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APRESENTACAO

O conhecimento cientifico & extremamente importante na vida do ser humano e
da sociedade, pois possibilita entender como as coisas funcionam ao invés de apenas
aceita-las passivamente. Mediante o conhecimento cientifico é possivel provar muitas
coisas, ja que busca a veracidade através da comprovacgao.

Sendo produzido pela investigacdo cientifica através de seus procedimentos,
surge da necessidade de encontrar solu¢des para problemas de ordem pratica da vida
diaria e para fornecer explicacdes sistematicas que possam ser testadas e criticadas
através de provas. Por meio dessa investigacdo, obtém-se enunciados, leis, teorias
que explicam a ocorréncia de fatos e fendmenos associados a um determinado
problema, sendo possivel assim encontrar solugdes ou, até mesmo, construir novas
leis e teorias.

Possibilitar o acesso ao conhecimento cientifico € de suma importancia para a
evolucao da sociedade e do ser humano em si, pois através dele adquirem-se novos
pontos de vista, conceitos, técnicas, procedimentos e ferramentas, proporcionando o
avanco na constru¢ao do saber em uma area do conhecimento.

Na engenharia evidencia-se a relevancia do conhecimento cientifico, pois o seu
desenvolvimento esta diretamente relacionado com o progresso e disseminacao deste
conhecimento.

Neste sentido, este E-book, composto por dois volumes, possibilita 0 acesso
as mais recentes pesquisas desenvolvidas na area de Engenharia, demonstrando a
importancia do conhecimento cientifico para a transformacéo social e tecnoldgica da
sociedade.

Boa leitura!

Marcia Regina Werner Schneider Abdala
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RESUMO: A nanotecnologia oferece novas
estratégias de prevencdo e tratamento em
odontologia. O tamanho e a cristalinidade das
nanoparticulasZnOafetamabiocompatibilidade,
genotoxicidade e potencial antimicrobiano dos
biomateriais. Assim, foi investigado o efeito
antibacteriano das nanoparticulas ZnO dopadas
com diferentes concentracées de AgO. Para
isso, foi utilizado Difratdbmetro XRD-6000 para
determinar a estrutura e tamanho médio do
nanocristal. Em seguida, foi realizado um ensaio
de inibicdo de crescimento bacteriano utilizando
Prevotella intermedia (ATCC® 25611), cultivado
em agar Chocolate na presenca de discos
contendo diferentes nanoparticulas (ZnO: 3Ag,
ZnO: 5Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag)
durante trés dias. A inibicdo do crescimento
da bactéria foi medido pela formag¢do de halos
na cultura utilizando um paquimetro digital.
Os resultados dos padrées XRD confirmam
a formacdo de nanoparticulas cristalinas
(NPs). Os resultados indicam que a inibicao
do crescimento bacteriano é concentracéo de
nanocristais de ZnO: Ag dependente e a melhor
atividade de inibicao foi encontrada com ZnO:
9Ag. Nessa concentracdo, as nanoparticulas
apresentaram resultados estatisticamente
melhores de inibicdo do crescimento de P.
intermedia quando comparadas as demais
concentracOes testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Nanobiotecnologia,
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Prevotella intermedia, Nanocristais ZnO:Ag

ABSTRACT: Nanotechnology provides new strategies for prevention and treat
oral deseases, because the size and crystallinity of ZnO nanoparticles affect the
biocompatibility, genotoxicity and antimicrobial potential. In this study, we investigated
antibacterial effect of Ag doped ZnO nanocrystals with different concentrations of
AgO. X-ray diffractograms (XRD) was used to confirm Nanocrystals formation and to
determine crystal structure and size. For testing the antimicrobial capacity was used
the Prevotella intermedia (ATCC® 25611), cultivated in chocolate agar plate, and the
inhibition halo formed by the nanocrystals concentration (ZnO: 3Ag, ZnO: 5Ag, ZnO:
7Ag, Zn0: 9Ag, Zn0O: 11Ag), was measurement after of 3 days in an anerobiosis camera
by three operators using digital caliper. The XRD patterns, showed narrow diffraction
peaks, confirming the formation of crystalline nanoparticles. The concentration of the
biomaterial significantly influenced the inhibition halo. The concentration of ZnO: 9Ag
showed higher inhibition halo. Therefore, the Ag doped ZnO with AgO NCs showed
satisfactory results. The nominal concentration of 9% of Ag showed the best result when
compared to other concentrations regarding to the inhibitory halos, demonstrating an
important antimicrobial potential.

