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RESUMO

Este estudo propds a incorporacédo do vanadato de prata nanoestruturado decorado
com nanoparticulas de prata (AgVO3) em diferentes formas de adesivos para protese
dentaria, e avaliou a influéncia na formacdo de biofiime e na forca adesiva. O
nanomaterial foi sintetizado e caracterizado. Foi verificada a concentracao inibitéria
minima (CIM) frente a Candida albicans, Candida glabrata, Streptococcus mutans e
Staphylococcus aureus. Espécimes em resina acrilica termopolimerizavel foram
confeccionados e divididos em 11 grupos: G1-Sem Adesivo, G2-Adesivo Ultra
Corega Creme, G3-Adesivo Ultra Corega Creme + 1% AgVOs, G4-Adesivo Ultra
Corega Creme + 2,5% AgVOs, G5-Adesivo Ultra Corega Creme + 5% AgVOs, G6-
Adesivo Ultra Corega Creme + 10% AgVOs, G7-Adesivo Ultra Corega P4, G8-Adesivo
Ultra Corega P6 + 1% AgVOs, G9-Adesivo Ultra Corega PO + 2,5% AgVOs, G10-
Adesivo Ultra Corega P6 + 5% AgVOs e G11-Adesivo Ultra Corega P6 + 10% AgVOs.
A formacao de biofilme multiespécies foi avaliada por meio da contagem de unidades
formadoras de colbénias (UFC). A forca adesiva foi testada apds 5 minutos, 3 horas, 6
horas, 12 horas e 24 horas da aplicacdo do adesivo. Para a analise microbiolégica foi
utilizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste de Dunn. Os dados da
forca adesiva foram submetidos a Analise de variancia e poés teste de Bonferroni. Foi
adotado o nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenca significativa na formacao
de biofilme ao comparar o grupo controle (sem adesivo) com os grupos do Adesivo
Ultra Corega Creme e Ultra Corega P6 (P>0,05). O AgVOs promoveu atividade
antimicrobiana aos materiais testados (P<0,05), sendo que, para ambas formas
comerciais, a associacdo com 5% e 10% diminuiu a contagem de UFC de C. albicans
e S. aureus (P<0,05). Houve reducéo na contagem de C. glabrata a partir de 2,5% e
de S. mutans, a partir de 1%. ApGs 5 minutos da aplicacdo, o grupo Ultra Corega
Creme apresentou menor forca adesiva, sendo estatisticamente diferente dos grupos
com 1% de AgVOs (P=0,027) e 5% de AgVOs (P=0,049). Em 6 horas todos 0s grupos
apresentaram forca adesiva semelhante ao Ultra Corega Creme (P>0,05). Apés 24
horas o Ultra Corega Creme + 1% de AgVOs apresentou maior forca adesiva em
relacdo ao Ultra Corega Creme (P=0,015). Em 5 minutos, o Ultra Corega P06 + 1% de
AgVOs e o Ultra Corega P6 + 10 de AgVOs apresentaram a menor capacidade
adesiva (P<0,05). Os demais grupos apresentaram desempenho semelhante ao
grupo Ultra Corega P6 (P>0,05). Em 6 horas o Ultra Corega P6 + 10% de AgVOs
apresentou a maior capacidade adesiva, seguido pelo Ultra Corega P6 + 2,5% de
AgVOs (P<0,05), que por sua vez apresentou o melhor desempenho apos 12 horas
de aplicagéo. Conclui-se que o AgVOs foi capaz de promover atividade antimicrobiana
aos adesivos protéticos em forma de po e creme, havendo no geral, um efeito dose
dependente. A for¢ca adesiva pode variar dependendo da concentracao utilizada, mas
todas podem ser eficazes na retencdo de proteses por um periodo de tempo
satisfatorio.

Palavras-chaves: Prétese dentéria; Adesivo Protético; Nanotecnologia



ABSTRACT

This study proposed the incorporation of nanostructured silver vanadate decorated
with silver nanoparticles (AgVOs) in different forms of denture adhesives, and
evaluated the influence on biofilm formation and adhesive strength. The nanomaterial
was synthesized and characterized. The minimum inhibitory concentration (MIC) was
verified against Candida albicans, Candida glabrata, Streptococcus mutans and
Staphylococcus aureus. Specimens in thermopolymerizable acrylic resin were made
and divided into 11 groups: G1-No Adhesive, G2-Ultra Corega Cream Adhesive, G3-
Ultra Corega Cream Adhesive + 1% AgVOs, G4- Ultra Corega Cream Adhesive + 2.5%
AgVOs, G5 -Adhesive Ultra Corega Cream + 5% AgVOs, G6-Adhesive Ultra Corega
Cream + 10% AgVOs, G7-Adhesive Ultra Corega Powder, G8-Adhesive Ultra Corega
Powder + 1% AgVOs, G9-Adhesive Ultra Corega Powder + 2.5% AgVOs, G10-
Adhesive Ultra Corega Powder + 5% AgVOs and G11-Adhesive Ultra Corega Powder
+ 10% AgVOs. Multispecies biofilm formation was evaluated by counting colony
forming units (CFU). Adhesive strength was tested after 5 minutes, 3 hours, 6 hours,
12 hours and 24 hours of adhesive application. For microbiological analysis, the
Kruskal-Wallis test was used, followed by Dunn's post-test. Adhesive strength data
were submitted to analysis of variance and post Bonferroni test. A significance level
of 5% was adopted. There was no significant difference in biofilm formation when
comparing the control group (without adhesive) with the Ultra Corega Creme and Ultra
Corega P6 groups (P>0.05). AgvOs promoted antimicrobial activity to the tested
materials (P<0.05), and, for both commercial forms, the association with 5% and 10%
decreased C. albicans and S. aureus CFU counts (P<0. 05). There was a reduction in
the count of C. glabrata from 2.5% and of S. mutans, from 1%. After 5 minutes of
application, the Ultra Corega Creme group showed lower adhesive strength, being
statistically different from the groups with 1% AgVOs (P=0.027) and 5% AgVOs
(P=0.049). At 6 hours, all groups showed adhesive strength similar to Ultra Corega
Creme (P>0.05). After 24 hours, Ultra Corega Cream + 1% AgVOs showed greater
adhesive strength compared to Ultra Corega Cream (P=0.015). In 5 minutes, the Ultra
Corega Powder + 1% of AgVOs and the Ultra Corega Powder + 10 of AgVOs had the
lowest adhesive capacity (P<0.05). The other groups showed similar performance to
the Ultra Corega Powder group (P>0.05). At 6 hours, Ultra Corega Powder + 10%
AgVOs showed the highest adhesive capacity, followed by Ultra Corega Powder +
2.5% AgVOs (P<0.05), which in turn showed the best performance after 12 hours of
application. It is concluded that AgVOs was able to promote antimicrobial activity to
prosthetic adhesives in powder and cream form, with an overall dose-dependent
effect. Adhesive strength can vary depending on the concentration used, but all can
be effective in retaining dentures for a satisfactory period of time.

