureza do esmalte dental exposto ao biofilme cariogénico. Acredita-se que o CIV tenha
atividades cariostaticas devido a liberacéo de fltior (BIJLE, 2020). O ion fluoreto pode prevenir
a desmineralizagdo e promover a remineralizacdo do esmalte, reduzir o crescimento de bactérias
orais (THURNHEER; BELIBASAKIS, 2020). No entanto, de acordo com alguns estudos
clinicos, a céarie secundéria ainda € a principal razdo para a falha na restauracdo do CIV,
indicando a poténcia antibacteriana insuficiente da liberagdo de fltior (FORSS; WIDSTROM,
2004; XIE et al., 2011; BIJLE, 2020). Isso destaca o motivo pelo qual este trabalho buscou
modificar o material em busca de uma boa atividade antimicrobiana, visando inibir a
colonizacdo de bactérias cariogénicas na interface da restauracdo e da dentina e
consequentemente reduzir a incidéncia de carie secundaria e aumentar a taxa de sobrevivéncia
das restauracdes. O grupo Riva Self Cure + 1% de AgVOs apresentou menor perda percentual
de microdureza, com diferenca signficativa em relacdo aos grupos incorporados com 2,5% e
5%, e semelhanca ao Riva Self Cure, que também néo impediu a desmineralizacao.

O desempenho fisico-mecanico foi avaliado, a fim de prever a durabilidade do material
quando exposto as forcas do meio bucal, através de ensaios de dureza, rugosidade e tracdo
diametral.

O teste de dureza é frequentemente usado na Odontologia, pois € Gtil para indicar o
sucesso do material no meio oral se considerando sua tenacidade as forcas, tensdo, deformacao
e desgaste (CASTILHO et al., 2019). A incorporacdo do AgVOs ao CIV convencional na
concentracdo de 5% promoveu uma diminuicdo significativa na microdureza.

A rugosidade de superficie € uma limitacdo no desempenho mecénico e estético do CIV,
sendo indispensavel o acabamento e polimento deste material (ALMEIDA et al., 2017). Por
sua vez, a rugosidade superficial ndo sofreu influéncia da incorporacdo do nanomaterial.

A tracdo diametral do CIV foi influenciada pela incorporacdo do nanomaterial, onde as
concentracgdes de 2,5% e 5% em peso do AgVOs resultaram em uma diminuigéo significante na
resisténcia, em comparagdo com o grupo Riva Self Cure, portanto essa reducéo poderia levar a

falha clinica devido a tensé@o causada por estresse (SOUZA et al., 2013).
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Este estudo pode orientar o desenvolvimento futuro de materiais restauradores. E
preciso entender o motivo pelo qual 0 AgVOz quando associado a diferentes materiais € capaz
de promover atividade antimicrobiana, com efeito dose dependente, e no presente estudo o
grupo incorporado com a menor concentracdo (1%) do nanomaterial foi aquele que apresentou
melhor desempenho em relacdo aos grupos incorporados com maiores concentragcdes do
nanomaterial. Consequentemente, novas analises devem ser feitas para explorar essa

associacao.
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6 CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que nenhum dos grupos foi capaz de
inibir completamente a formacgéo do biofilme e prevenir a desmineralizacdo do esmalte. Os
resultados sugerem que a incorporacdo de 1% de AgVOs ao cimento de iondmero de vidro
apresentou desempenho semelhante ao grupo Riva Self Cure, entretanto o material testado foi
sensivel a incorporacdo de maiores concentragdes, podendo estas sacrificarem as propriedades

mecanicas sem potencializar o efeito antimicrobiano.
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Oficio CEEA-002/2021 Uberaba, 08 de abril de 2021

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 002/2021 relativo ao projeto intitulado “Andlise das propriedades
mecinicas e biologicas de cimentos de iondmero de vidro modificados com vanadato de prata
nanoestruturado” que tem como responsavel a Prof®. Dr. Denise Tornavoi de Castro, esta de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal, adotados pelo Comité de Etica em

Experimentagiao Animal (CEEA/UNIUBE) regido pela lei n° 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® 002/2021 related to the project entitled “Analysis of the
mechanical and biological properties of glass ionomer cements modified with nanostructured
silver vanadate ”, under the supervision of Prof*. Dr. Denise Tornavoi de Castro, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal

Experimentation (CEEA/UNIUBE) according to the law n® 11.794/08.

Atenciosamente,

£

Profa. Joely Ferreira Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE

Hospital Veterindrio de Uberaba — Avenida Tutunas, 720 — Campus Fazu, Baino Tulunas, 38061-500, Uberaba-MG
(34)3319-B767 ceea@uniube.br




