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FERREIRA, |. Caracterizacdo microestrutural de resinas acrilicas constituidas de
semicondutores para promogdo de atividade antimicrobiana. 2023. 110 p. Dissertacdo
(Mestrado em Reabilitagdo Oral) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

RESUMO

A incorporagdo de semicondutores em resinas acrilicas pode promover atividade
antimicrobiana, diminuir infeccGes e doencas orais, manter o desempenho fisico-mecéanicas
para garantir longevidade ao dispositivo protético. Este estudo objetiva comparar o efeito
antimicrobiano do semicondutor B-AgVOs em resina autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizédvel (TP) anteriormente avaliados em diferentes concentracbes com o
semicondutor o-Ag2WO4 como uma alternativa de um novo material com potencial
antimicrobiano. Para isso, foi determinada concentragdo inibitoria minima (CIM) de B-AgVOs
e a-Ag2WOs frente a C. albicans, S. mutans, S. aureus e P. aeruginosa. As propriedades
antimicrobianas foram investigadas pelo ensaio de unidades formadoras de colonias (UFC),
ensaio de reducdo de sais de tetrazolio-XTT e analise do biofilme por microscopia confocal a
laser (MCL). As propriedades fisico-mecénicas foram avaliadas por meio de ensaios de
dureza, rugosidade superficial, resisténcia a flexdo, resisténcia ao impacto, microscopia
eletronica de varredura (MEV), andlise elementar por energia dispersiva (EDS) e
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para analise dos dados,
realizou-se analise qualitativa de CIM, MCL, MEV e EDS. Two-way ANOVA seguido de
pos-teste de bonferroni com (P >0.05) para UFC, One-way ANOVA seguido de pos-teste de
Tukey com (P <0.05) para resisténcia a flexdo, rugosidade, dureza e resisténcia ao impacto e
Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn (P >0,05) para o XTT. O a-Ag2WO. apresentou melhor
CIM em mg/mL frente a C. albicans, S. aureus e S. mutans comparado ao f-AgVOs. A adi¢do
de 0-Ag2WOs4 ndo obteve eficacia antimicrobiana e a concentragdo de 3% de B-AgVOs foi
eficaz para reducéo de C. albicans, S. mutans e P. aeruginosa. Para a dureza, a resina AP ndo
apresentou alteracdo significativa com a incorporacdo dos semicondutores e foi reduzida no
grupo 1% a-Ag2WO4 TP. O aumento da rugosidade na AP foi proporcional a adicdo de ambos
0s semicondutores e para a TP apenas 0s grupos 3% apresentaram aumento. A adi¢cdo de 3%
de ambos os semicondutores reduziu a resisténcia a flexdo da resina TP. A resisténcia ao
impacto foi reduzida em todos o0s grupos com incorporacdo na resina TP. No MEV observou-
se a presenca de poros e irregularidades e no EDS os componentes quimicos dos
semicondutores adicionados. O espectro de FTIR ndo foi alterado com a incorporacdo nas
resinas AP e TP. Pode-se inferir que B-AgVOs e a-Ag2WO4 apresentaram CIM bactericida e
fungicida, a incorporagdo de 3% B-AgVOs promoveu atividade antimicrobiana e ambos 0s
semicondutores alteraram as propriedades fisico-mecanicas.

Palavras-Chave: Semicondutores, Resina Acrilica, Vanadato de Prata, Tungstato de Prata,
Atividade Antimicrobiana, Resisténcia a Flexdo, Resisténcia ao Impacto, Dureza,
Rugosidade, FTIR, MEV, EDS.
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ABSTRACT

The incorporation of semiconductors in acrylic resins can promote antimicrobial activity,
reduce infections and oral diseases, maintain physical-mechanical performance to ensure
longevity of the prosthetic device. This study aims to compare the antimicrobial effect of the
semiconductor B-AgVO3 in self-cured (AP) and heat-cured (TP) resin previously evaluated at
different concentrations with the semiconductor a-Ag2WO4 as an alternative of a new
material with antimicrobial potential. For this, the minimum inhibitory concentration (MIC)
of B-AgVO3 and a-Ag2WO4 was determined against C. albicans, S. mutans, S. aureus, and
P. aeruginosa. Antimicrobial properties were investigated by Tetrazolium Salt Reduction
Test-XTT, colony forming units (CFU), and biofilm analysis by laser confocal microscopy
(LCM). The physical-mechanical properties were evaluated by testing hardness, surface
roughness, flexural strength, impact strength, scanning electron microscopy (SEM), energy
dispersive elemental analysis (EDS) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). For
data analysis, qualitative analysis of CIM, LCM, SEM and EDS were performed. Two-way
ANOVA followed by Bonferroni post-test with (P >0.05) for CFU, One-way ANOVA
followed by Tukey's post-test with (P <0.05) for flexural strength, roughness, hardness, and
impact strength, and Kruskal-Wallis and Dunn'’s post-test (P >0.05) for XTT. The a-Ag2WO4
showed better MIC in mg/mL against C. albicans, S. aureus, and S. mutans compared to -
AgVOs. The addition of a-Ag2WOs did not obtain antimicrobial efficacy and the 3%
concentration of B-AgVO3 was effective for the reduction of C. albicans, S. mutans, and P.
aeruginosa. For hardness, AP resin showed no significant change with the incorporation of
the semiconductors and was reduced in the 1% oa-Ag2WO4 TP group. The increase in
roughness in AP was proportional to the addition of both semiconductors and for TP only the
3% groups showed an increase. The addition of 3% of both semiconductors reduced the
flexural strength of the TP resin. The impact strength was reduced in all groups with the
incorporation of the TP resin. In SEM the presence of pores and irregularities was observed
and in EDS the chemical components of the added semiconductors. The FTIR spectrum was
not altered with the incorporation of AP and TP resins. It can be inferred that B-AgVOs and a-
Ag>WO, presented bactericidal and fungicidal MIC, the incorporation of 3% B-AgVOs
promoted antimicrobial activity, and both semiconductors altered the physical-mechanical
properties.

Keywords: Semiconductors. Acrylic Resin. Silver Vanadate. Silver Tungstate. Antimicrobial
Activity. Flexural Strength. Impact Strength. Hardness. Roughness. FTIR. SEM. EDS..
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1. INTRODUCAO

A populacao idosa brasileira cresce cerca de 3% anualmente (SZWARCWALD et
al., 2022) e por isso o desenvolvimento de politicas publicas de satde sdo requeridos para dar
suporte a esta demanda que apresenta maior fragilidade (LEE; SABBAH, 2018; PANTEA et
al., 2020, SZWARCWALD et al., 2022). Com o avanco da idade, a cavidade oral apresenta
alteracdes quanto as suas funcbes de mastigacdo, degluticdo, articulacdo, fala, respiragéo,
salivacdo, paladar, que podem afetar a salde sisttmica e oral. Estas alteracdes estdo
relacionadas ao enfraquecimento musculo-esquelético, pobre higienizacdo e perda dos dentes
naturais (LEE; SABBAH, 2018; WATANABE et al., 2020).

A reducdo do numero de dentes acarreta em dificuldades de fala, estética
insatisfatdria, reducdo da dimensédo vertical de oclusdo (DVO), mastigacdo inadequada que
podem levar a deficiéncia de nutrientes importantes para a manutencdo da salde geral e
longevidade (LEE; SABBAH, 2018; WATANABE et al., 2020). Para reduzir estes efeitos, o
uso de dispositivos protéticos orais melhora a funcdo mastigatoria, a fonética e estética,
aumentam a autoestima e autoconfiancga, 0 que pode encorajar 0s usuarios a manter uma vida
social e fisica ativa (PANTEA et al, 2020; WATANABE et al., 2020).

As proteses dentarias sdo confeccionadas de resinas acrilicas ou polimetilmetacrilato
(PMMA), pois apresentam estética satisfatdria, baixa densidade, facilidade de manipulacéo,
precisdo de ajustes, bom custo beneficio, propriedades mecanicas compativeis ao meio bucal,
boa durabilidade (GAD et al., 2019; OZKIR et al., 2018; SIVAKUMAR et al., 2014; ZAFAR
et al., 2020). Estes dispositivos protéticos devem resistir as forcas mastigatérias dinamicas,
habitos prejudiciais, diferentes alimentos, ser estavel, biocompativel e econémico (AN et al.,
2021; BAJUNAID et al., 2022; BANGERA et al., 2021; ZAFAR et al., 2020).

A rugosidade, porosidade superficial, hidrofobicidade inerentes da resina acrilica
favorecem o acumulo de microrganismos (FIGUEROA et al., 2018; GARCIA et al., 2022)
que podem se manifestar em doencas bucais, como a estomatite protética, candidiase (AN et
al., 2021; BAJUNAID et al., 2021; BAJUNAID et al., 2022; BANGERA et al., 2021; CAO et
al., 2020; GAD; FOUDA, 2020; GARCIA et al., 2022; TAKAMYIA et al., 2021) e progredir
para doencas sisttmicas como endocardite bacteriana, pneumonia aspirativa e infeccdes
generalizadas do trato respiratério (DE CASTRO et al., 2018; TAKAMYIA et al., 2021),
principalmente em pessoas idosas dependentes, o que caracteriza um importante problema de
salde (CASTRO et al., 2014; DE CASTRO et al., 2018; SIVAKUMAR et al., 2014).
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A estomatite protética afeta cerca de 72% dos usuérios de préteses dentarias
removiveis de resina acrilica, devido ao inadequado ajuste da prétese, reacdes alérgicas,
reducdo do fluxo salivar, rugosidade e porosidade da resina (BAJUNAID et al., 2021,
BANGERA et al., 2021; GAD; FOUDA, 2020). Para reduzir a quantidade de microrganismos
na superficie das resinas acrilicas, foram desenvolvidas modifica¢cbes antimicrobianas do
material com incorporacdo de agentes antimicrobianos (CASTRO et al., 2014; ZHANG,
2016). A inclusdo de semicondutores, que sdo materiais que doam ou recebem elétrons com
excelente conducéo eletronica e atividade fotocatalitica (AZPIROZ et al., 2012; FAN et al.,
2017; KREVE et al., 2022), em materiais odontoldgicos é uma estratégia eficaz para reduzir a
adesdo microbiana e a formacédo de biofilme (AN et al., 2021; BAJUNAID et al., 2021,
BAJUNAID et al., 2022; BANGERA et al., 2021; CAO et al., 2020; CASTRO et al., 2016 A;
CASTRO et al., 2016 B; GAD; FOUDA, 2020; KREVE et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2020;
UEHARA et al., 2022).

