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RESUMO

Bactérias remanescentes do canal radicular podem gerar necessidade de
retratamento. Portanto, a acdo antimicrobiana do cimento endodéntico é desejavel
para o sucesso do tratamento endoddntico. Nanoparticulas de prata (AgNPs) séo
conhecidas por sua acdo antimicrobiana. Resultados da sua adicdo em cimentos
endodonticos relatados na literatura s&o conflitantes. Além disso, ndo existem
informacgdes suficientes sobre o seu potencial citotoxico aos tecidos adjacentes.
Diante disso, o objetivo desse trabalho foi sintetizar, caracterizar AgQNPs e testar seu
efeito antimicrobiano em quatro cepas remanescentes do canal — E. faecalis, S.
aureus, P. aeruginosa e E. coli, para posteriormente adicionar AQNPs ao cimento
endoddéntico MTA e avaliar seu potencial citotoxico in vitro. Seis lotes foram
sintetizados por rota quimica em aquecimento e resfriamento, alvejando diametro
médio 30 + 10 nm. Apos a sintese foram centrifugados, tendo seu sobrenadante
separado e pellet ressuspendido, obtendo entdo, amostra original, sobrenadante e
precipitado de cada lote (18 amostras). Com base em critérios de excluséo (coloracgéo,
turbidez e UV- visivel) e caracterizacdo (MET, DRX, PZ, EDS acoplado ao MEV),
quatro lotes foram previamente aprovados, tendo sua atividade antimicrobiana testada
pela MIC e MBC, em 24h, nas concentracdes de diluicdo seriada de 250 a 1,95 pg/mL.
As AgNPs sintetizadas por resfriamento apresentaram maior atividade bactericida. A
amostra S2 PVA apresentou melhores valores de MIC (32,25 ou 125 pg/mL a
depender da bactéria), portanto, foi a escolhida para adicdo no cimento MTA. Apés
um ensaio preliminar de citotoxicidade por MTT (125 a 750 pg/mL), a concentracao
de incorporacdo escolhida foi 500 pg. Entdo, corpos de prova foram preparados
substituindo a agua destilada pela solucdo de AgNPs. A citotoxicidade dos cimentos
foi determinada pelos ensaios de MTT, LDH e ROS, baseando-se na norma I1SO
10993-5 e 12, na qual quatro concentragbes do extrato (25, 50, 75 e 100%) foram
expostas as células FGH e MG-63 por 24h. Os resultados demonstraram morte celular
com necrose e presenca de estresse oxidativo. Ensaios futuros sdo necessarios para
melhor determinacdo do efeito antimicrobiano dos cimentos modificados, bem como

o perfil de liberagdo de Ag+ e estabilidade fisico-quimica do cimento proposto.

Palavras-chave: nanoparticula de prata; efeito antimicrobiano; cimento endodéntico;

citotoxicidade



ABSTRACT

Bacteria remaining in root canal may require retreatment. Therefore, antimicrobial
action of endodontic sealers is desirable for successful endodontic treatment. Silver
nanoparticles (AgNPs) are known for their antimicrobial action. Results of their addition
to endodontic sealers reported in the literature are conflicting. Furthermore, there is
insufficient information on their cytotoxic potential to adjacent tissues. Therefore, the
objective of this study was to synthesize, characterize AgNPs and test their
antimicrobial effect on four strains of root canal remnants — E. faecalis, S. aureus, P.
aeruginosa and E. coli, to subsequently add AgNPs to MTA endodontic sealer and
evaluate their cytotoxic potential in vitro. Six batches were synthesized by chemical
route under heating and cooling, aiming for a mean diameter of 30 £ 10 nm. After
synthesis, they were centrifuged, their supernatant separated and the pellet
resuspended, thus obtaining the original sample, supernatant and precipitate of each
batch (18 samples). Based on exclusion criteria (color, turbidity and UV-visible) and
characterization (TEM, XRD, PZ, EDS coupled to SEM), four batches were previously
approved, having their antimicrobial activity tested by MIC and MBC, in 24h, at serial
dilution concentrations of 250 to 1.95 pg/mL. The AgNPs synthesized by cooling
showed greater bactericidal activity. Sample S2 PVA showed better MIC values (32.25
or 125 pg/mL depending on the bacteria), therefore, it was chosen for addition to the
MTA cement. After a preliminary cytotoxicity test by MTT (125 to 750 pg/mL), the
chosen incorporation concentration was 500 pug. Then, specimens were prepared by
replacing distilled water with AgNPs solution. The cytotoxicity of the cements was
determined by MTT, LDH and ROS tests, based on ISO 10993-5 and 12 standards, in
which four concentrations of the extract (25, 50, 75 and 100%) were exposed to FGH
and MG-63 cells for 24h. The results demonstrated cell death with necrosis and
presence of oxidative stress. Future tests are needed to better determine the
antimicrobial effect of the modified cements, as well as the Ag+ release profile and

physicochemical stability of the proposed cement.