Keywords: Dental prosthesis; Prosthetic Adhesive; Nanotechnology
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1. INTRODUCAO

O aumento da qualidade e da expectativa de vida populacional tem sido
observado em decorréncia dos avancos na area da saude. Mundialmente, cerca de
600 milhdes de pessoas possuem 60 anos ou mais 0 que requer um maior preparo
dos profissionais da area da saude para o cuidado (MANGER et al., 2017; DIETRICH
et al., 2017).

A preocupacdo com esse grupo da populacao torna-se evidente também por
parte dos cirurgides-dentistas uma vez que a demanda por proteses dentarias devera
aumentar devido ao rapido crescimento da populacdo idosa (FELTON et al., 2011;
CARDOSO et al., 2016).

As proteses sobre implantes representam uma alternativa viavel para o
tratamento de pacientes edéntulos, porém, devido ao menor custo as préteses totais
convencionais ainda sdo a principal opcdo de tratamento para muitos pacientes
(DOUNDOULAKIS et al., 2003 e CARDOSO et al., 2016). Queixas relacionadas com
a falta de retencéo, instabilidade, dificuldades de mastigacdo, baixa autoestima,
reducdo da qualidade de vida, do convivio social e da satisfacdo, sdo comuns
(SHAMSOLKETABI e NILI, 2018) e os materiais adesivos tém sido reconhecidos
como agentes auxiliares na retencdo, estabilidade e funcdo destas proteses
(ALMEIDA et al., 2018).

Os adesivos protéticos foram propostos no final do século XVIII e os primeiros
relatos cientificos datam de 1935 pelo Council of Dental Materials da American Dental
Association. Entretanto, por anos os cirurgides dentistas relutaram em indica-los aos
seus pacientes, associando o seu uso a falhas técnicas, além de acreditarem que
estes produtos poderiam promover efeitos indesejaveis como hiperplasias dos tecidos
moles e reabsorcéo do rebordo alveolar (ELLIS et al., 2007; EMAMI et al., 2009).

Atualmente sabe-se que diante de alguns casos clinicos, principalmente
aqueles onde ha grande reabsorcédo 6ssea, mesmo empregando 0os materiais e as
técnicas de confeccdo corretos, ndo é possivel satisfazer as expectativas dos
pacientes em termos de retencao e estabilidade ideais da protese. Nesses casos, 0S
adesivos protéticos podem ser indicados para uso rotineiro (GRASSO, 2004),
podendo melhorar a tenséo superficial interfacial entre as bases de protese e os

tecidos moles subjacentes. Outras indica¢gbes envolvem a estabilizagéo das bases de



prétese durante o registro dos relacionamentos maxilomandibulares, o aumento da
retencdo, conforto, e funcdo de proteses totais imediatas assim como de proteses
maxilofaciais além de servir como importante via para entrega de farmacos aos
tecidos orais (ADISMAN et al., 1989 e KORE et al., 2013).

A estomatite protética € uma lesdo comumente observada em pacientes que
fazem o uso de préteses dentérias removiveis, podendo promover uma sensacgao de
queimacao, gosto desagradavel e desconforto (EMAMI et al., 2012). E uma doenca
gue envolve multiplos fatores como idade, doenca sistémica, tabagismo, uso de
prétese total durante o sono, reducédo do fluxo salivar, trauma causado pela falta de
retencdo e estabilidade da protese.

A Candida albicans é reconhecida como o principal agente causador da
estomatite protética (GENDREAU e LOEWY, 2011) mas ha evidéncias do
envolvimento de diversas espécies bacterianas patogénicas encontradas na cavidade
oral (PEREIRA et al., 2013; O'DONNEL et al., 2015; SHI et al., 2016). Além disso, a
proliferacdo de algumas bactérias orais relacionada a uma higienizacéo precaria esta
associada a doencas sistémicas, dentre elas a endocardite bacteriana, pneumonia
aspirativa, doenca pulmonar obstrutiva cronica, infecgcbes generalizadas do trato
respiratério, principalmente em idosos mais debilitados (COULTHWAITE e VERRAN
et al., 2007; O'DONNEL et al., 2016).

A higiene oral adequada € fundamental no tratamento da estomatite protética
€ em muitos casos torna-se necessario prescrever o uso tépico e / ou sistémico de
antifingicos (BUENO et al., 2015). No entanto, esta abordagem apresenta limitacdes
devido a resisténcia do biofiime (BARBEAU et al., 2003; BUENO et al., 2015; LIMA et
al., 2016), ao sabor desagradavel (TERRELL, 1999), além de efeitos secundarios
indesejaveis, tais como hepatotoxicidade (HEINEMANN et al., 1997) e
nefrotoxicidade (VARLAM et al., 2001), quando se refere aos de uso sistémico.