Adicionar nanoparticulas metélicas, como a prata (AgNPs), a matriz semicondutora,
permite a retencdo de elétrons, melhor atividade fotocatalitica e acdo antimicrobiana, pela
capacidade das AgNPs produzirem espécies reativas de oxigénio (ERO) que rompem a
membrana celular bacteriana (FAN et al.,, 2017; KREVE et al.,, 2022). O tamanho
nanométrico das AgNPs (1-100nm) (BAPAT et al., 2018; CAO et al., 2020; TALAPKO et
al., 2020; YIN et al., 2020) favorece a acdo antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus
em pequenas concentracdes, devido ao maior contato e melhor liberacdo dos ions Ag+
(BAPAT et al., 2018; TALAPKO et al., 2020; WANG et al., 2022; YIN et al., 2020), que
interagem com os grupos tiol das enzimas envolvidas no metabolismo bacteriano, e causam a
interrupgdo da produgédo de ATP, impedem a replicagcdo do DNA, formam ERO e destroem a
integridade da membrana celular, que causa a morte microbiana (BAPAT et al., 2018;
CAMPOS; BOTELHO; REIS, 2021; CASTRO et al., 2016 A; TALAPKO et al., 2020;
WANG et al., 2022; YIN et al., 2020). As AgNPs tendem a se aglomerar devido a presenca de
forcas atrativas Van Der Waals e atracdo eletrostética entre particulas com cargas elétricas
opostas, isso reduz o potencial antimicrobiano por diminuir a area de contato das particulas
com os microrganismos (CAMPOS; BOTELHO; REIS, 2021; CASTRO et al.,, 2016 B;
FURTADO et al., 2016; HOLTZ et al., 2010; HOLTZ et al., 2012).

O semicondutor nanoestruturado de vanadato de prata decorado com nanoparticulas
de prata (B-AgVOs) foi desenvolvido para solucionar os desafios relacionados a estabilizacéo
e a aglomeracdo das AgNPs que foram depositadas sobre os nanofios de vanadio. Essa

abordagem permitiu manter maior area de contato com a superficie e promover a liberacao
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continua dos ions de prata (Ag*) (HOLTZ et al., 2010; HOLTZ et al., 2012). A sinergia entre
as AgNPs e o vanadio (V5") favorece o aumento da atividade antimicrobiana por meio da
alteracdo da integridade da membrana celular por estresse oxidativo e formacdo ERO
(CAMPOS; BOTELHO; REIS, 2021; CASTRO et al., 2016 A; CASTRO et al., 2016 B).

B-AgVOs3, na odontologia, teve sua eficicia avaliada pela incorporacdo a resinas
acrilicas (CASTRO et al., 2016 A; CASTRO et al., 2016 B; CASTRO et al., 2021; DE
CASTRO et al., 2018), ceramicas odontologicas (FERREIRA et al., 2020; UEHARA et al.,
2022; VIDAL et al., 2021), cimentos resinosos (KREVE et al.,, 2022), reembasadores
protéticos (KREVE et al., 2019), cimentos endodénticos (TEIXEIRA et al., 2018; TEIXEIRA
et al., 2020; VILELA TEIXEIRA et al., 2019), revestimento para tratamentos de superficie
(OLISCOVICZ et al., 2018), hidrocoldde irreversivel (CASTRO et al., 2019) e apresentou
eficacia antimicrobiana frente aos microrganismos presentes na cavidade oral como
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, mas consideracdes devem
ser apontadas em termos de propriedades fisico-quimicas e mecanicas (CAMPOS;
BOTELHO; REIS, 2021).

O semicondutor tungstato de prata (a-Ag2WOs) exibe propriedades cataliticas,
Opticas e antimicrobianas intimamente relacionadas a sua morfologia, que é composta por
estrutura ortorrdbmbica termodinamicamente estdvel, na forma de bastdes alongados
(ALVAREZ-ROCA et al., 2021; CAVALCANTE et al., 2012; CHAVEZ et al., 2018;
LONGO et al., 2014). A eficacia antimicrobiana do a-Ag>WO; ¢ atribuida ao contato com o0s
microrganismos e a presenca de ions Ag®, os quais promovem a formacdo de ERO e radicais
livres, como hidroxila (OH") e superdxidos (O2) (ALVAREZ-ROCA et al., 2021; ASSIS et
al., 2018; ASSIS et al., 2020; CAVALCANTE et al., 2012; CHAVEZ et al., 2018; LONGO et
al., 2014; NOBRE et al.,, 2019; PIMENTEL et al.,, 2022). Essas propriedades foram
exploradas na inibicdo de Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, porém
ndo quando incorporados a materiais poliméricos odontolégicos (ALVAREZ-ROCA et al.,
2021; CHAVEZ et al., 2018; LONGO et al., 2014; NOBRE et al., 2019; PIMENTEL et al.,
2022).

A adicdo de semicondutores antimicrobianos a matriz polimérica pode promover
eficacia antimicrobiana sem prejudicar as propriedades fisicas-quimicas e mecanicas da
resina. Portanto, estudos (AN et al., 2021; BAJUNAID et al., 2021; BAJUNAID et al., 2022;
BANGERA et al., 2021; CAO et al.,, 2020; GAD; FOUDA, 2020) sdo conduzidos para

investigar a porcentagem ideal que promova acgdo antimicrobiana mantendo as propriedades
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inertes do material, para que proporcione uma protese resistente, resiliente e funcional com
maior longevidade (BAJUNAID et al., 2022).

Com vistas a aplicagdo do B-AgVO3 em resinas acrilicas com resultados promissores
relativos a eficacia antimicrobiana e pouca alteracdo no desempenho mecanico (CASTRO et
al., 2016 A; CASTRO et al., 2016 B; CASTRO et al., 2021; DE CASTRO et al., 2018) e 0
ineditismo da adi¢do do a-Ag2WO4 em materiais poliméricos odontoldgicos, associados a
necessidade de materiais com capacidade de reduzir a formacéo de biofilme e promover saltde
aos usuarios de dispositivos protéticos odontologicos, este estudo tem como objetivo
comparar o efeito antimicrobiano do semicondutor B-AgVOs em resinas acrilicas
autpolimerizaveis (AP) e termopolimerizaveis (TP) anteriormente avaliados em diferentes
concentragdes com o semicondutor a-Ag;WO4 como uma alternativa de um novo material

com potencial antimicrobiano.



2. Proposicio
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2. PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Incorporar o vanadato de prata (B-AgVOs3) ¢ o tungstato de prata (a-Ag2WO4) nas

resinas acrilicas autopolimerizavel (AP) e termopolimerizével (TP), como potenciais agentes

antimicrobianos nas concentrac6es de 0%, 0,5%, 1% e 3%.

2.2 Objetivos Especificos

Concentragdo inibitoria minima de p-AgVO: ¢ o-Ag:WOs frente aos
microrganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Candida albicans;

Efetividade antimicrobiana das resinas AP e TP com diferentes porcentagens dos
semicondutores contra 0s microrganismos propostos pelos ensaios de:
o Contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)

o Ensaio de reducéo de sais de tetrazolio (XTT)
o Microscopia confocal a laser (MCL)
Microestrutura e propriedades fisico-mecénicas das resinas acrilicas incorporadas

com o0s semicondutores, avaliando-se:

o Microscopia eletronica de varredura (MEV)

o Microanalise de raios-X (EDS)

o Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
o Microdureza

o Resisténcia a flexdo

o Rugosidade

o Resisténcia ao impacto

2.3 Hipdtese Nula

Testa-se neste estudo a hipdtese nula de que diferentes concentracdes dos semicondutores

incorporados as resinas acrilicas AP e TP ndo promovem efeito antimicrobiano e ndo alteram

a microestrutura e as propriedades fisico-mecanicas.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL
3.1.1 Semicondutores
Os semicondutores B-AgVOs3 e a-Ag.WO4 foram produzidos e caracterizados no
Centro de Desenvolvimento de Materiais Funcionais (CDMF) UFSCAR- Séo Carlos-SP.
3.1.2 Resinas acrilicas
Para o estudo, foram selecionadas duas marcas comerciais de resinas acrilicas

odontoldgicas, especificadas na Tabela 1.

Tabela 1. Marcas comerciais e composicao das resinas acrilicas utilizadas.

Resina acrilica Classificagdo P6 Liquido

(Fabricante)

Dencor Lay Polimetilmetacrilato Mondmero de
(Classico®, Art, Autopolimerizavel  Peréxido de Benzoila Metacrilato
Classico, Séo Paulo, _ i
SP) (AP) Pigmentos Inibidor de
Biocompativeis polimerizagédo
DMT
Classico Copolimero Metil Monbmero de
(Cléssico®, Art. Termopolimerizével Etil Metacrilato Metacrilato
Classico, Sdo Paulo, (TP) DPB Topanol
SP) Pigmentos
3.2 METODO

3.2.1 Sintese do Vanadato de prata (p-AgVOs) e tungstato de prata (a-Ag2WOu4)

A sintese de ambos os semicondutores foi realizada pelo método de coprecipitacdo em
um meio aquoso. Para o B-AgVOs, 1x10° mol de nitrato de prata (AgNOs) (Cennabras,
99,8%) e 1x107 mol de vanadato de amdnio (NHsVO3) (Aldrich, 99,9%) foram dissolvidos
em dois béqueres contendo 50 mL de agua destilada. As solugdes foram aquecidas a 70 °C e,
apos a dissolucdo completa, a solugdo de AgNOz foi despejada na solugcdo de NHsVOs,

resultando em um precipitado laranja. Esse sistema foi continuamente agitado por 10 minutos,
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centrifugado, lavado com &gua destilada até pH = 7 e seco em um forno a 60 °C por 12 horas.
Para a sintese de a-AgoWO., 0 mesmo procedimento foi usado, mas com 2x10° mol de
AgNOs3 e 1x10 mol de Tungstato dihidrato de sodio (Na;WO4.2H20) (Aldrich, 99,9%).