Keywords: silver nanoparticle; antimicrobial effect; endodontic sealer; cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizac&o

A estrutura de um dente saudavel é dividida em coroa e raiz. A coroa é formada
por trés tecidos diferentes: o esmalte (camada mais externa), a dentina (camada
intermediaria) e a polpa coronaria (tecido conjuntivo interno). A raiz possui uma
organizacdo semelhante, mas sua camada mais externa é o cemento.

Os tecidos duros do dente incluem o esmalte, a dentina e o cemento. O esmalte
€ um tecido altamente mineralizado, composto predominantemente por hidroxiapatita.
O cemento, por sua vez, € o tecido periodontal mineralizado, similar a matriz 6ssea.
Adentrando o esmalte e cemento, encontra-se a dentina, que é uma estrutura tubular,
caracterizada por tubulos dentinérios que se estendem até a polpa dentaria.

J& a polpa dentéria € um tecido mole, constituida de tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e nervos, localizando-se na parte central do dente, no interior do canal
radicular. A dentina e a polpa estdo intimamente ligadas, formando o complexo
dentino-pulpar. O canal radicular atua como o elo de comunicagdo entre a coroa e a
raiz.

O periodonto, por sua vez, € o constituido por tecidos que circundam e
suportam os dentes, fixando-os ao o0sso alveolar e mantendo a integridade da
cavidade oral. Sendo a gengiva e o ligamento periodontal, tecidos conjuntivos moles,
vascularizados e celulares. (Katchburian e Arana, 2017; Pitts et al., 2017).

A maioria das injurias e alteracdes patoldgicas que acometem a polpa e tecidos
perirradiculares sdo de natureza inflamatdria e de etiologia infecciosa. A céarie é o
principal estimulo que desencadeia a inflamacéo do tecido pulpar. Essa doenca é
causada por biofilme bacteriano que promove a destruicdo do esmalte e dentina até a
exposicdo da polpa, intensificando a resposta inflamatoria durante a sua progresséo
(Lopes & Siqueira Jr, 2020).

A presenca de sintomas leves e responsivos a estimulos, como calor, frio e a
mastigagao, indica um quadro de pulpite reversivel. Em contrapartida, sintomas como
dor espontéanea e persistente caracteriza um quadro de pulpite irreversivel, associado
ao avanco da lesédo cariosa. Quando as bactérias conseguem colonizar a polpa,
ocorre a necrose pulpar, e, se o conteudo necrético bacteriano extravasa através do

forame apical, forma-se um abcesso perirradicular (Taha e Khazali, 2017, Berman et
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al., 2021).

O tratamento da pulpite depende do diagnéstico da condicdo pulpar, podendo
ser indicado um tratamento conservador da polpa ou o tratamento endodéntico. De
maneira geral, eles consistem na remocao do tecido cariado, utilizacdo de biomateriais
reparadores e/ou obturadores para formacéo barreira fisica contra migragéo coronal-
apical de bactérias e subprodutos da cavidade oral (Lopes e Siqueira Jr, 2020).

Os tratamentos conservadores sdo intervencdes minimamente invasivas que
visam a manutencdo da vitalidade pulpar, o estimulo da producdo de dentina
reacional, selamento do complexo dentino-pulpar e preservacdo maxima da estrutura
dental sadia (Guimaraes et al., 2017, Rangel et al., 2023). Durante o tratamento, apos
a remocao da lesdo cariosa, havendo exposicdo da polpa, realiza-se o capeamento
pulpar direto. J& quando a polpa ndo € exposta, realiza-se o capeamento indireto. Em
casos de pulpite irreversivel, a pulpotomia (curetagem da polpa coronaria) ou a
pulpectomia (coronaria e radicular) podem ser uma das opc¢des de tratamento
(Goncalves, 2022).

Em casos de necrose pulpar devido ao avanco da infeccdo ou falha no
tratamento conservador, o tratamento endodontico torna-se necessario (Taha e
Khazali, 2017). Este tratamento consiste no preparo quimico-mecanico do canal
radicular, visando remocao completa da polpa infectada, modelamento, desinfeccao
e, por fim, selamento tridimensional do canal radicular com materiais obturadores,
como cones de guta percha e cimento endododntico. O sucesso do tratamento
endodontico depende da eficiéncia do preparo mecéanico, desinfeccdo e vedamento
completo do canal radicular (Schilder, 1974).