Topicamente, € dificil manter uma concentracdo eficaz do medicamento em
contato com os tecidos devido ao fluxo salivar, a movimentagdo da lingua e de
degluticdo, o que rapidamente promove a eliminacéo da cavidade bucal (BUENO et
al., 2015). Assim, o uso continuado de adesivos protéticos associados a compostos
gue apresentem agdo antimicrobiana, mesmo por um limitado periodo de tempo, pode
ser muito benéfico.

Diversos nanomateriais tém sido propostos para o desenvolvimento de novos

materiais com efeitos antimicrobianos (WADY et al., 2012). Em funcdo do tamanho


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/systemic-diseases
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/prosthesis

reduzido (1 — 100 nm) os materiais nanométricos apresentam uma maior proporgao
superficie-volume interagindo efetivamente com as membranas microbianas
(BORZABADI-FARAHANI et al., 2014).

Um promissor nanomaterial hibrido, o vanadato de prata decorado com
nanoparticulas de prata (AgVOs) foi descrito por Holtz et al. (2010) e Holtz et al. (2012)
como um potente agente antimicrobiano. Os resultados de concentragdo inibitoria
minima (CIM) foram 100 vezes menores que os apresentados pela Oxacilina e
incluiram uma elevada atividade contra cepas de Staphyloccocus aureus resistente a
meticilina e Enterococcus resistente a vancomicina.

Estudos recentes avaliaram a atividade antimicrobiana de materiais
odontoldgicos modificados com AgVOs, e demonstraram bons resultados (CASTRO
et al., 2014; DE CASTRO et al., 2016a; DE CASTRO et al., 2016b). Além da acao
antimicrobiana promovida pelos nanofios devido a ligacao do vanadio aos grupos tiol
de proteinas celulares, o AgVOs atua como um suporte para AgNPs, levando a uma
liberacdo continua de ions Ag, capazes de promover mudancas morfolégicas nas
membranas bacterianas, gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou interagir na
capacidade de replicagdo do DNA (HOLTZ et al., 2012). Apesar disso, 0 uso do
AgVOs em adesivos para protese dentaria ainda € pouco investigado.
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2. JUSTIFICATIVA

Ha uma necessidade crescente em continuar buscando estratégias praticas,
eficazes e de baixo custo para aperfeicoar os materiais odontolégicos utilizados na
pratica odontolégica. Neste contexto, a nanotecnologia, ciéncia que compreende e
controla a matéria em escala nanométrica (1 a 100 nandmetros), onde as
propriedades Unicas decorrentes dessa dimensdo permitem novas aplicacées, tem
atraido interesse da comunidade cientifica na busca por materiais odontoldgicos com
propriedades antimicrobianas. Frente a isto, a proposta deste projeto, inserido na area
do conhecimento “Ciéncias da Saude”, é aperfeigoar e verificar a viabilidade de uso
de adesivos protéticos incorporados com vanadato de prata nanoestruturado para que

0S mesmos apresentem propriedades antimicrobianas.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo envolveram:
e A sintese e a caracterizacdo do vanadato de prata nanoestruturado decorado
com nanoparticulas de prata (AgVO3);
e A determinacéo da concentracao inibitéria minima do AgVOs frente a Candida
albicans, Candida glabrata, Staphyloccocus aureus e Streptococcus mutans;
e A andlise da influéncia da associacdo de duas formas comerciais de adesivos
protéticos e AgVOs ha:
= formacéo de biofilme multiespécies, por meio da contagem de unidades
formadoras de colonias;

= forga adesiva, em fung¢éao do tempo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese do vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs

O vanadato de prata nanoestruturado foi sintetizado através de uma reacao de
precipitacdo entre o nitrato de prata (AgNOs, Merck 99,8%) e o vanadato de amoénio
(NH4VOs, Merck 99%) (Figura 1).

Figura 1. Reagentes para a sintese do vanadato de prata nanoestruturado

decorado com AgNPs

Inicialmente, 0,9736 g de NH4VOs e 1,3569 g de AgNOs foram solubilizados
em 200 mL de agua destilada, respectivamente. As solucbes foram agitadas
separadamente em superficie aquecida a 65°C, durante 10 minutos. A seguir, a
solucéo de nitrato de prata foi adicionada gota a gota com o uso de uma bureta na
solucdo de vanadato de amonio sob agitacdo constante a temperatura de 65°C. O
precipitado obtido foi lavado com agua destilada e alcool absoluto por varias vezes,

sendo posteriormente filtrado e seco em linha de vacuo por 10 horas (Figura 2).

Figura 2. Etapas da sintese do vanadato de prata nanoestruturado decorado com
AgNPs
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4.2 Caracterizacao do vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs
A morfologia do nanomaterial foi analisada por microscopia eletrénica de
transmissao com o microscopio JEOL JEM-100CX Il para confirmar a presenca de

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

4.3 Determinacao da concentracdao inibitéria minima (CIM) do vanadato de prata
nanoestruturado decorado com AgNPS

Foram determinados os valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) do
vanadato de prata nanoestruturado frente aos micro-organismos especificados na
Tabela 1, com base em diluicbes sucessivas descritas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) em placas de cultura de células (TPP, Trasadingen,
Unterklettgau, Suica) contendo 96 pocos. As placas foram conter o meio de cultura
suplementado com concentragdes crescentes do agente antimicrobiano. Cada poco
foi inoculado com o micro-organismo em teste e, apos 24 horas de incubacéo, o

crescimento microbiano foi avaliado pela turbidez da cultura.

Tabela 1. Micro-organismos padréao que serao utilizados nos experimentos

microbiolbgicos.