3.2.2 Determinacao da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) de p-AgVOs e a-Ag2WO4

Inicialmente foi determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) do B-AgVOs e
a-Ag2WO4 frente a Candida albicans (ATCC10231), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) pelo
método das dilui¢Bes sucessivas em placas de cultura celular com 96 pogos e em duplicata.
Adicionou-se em cada poco 10 OuL do meio de cultura em concentracdo dupla e 100 uL do
nanomaterial (30 mg dos nanomateriais diluidos em 1 mL de &gua destilada), 5 puL do indculo
na propor¢do 10" UFC para leveduras e 102 UFC para bactérias. Foram realizadas diluicdes
sucessivas com 100 uL. O controle positivo: 50 uL. meio de cultura + 50 uL de PBS + 10 uL
inéculo diluido. Controle negativo: 50 puL meio de cultura + 50 puL do semicondutor.
Resultados analisados com base na turvacdo do meio, identificado a olho nu. A presenca de
turvacdo correspondeu a acdo antimicrobiana ineficaz (Figura 1). A semeadura em placas de

Petri com meio de cultura especifico foi realizada para confirmar os achados a olho nu.

Figura 1. Esquema gréafico da realizacdo da CIM dos semicondutores frente aos microrganismos propostos no
estudo.
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para bactérias.

 B-AgVO:
® a-Ag:WO.
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Fonte: Autoria prépria realizada pelo bioRender, 2023.

Sabe-se que a CIM do material puro difere de quando este é adicionado na estrutura de
outro material. Assim, realizou-se esta analise para comprovar a eficacia antimicrobiana dos
semicondutores frente aos microrganismos propostos. A efetividade antimicrobiana das
resinas modificadas foi avaliada pelos ensaios de reducdo de sais de tetrazdlio (XTT),
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) e microscopia confocal a laser (MCL)
apos formacao do biofilme.

3.2.3 Confeccdo dos Espécimes

Os espécimes utilizados para analise dureza, rugosidade superficial, MEV, EDS,
FTIR, foram confeccionados nas dimensdes de @9 x 2 mm, para 0s ensaios microbioldgicos
com 6 mm x 10 mm x 3,3 mm e para resisténcia a flexdo e resisténcia ao impacto 65 mm x 10

mm X 3,3 mm.

3.2.3.1. Incluséo das Matrizes em Mufla Metalica

As amostras foram preparadas por meio da inclusdo de matrizes metélicas em mufla
convencional (OGP, Produtos Odontoldgicos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Para isso, uma
camada de gesso pedra Tipo Il (Gesso Rio, Orlando Anténio Bussioli ME, Rio Claro, SP,
Brasil), espatulado mecanicamente na proporcao de 30 mL de agua para cada 100 g de p6, foi
inserida na mufla. Ap6s o tempo de presa do gesso, preencheu-se a mufla com silicone de
condensacdo densa Zetalabor® (Zhermarck, Labordental Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) e as
matrizes envolvidas, exceto em uma das faces planas, e niveladas com uma lamina de vidro.
A seguir a contra- mufla foi posicionada e a inclusdo finalizada com gesso tipo pedra Ill
(Figura 2).

Figura 2. Preparo das muflas para confec¢do dos espécimes com dimensao de @9 x 2 mm.
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Zetalabor®

Gesso pedra
Tipo Il

Mufla metalica

Gesso pedra
Tipo I

Contra- mufla

Fonte: Autoria propria, 2023.

Para a confeccdo das amostras para os ensaios de resisténcia a flexdo e ao impacto, as
matrizes foram incluidas diretamente em gesso pedra Tipo IV (Figura 3) (Gesso Rio, Orlando
Antoénio Bussioli ME, Rio Claro, SP, Brasil), para evitar distor¢des.

Figura 3. Preparo das muflas para confeccdo dos espécimes de dimensdo 65 X 10 X 3,3 mm.

Gesso pedra
Tipo IV
Gesso pedra
Tipo I
Mufla metalica
Gesso pedra

Tipo IV
Gesso pedra —
Tipo [l

Contra- mufla

Fonte: Autoria prdpria, 2023.

3.2.3.2. Prensagem
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Para a incorporacdo, calculou-se a quantidade de a-Ag2WOs e p-AgVOs (0%
(controle), 0,5%, 1% e 3%) em propor¢do & massa de po6 da resina acrilica autopolimerizavel
(AP) e termopolimerizavel (TP), de acordo com o fabricante, (Tabelas 2 e 3). O material foi
adicionado ao po da resina e homogeneizado. A manipulacdo foi realizada de acordo com a

pratica clinica apds a adi¢do do monémero.

Tabela 2. Proporcdo em massa (g) de material incorporado para confeccéo dos corpos de prova @ 9 x 2mm.

Grupos P6 da resina (g) P6 do material (g) Liquido (mL)
Controle 7 - 3,23
0,5% 6,965 0,035 3,23
1% 6,93 0,070 3,23
3% 6,790 0,210 3,23

Tabela 3. Proporcdo em massa (g) de material incorporado para confecgdo dos corpos de prova 65 mm x 10 mm

X 3,3 mm.
Grupos P6 da resina (g) P6 do material (g) Liquido (mL)
Controle 16 - 75-17,0*
0,5% 15,92 0,08 7,5-7,0*
1% 15,84 0,16 75-7,0*
3% 15,520 0,48 75-7,0*

* 7,0 mL corresponde a resina TP e 7,5mL a AP.

Durante a fase pléastica, a resina foi acomodada nos moldes preparados e colocada em
prensas hidraulicas com carga 1000 Kgf por 60 minutos, (Figura 4). Desprendido este
periodo, a resina AT foi polimerizada por banho d’agua por meio da termopolimerizadora
automatica Termociler 100 (Oficina de precisdo, Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) a 65 °C por 1 hora, seguido por estagio a 100

°C por 30 minutos.

Figura 4. Muflas posicionadas em prensa hidraulica com carga de 1000 Kgf por 60 minutos.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
3.2.3.3. Desincluséo e Acabamento

Apo6s a desinclusdo, foram removidos os excessos de material nos especimes com
fresa (Maxi-cut, Malleifer AS, Ballaiguer, Swetzerland) e lixados com lixa d’agua Norton
300, 400, 600 e 1200. As dimensdes foram confirmadas com auxilio de um paquimetro digital
(Mitutoyo®, Japdo) (Figura 5 e 6).

Figura 5. Corpos de prova @ 9 x 2 mm. A) (TP) - esquerda para direita superior 3%, 1% e 0,5% de a-AgWOa,
inferior 3%, 1% ¢ 0,5% de B-AgVOs e controle; B) (AP) - da esquerda para direita superior 3%, 1% e 0,5% de a-
Ag2WO4, inferior 3%, 1% e 0,5% de B-AgVOs e controle.
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Fonte: Autoria propria e imagem por Hermano Teixeira Machado, 2022.

Figura 6. Corpos de prova (65 x 10 x 3,3 mm). A) (TP) - esquerda para direita- 3%, 1% e 0,5% de o-
Ag2WOy4, 3%, 1% e 0,5% de S-AgVOs e controle; B) (AP) - esquerda para direita- 3%, 1% e 0,5% de a-
Ag2WOy4, 3%, 1% e 0,5% de S-AgVOs e controle.
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Fonte: Autoria propria e imagem por Hermano Teixeira Machado, 2022.

3.2.4 Padronizagdo da Rugosidade

A rugosidade foi padronizada para que a superficie do material apresente interferéncia
na adesdo microbiana. As amostras dos ensaios microbiologicos deste estudo foram
padronizadas em 0,2 pm, limiar favoravel, a partir do polimento com lixas d’agua 1200 e

conferidas no Rugosimetro (Surftest SJ-201P, Mitutoyo Corporation, Japan).

3.2.5 Esterilizacéo

Os espécimes para os ensaios microbiologicos foram esterilizados por plasma de
peroxido de hidrogénio (STERRAD) na Multilav — Esterilizacdo de Materiais - Ribeiréo
Preto- SP.

3.2.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana
3.2.6.1 Meios de Cultura Utilizados

No preparo do inoculo e contaminacdo das amostras, utilizou-se o Tryptic Soy Broth
(TSB) para P. aeruginosa, o Sabouraud Dextrose Broth (SDB) para C. albicans, o Brain
Heart Infusion Broth (BHI). Para cada 30 g do meio de cultura TSB e SDB e 37 g de BHI
desidratado, foram adicionados 1000 mL de agua destilada e esterilizados em autoclave a 121
°C por 15 minutos, de acordo com as instrucGes dos fabricantes. O Brain Heart Infusion Broth
(BHI) - suplementado com sacarose foi utilizado para a S. mutans e cada 37 g do meio de
cultura desidratado adicionou-se 5 g de extrato de levedura, 10 g de glicose, 20 g de sacarose
e 1000 mL de &gua destilada, esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos, de acordo
com o fabricante.

Para a semeadura da solucéo obtida das amostras contaminadas, utilizou-se o Tryptic
Soy Agar (TSA) para P. aeruginosa e o Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para C. albicans, o
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Brain Heart Infusion Broth (BHI) — Agar para S. aureus e S. mutans. Para cada 30 g do meio
de cultura TSA e SDA e 37 g de BHI desidratado foram adicionados 15 g de &gar
bacterioldgico e 1000 mL de &gua destilada e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15

minutos, de acordo com o fabricante.

3.2.6.2 Micro-organismos e Condigéo de Crescimento

As etapas de preparo do inoculo e desenvolvimento do biofilme estdo dispostos no
(Figura 7), para UFC e XTT utilizou-se n= 8 e para MCL n=2. A (Figura 8) mostra a
formacéo do biofilme sobre o espécime de resina modificada.

Figura 7. Fluxograma com as etapas da preparacdo do indculo, desenvolvimento do biofilme em 6 fases e 0s

meios de cultura utilizados para cada microrganismo.

Espécimes distribuidos e aliquota de
1,5mL de meio de cultura inoculado fol
Micro-organismos semeados em placas 1 |transferida para cada poco.
de Petri e incubados a 37°C por 48h.

Espécimes lavados com 2mL de solugaa

PREPARO salina a 0,85%. Em seguida, 1,5mL de meiqg
DO —————+———— Turvacdo da suspensdo em escala 0,5 de 2 | de cultura estéril adicionados.
INOCULO McFarland (108 UFC/mL para bactérias e
106 UFC/mL para levedura). As placas foram incubadas a 37°C sob

agitagdo de 750 rpm por 24h.
Absorbancia entre 0,08 a 0,1 em 3
compnnf\erlto de onda 625nm por Troca do meio de cultura, retirados 750pl e
espectofotometro, adicionado 1mL do meio de cultura. Placas

4 |incubadas por 24h, para completar 48h.