Falhas no tratamento endodéntico, do ponto de vista mecanico, estdo
associadas a erros e iatrogenias durante a instrumentacdo do canal, como
alargamento excessivo, desvios de trajeto, perfuracdes (de furca, radicular e apical) e
fratura de instrumentos. Algumas situa¢des nao iatrogénicas também apresentam alto
grau de dificuldade para a resolugéo clinica, como reabsorcdes, variagbes anatdmicas
e presenca de calcificacbes na camara pulpar (Clauder e Shin; 2006; Torabinejad,
2018).

No entanto, a principal causa do insucesso do tratamento endoddntico
corresponde a desinfeccdo ineficaz do canal radicular, permitindo a presenca de
bactérias remanescentes e seus metabolitos, além da falha no sistema de vedacéao,

possibilidanto infiltracdo bacteriana (Brito-Janior et al., 2009). A persisténcia da
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infeccdo e, consequentemente, a persisténcia da dor, torna necessario o retratamento
do canal radicular (Touré el al, 2011). Em situac¢des de prognoéstico desfavoravel para
desinfeccdo do canal, bem como em casos de perfuracdes e fraturas que ocorrem no
terco apical, a cirurgia parendoddntica € indicada como uma alternativa ao tratamento
(Almeida-Filho et al., 2011).

Em todas as opg¢Oes de tratamento apresentadas, é essencial o uso de um
biomaterial reparador e/ou obturador que garanta um adequado selamento e
vedamento das condi¢fes clinicas a serem tratadas. Esses materiais devem ter boa
adesdo a estrutura dentéria, proporcionar uma vedacgdo eficaz, ser insollveis aos
tecidos organicos, manter estabilidade dimensional, ndo ser reabsorviveis, ser
radiopacos e nao citotoxicos (Barbosa et al., 2021). Idealmente, também devem
eliminar as bactérias remanescentes dos canais radiculares, serem capazes de
otimizar a regeneracéo do ligamento periodontal, promover a apicificacao e reparar
perfuracéo (Lima et al., 2017).

Diferentes cimentos endodonticos reparadores e obturadores foram
desenvolvidos visando atender as caracteristicas citadas, como cimentos a base de:
oxido de zinco e eugenol, hidroxido de calcio, resinas epodxi, resina de salicilato,
bioceramicos e o Agregado de Triéxido Mineral (MTA).

Devido suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas, o MTA mostrou-se
superior a outros materiais em termos de vedacdo, estabilidade dimensional,
tolerancia a umidade, efeito antimicrobiano e regeneracao de tecidos perirradiculares
(Song et al., 2006, Cervino et al., 2020.). Por isso, tem sido utilizado em reparo de
perfuracdes, como barreira apical em tratamento de apicificacédo, agente de protecao
em polpas vitais, pulpotomia, reparacdo de reabsor¢cdo e como cimento endoddntico
(Torabinejad e Chivian, 1999; Rodrigues et al., 2023). E é considerado cimento
reparador e obturador, além de ser classificado como cimento hidraulico e bioceramico
(Torabinejad et al., 1993 e Sousa et al., 2020).

1.2 Agregado Trioxido Mineral (MTA)

O MTA foi introduzido na endodontia para o reparo de perfuragbes e para
obturacéo apical e é considerado o melhor dentre os materiais retrobturadores. Este
cimento foi desenvolvido pelo professor Mahmoud Torabinejad da Universidade de
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Loma Linda, nos EUA, em 1993, a partir do cimento Portland, um material usualmente
conhecido na construcao civil, como componente basico de concreto, argamassa e
graute (Lee et al., 1993). Embora semelhantes, o MTA passa por um processo de
purificacdo removendo a maioria dos metais toxicos (Islam et al., 2006). Ele é uma
mistura de particulas hidrofilicas em po6, e entre 0s seus principais constituintes estdo
o silicato tricalcico, 6xido de tricalcio e o 6xido de silicato (Song et al., 2006, Lavor et
al., 2017).