KEYWORDS: Nanobiotechnology, Prevotella intermedia, Nanocrystals ZnO: Ag

11 INTRODUCAO

A nanotecnologia surge inaugurando um novo ciclo em que se tenta desvelar e
apurar os materiais em escala nanométrica, regido em que os materiais apresentam
novas propriedades e comportamentos diferentes daqueles que geralmente
apresentam em escala macroscépica (ROCO, 2004). Novos biomateriais incorporaram
nanoparticulas cristalinas na composicao para melhorar sua atividade, sendo o
desenvolvimento de nanomateriais biocompativeis, biodegradaveis e funcionalizados
uma area de investigacao extremamente promissora (LOK et al.,2006).

A aplicacao de NPs em odontologia pode ser direcionada tanto para odontologia
preventiva quanto para a restauradora. A nanotecnologia fornece novas estratégias
na prevencao e tratamento de infeccdes orais, céries dentarias, e particularmente no
controle e gerenciamento de placa dentaria, biofilmes e remineralizacédo de caries
dentérias iniciais (ROSENBLATT; STAMFORD; NIEDERMAN, 2009; SLENTERS, et
al., 2008).

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) mostraram-se promissoras como
agente antimicrobiano. Pode ser associado com prata (Ag) e nanoparticulas de 6xido
de prata (AgO NPs), que demonstraram poder e eficacia antibacterianos elevados
em materiais dentarios (CHEN et al.,, 2015; CHENG et al.,, 2015). Uma pequena
quantidade de NPs Ag é suficiente para o composto ser fortemente antibacteriano, por
suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais além de ndo comprometer
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a cor, a estética, a mecanica e as propriedades do composto (CHENG et al., 2015) NoO
entanto, ainda ndo esta claro se o ZnO associado com Ag e AgO NPs poderia melhorar
o efeito antibacteriano dos materiais intra-canal e diminuir a atividade antimicrobiana.
Um material obturador com boa capacidade de vedacéao contra a infiltracdo bacteriana
€ crucial para um tratamento endodéntico bem sucedido.

Prevotella intermedia € uma bactéria patogénica anaerdbica, gram-negativa,
envolvida em infec¢des endoddnticas e periodontais, incluindo gengivite e periodontite,
e frequentemente encontrada na gengivite ulcerativa necrosante (BERRY et al,
1992). E comumente isolada de abscessos dentarios, onde anaerébios obrigatoérios
predominam. E resistente a varios antibiéticos, particularmente b-lactamicos,
eritromicina, clindamicina, metronidazol e tetraciclina (ANDRES et al.,, 1998;
CARRASCO et al.,, 1999), sendo um excelente modelo para testar novos agentes
antimicrobianos.

Para avaliar a atividade antimicrobiana do biomaterial, é utilizado um
procedimento padronizado para aferir a resisténcia aos antibibticos, o teste Kirby-
Bauer,. A metodologia de Kirby e Bauer é a mais difundida e utilizada na rotina de
analises clinicas, devido a sua praticidade de execucéo, baixo custo e confiabilidade
de seus resultados. Apesar da relativa simplicidade de execucédo, a técnica exige
que as instrugcdes sejam seguidas rigorosamente de forma que os resultados obtidos
correspondam a realidade (HUDZICKI, 2009).

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito antibacteriano de ZnO NCs
dopados com Ag e diferentes concentragcdes de AgO NCs sobre o crescimento de
Prevotella intermedia. A hipdtese nula era que as nanoparticulas ndo apresentariam
atividade antimicrobiana.