Espécimes retirados das placas, lavados 1x

d Trypitic Soy Broth (TSB) e Brain Heart Infusion Broth e inseridos separadamente em tubos de
Pseudomonas Tryp Y Staphylococcus  (gHi) e Brain Heart 5 |ensaio contendo 10mL de solugdo salina.

aeruginosa  Tryptic Soy Agar (TSA). aureus cusion Broth (BHI)- Agar

O conjunto tubo de ensaio/corpo de
prova foi levado a uma cuba de

MEIOS DE CULTURA 6 |ultrassom ( por 20 minutos.
i Sabouraud Dextrose Broth Brain Heart Infusion Broth
f,%’i'g;gg (SDB) e Sabouraud Dextrose Str;;,)(fggg;‘ cus(BHl) +sacarose e Brain Heart
Agar (SDA) . Infusion Broth (BHI)- Agar

Figura 8. Formacéo de biofilme na superficie da amostra de resina modificada com semicondutor.

Fonte: Autoria propria, 2022.
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3.2.6.3 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

O numero de células foi quantificado em unidades formadoras de col6nias por
mililitro (UFC/mL). Para semeadura, diluiu-se diluida de forma seriada a solucdo de cada
microrganismo, sendo 25 uL da solug@o sem dilui¢do e posteriormente, 25 pL transferido para
microtubo contendo 250 uL de PBS, obteve-se diluigdes de 102 a 10°. As placas semeadas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas em estufa bacteriolégica e com o S. mutans em
microaerofilia.

Apbs 24 horas, foi realizada a contagem e registro do numero de UFC, considerando a
diluicdo em que o nimero de UFC variou entre 30 a 300 col6nias e foi utilizada a seguinte
férmula: UFC/10 mL = (namero de coldnias x 10n/q) x 10, n= diluicdo e q=0,025 (Figura
9).

Figura 9. Esquema gréfico da realizacdo do ensaio de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC).

25uL  25uL 254l

100 10% 10¢ 10°¢

Dilui¢ao seriada Semeadura em Placas de Petri com

meio de cultura especifico

‘—/

Incubagdo em estufa
bacteriolégica por 24h

Contagem da UFC

Fonte: Autoria prdpria realizada pelo bioRender, 2023.

3.2.6.4 Microscopia Confocal a Laser (MCL)
Espécimes com biofilme de C. albicans, S. mutans, S. aureus e P. aeruginosa foram
lavados em 2 mL de PBS e transferidos para placa de 24 pogos. O corante foi preparado com
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1,5 uL da solucdo do componente A e 1,5 pL da solugdo do componente B a 0,97 mL de PBS,
conferindo 0,3% de concentragdo a mistura. Gotejou-se 300 pL da solugdo Live/Dead®
BacLight™ L 7007 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA) sobre o biofilme e incubados
por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Os espécimes foram enxaguados 1Xx e
montados em laminula de vidro com éleo de imerséo, para analise com Microscopio Confocal
de Varredura & Laser (CSLM; Leica Microssystemns CMS, Mannheim, Alemanha) em que

uma imagem por grupo foi capturada (aumento de 63x) (Figura 10).

Figura 10. Esquema grafico da realizagdo do ensaio de Microscopia Confocal a Laser (MCL).

‘Q’\*. Corante Live/Dead®
( ‘ " <+— Baclight™ L 7007 age por
\ l‘( | 15 min dos espécimes
\ J

\ » Imagem representativa do biofilme
\ > formado na esmotra com as
~— células vivas e mortas

Amostras coradas
sdo colocadas na
laminula e
posicionadas no
microscépio

Microscépio confocal Leica TCS - SPE

Fonte: Autoria prépria realizada pelo bioRender, 2023.

3.2.6.5 Ensaio de reducdo de sais de tetrazolio-XTT

Avaliou-se a viabilidade do biofilme com o XTT Cell Viability Assay Kit
(Uniscience, Sdo Paulo, Brasil). Aliquotas de 100 uL da suspensdo homogeneizada de cada
tubo e 50 pL da solugdo de XTT [2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio- 5-
carboxanilida] foram transferidas para cada pogo (placa 96 pogos), incubadas no escuro a 37
°C por 2 horas para quantificacdo da formacéo de formazan por espectrofotometria a 492 nm
utilizando um leitor de microplacas (Synergy Il, BioTek Instruments, Winooski, VT, Estados
Unidos) (Figura 11).
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Figura 11. Esquema grafico da realizacdo do ensaio de Ensaio de reducdo de sais de tetrazdlio-XTT.
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Fonte: Autoria propria realizada pelo bioRender, 2023.

3.2.7 Ensaios mecénicos e fisicos
3.2.7.1 Dureza Superficial

A andlise foi realizada por Microdurémetro (Shimadzu HMV-2000, Japédo), com 3
medicOes aleatoriamente equidistantes por amostra, n=10 com penetrador tipo Knoop com
carga de 25 gf por 5 segundos (ASTM E384). As indentacGes na superficie da amostra em
formato de losango sdo medidas por 2 marcagdes nos vértices com aumento 40x. Os

resultados de dureza Knoop foram obtidos pelo software do equipamento (Figura 12).

Figura 12. Esquema gréfico da realizacéo do ensaio de dureza.
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Imagem representativa da
marcagao na superficie da
amostra medidas por 2
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pelo calculo automatico do software
do equipamento

Microdurémetro
Dureza Knoop

Fonte: Autoria propria realizada pelo bioRender, 2023

3.2.7.2 Rugosidade Superficial

A rugosidade superficial (NBR 1SO 4297) foi avaliada por meio do microscopio
confocal a laser 3D (LEXT 4000; Olympus, Hamburgo, Alemanha), que atua com a emissao
de laser que analisa a superficie sem tocar a amostra com auxilio de lentes objetivas
(MPLAPON) de 20x. Foram realizadas 3 medi¢des equidistantes por amostra (n=8), pelos
parametros Sa [um] (Figura 13).

Figura 13. Esquema gréfico da realizacéo do ensaio de rugosidade superficial.
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Aplicagao do laser na superficie
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Microscopio confocal a laser 3D

Imagem representativa da
superficie e quantificagdo da

Tabulag&o dos dados para obtengéo rugosidade superficial

dos valores de rugosidade Sa [pm)]

Fonte: Autoria propria realizada pelo bioRender, 2023.

3.2.7.3 Resisténcia a flexado

O ensaio de resisténcia a flexdo de trés pontos foi realizado de acordo com a I1SO
20795-1:2008, em que os espécimes (n=10) foram posicionados na méaquina universal de
ensaios (EMIC DL 2000, S&o José dos Pinhais, Parana, Brasil). O espécime foi apoiado em
suas extremidades e recebeu carga de 20 kgf a uma velocidade de 5 mm/min em seu centro. A

resisténcia a flexdo em MPa foi calculada (Figura 14).

Figura 14. Esquema gréfico e equipamento utilizado para a realizagdo do ensaio de Resisténcia a flexao.
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Fonte: Autoria propria realizada pelo bioRender, 2023.

3.2.7.4 Resisténcia ao impacto

O ensaio de resisténcia ao impacto foi realizado de acordo com a norma ASTM D256,
com amostras confeccionadas sem entalhe (n=10), utilizando a maquina (AIC — EMIC, Séo
José dos Pinhais, Parand, Brasil) pelo sistema lzod, o qual aplica com um péndulo em
movimento a forga de 2 J. O ensaio foi realizado na Universidade Federal de S&o Carlos, no

Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) (Figura 15).

Figura 15. Esquema gréfico da realizacdo do ensaio de Resisténcia ao impacto.
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Fonte: Autoria propria e imagem por José Augusto Marcondes Agnelli, 2022.

3.2.7.5 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) e Microandlise de raios-X (EDS)

Para anélise do padrdo de incorporacéo e caracteristicas superficiais, as amostras (n=1)
foram avaliadas no microscépio FEI Magellan 400 L acoplado a um sistema de analise
espectroscopica por energia dispersiva de raios X (EDS) para analise quimica qualitativa, dos
elementos quimicos distribuidos na superficie. Posteriormente as amostras foram recobertas
com fina camada de ouro para tornar a superficie condutora de elétrons, e possibilitar a
analise de microscopia eletrénica de varredura, no mesmo equipamento, com imagens obtidas
nos aumentos 500 x 1.000 x e 10.000 x (Figura 16).

Figura 16. Esquema gréfico do ensaio de Microscopia eletrdnica de Varredura (MEV) e Microanalise de raios-X
(EDS).
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Fonte: Autoria propria, imagem por José Augusto Maulim, 2021.

3.2.7.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi realizado em um espectrofotometro (IRSpirit, Shimadzu Corp., Japéo)
para identificar grupos funcionais da resina SC e HC modificada. Os espectros de FTIR foram
registrados na faixa de 4000400 cm (Figura 17).

Figura 17. Esquema grafico da realizagdo do ensaio de Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR).
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Fonte: Autoria prdpria realizada pelo bioRender, 2023.

3.2.8 Andlise estatistica

Para andlise estatistica utilizou-se o software IBM SPSS Statistics v.21. Avaliou-se a
distribuicdo e normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk (P< 0,05) e aplicou-se os
testes paramétricos de ANOVA de um fator seguido de pds-teste de Tukey para os ensaios de
resisténcia a flexdo, resisténcia ao impacto, dureza e rugosidade; ANOVA de dois fatores
seguido de pds-teste de Bonferroni para o ensaio de UFC/mL, com nivel de significancia de
5%. Os dados do ensaio de atividade metabolica (XTT) apresentaram distribuicdo ndo-normal
e foram avaliados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn, com
nivel de significancia de 5%. Para os ensaios de CIM, MCL, MEV, EDS e FTIR foi realizada

uma analise qualitativa dos dados.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinacao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) do p-AgVOs e a-Ag2WO4
A analise qualitativa dos dados de CIM do B-AgVO3 ¢ a-Ag.WOs frente aos

microrganismos P. aeruginosa, C. albicans, S. aureus e S. mutans, (Tabela 4), mostrou que o

a-Ag2WO, apresentou melhor CIM em mg/mL frente a C. albicans, S. aureus e S. mutans

comparado ao B-AgVOs.

Tabela 4. CIM em mg /mL do B-AgVOs e a-Ag,WO, frente aos microrganismos avaliados.