Cdédigo Micro-organismos Procedéncia Caracteristicas

Morfotintoriais

Ca Candida albicans ATCC 10231 Leveduras
Cg Candida glabrata ATCC 2001 Leveduras
Sa Staphylococcus aureus ATCC 25923 Cocos gram-positivos
Sm Streptococcus mutans ATCC 25175 Cocos gram-positivos

ATCC, American Type Culture Collection.

4.4 Confeccédo dos espécimes
Para a confeccdo dos espécimes, foi utilizada a resina termopolimerizavel

Classico (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢éo da resina acrilica utilizada

Resina Classificacao PO Liquido
o Polimero Metil

Classico ) R _

o Metacrilato Mondmero Metil
(Classico®, Atrt. o o _

o . Termopolimerizavel Perbxido de Metacrilato
Classico, Séo ] i

_ Benzoila Topandl
Paulo, Brasil) )
Pigmentos

Figura 3. Preparacdo dos materiais para confec¢do dos espécimes

Os espécimes foram confeccionados com dimensdes de 6 mm (largura) x 10
mm (comprimento) x 2 mm (espessura) para as analises microbiologicas e 25mm
(diametro) x 35mm (altura) para a andlise da forca adesiva, a partir da inclusdo de
matrizes de mesmo formato e dimensao, em mufla metélica convencional (OGP,
Produtos Odontoldgicos Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil). Durante a fase plastica, a
resina foi acomodada nos moldes preparados nas muflas metélicas e entdo
posicionadas em prensas hidraulicas (Prensa hidraulica Protecni, Protecni Equip.
Med., Araraquara, SP, Brasil) com carga de 1000 Kgf durante 60 minutos. As
amostras foram polimerizadas por aquecimento convencional, em um termociclador
elétrico (Thermocycler T100, Ribeirdo Preto, Brasil) (Figura 4). Foi feita a desincluséo

e acabamento dos espécimes.
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Figura 4. Termocicladora elétrica

4.5 Padronizacao darugosidade

A padronizacao dos espécimes foi realizada utilizando lixa d’agua gréo 150 a
fim de simular a superficie interna de uma prétese total (ZISSIS et al., 2000). Os
espécimes foram lixados e padronizados através de um Rugosimetro (Surftest SJ
201P, Mitutoyo Corporation, Japan) em 0,3 um (Figura 5).

Figura 5. Medicdo da rugosidade superficial.

4.6 Grupos Experimentais
Os espécimes foram divididos em onze grupos de acordo com a concentracao
de AgVOs e tipo de adesivo protético utilizado (Tabela 3).
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Tabela 3. Descricbes dos grupos experimentais

Grupo

G1 - Sem Adesivo

G2 — Adesivo Ultra Corega Creme

G3 - Adesivo Ultra Corega Creme + 1% AgVOs

G4 - Adesivo Ultra Corega Creme + 2,5% AgVOs

G5 — Adesivo Ultra Corega Creme + 5% AgVOs

G6 — Adesivo Ultra Corega Creme + 10% AgVOs

G7 — Adesivo Ultra Corega P6

G8 — Adesivo Ultra Corega P6 + 1% AgVOs

G9 — Adesivo Ultra Corega P6 + 2,5% AgVOs

G10 — Adesivo Ultra Corega P6 + 5% AgVOs

G11 — Adesivo Ultra Corega P6 + 10% AgVOs

4.7 Andlises microbiolégicas

O processo de aplicacdo dos adesivos aos espécimes ja previamente
esterilizados por peréxido de hidrogénio (Multilav Esterilizacdo, Ribeirdo Preto) foi
feito no interior da camara de fluxo laminar, garantindo ambiente asséptico. A
guantidade dos produtos (Ultra Corega Creme e Ultra Corega P6) em cada amostra
foi padronizada em 0,025g. Os adesivos foram aplicados e espalhados
homogeneamente diretamente na superficie das amostras, formando uma fina
camada. ApOs a aplicacdo, todas as amostras foram submetidas a exposicéo a luz
ultravioleta por 20 minutos para desinfetar os adesivos aplicados.

Um modelo de biofilme misto, composto por quatro cepas (Tabela 1), cujos
micro-organismos sdo comumente encontrados em protese dentarias e cavidade
bucal foi empregado para contaminacdo dos espécimes.

As etapas de reativacéo e crescimento dos micro-organismos e formagao do
biofilme, foram realizadas utilizando os seguintes meios de cultura:

Brain Heart Infusion Broth (BHI): O meio BHI foi acrescido de 5% de glicose

e usado para crescimento dos micro-organismos e preparo dos inéculos, seguindo
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contaminacao dos espécimes para formacao do biofilme. Para seu preparo, 52 g do
meio desidratado Brain Heart Infusion Broth (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda. Mumbai,
India) foram adicionados a 1000 mL de agua destilada e, entdo, esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos, conforme orientacéo do fabricante.

Agar Mitis Salivarius (MS): Este meio de cultura foi utilizado para reativagéo
de S. mutans. Para seu preparo, 90 g do meio desidratado Mitis Salivarius Agar Base
(MiMedia, Laboratories Pvt. Ltda. Mumbai, India) foram adicionados a 1000 mL de
agua destilada e esterilizados em autoclave 121°C por 15 minutos. Ao resfriar, guando
atingido o nivel de 50-55°C, 1% de bacitracina (0,2Ul/mL) e 20% de sacarose PA
(Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil) foram adicionados
ao meio de cultura. O meio foi distribuido de 20 mL, em placas de Petri de 90 mm2.