2| MATERIAL E METODOS

Sintese das nanoparticulas cristalinas

As NPs foram sintetizadas em temperatura ambiente pelo método de
coprecipitagéo. As solugdes aquosas de cloreto de zinco (ZnCl,, 99,9%, 2M) e nitrato
de prata (AgNO,, 99%, com 3, 5, 7, 9 e 11% de Ag em relagdo a Zn). O pH durante a
sintese foi ajustado a 11 com hidréxido de s6dio aquoso (NaOH 98%). A fim de formar
nanocristais (NCs) de ZnO (Ag,0O), foi preparada solugdo aquosa de cloreto de zinco
e nitrato de prata e o pH foi ajustado para 11, usando solucéo aquosa de NaOH. Os
nanocristais foram purificados véarias vezes por centrifugacdo a 6000 rpm / 1 min.
Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Caracterizacao das nanoparticulas cristalinas

Os padrdes de difractogramas de raios X (XRD) foram realizados a temperatura
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ambiente com um difratdmetro XRD-6000 (Shimadzu Corp., Toquio, Japéo), utilizando
radiagdo de Cu-K.|I (A = 1,54056A) monocromatica. As XRD foram utilizadas para
confirmar a formacédo de NCs e determinar a estrutura e tamanho dos cristais. O
tamanho médio dos NCs foi estimado com base na equacédo de Debye - Scherrer
(GUINIER, 1964).

Preparacao de amostra

O teste de solubilidade realizado para determinar o melhor solvente para o
biomaterial, baseou-se na tentativa de dissolver o nanomaterial em quatro solventes:
agua destilada, solucao salina, Tween 20 e Tween 80.

Apé6s o resultado inicial para a escolha do solvente, foram diluidos 0,02 mg
de NCs em 1 ml de solugéo salina. Esta solugao foi misturada durante 1 min num
agitador tipo vértex. Discos de papel filtro de 6 mm de didmetro e peso de 80 g/m?
foram imersos em solucé&o com concentracao especifica de NCs (ZnO: 3Ag, ZnO: 5Ag,
Zn0: 7Ag, ZnO: 9Ag, Zn0O: 11Ag) e, posteriormente, dispostos em placa de Petri para
secagem em ambiente hidratado, em estufa bacteriologica.

Teste microbiolégico

Esta metodologia foi utilizada para medir o halo de inibicdo que aparece na
placa de agar, devido a capacidade antimicrobiana. Todos os instrumentos foram
autoclavados (Prismatec, Itu, Brasil) a 121 ° C a 15 psi por 15 minutos.

Prevotella intermedia (ATCC® 25611) foi selecionada e cultivada em placa de
agar Schaedler. Uma colbnia foi coletada e cultivada por 3 dias em tubos contendo
caldo de infusédo de cérebro e coragao (Biolife, Milao, ltalia), suplementado com 0,1%
de hemina e 0,1% de menadiona em camara anaerobica (Whitley DG250; Don Whitley
Scientified, West Yorkshire, Inglaterra) a 37°C. A suspenséo bacteriana padréao de 0,5
McFarland foi preparada e utilizada no teste, tendo sido cultivada homogeneamente
em placa de Agar Chocolate estéril por swab. Quatro discos de papel foram colocados
em cada quadrante da placa de Petri com auxilio de uma pinga estéril, para avaliar o
halo de inibicdo do biomaterial em diferentes concentragdes.

A medicao do halo de inibic&o foi realizada por trés revisores usando paquimetro
digital (digital vernier paiper 150mm LEETOOLS-684132) apos 3 dias (Figura 1). Para
a andlise estatistica foi utilizado One Way Anova seguido por Tukey. Alpha = 0.05
(confidence level = 95%).
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Figura 1 - O halo de inibigéo formado pelo nanomaterial com potencial antimicrobiano para
cinco diferentes concentragbes de ZnO:% Ag.

31 RESULTADOS

Os resultados de XRD do sintetizado séo exibidos na Figura 2. Os padrdes
de XRD estreitam os picos de difracdo, confirmando a formag¢ao de nanoparticulas
cristalinas ou NCs. A insercédo mostrou os padrdes de XRD de ZnO e 6xido de prata,
caracteristicos da estrutura de quartzito de ZnO (JCPDS 36-1451) e estrutura cubica
de Ag,O (JCPDS 76-1393), respectivamente. O tamanho médio dos NCs ZnO e Ag,O
foi estimado em 28 nm e 30 nm, respectivamente. Os difratogramas das amostras de
ZnO, que demonstraram aumento das concentragdes nominais de Ag, foram ampliados
na regiao destacada (30,6° a 33,4°), a fim de facilitar a visualizacdo das alteracées nos
padrbées de XRD (Figura 2b).