Concentragdo em mg /mL

Materiais P. aeruginosa C. albicans S. aureus S.mutans
B-AgVO3 0,05 0,23 0,23 0,93
a-AgoWO4 0,05 0,05 0,05 0,23

4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana
4.2.1 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

A partir dos resultados obtidos por ANOVA de dois fatores seguido de pos-teste de
Bonferroni, o ensaio de UFC/mL mostrou que a incorporacdo de a-AgWO4 ndo apresentou
reducdo da UFC/mL frente a nenhum grupo avaliado para 0s quatro microrganismos
(Gréficos 1, 2, 3 e 4). O p-AgVOs obteve reducgédo de P. aeruginosa nos grupos AP 3% (3,85
UFC/mL) e TP 3% (1,52 UFC/mL) (Gréfico 1), ndo teve eficacia frente a S. aureus, (Gréfico
2). O grupo de 3% TP (2,24 UFC/mL) e AP (1,53 UFC/mL) reduziram o crescimento de S.
mutans (Gréafico 3) e para C. albicans, a porcentagem de 3% foi eficaz no grupo AP (3,73
UFC/mL) (Gréfico 4).

Gréafico 1. Gréafico representativa dos resultados CFU/mL das resinas autopolimerizdvel (AP) e
termopolimerizével (TP) modificadas com B-AgVOs e a-AgWOs. contra P. aeruginosa. Média e desvio padréo.
ANOVA e Bonferroni (P <0,05). * Significa diferenca estatistica em comparagdo com o grupo de controle
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Gréfico 2. Grafico representativa dos resultados CFU/mL das
termopolimerizéavel (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag.WO4. contra S. aureus. Média e desvio padréo.
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Grafico 3. Grafico representativa dos resultados CFU/mL das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizéavel (TP) modificadas com B-AgVOs; e a-Ag,WO.. contra S. mutans. Média e desvio padréo.
ANOVA e Bonferroni (P <0,05). * Significa diferenca estatistica em comparagdo com o grupo de controle
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Gréfico 4. Grafico representativa dos resultados CFU/mL das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizéavel (TP) modificadas com B-AgVO; e a-Ag,WOs. contra C. albicans. Média e desvio padréo.
ANOVA e Bonferroni (P <0,05). * Significa diferenca estatistica em comparag¢do com o grupo de controle
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4.2.2 Microscopia confocal a laser (MCL)

Uma analise qualitativa das imagens obtidas na MCL mostrou a formacéo de biofilme
na superficie das amostras foi apresentada qualitativamente nas imagens obtidas no ensaio de
MCL frente aos microrganismos propostos neste estudo, em que células coradas de verde
representam as vivas e coradas de vermelho as mortas.

P. aeruginosa

Para P. aeruginosa (Figura 18), a resina AP no grupo controle (Figura 18 A) e 3% a-
Ag>WO;4 (Figura 18 C) mostraram a adesdo de grande quantidade de bactérias vivas (coradas
em verde) e poucas mortas (coradas em vermelho). Para TP, observou-se que 3% a-Ag2WO4
(Figura 18 F) apresentou maior adesao de bactérias vivas do que o grupo controle (Figura 18
D). Para o 3% B-AgVO3 AP (Figura 18 B) e TP (Figura 18 E) observou-se reducdo da adeséo

microbiana e grande quantidade de bactérias mortas.

Figura 18. Figura representativa dos resultados MCL das resinas autopolimerizavel (AP) e termopolimerizavel
(TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag:WO4. MCL por live/dead contra P. aeruginosa sendo A) controle AP,
B) 3% B-AgVOs AP, C) 3% a-Ag>WO, AP, D) controle TP, E) 3% B-AgVOs TP, F) 3% a-Ag>WO, TP.
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C. albicans

Para C. albicans (Figura 19), 3% B-AgVOs AP (Figura 19 B) e TP (Figura 19 E)
apresentaram reducdo significativa da adesao bacteriana e poucas bactérias vivas e mortas sdo
observadas. O 3% a-Ag2WO4 apresentou maior adesdo de bactérias vivas comparado ao
controle para AP (Figural9 AeC) e TP (Figura19 D e F).

Figura 19. Figura representativa dos resultados de MCL das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizavel (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag;WO,4. MCL por live/dead contra C. albicans sendo
A controle AP, B 3% B-AgVOs AP, C 3% a-Ag:WO4 AP, D controle TP, E 3% B-AgVOs3 TP, F 3% a-AgoWO4
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S. aureus

Para S. aureus (Figura 20), observou-se grande adesdo bacteriana no controle ¢ 3% a-
Ag>WO4, com predominéncia de bactérias vivas para AP (Figura20 A e C) e TP (Figura 20 D
e F). Para o 3% B-AgVO3 AP observou-se adesdo significativa de bactérias mortas (Figura 20
B), enquanto para TP, observou-se predominancia de bactérias vivas e auséncia de redugdo na
adesdo (Figura 20 E).
Figura 20. Figura representativa dos resultados de MCL das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizével (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag.WO4. MCL por live/dead contra S. aureus sendo A

controle AP, B 3% B-AgVOs AP, C 3% a-Ag.WO4 AP, D controle TP, E 3% B-AgVO3 TP, F 3% a-Ag2WO4
TP.
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S. mutans

Para S. mutans (Figura 21), 3% B-AgVOz AP (Figura 21 B) e TP (Figura 21 E)
apresentaram reducdo significativa da adesdo bacteriana e poucas bactérias vivas sdo
observadas. Os grupos controles AP (Figura 21 A) e TP (Figura 21 D) apresentaram grande
adesdo bacteriana com predominancia de bactérias vivas, no entanto, o controle AP
apresentou sobreposicdo de células vivas e mortas, o que gerou coloracdo amarelada na
imagem (Figura 21 A). Para 3% a-Ag2WO4, observou-se grande adeséo bacteriana para AP
(Figura21 C) e TP (Figura 21 F).

Figura 21. Figura representativa dos resultados de MCL das resinas autopolimerizdvel (AP) e
termopolimerizavel (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag2WO.. MCL por live/dead contra S. mutans sendo A
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4.2.3 Ensaio de reducdo de sais de tetraz6lio-XTT

A partir dos resultados obtidos pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds
teste de Dunn, a viabilidade do biofilme de S. aureus, P. aeruginosa, S. mutans e C. albicans
em funcdo da absorbancia pela reducdo do XTT estd disposto na (Gréficos 5, 6, 7, 8),
respectivamente. N&o foi observada diferenca na atividade metabdlica para os quatro
microrganismos na incorporacdo de a-Ag2WO4 (P >0.05). Para 3% B-AgVOs de AP e TP
observou-se reducdo da atividade metabdlica de P. aeruginosa (P =0,014 e P =0,025)
(Grafico 5) e S. aureus (P =0.049 e P =0.007) (Gréfico 6), 1% (P =0.001) e 3% (P =0.003) de
B-AgVOs AP e 3% (P =0.031) TP reduziram a atividade metabdlica da C. albicans (Gréfico
7). B-AgVOs ndo teve influéncia na atividade metabolica do S. mutans (P >0.05) (Gréfico 8).

Gréafico 5. Grafico representativo dos resultados de XTT das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizavel (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag,WOs, contra P. aeruginosa. Kruskal-Wallis e Dunn
(P <0,05). * Significa diferenca estatistica em comparagéo com o grupo de controle.
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Gréfico 6. Grafico representativa dos resultados de XTT das

resinas autopolimerizavel
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Grafico 7. Grafico representativa dos resultados de XTT das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizavel (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag>WO;, contra C. albicans. Kruskal-Wallis e Dunn (P

<0,05). * Significa diferenca estatistica em comparacdo com o grupo de controle.

[ _IMeanz1SE

Candida albicans T 5%-95%
0,6 — Median Line

Controle

0.5% B-AgVO3
1% B-AgVO3
3% B-AgVO3

[ ]0.5% a-Ag2W04
1% a-Ag2WO4
[ ]3% a-Ag2wo4
Controle

0.5% B-AgvO3
B 1% p-AgvO3
3% B-AgVO3
0.5% a-Ag2WO4
1% a-Ag2W04
3% a-Ag2WO4

0,5 1

0,4 1

0,3 1

0,2 1

Absorbancia (492 nm)

0.1+

0,0

Gréfico 8. Gréafico representativa dos resultados de XTT das resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizavel (TP) modificadas com B-AgVOs e a-Ag,WO,, contra S. mutans. Kruskal-Wallis e Dunn (P

<0,05). * Significa diferenca estatistica em comparag¢éo com o grupo de controle.
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4.3 Ensaios mecanicos e fisicos

4.3.1 Dureza superficial

Apds aplicar ANOVA de um fator seguido de pos-teste de Tukey, observou-se que
incorporar B-AgVOz e a-Ag2WO4 nas 3 concentragdes avaliadas ndo modifica a dureza da AP
(P >0,05). A incorporacdo de 1% de o-Ag2WOs reduziu a dureza da TP (P = 0.043). A
incorporacgdo de todas as concentragdes de B-AgVOs (0.5%, 1% e 3%) e de 0.5% e 3% de o-
Ag2WO4 ndo alteraram a dureza da HC (P >0.05). Resultados expressos no (Gréafico 9).

Gréfico 9. Resultados de dureza (KHN) e desvio padrdo (DP) de resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizével (TP) incorporadas com (0%, 0,5%, 1% e 3%) de S-AgVOs e a-Ag,WO.. Média e desvio
padrdo. ANOVA e Tukey (P> 0,05). * Corresponde a diferenga estatistica em relacéo ao controle.
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4.3.2 Rugosidade superficial

Ap6s aplicar ANOVA de um fator seguido de pds-teste de Tukey, observou-se que
para a resina AP, observou-se que o grupo com 3% de a-Ag2WO4 mostrou maior rugosidade
comparada aos demais grupos (P <0,05), sem diferenga estatistica com o grupo 0,5% de a-
Ag2WOs (P= 0,314). Os grupos incorporados com todas as concentragdes de B-AgVOs e
0,5% e 1% de a-Ag2WO4 mostraram maior rugosidade comparados ao controle (P < 0,05) e
menor comparados ao 3% de a-Ag2WO4. Na resina TP a incorporagdo de 3% de B-AgVOs (P
=0,01) e 3% de a-Ag>WO4 (P = 0,002) causou maior rugosidade. (Gréfico 2).