Agar Manitol Salgado (MaS): Este meio de cultura foi utilizado para reativacéo
de S. aureus. Para seu preparo, 111g do meio de cultura desidratado Mannitol Salt
Agar (HiMedia Laboratories Pvt. Ltda. Mumbai, India) foram adicionados a 1000 mL
de agua destilada e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, conforme
instrucdes do fabricante. O meio foi distribuido em aliquotas de 20 mL, em placas de
Petri de 90 mm2,

CHROMagar Candida (ChC): Este meio de cultura foi utilizado para reativacao
das cepas Candida albicans e Candida glabrata. As suspensdes obtidas, também
foram semeadas neste meio com o objetivo de isolar as leveduras. Para seu preparo,
47,79 do meio de cultura desidratado CHROMagar Candida (Difco Laboratories Inc.,
Detroit, Michigan, EUA) foram suspensos em 1000 mL de &gua destilada e
esterilizada. A mistura foi aquecida até se tornar homogénea, conforme instru¢do do
fabricante. O meio foi distribuido em aliquotas de 20 mL, em placas de Petri de 90

mm?2,

4.8 Preparo do in6culo

Os micro-organismos foram descongelados e incubados por 48 horas nos
meios de cultura solidos, previamente citados. Apés reativacdo, uma colbnia foi
transferida ao caldo BHI e permaneceu incubada a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos. O pellet
resultante foi lavado duas vezes em PBS (Phosphate Buffered Saline) e colocado

novamente em suspensao no mesmo tampao.
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Para determinar a concentracdo celular de 108 UFC/mL para as leveduras e
107 UFC/mL para as bactérias na formacéao do biofilme multiespécie foram realizados
0s seguintes procedimentos:

A concentracdo celular das bactérias foi avaliada segundo a turvacdo da
suspensao verificada em espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Thermo Scientific Multiskan Spectrum, MA, EUA) (Figura 6) com comprimento de
onda de 625 nm.

Figura 6. Espectrofotémetro

Primeiramente, foi realizada a calibracdo com 1 mL de PBS esterilizado em
recipiente especifico para analise, para obter a absorbancia zero. A analise foi feita
novamente, dessa vez com 0s micro-organismos diluidos em PBS. A leitura da
absorbancia apresentou valor de 0,08 para S. aureus e 0,1 para S. mutans. A
concentracao celular foi confirmada por meio de semeadura de placa de Petri.

Para a determinacao da concentracao celular das leveduras (Candida albicans
e Candida glabrata) foi utilizada a camera de Neubauer (Kasvi Importacdo e
Distribuicdo de Produtos para Laboratérios Ltda.,Curitiba, PR, Brzsil) (Figura 7), para

maior precisdo, devido a morfologia variavel do género.

Figura 7. Camera de Neubauer

4.9 Contaminacao dos espécimes
Em camara de fluxo laminar (Pachane, Pa 400-ECO, Piracicaba, SP, Brasil),

0s espécimes foram dispostos em placas para cultura de células, com 24
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compartimentos cilindricos. Cada poco recebeu 0,5 mL de BHI inoculado, a
concentracdo celular de 108 UFC/mL para as leveduras e 10’ UFC/mL para as
bactérias, resultando em um volume final de 2 mL. As placas foram incubadas a 37°C

por 24 horas. Todo o cultivo foi realizado em ambiente de microaerofilia (Figura 8).

‘«Q’

Figura 8. Ambiente de microaerofilia

Ao final do periodo de incubacéo, cada espécime foi enxaguado e inserido em
um tubo de propileno de 50 mL, devidamente identificado, contendo 10 mL de PBS.
Os tubos com os espécimes foram agitados por 20 minutos em cuba ultrassénica de
200 W, 40 KHZ (Altsonic, Clean 9CA, Ribeirdo Preto, SP, brasil) para o

desprendimento das células aderidas aos espécimes.

4.10 Unidades Formadoras de ColGnias

O numero de células viaveis foi quantificado em termos de unidades
formadoras de col6énias por mililitro (UFC/mL). Para a realizacdo da semeadura dos
meios de cultura especificos em placas de Petri, para cada micro-organismo, a
solugéo contida nos tubos de ensaio foi diluida de forma seriada. Para isso, os tubos
foram individualmente agitados em agitador de tubos de ensaio (Phoenix, AP 56,
Araraquara, Sao Paulo, Brasil), uma aliquota de 25 uL da solugao foi utilizada sem
diluicdo e posteriormente, uma aliquota de 25 pL foi transferida para um eppendorf
contendo 225 pL de solugéo salina a 0,85%, obtendo-se assim diluicdes seriadas de
10° a 102 (Figura 9).
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5ul 25l 25l
235 plL de PBS 2324l de PBS 215 pl de PBS
10 mL PBS + corpe ,‘ l l

de prova centaminads
1* diluigdo 2* diluigdo 3 dilwigio

Figura 9. Esquema do método de diluicdo para contagem de unidades formadoras
de colbnias

Uma aliquota de 25 uL de cada diluicdo foi transferida a placa de Petri nos
respectivos quadrantes e espalhada sobre o meio de cultura com o auxilio de uma
alca Drigalsky.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa
bacterioldgica. A incubacédo do S. mutans foi em microaerofilia. Apés o periodo de
incubacdo, o numero de colbnias de cada diluicdo foi contado, e o valor de UFC

numero de

obtido, com base na diluicdo que promover 1-300 colbnias: UFC/mL

colonias x 10"/g, onde: n = valor absoluto da diluicdo (0, 1, 2 ou 3), e q = quantidade

da suspenséo plagueada (0,025 mL). O valor de UFC/mL foi convertido em log™©.

4.11 Forga adesiva

A medicao da forca adesiva foi realizada de acordo com o método descrito por
CARTAGENA et al, 2017, utlizando dois cilindros de resina acrilica
termopolimerizavel. Um dos espécimes foi umedecido com agua de torneira e
revestido com o adesivo, de acordo com 0s grupos estabelecidos.