A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 4




A Aplicagéo do Conhecimento Cientifico nas Engenharias Capitulo 4

20 [Degrees) -

(a) '|; ) I'l:b} f*‘-aﬁ‘fﬂﬂ g 400 £

= I\ ago ; it \\‘.\ A
| = = Y %N\
— g8 8 I o | W

'-E' = ¥ y .] g -',-"II.:" X -

= I"] l' f - 3 .&A SLFT ) B

£ Y _J||l ¥ lllh Znd E 20 [ growes) Ian'l 140

= 0 B2 94 38 2@ 4g g :1“-;:-::

=

E=ntnbag

318 aAzn AF 5 SN |

an az 34 38 as an
20 (Degreces) 20 (Deprees)

(€) 7o -

5o - g

‘%’ 50 = - -
2 o -
1 Mo i el Canc e otea tion of .l*-,u;f!l"lllllll'!l 1
30 = Ay [wAS ) in the synthesas percentage -
r o ' E

20 ,
o ] ) 13
E’-‘ 5 515
10 -
] Fi =1+ i
0O = - = B -
11 BH
=10 T T T T T T T T T T T T
=1 [ §} 1 =2 3 4 = (=] T = = M0 11 12

Moaminal Concentration of Ag (wit% ) in the synthasis

Figura 2. (a) Padrées de XRD das amostras sintetizadas no interior dos NCs ZnO e Ag20. (B)
Zoom da regido destacada. (C) Porcentagem de AgO formada em funcao da concentracao
nominal de Ag (% em peso) na sintese.

O pico de difragdo do ZnO (100) deslocou-se para um angulo menor com a
concentragdo nominal de Ag, confirmando a incorporagéo de Ag, + nos sitios de Zn, +
narede ZnO. Além disso, foi observado um pico de difracdo em 32.22° caracteristico de
AgO (JCPDS 43-1038), intensificando a concentracdo nominal de Ag. Este resultado
confirma a saturacé@o da incorporacao de Ag no cristal de ZnO e a formacgao de AgO
NCs. AFigura 2 (c) mostra a porcentagem de AgO formada em fun¢do da concentracao
nominal de Ag (% em peso) na sintese. Observa-se que 0 aumento na concentracéo
nominal de Ag favoreceu o aumento da formacdo de NCs AgO, caracterizando a
geracao do nanobiomaterial hibrido.

O teste de solubilidade demonstrou melhores resultados para solucéo salina
e agua destilada. 0,02 mg de NPs foi diluido em solugdo salina. A medida do halo
de inibicao demonstrou diferencas significativas de acordo com a concentracédo de
biomaterial, sendo que a concentracéo de ZnO: 9Ag apresentou melhores resultados,
demonstrando alto potencial antimicrobiano (Figura 3).
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Figura 3. Potencial antimicrobiano demonstrado pelo tamanho do halo de inibicdo para cinco
diferentes concentragdes de ZnO:% Ag.

4 | DISCUSSAO

Desde as civilizagOes antigas, a prata tem sido amplamente aplicada no tratamento
de doencgas causadas por fungos, bactérias e virus e desinfec¢ao da agua (AUFFAN
et al., 2009). Atualmente observa-se grande variedade de aplicacdo NPs Ag, seja na
forma de pd, incorporado a outros materiais ou em suspensdo. Este nanomaterial
foi aplicado como agente antimicrobiano e pode ser encontrado em aspiradores de
pd, maquinas de lavar roupa, suprimentos médicos, filtros de ar, embalagens para
armazenar alimentos, em meias e outros produtos téxteis. (TOLAYMAT et al., 2010).