Gréfico 2. Resultados de rugosidade superficial (um) de resinas autopolimerizavel (AP) e termopolimerizavel
(TP) incorporadas com (0%, 0,5%, 1% e 3%) de B-AgVOs e a-Ag;WO.. Média e desvio padrdo. ANOVA e
Tukey (P> 0,05). Letras iguais minusculas correspondem a semelhanga estatistica nos grupos da resina AP, e

letras maiusculas iguais correspondem a semelhangas estatisticas nos grupos da resina TP.
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4.3.3 Resisténcia a flexéo

A resisténcia a flexdo foi analisada por ANOVA de um fator seguido de pos-teste de
Tukey e observou-se que para a resina AP houve para a resina AP observou-se diferenca
significativa em relagdo aos grupos na incorporagdo de 0.5% de p-AgVOsz (P = 0.00) com
maior resisténcia a flexdo e o 1% a-Ag2WO4 com menores valores de resisténcia a flexdo. Ao
comparar 0s grupos com incorporacéo de p-AgVOs e a-Ag2WO4 na resina TP, observou-se
que a adi¢do de 0.5% de a-Ag2WO4 (P = 0.006) ¢ 3% de a-Ag2WO4 (P =0.03) apresentaram
reducdo da resisténcia a flexdo comparados ao controle. Resultados expressos no (Gréfico
11).

Gréfico 11. Resultado de resisténcia a flexdo (MPa) e desvio padrdo (DP) de resinas autopolimerizavel (AP) e
termopolimerizavel (TP) incorporadas com (0%, 0,5%, 1% e 3%) de S-AgVOs e a-Ag,WO,.. Média e desvio
padrdo. ANOVA e Tukey (P> 0,05). * Corresponde a diferenga estatistica em relagéo ao controle.
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4.3.4 Resisténcia ao impacto

Para a resisténcia ao impacto, os resultados obtidos por ANOVA de um fator seguido
de pds-teste de Tukey, mostrou que a incorporacdo de 3% de B-AgVOsz reduziu a resisténcia
ao impacto da AP. A incorporacdo de B-AgVOs e a-Ag2WO4, nas concentragdes avaliadas,
reduziu a resisténcia ao impacto da TP (P =0.00). A incorporacdo de 0.5% de B-AgVO3
causou menor reducdo da resisténcia ao impacto da resina TP do que a incorporacédo de 3% de
a-Ag2WO4 (P = 0.008) que apresentou menores valores de resisténcia ao impacto. Resultados
expressos no (Grafico 12).

Grafico 12. Resultado de resisténcia ao impacto (J/m) e desvio padrdo (DP) de resinas autopolimerizaveis (AP)
e termopolimerizavel (TP) incorporadas com (0%, 0,5%, 1% e 3%) de S-AgVOs e a-AgoWO,.. Média e desvio
padrdo. ANOVA e Tukey (P <0,05). * Corresponde a diferenca estatistica em relagéo ao controle. 1 corresponde
a diferenca estatistica entre os grupos.
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4.3.5 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Uma analise qualitativa das imagens de MEV foi realizada, e observou-se que para
resina TP (Figura 22) observou-se por MEV que a incorporagdo do B-AgVOs nas
concentragdes de 0.5% (Figura B), 1% (Figura C) e 3% (Figura D) promoveu maior
irregularidade, poros e rugosidade na superficie do que os demais grupos analisados em

aumento 1000x.

Figura 22. Imagem representativa da superficie dos espécimes de resina termopolimerizavel (TP) com controle
A, B 0,5%, C 1%, ¢ D 3% B-AgVOs e E 0,5%, F 1%, e G 3% a-Ag>WO4 com ampliacdo de 1000x. A presenca
de clusters de semicondutores, irregularidades e maior rugosidade foi observada na superficie dos grupos -
AgVOs.
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Para a resina AP (Figura 23) observou-se superficies com padrdo semelhante entre
0.5% (Figura B) e 1% (Figura C) com o controle, (Figura A). O grupo 3%, (Figura D)
apresentou pequena diferenca na superficie em relagdo ao controle com poucos poros para

ambos.

Figura 23. Imagem representativa da superficie dos espécimes de resina autopolimerizavel (AP) com controle
A, B 0,5%, C 1%, e D 3% B-AgVOsz ¢ F 0,5%, G 1%, ¢ H 3% o-Ag:WO4 com ampliagdo de 1000x. A
semelhanga foi observada no padréo de superficie de 0,5% e 1% em comparagdo com o controle. Os grupos de
3% mostram clusters de semicondutores e poucos poros a mais na superficie em comparacéo com o controle.

4.3.6 Microanalise de raios-X (EDS)

A analise qualitativa de por EDS mostrou os elementos quimicos em wt % presentes
nas resinas TP e AP modificadas com B-AgVOs ¢ a-Ag2WOs, com carbono (C) e oxigénio
(O) proveniente da composicdo da resina, prata (Ag), vanadio (V) e tungsténio (W) dos
semicondutores, com variagdes de wt % a depender da porcentagem incorporada, as (Figuras

24 e 25) sdo representativas dos resultados de EDS para as resinas TP e AP, respectivamente.
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Figura 24. Imagem representativa da microanalise de raios X (EDS) para cada grupo de resina
termopolimerizavel (TP) e a wt% dos componentes.

R Porcentagem anatdmica
[
= | e O — 1 555
% 3 C — 45
=
Q|
O .3
il Porcentagem anatimica L Porcentagem anatdmica
[ — v [ — W
— E 0.15% = 0.13%
2 | A gasn S ] ’bg 0%
= | O m— 4 55 % -i; . — 4341 %
[a)] C
=T s C mm— a5 % .&” § o e 56,46 %
1
o ] & 3
2| e a2 | ]
o [Ts]
! E ) E &
(=] L] [w] [w] ] [w)
L Porcentagem anatdmica EL Porcentagem anatdmica
& “ Vo ooosn & 3 W ozmn
E A0 poiw - 3 Ay 0aIn
o o] 0 o 4134 % O | =]
9 T O § E o — 415
%;3 ¥ f = o . C ETE2%
400 PR
E —
L3 T3
o [=] E
2| 7 =] 77
— E — 3 =1
B i B [ G bl
3 . ELE Py
] [ Porcentagem anatdmica 0 m-':' Porcentagem anatomica
o] Y opaan =3 W ozru
E A0 poru 3 AD pan
o oy 0 — 0 21 % =, N 0
O | 3 c '5“5% E‘i ) — 47 35 %
B [b ' D |5, C o 57.04%
< | 1 xS
| ] o |
2 | ™3 57
E E =
3 o) | = CICNEC]

Figura 25. Imagem representativa da microanalise de raios X (EDS) para cada grupo de resina resina
autopolimerizavel (AP) e a wt% dos componentes.
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4.3.7 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise qualitativa de FTIR mostrou que a adicdo das diferentes concentraces dos
semicondutores nas resinas acrilicas ndo alterou o perfil das bandas e do comprimento de
onda observado quando da analise deste material. No comprimento de onda 3270 a 3370 cm+
h& presencga de H.O, no de 2350 cm- indica a presenca de CO. proveniente do ambiente, em
2850 a 2960 cm- observa-se as ligacGes de C-H para ambas as resinas. Os grupos com
incorporacdo de a-Ag.WO.apresentaram menor absorbancia comparado aos demais grupos, o

que indica menor quantidade das ligacdes C-H. No comprimento de onda de 550 a 670 cm-

observa-se as ligagdes C-O (CHRYSAF et al., 2020). (Graficos 13 e 14).
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Grafico 13. Grafico FTIR das resinas modificado com B-AgVOs e a-Ag,WO.. O grafico corresponde ao grafico
FTIR dos grupos correspondentes a resina autopolimerizavel (AP).
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Gréfico 14. Grafico FTIR das resinas modificado com B-AgVOs e a-Ag2WO4. O gréfico corresponde ao gréafico
FTIR dos grupos correspondentes a resina termopolimerizavel (TP).
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5. Discussio
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5. DISCUSSAO

Promover acdo antimicrobiana com adicdo de semicondutores aos materiais
odontoldgicos a fim de reduzir microrganismos sem afetar as propriedades fisico quimicas e
mecanicas € uma estratégia para melhorar a satde bucal por meio de materiais inovadores
(AZPIROZ et al., 2012; FAN et al., 2017; KREVE et al., 2022). Neste estudo, adicionou-se 3-
AgVOs e ineditamente a-AgoWOs aos materiais odontologicos utilizados em proteses
dentarias, as resinas AP e TP, com hipotese nula de que diferentes concentracdes destes nao
teriam acdo antimicrobiana e ndo afetariam as propriedades fisico-mecénicas.

As porcentagens de 0.5%, 1% e 3% de a-Ag2WOs, avaliadas nesse estudo pela
metodologia aplicada ndo apresentou potencial antimicrobiano frente a P. aeruginosa, S.
mutans, S. aureus e C. albicans, mesmo que esse semicondutor apresente CIM positiva frente
aos microrganismos testados e mesmo que os estudos (ASSIS et al., 2018; CAO et al., 2020;
CHAVEZ et al., 2018; PIMENTEL et al., 2020; PIMENTEL et al., 2022) usando a-Ag2WO4
mostrem efetividade como reportado por Longo et al., em que a acdo antimicrobiana do
semicondutor frente a S. aureus plancténico foi dose-dependente e ocorreu por oxidagédo das
cadeias fosfolipidicas (LONGO et al., 2014). Neste estudo, essa resisténcia pode ser explicada
pela forma de dispersdo do a-Ag2WO4 no polimero odontoldgico e pela maior tolerancia dos
microrganismos em biofilme aos agentes antimicrobianos (ASSIS et al., 2018; ASSIS et al.,
2020; CAO et al., 2020; CHAVEZ et al., 2018; PIMENTEL et al., 2020; PIMENTEL et al.,
2022).

Nos artigos anteriores, o 0-Ag2WO4 foi avaliado sem estar incorporado em outro
material e sua acdo antimicrobiana foi atribuida a microestrutura composta por micro cristais
energeticamente instaveis que possibilitam a alteracdo das posi¢cGes dos atomos de O, W e
Ag". Essas mudancas nas ligacdes Ag-O e W-O resultam na geracdo de radicais livres, como
OH’, superdxidos (O2) e HO2, 0s quais promovem a acdo antimicrobiana (ALVAREZ-ROCA
et al., 2021; CHAVEZ et al., 2018; NOBRE et al., 2019; PIMENTEL et al., 2022), que ¢
potencializada pelo contato direto da superficie do a-Ag2WO4 com 0 microrganismo. A
superficie deste semicondutor apresenta diferentes configuracGes anatdmicas e propriedades
elétricas que favorecem sua efetividade antimicrobiana (ALVAREZ-ROCA et al., 2021), o
que explica os resultados da CIM, uma vez que o a-Ag2WO4 estd em contato direto com o0s
microrganismos, enquanto que na UFC/ml, a auséncia de efetividade antimicrobiana pode
estar relacionada a falta de exposicdo da superficie do semicondutor devido ao possivel

encapsulamento na matriz polimérica.
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Neste estudo, avaliou-se a eficacia antimicrobiana da incorporag@o do a-Ag2WO4 em
matriz polimérica contra P. aeruginosa, S. mutans, S. aureus e C. albicans em biofilme. Os
resultados indicaram alta atividade metabolica e predominéncia de microrganismos Vivos,
mesmo na maior concentracdo testada (3%), devido a pequena quantidade de semicondutor
superficial, encontrado nos resultados de EDS que mostram presenca de 0.3 wt% para TP e
0.79 wt% para AP do agente antimicrobiano do a-Ag2WO4 que é a Ag”, significativamente
diferente do B-AgVOs que apresenta 0.21 wt% para TP e 1.13 wt% para AP de Ag",
adicionado ao potencial antimicrobiano do V5" com 0.13 wt% para TP e 0.42 wt% para AP
que leva ao melhor desempenho microbiologico do B-AgVOs sobre o a-Ag2WO4 quando
incorporados na resina acrilica pela metodologia aplicada neste estudo.