A sequir, foi imerso em agua destilada a 37°C por 5 minutos, 3 horas, 6 horas,
12 horas e 24 horas. Posteriormente, o outro espécime do conjunto foi umidificado
com uma fina camada de saliva artificial (Tabela 4). E entdo, os cilindros foram
alinhados na Maquina de Ensaios Universal Emic 1000, e uma for¢ca de compressao
de 12 N foi inicialmente aplicada por 30 segundos para simular uma leve forca de

ocluséo. Finalmente, o teste de tracdo foi realizado com velocidade de 1mm/min
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usando a maquina de ensaios, e a forca maxima antes da falha foi calculada (N)
(Figura 11). Cada teste foi repetido 10 vezes.

Tabela 4. Composicéo da saliva artificial

4g Carboxymeticulose

60g sorbitol

1g Cloreto de potéassio (KCI)
19 Cloreto de sodio (NaCl)

Saliva Artificial — 250 mL 50mg de Cloreto de magnésio (MgCly)
400mg de Fosfato de potassio (KH2PO4,)
2mg Nipagin (4-Hidroxibenzoato de
Metila)

1 litro de agua destilada

Figura 10. Teste de tracdo na Maquina de Ensaios Universais

4.12 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise estatistica no software SPSS verséo 22.0.
E para a analise microbiologica foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de Dunn. Os dados da for¢ca adesiva foram submetidos a Analise de

variancia e pos teste de Bonferroni. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

Caracterizacao do vanadato de prata nanoestruturado decorado com AgNPs
Os nanofios de vanadato de prata apresentam um didametro médio de 150 nm e
comprimento na ordem de micrometros e séo revestidos por nanoparticulas de prata

metalica semiesféricas (Figura 13).

Figura 11. Microscopia eletronica de transmisséo do vanadato de prata

nanoestruturado

Concentracao inibitéria minima do vanadato de prata nanoestruturado
decorado com AgNPs

O valor da CIM do nanomaterial frente a Staphylococcus aureus foi de 31,25
Mg/mL; para Candida albicans e Candida glabrata, 62,5 pg/mL;e frente a
Streptococcus mutans, foi de 250 pg/mL. Esses sdo valores importantes, pois
demonstram a eficacia antimicrobiana do vanadato de prata contra leveduras e
bactérias responsaveis por problemas orais comumente associados as proteses

dentarias.

Contagem de unidades formadoras de col6nias

Os resultados obtidos na contagem de UFC/mL séo apresentados na Tabela

Para o0s quatro micro-organismos, ndo houve diferenca significativa na
formacgéao de biofilme ao comparar o grupo controle (sem adesivo) com os grupos do
Adesivo Ultra Corega Creme e Ultra Corega P06 (P>0,05). O AgVOs foi capaz de
promover atividade antimicrobiana aos materiais testados (P<0,05), sendo que, para

ambas formas comerciais, a associacdo com 5% e 10% de AgVOs diminuiu
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significativamente a contagem de UFC de C. albicans e S. aureus (P<0,05). Para C.
glabrata houve reducdo na contagem de UFC a partir da concentracdo de 2,5% e

para S. mutans, a partir de 1% (P<0,05).

Tabela 5. Comparagao da contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC / mL)

em logio nas diferentes condigdes experimentais.

C. albicans C. glabrata
Controle 5,17 [4,68;5,53] A Controle 5,17 [4,68;5,53] # Controle 4,55 [3,78;4,79]* Controle  4,55[3,78;4,79]*
Creme 4,80 [4,17;5,01]* P6 5,19 [4,95;5,46]~ Creme 4,30 [3,69;4,75] A P6 3,90 [3,76;4,40] A
Creme 1% 4,10 [3,72;4,54] P6 1% 4,14 [3,70;4,41] 8 Creme 1%  2,38[0,73;2,91] A8 P6 1% 2,50[0,84;3,49] A&
Creme 2,5% 4,23 [3,63;4,37]"8 Pé 2,5% 3,70 [3,50;4,12] "8 Creme 08 P6 2,5% 0,00[-0,17;1,83] B
2,5%
Creme 5% 2,50 [1,53;3,15] B¢ P6 5% 3,29 [2,88;3,58] B Creme 5% 08 P6 5% 0,00[-0,11;1,34] &
Creme 10% 0¢ P6 10% 1,90[0,89;2,71] 8 Creme10% 0° P6 10% 0B
S. aureus S. mutans
Controle 4,19 [3,51;4,84] A Controle 4,19 [3,51;4,84]" Controle 5,28 [4,94,5,45] A Controle 5,28 [4,94;5,45]
A
Creme 3,83[3,17;4,38]* Pé 4,08 [3,87;4,83] Creme 5,11 [4,85;5,45] A Pé 5,22 [4,40;5,77]
Creme 1% 2,64 [2,23;4,35] "8 P6 1% 4,09 [3,81;4,771A Creme 1% 08 P6 1% 08
Creme 2,5% 2,07 [0,37;2,58] "B P6 2,5% 3,15 [2,45;4,18] "8 Creme 08 P6 2,5% 08
2,5%
Creme 5% 0B P6 5% 0,00 [-0,23;1,07] 8 Creme 5% 08 P6 5% 08
Creme 10% 0B P6 10% 0B Creme10% 08 P6 10% 08

Dados sdo expressos em mediana [intervalo de confianca] (n=9). * Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos de uma mesma forma comercial, para

0 mesmo micro-organismo. Kruskal-Wallis seguido pelo pés teste de Dunn. P<0.05.

Forca adesiva

Houve diferenca significativa na interacdo dos fatores “concentragéo do
nanomaterial” e “tempo de aplicagao do adesivo” para as duas formas comerciais, ou
seja, para o Ultra Corega Creme (P=0,001) e para o Ultra Corega P6 (P<0,001).