Segundo os resultados de padrbes de XRD, foi confirmado a formacéo das
seguintes NPs no nanomaterial testado: i) ZnO, ii) Ag,O e iii)) ZnO e AgO dopados
com Ag em diferentes concentracdes. Os nanocristais de ZnO e AgO dopados com Ag
tém atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas, por criarem fissuras
na parede celular da bactéria. Certamente, depois de aumentar a permeabilidade da
membrana celular, isso causara a morte celular (GARCIA-CONTRERAS et al., 2011.).

O desempenho de um novo nanobiomaterial hibrido ZnO dopado com NCs AgO
e Ncs de Ag demonstrou eficacia para uso em medicacao do canal radicular. Existem
varios tipos de bactérias envolvidas nas infeccbes endoddnticas, como Prevotella
intermedia, sendo esta a bactéria utilizada para simular o ambiente de contaminacéo
endodéntica (MONTAGNER et al., 2014; GOMES et al., 2005). Decidiu-se utilizar
a menor quantidade possivel de nanobiomateriais hibridos (0,02 mg) sem que isso
influencie sua atividade antimicrobiana, pois os ions metalicos sao liberados das ligas
de fundicdo e causam danos as estruturas celulares vizinha, ocasionando a inflamagéo
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local (GARCiA-CONTRERAS et al., 2010). Nesta concentracao, o biomaterial testado
demonstrou resultados promissores em relagcéo aos halos de inibic&o.

O Tween 80, Tween 20, agua destilada e solugao salina foram testados como
solventes para preparar o biomaterial. Os melhores resultados foram observados
quando utilizada agua destilada e solucao salina, provavelmente porque os Tween 80
e 20 nao fornecem uma solucédo de homogeneidade do biomaterial, apés a mistura
mecanica por 1 minuto. Portanto, decidimos usar solugao salina, haja vista que este
solvente é o diluente mais utilizado pelos cirurgides-dentistas na pratica clinica.

Kishen et al.(2008) investigaram a eficiéncia de nanoparticulas na desinfecg¢ao
dos canais radiculares, realizando dois tipos de experimentos através do exame de
propriedades fisicas de dois tipos de biomateriais: nanoparticulas puras e misturadas
com cimento a base de 6xido de zinco e eugenol. Na segunda etapa foi estudada
em dentina a capacidade das nanoparticulas para prevenir a adesao de E. faecalis.
O estudo demonstrou que as nanoparticulas néo alteram o fluxo de cimento, mas
aumentam, diretamente as propriedades antibacterianas, trazendo vantagens para a
desinfeccao de canais radiculares.

As nanoparticulas de prata possuem atividade antimicrobiana por induzir o
surgimento de orificios na parede celular da bactéria. Nanoestruturas de diferentes
tamanhos, formas e propriedades do material tém muitas aplicagdes em imaginologia
médica, testes de diagndsticos clinicos e terapéuticos. A propriedade antibacteriana
das nanoparticulas também modula o perfil de fosfotirosina de peptideos bacterianos,
0 que poderia afetar a transducao de sinal bacteriano e inibir o crescimento dos
microorganismos (LARA et al., 2010; SONDI; SALOPEK, 2004; SHRIVASTAVA et al.,
2009). Apesar disso, sdo necessarios mais estudos para entender como essas células
interagem com NPs em nivel molecular (GARCIA-CONTRERAS et al., 2011).

O estudo atual, relacionou a atividade antimicrobiana de NPs hibridas, compostas
porZnO e Ag, com o obejtivo posterior de aprimorar futuramente a eficacia antibacteriana
de materiais intracanal. A NPS de ZnO: 9Ag apresentou melhores resultados para o
halo de inibicdo, quando comparada com as outras propor¢des testadas. O Teste de
Kirby-Bauer confirmou ser um método util para medir e comparar os niveis de atividade
inibitoria.

51 CONCLUSAO

O nanobiomaterial de NCs de ZnO dopado com AgO apresentou inibicdo
bacteriana satisfatéria. Ja a propor¢ao nominal de 9% de Ag (% em peso) exibiu maior
halo de inibicao bacteriana quando comparada a outras NPs. Portanto, as NPs hibridas
apresentaram um bom potencial antimicrobiano.
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