Os espécimes que receberam a incorporacdo de 3% de B-AgVOs mostraram
efetividade antimicrobiana na reducdo UFC/mL de P. aeruginosa, S. mutans e C. albicans e
auséncia de reducdo para o S. aureus, esses achados séo similares aos encontrados pelo ensaio
MCL. As imagens obtidas por meio de MCL mostrou que o B-AgVO3 impede a adesdo das
bactérias na superficie das amostras, observada pela maior quantidade de espacos vazios, e
mostra efeito bactericida, quando da quantidade de células coradas em vermelho observadas
na maior concentragéo testada para P. aeruginosa, S. mutans e C. albicans. Para o S. aureus, a
adigdo de B-AgVOs3 ndo influenciou no potencial de adesdo. Seu potencial bactericida foi
evidenciado pela presenca de maior quantidade de células mortas quando comparadas ao
grupo controle, sem adicdo do semicondutor. A adi¢do de a-Ag>WO4 analisada por meio de
MCL, mostrou que esse semicondutor ndo reduziu a adesdo dos microrganismos avaliados e
ndo teve efeito na morte microbiana dos mesmos.

O efeito antimicrobiano do B-AgVOs é explicado pela liberacdo Ag™ e V5" que
interagem com grupos tiol nas enzimas do metabolismo celular dos microrganismos,
desorganiza a membrana celular e impede a replicacdo do DNA (CAMPOS; BOTELHP;
REIS,2021; CASTRO et al., 2016 A; CASTRO et al., 2016 B; HOLTZ et al., 2012). A maior
efetividade antimicrobiana nesta concentracdo pode ser explorada nos resultados de EDS onde
os grupos com 3% de B-AgVOsz evidenciaram maior wt% de Ag na superficie das amostras
comparado as demais concentragdes testadas, além disso a maior rugosidade desses
espécimes, evidenciada pela rugosidade e MEV aumentou a superficie de exposicdo do
semicondutor e explica a maior ocorréncia dessa reacdo promovendo maior morte celular e
menor adesdo bacteriana. Outro fator a ser considerado é a efetividade das AgNPs decoradas

sobre fios de vanadio que garantem maior dispersdo na superficie da amostra, menor
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aglomeragdo da prata e consequentemente maior efeito antimicrobiano comparado ao o-
AQ2WOg.

Neste estudo, a incorporagdo de 3% B-AgVOsz ndo apresentou reducdo  na
UFC/mL de S. aureus, Ahmad-Mansour explicam a resisténcia desse microrganismo pela
producdo das enzimas coagulase, hialuronidase, desoxirribonuclease e lipase que aumentam a
patogenicidade e enzimas neutralizantes de antibidticos, que anulam os efeitos dos agentes
antimicrobianos por meio da producéo de enzimas degradativas que promovem resisténcia a
antibidticos e o torna um microrganismo dificil de ser combatido (AHMAD-MANSOUR et
al., 2021). Apesar deste estudo ndo mostrar a eficacia da incorporagao de B-AgVOs frente ao
S. aureus, em estudo anterior, a incorporagdo de maiores concentragdes de 5% e 10% de B-
AgVOs apresentaram reducdo na UFC/mL de S. aureus. Neste estudo abolimos estas
concentracdes por mostrarem que as propriedades mecanicas foram afetadas para além dos
padrdes clinicos aceitaveis (CASTRO et al., 2016 B).

Assim, concluiu-se nos resultados das andlises microbiolégicas a superioridade
antimicrobiana do B-AgVOs sob o a-Ag2WO. quando analisados por este método de
incorporagdo, entretanto como o a-Ag2WO4 mostrou eficacia antimicrobiana na CIM frente a
todos os microrganismos testados, sugere-se que outras formas de incorporacdo deste
semicondutor como filmes e incorporacdo mecanica possam trazer novos resultados e sejam
testados para incorporacdo em polimeros.

Quando da incorporacdo de antimicrobianos em resinas acrilicas, propriedades
mecanicas como resisténcia a flexdo, dureza, resisténcia ao impacto e rugosidade séo
avaliadas comparadas ao controle para determinar a porcentagem de incorporagdo que ofereca
propriedades antimicrobianas e mecanicas. Embora tais resultados ndo possam ser
diretamente extrapolados para o uso clinico devido a forma das amostras e as condicdes
experimentais controladas que ndo se assemelham a realidade clinica, os ensaios realizados
seguem as normas 1SO 1567 e ISO 20795-1:2013 (AN; DING; ZHANG, 2022; CAO et al.,
2018; CASTRO et al., 2016 A; TAKAMIYA et al., 2021).

Neste estudo, a resina TP acrescida de 0.5% e 3% de a-AgoWO4 e a AP com 1% a-
Ag:WOs e 0.5% PB-AgVOz ndo apresentaram atividade antimicrobiana e reduziram a
resisténcia a flexdo comparativamente ao controle, estes resultados de resisténcia a flexdo se
enquadram aos padrdes indicados pela norma ISO 1567 de 65 MPa. Como esperado, 0S
maiores valores de resisténcia a flexdo da resina TP comparado aos da AP mostra
superioridade das propriedades em fungdo do método de obtencdo das amostras. Dentro deste

contexto, observamos que a adi¢do de particulas nos dois tipos de polimero levou a reducao
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da resisténcia a flexdo. Ressalta-se que artigos anteriores mostraram resultados semelhantes e
esta reducdo pode estar relacionada com a formacdo de aglomerados que aumentam a
fragilidade clinica do dispositivo protético por atuarem como concentradores de tensdo (CAO
et al., 2018; JANI et al., 2021; MENEZES et al., 2021). Takamiya et al, relataram que
menores concentracdes de AgNPs ndo causaram alteracdes na resisténcia a flexdo devido a
distribuicdo homogénea na matriz polimérica e a dissipacdo de forcas, enquanto que o
aumento da concentracdo para 5% inibiu as ligacdes poliméricas e resultou na reducdo da
resisténcia a flexdo (TAKAMIYA et al., 2021). Em contrapartida, An, Dig e Zhang ao
incorporar um metacrilato observaram melhor resisténcia a flexdo devido a interconex&o entre
co-monbémeros com a matriz polimérica que favoreceu o grau de conversdo e melhor
resisténcia (AN; DIG; ZHANG, 2022).

A adigdo de B-AgVOs3 e a-Ag2WO4 ndo afetou significativamente a dureza das
resinas TP e AP, com excegdo do grupo com 1% de a-Ag>WO4 na resina TP, que apresentou
reducdo da dureza (P =0.043). A dispersdo ndo homogénea das particulas pode ter promovido
aglomerados que afetaram o ensaio de microdureza. Barboza et al, relataram que a
incorporacdo de semicondutores pode afetar o grau de conversdo e a polimerizacdo da resina,
e resultar na diminuicdo da dureza. Isso pode ser influenciado pela taxa de mondémero,
método de processamento e ciclo de polimerizacdo, que também podem ter afetado os
resultados deste estudo (BARBOZA et al., 2021). Rao et al, e Gad et al, observaram uma
melhoria na dureza de resinas modificadas com a adi¢cdo de monbémeros antimicrobianos
(RAO et al., 2022) e vidro bioativo (GAD et al., 2022), respectivamente. A melhoria no
estudo de Rao et al, foi devido a formacéo de ligacbes cruzadas com a matriz polimérica, sem
afetar a polimerizacdo (RAO et al., 2022). A melhoria observada Gad et al, deveu-se a
homogeneidade da mistura do material, que preencheu os vazios nas cadeias interpoliméricas
e restringiu 0 movimento das particulas (GAD et al., 2022).

Para a resina TP, todos os grupos com incorporagio de a-AgWOs e B-AgVOs
apresentaram reducéo da resisténcia ao impacto e para a AP a reducdo foi para o grupo 3% de
B-AgVOg, possivelmente pela ndo homogeneizacdo do semicondutor na matriz polimérica. A
metodologia de incorporacdo usada nesse estudo provavelmente levou a formagdo de
aglomerados que concentram tensdes, afetam as interacfes de Van Der Waals por reduzir a
forca de contato entre as moléculas e a interacdo entre dipolos elétricos, e aumentam a
probabilidade de fratura (CASEMIRO et al., 2008; CASTRO et al., 2016 B; JAGER et al.,
2021; JANI et al., 2021; ZAFAR 2020).
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H& que se considerar que a diferenca no desempenho das resinas AP e TP,
incorporadas ou ndo com semicondutores sdo afetadas pelo diferente método de
polimerizacdo, 0 menor médulo de elasticidade da AP e a menor friabilidade da TP. Apesar
da reducdo da resisténcia ao impacto das resinas incorporadas com semicondutores 0s
resultados apresentados revelam que estas, mesmo modificadas, atendem a norma ISO 20795-
1:2013 para proteses de 5 kJ/m2. Isso indica que mesmo com as alteracfes na resisténcia ao
impacto, a adi¢do dos semicondutores permite uso clinico do material na cavidade bucal para
tratar doencas causadas pelos microrganismos avaliados. Menezes et al, também utilizou o
AgVO3 incorporado a resinas a fim de observar seu potencial mecénico e fez para isso a
silanizacdo das particulas e revelou melhores resultados de resisténcia devido a modificacéo
da carga da superficie, a hidrofobicidade e a estabilidade do material que permitiu melhor
homogeneizacdo do semicondutor na matriz polimérica (MENEZES et al., 2021; SOMANI et
al., 2019), no entanto nosso objetivo foi avaliar as propriedade microbioldgicas onde qualquer
alteracdo nesses semicondutores influenciariam nesses resultados.