Para o adesivo em forma de creme, os grupos apresentaram diferentes
resisténcias nos primeiros 5 minutos, apos 6 horas e 24 horas de aplicagédo. Em 5
minutos, o Ultra Corega Creme apresentou menor forca adesiva, sendo
estatisticamente diferente dos grupos incorporados com 1% de AgVOs (P=0,027) e
5% de AgVOs (P=0,049). Em 6 horas todos os grupos apresentaram forca adesiva

semelhante ao Ultra Corega Creme, entretanto houve diferenca significativa entre as
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concentracbes do nanomaterial (P<0,05), sendo que os grupos com 5% de AgVOs
(P=0,009) e 10% de AgVOs (P=0,001) apresentaram melhor desempenho em
comparac¢ao com o grupo incorporado com 1%. Apos 24 horas de aplicacao, o grupo
incorporado com 1% de AgVOs apresentou maior forga adesiva em relagéo ao Ultra
Corega Creme (P=0,015).

Todos os grupos mostraram mudanca na for¢ca adesiva em funcao do tempo
(P<0,05), exceto o grupo com 5% de AgVOs (P>0,05). O Ultra Corega Creme
apresentou menor forca adesiva apos 5 minutos e 24 horas de aplicacao (P<0,05).
Os grupos incorporados com 2,5% e 10% apresentaram menor for¢a adesiva apés 5
minutos de aplicagdo (P<0,05), ndo havendo diferenga significativa nos demais
tempos (P>0,05). Para o grupo incorporado com 1% do nanomaterial, foi observada
menor forca adesiva apos 6 horas de aplicacdo e maior apos 12 e 24 horas (P<0,05)
(Figura 15).

= Uitra Corega Crame = Ultra Corega Creme + 1% AgVas =WUifra Corega Creme = 2,.5% AgWiO3
14 4 = Uttra Corega Crama + 5% AgVOS = Uitra Corega Creme + 10% Agv0s A B
A
A A

A B B AE
A AB g AB
A

A
12 g B A

AB

10 1

Forga Adesiva (N)

5 minutos 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas

Figura 12. Comparacao da forca adesiva (N) considerando os diferentes grupos para
o adesivo Ultra Corega Creme e a interacdo do tempo. *As mesmas letras indicam
igualdade estatistica de diferentes grupos para um mesmo tempo (P>0,05; teste
ANOVA de 2 vias e pés-teste de Bonferroni).



25

Para o adesivo em forma de pO, os grupos apresentaram diferentes
resisténcias nos primeiros 5 minutos, apds 6 horas e 12 horas de aplicagdo. Em 5
minutos, o Ultra Corega P6 + 1% de AgVOs e o Ultra Corega PO + 10 de AgVOs
apresentaram a menor capacidade adesiva (P<0,05). Os demais grupos
apresentaram desempenho semelhante ao grupo Ultra Corega P6 (P>0,05). Em 6
horas o Ultra Corega P6 + 10% de AgVOs apresentou a maior capacidade adesiva,
seguido pelo Ultra Corega P¢6 + 2,5% de AgVOs (P<0,05), que por sua vez apresentou
o melhor desempenho apés 12 horas de aplicacéao (P<0,05).

Todos os grupos mostraram mudanca na for¢ca adesiva em funcao do tempo
(P<0,05), sendo esta, no geral, menor apds 24 horas de aplicacdo (P<0,05) (Figura
16).

= Uifra Corega Pa = Uitra Coraga Po + 1% AgW03 =Uifra Corega Po - 2,5% AgQVO3
20 mlUlra Corega Pa = 5% AgWod = Uttra Corega Po + 10% AgV03
B
18 A A B

Forga Adesiva (N)

5 minutos 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas

Figura 13. Comparacao da forca adesiva (N) considerando os diferentes grupos para
o adesivo Ultra Corega PO e a interagdo do tempo. *As mesmas letras indicam
igualdade estatistica de diferentes grupos para um mesmo tempo (P> 0,05; teste
ANOVA de 2 vias e pés-teste de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Adesivos para préteses dentérias, dentre eles, 0 COREGA®, sdo amplamente
utilizados pelos usuarios de proteses totais removiveis porque melhoram a retengéo
desses aparelhos na mucosa, melhorando a funcdo mastigatoria (SATO et al., 2008;
BARTLETT et al., 2013). Estima-se que mais de 5 milhdes de usuarios de proteses
nos Estados Unidos fagcam uso destes materiais (KORE et al., 2013). Tratam-se de
composi¢cbes com caracteristicas muco-adesivas, disponiveis em diferentes
formulacdes, podendo ser sollveis (cremes e pds) ou insoluveis (fitas), capazes de
melhorar o desempenho geral das préteses totais (DE OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2018).

Assim, sdo materiais de uso temporario que permitem uma melhor distribuicéo
das forcas oclusais, minimizando o trauma tecidual (PEREZ et al., 1985). A
composicdo do COREGA® ndo contém nenhum componente antifingico
potencial. No entanto, o adesivo possui polietilenoglicol (PEG), o que de acordo com
estudos promove a reducdo na interacao das células microbianas com a superficie
do biomaterial devido a formac&do de uma barreira fisica que impede a adesao do
micro-organismo e, consequentemente, previne infecgcdes microbianas (XU e
SIEDLECK et al., 2017). Entretanto, no presente estudo, essa capacidade de
controlar o processo de formacéo do biofilme devido ao PEG presente na composi¢cao
nao foi observada visto que n&o houve diferenga significativa na formagéao do biofilme
dos grupos nos quais os adesivos comerciais foram aplicados e o controle (sem
adesivo).

Os presentes resultados também revelaram efeito anti-biofiilme quando a
resina foi tratada com AgVOs incorporado aos adesivos. Diferencgas estatisticamente
significativas nos valores de UFC/mL de C. albicans e S. aureus foram observadas
guando ambas formas comerciais foram associadas com 5% e 10% de AgVOs. Para
C. glabrata houve reducéo na contagem de UFC/mL a partir da concentracao de 2,5%
e para S. mutans, a partir de 1%.