Acerca da rugosidade, superficies acima de 0.2 um favorecem a adesdo de
microrganismos e prejudicam a estética e conforto de préteses (CAO et al., 2018; BARBOZA
et al., 2021). A adi¢@o da maior concentragdo de a-Ag2WO4 e B-AgVOs na resina TP e AP
aumentaram a rugosidade, com valores inferiores ou préximos a 0.2 um, o que pode estar
relacionado com a formacdo de aglomerados provenientes dispersdo ndo homogénea das
particulas dos semicondutores na matriz polimérica, fato este inerente ao método manual de
incorporacdo utilizado (CASTRO ET AL., 2016; TEIXEIRA et al., 2023). Outro fator que
pode explicar 0 aumento da rugosidade é o tamanho das particulas dos semicondutores, sendo
para o B-AgVOs de 150 nm e 25 nm (HOLTZ et al., 2010; HOLTZ e al., 2012; CASTRO et
al., 2016, TEIXEIRA et al., 2023) e a-Ag2WOs4 com tamanho medio de 0,75 pm
(CAVALCANTE et al.,, 2012; ALVAREZ-ROCA et al., 2021) e esta diferenca entre o
tamanho das particulas justifica o grupo 3% de a-Ag2WO4 apresentar a maior rugosidade
comparada aos demais grupos. Gad et al., relatam aumento da rugosidade pela adi¢éo de vidro
bioativo com particula 53 um e consequente reducdo da reacdo de polimerizacdo, aumento da
quantidade de mondmeros residuais (GAD et al., 2022). Ressalta-se que apesar do B-AgVO3
adicionado em 3% apresentar maior rugosidade, esta ndo influenciou na atividade
antimicrobiana, que é devido a acéo da prata e do vanadio.

A resina AP sem semicondutores apresentou menor resisténcia a flexdo, impacto e
dureza em comparacdo com a resina TP, como era esperado devido ao baixo grau de

polimerizacdo e maior quantidade de mondmeros residuais na resina AP. A adi¢do de
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semicondutores pode prejudicar a polimerizacgdo, interferir nas ligagdes monoméricas e
reduzir o desempenho mecénico da resina (AZZARRI et al., 2003; CASTRO et al., 2016 B;
GAD etal., 2019; GAD et al., 2022; OSKIR et al., 2018; ZAFAR 2020;).

No MEV, as amostras com adi¢ao de B-AgV Oz exibiram maior exposicdo de Ag e V
produzindo maior superficie de contato do semicondutor com 0s microrganismos o que
potencializa a capacidade antimicrobiana deste, diferente do a-Ag2WO4 com menor exposicéo
de Ag e W e contato com os microrganismos. Observa-se que a adig¢ao de p-AgVOs na TP nas
concentracdes avaliadas ocasionou poros e irregularidades na superficie devido a baixa
dispersdo das particulas do semicondutor na matriz polimérica (CASTRO et al., 2016 B;
TOTU et al., 2017). Para a resina AP, 3% de B-AgVOs e a-AgWO4 mostraram mais poros
comparados ao controle, justificado pela porosidade natural da AP, pelo baixo grau de
polimerizacdo e maior incidéncia de monémero residual (CASTRO et al., 2016 B).

Na analise de EDS, a incorporacdo de 3% P-AgVOs, diferente das outras
concentrages mostrou V5* com 0.13 wt% e 0.42 wt% e Ag* com 0.21 wt% e 1.13 wt% para
TP e AP, respectivamente na superficie dos espécimes que proporcionou potencial
bactericida, nas concentracdes menores, 0s componentes ficaram raramente depositados na
superficie o que levou a um baixo ou nenhum efeito antimicrobiano. Na adi¢do de a-Ag2WOs,
mesmo na presenca de Ag com 0.3 wt% para resina TP e 0.79 wt% na resina AP na maior
concentracdo avaliada e W, ndo proporcionou atividade antimicrobiana e sugere que ndo s6 a
Ag promove ac¢do antimicrobiana para o B-AgVOs, mas também o V, que apresenta acéo
anticancer, antitumor, antifingica e antibacteriana frente a gram-positivas e gram-negativas e
atua na inibicdo da atividade da bomba de sédio-potéssio (Na/K), producdo de ERO e
alteracdo da estrutura do DNA (LIU 2022; SCIBIOR et al., 2020; SUN et al., 2020). Assim,
diante dos achados pelo EDS podemos inferir que a¢do antimicrobiana superior do B-AgVOs3
relaciona-se a sinergia de acdo antimicrobiana de Ag e V.

Desenvolver um revestimento, ou seja, uma fina camada depositada na superficie
amostra polimérica ou dispositivos protéticos, seria uma sugestdo para manter 0S
componentes que promovem a eficacia antimicrobiana superficialmente, no entanto,
(ACOSTA et al, 2022; CIERECH et al.,, 2016; SHAHNOHAMMADI et al., 2022;
VENANTE et al., 2021) o desgaste do revestimento promovido pelo uso do dispositivo, por
higienizacdo mecanica e desinfeccdo quimica acarreta na perda do filme e reducéo do efeito
antimicrobiano (CIERECH et al., 2016; SHAHNOHAMMADI et al., 2022; TSUTSUMI-
ARAI et al., 2022). Quando a incorporagdo do agente antimicrobiano por todo interior do

polimero ha uma continua liberacdo do mesmo pela exposicao das pelo desgaste da superficie,
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causados pela mesma higienizacdo mecénica e desinfec¢do quimica que neste caso mantém a
acao antimicrobiana.

Foi possivel analisar por FTIR que a adicdo dos semicondutores nas resinas em
comparagdo com o grupo controle ndo modificou significativamente o comprimento de onda.
As bandas séo semelhantes, o que demonstra a manutencdo das especificidades das ligacGes
carbobnicas, como demonstrado no gréafico 5 e 6. O perfil da curva do FTIR confirma o fato
das variacGes das propriedades mecanicas ficarem dentro dos padrdes clinicos aceitaveis, e a
diferenca destas propriedades entre o grupo de semicondutores no caso da resisténcia a flexao
estd realmente relacionada a presenca de aglomerados. Uma diferenca observada foi nas
ligacbes de C-H, com menor absorbancia para os grupos com incorpora¢dao de a-Ag>WOa.
Este tipo de ligacdo quimica pode ser responsavel pela producdo de radicais livres, que
iniciam reacBes quimicas e promovem oxidacdo (FAZEKAS et al., 2022; HUANG et al.,
2014; WANG et al., 2022), o que explica a auséncia de atividade antimicrobiana, uma vez
que, um dos mecanismos de agdo do a-Ag2WO4 é a liberagdo de ERO e oxidagdo da
membrana celular bacteriana por radicais livres (ALVAREZ-ROCA et al., 2021; CHAVEZ et
al., 2018; NOBRE et al., 2019; PIMENTEL et al., 2022).

Ap0s a realizagdo da correlacdo estrutura-propriedades dos materiais por meio das
andlises e ensaios realizados neste estudo, observa-se que ainda que tenha se realizado
diferentes testes para selecdo da concentragdo mais apropriada para efetividade
antimicrobiana, os resultados sugerem que existe uma concentracdo 6tima para a manutencao
das propriedades mecanicas o que, diferente do esperado, ndo necessariamente € a menor
concentracdo de semicondutor no polimero. Maiores investigacdes acerca das interacGes
quimicas devem ser realizadas para compreensdo da formacdo de grupos funcionais e do
efeito do mecanismo de acdo destes sobre as diferentes classes de microrganismos
patogénicos que afetam a salde humana por meio de dispositivos orais. O objetivo deste
estudo foi desenvolver materiais odontoldgicos que promovam sucesso na odontologia no que
tange a concentracBes e métodos de incorporacdo ideais para conquista de efetividade
mecanica e antimicrobiana. Este estudo também evidencia que uma sugestdo para
aproveitamento da efetividade antimicrobiana do a-Ag2WO;4 seja a realizacdo de revestimento
que aumente a concentracdo e liberacdo superficial de Ag™ e W* o que podera sanar a grande
desvantagem do B-AgVOs que embora apresente, neste estudo, resultados superiores ao o-
Ag>WO, tem a desvantagem de alteracdo de cor para dispositivos protéticos bucais e grande

prejuizo para a estética.
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Desde o inicio dos estudos que utilizaram o B-AgVOs busca-se uma solucdo para a
alteracdo de cor deste produto com agdo antimicrobiana e estética satisfatoria aos pacientes. A
unido de fisicos (Luciano Bachmann), quimicos (Marco Anténio Schiavon), engenheiros
(José Augusto Marcondes Agnelli) e odontélogos propuseram mudancas estruturais que
pudessem alterar a cor, entretanto estas, considerando a adicdo de silica mesoporosa em
estudos paralelos, ndo evidenciaram a efetividade antimicrobiana requerida para uso médico—
odontoldgico. Como solugdo a essa alteragdo de cor o a-Ag2WO4, material de coloracédo
branca, embora demonstrado por caracterizagdo microestrutural ndo ser de tamanho nano
(0,75 um a-Ag2WO4 x 20 nm B-AgVOs3) foi proposto nesse estudo. Entretanto, além de néo
evidenciar efetividade antimicrobiana como o B-AgVOs, ndo mostraram alteracdo aceitavel da

cor (Figuras 5 e 6), considerando 0 método de incorporagdo proposto
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6. Conclusio
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se inferir que:

Ambos os semicondutores apresentaram CIM frente a C. albicans, S. mutans, S.
aureus e P. aeruginosa;

A incorporagdo do semicondutor a-Ag>WO4 em resina acrilica odontologica
influenciou sua capacidade fungicida e bactericida, uma vez que ndo apresentou
efetividade antimicrobiana nas concentragbes avaliadas para C. albicans, S.
mutans, S. aureus e P. aeruginosa devido ao encapsulamento do material na
matriz polimérica;

Para aproveitamento da efetividade antimicrobiana do a-Ag>WO4, sugere-se a
realizacdo de revestimento para aumentar a concentracao e liberacdo superficial
de Agte WT;

O B-AgVOs na maior concentracdo (3%) apresentou eficacia frente a C.
albicans, S. mutans e P. aeruginosa;

As propriedades fisico-mecéanicas das resinas acrilicas foram alteradas com a
adicdo de ambos os semicondutores na maior concentracdo, porém de acordo
com os padrdes e exigéncias para aplicacdo clinica.
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