O potencial antimicrobiano do AgVOs incorporado a diferentes materiais
odontoldgicos foi relatado (DE CASTRO et al., 2019; DE CAMPOS et al., 2021; DE
CASTRO et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2021) entretanto, os beneficios da associacao
entre AgVOs e adesivos protéticos séo inéditos. O AgVOs € um nanomaterial que
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estabiliza AgNPs em nanofios de vanadio. Este composto hibrido se dissocia em ions
de prata (Ag *) e vanadio (V #*/ V 5*) 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 os grupos tiol presentes nas enzimas do metabolismo
bacteriano formando complexos estdveis e, quando em contato com o DNA
bacteriano, o Ag * impede sua replicacdo. A oxidacdo-reducdo entre V 4* e V 5" leva
ao estresse oxidativo na célula bacteriana (HOLTZ et al., 2012).

De acordo com os resultados do estudo, parece razoavel concluir que o AgVOs
foi capaz de promover atividade antimicrobiana as duas formas comerciais de
adesivos protéticos, o que pode ser potencialmente inovador para a prética clinica,
merecendo estudos subsequentes para descartar a possivel agdo nociva.

A combinacao entre adesivos protéticos e AgQVOs deve ser estudada com mais
profundidade, pois pode fornecer beneficio clinico para a prevencéo e terapia de
infecgBes. A nistatina corresponde a um agente antifingico utilizado no tratamento da
estomatite protética entretanto, pode causar alguns efeitos colaterais e recorréncia de
inflamacédo, devido a resisténcia de C. albicans (MANSOURIAN et al., 2014). Este
trabalho ndo se propde a substituir a nistatina, mas sim sugerir a adicdo do
nanomaterial com propriedades antimicrobianas, podendo maximizar os beneficios
do uso de adesivo para préteses dentarias no caso de usuarios de proteses
totalmente removiveis. Além disso, essa combinacdo permitirA que 0s agentes
antimicrobianos permanecam proximos a superficie interna da base da prétese
dentaria contaminada e a mucosa oral, possibilitando acbes preventivas e
terapéuticas (ALMEIDA et al., 2018).

Considerando as principais funcées do adesivo, é fundamental a realizacéo de
testes mecanicos para verificar se a associacdo do COREGA ao nanomaterial pode
altera-las. A adesdo das préteses € quase sempre contraditéria, pois € necessaria
alta adesao para fixagdo e baixa adesédo para facilitar a remocado. Normalmente,
espera-se que os adesivos protéticos fornegcam retencéo e estabilidade ao longo de
um periodo de tempo.

O teste utilizado no presente estudo para avaliar a for¢ca adesiva das diferentes
formas comerciais de adesivo para protese dentaria foi realizado conforme sugerido
por ZHAO et al. (2004) e CARTAGENA et al. (2017), com a vantagem de ser simples,
nao exigindo equipamentos especiais para a realizacdo. Os cilindros de resina acrilica

séo facilmente processados e seu posicionamento na maquina de teste € simples.
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Um adesivo interage com a superficie da protese de um lado e a mucosa oral
subjacente do outro lado durante um certo periodo de tempo. Uma fina camada do
material é aplicada a superficie interna da prétese, que € entdo inserida na cavidade
oral. Os compostos hidrofilicos absorvem e mantém a agua para melhorar a forga de
adesdo e os compostos hidrofébicos evitam o inchago excessivo e a dissolugdo (AN
et al., 2016).

No presente estudo, nota-se de maneira geral que ambas as formas comerciais
de adesivo protético modificadas com o nanomaterial apresentaram valores
semelhantes ou superiores de forga adesiva em comparagcdo com 0S grupos sem
modificacdo. Apds 5 minutos da aplicagdo o grupo Ultra Corega Creme apresentou
menor forca adesiva, sendo estatisticamente diferente dos grupos incorporados com
1% e 5% de AgVOs. Em 6 horas todos 0s grupos apresentaram forca adesiva
semelhante ao Ultra Corega Creme. Apés 24 horas Ultra Corega Creme + 1% de
AgVOs apresentou maior forca adesiva em relacdo ao Ultra Corega Creme. Em 3
horas e 12 horas ndo houve diferenca significante entre os grupos. Em 5 minutos, o
Ultra Corega P06 + 1% de AgVOs e o Ultra Corega Po + 10 de AgVOs apresentaram a
menor capacidade adesiva. Os demais grupos apresentaram desempenho
semelhante ao grupo Ultra Corega P6. Em 6 horas o Ultra Corega P6 + 10% de AgVO3
apresentou a maior capacidade adesiva, seguido pelo Ultra Corega P6 + 2,5% de
AgVOs, que por sua vez apresentou o melhor desempenho apd6s 12 horas de
aplicagéo.

Estudos relatam maior forca adesiva imediatamente apds a aplicacdo do
adesivo, com pico novamente em 3 a 6 horas de uso, seguida da perda da eficacia
com o passar do tempo (CHEW et al., 1990; KORE et al., 2013) devido a quebra do
adesivo por fluidos orais ou degradacéo gradual (DEVENGENCIE et al., 1997). No
presente estudo, a maioria dos grupos mostraram mudanca na forca adesiva em
funcdo do tempo, entretanto as formulacdes em creme foram capazes de manter a
forca adesiva em até 24 horas, diferentemente dos grupos em pod, 0s quais

apresentaram uma reducao na forca adesiva com o passar do tempo.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados, foi possivel concluir que:

e O AgVOs foi capaz de promover atividade antimicrobiana aos adesivos
protéticos em forma de po e creme, havendo no geral, um efeito dose
dependente.

e Aforca adesiva pode variar dependendo da concentracao utilizada, mas todas
podem ser eficazes na retencdo de proteses por um periodo de tempo
satisfatorio.
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