A primeira apresentacao comercial disponivel no mercado foi o0 ProRoot MTA
(Dentsply — Tulsa Dental Products, Oklahoma, USA), aprovado em 1998 pelo FDA e,
no Brasil, a empresa Angelus (Angelus Solu¢des Odontoldgicas, Parana, Brasil)
lancou o MTA-Angelus. Ele pode ser encontrado basicamente em duas
apresentacoes: o MTA branco, destacando-se o tricalcio fosfato e 6xido de bismuto
como os diferenciais na sua composicdo, e o MTA cinza, destacando-se ferro e
aluminio na sua composi¢ao que conferem sua coloracao. (Sanchez, 2019),

O MTA em po6 € misturado com agua estéril fornecido pelo fabricante em uma
proporcao de poé/liquido de 3:1. O processo de presa é descrito como uma reacao de
hidratacdo do tricalcio silicato (3Ca0.SiO2) e silicato dicélcico (2Ca0.Si02) -
considerado responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia do material (Barbosa et
al., 2021). O tempo de trabalho é de aproximadamente 5 minutos e o tempo de presa
de 3 a 4 horas. O pH no momento da espatulacdo € de 10,2, aumentando para
aproximadamente 12,5 até a presa (Roman, 2021). A expansdo do material apés a
presa € responsavel por conferir bom selamento hermértico do local da leséo
(Angelus, 2022).

Uma vantagem pratica do MTA é sua capacidade de vedacdo mesmo em
ambientes umidos onipresentes na endodontia. Quando em contato com a umidade,
seu principal componente, o 6xido de calcio, se converte em hidroxido de calcio e se
dissocia liberando ions calcio e hidroxila. Em seguida, a proporc¢éo de silicato de célcio
decai originando precipitado de calcio, o que eleva o pH apés a hidratacao (Hoppe et
al., 2011; Barbosa et al., 2021). O processo de reparacdo do MTA tem relacdo com
liberacdo de ions calcio, que estimula formacéo de hidroxiapatita e com acumulo de
hidroxila, elevando o pH, o que estimula fosfatase alcalina, induzindo a formacéao de
tecido mineralizado ao redor do cimento como o tecido 6sseo, cementario e dentinario
(Roméan, 2021). E ainda, o selamento biologico feito pela proliferacdo de células

diretamente sobre o cimento durante o processo de reparagéo (Angelus, 2022).
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O contato com os tecidos circundantes do ligamento periodontal, torna a
biocompatibilidade uma caracteristica muito importante. Diversos estudos
investigaram citotoxicidade, genotoxicidade e potencial inflamatério do MTA utilizando
diferentes metodologias, como ensaios in vitro, implantagéo subcutanea e mandibular
em animais, estudos clinicos em humanos, e todos concluiram que o MTA é
biocompativel (Lavor et al., 2017; Roman, 2021; Barbosa et al., 2021; Rodrigues et
al., 2023).

O efeito antimicrobiano proporcionado pelo MTA esta relacionando ao seu
elevado pH que torna o ambiente basico e indspito para a proliferacdo bacteriana. O
pH alto danifica as membranas das bactérias e os seus DNAs, assim como promove
a desnaturacdo dos seus conteudos proteicos (Angelus, 2022). Entretanto, apos o
periodo de presa, o cimento se torna quase inerte (Ceci et al., 2015) e os
microrganismos remanescentes e resistentes tendem a se proliferar novamente (da
Silva et al., 2011).

Alteracbes na composicdo do MTA tém sido propostas com o objetivo de
melhorar suas propriedades antimicrobianas. A substituicdo da agua utilizada na
manipulacdo do MTA por solucdo de clorexidina apresentou efeito antimicrobiano
aumentado, porém, a biocompatibilidade e resisténcia a compressdo do MTA foi
diminuida (Stowe et al., 2004; Sumer et al., 2006; Holt et al., 2007). A adicdo de
iodoférmio néo foi eficiente (Saatchi et al., 2012). E a incorporacdo de nanoparticulas
de 6xido de zinco e zircbnio e os antibioticos tetraciclina e clindamicina resultou no
efeito negativo nas propriedades fisico-quimicas do cimento (Nazam, 2013; Guerreiro-
Tanomaru et al., 2015). O MTA misturado com nanoparticulas lipofilicas de bismuto
apresentou efeito contra trés cepas, em 24h (Hernandez-Delgadillo et al., 2017). Outro
estudo avaliou a adicdo de moléculas liberadoras de 6xido nitrico (NO) contra
bactérias como Enterococcus faecalis, mas o efeito se manteve somente até a presa
do cimento (Shin et al., 2021). Ja a incorporacao de nanoparticulas de prata (AgNPs)
na mistura do cimento potencializou o efeito antimicrobiano do MTA contra trés
microrganismos, avaliado pelo método de difusdo em agar (Samiei et al., 2013).
Demonstrando que a modificacdo do cimento MTA com AgNPs € uma proposta
promissora, que necessita de avaliacdo por métodos mais eficazes, além de avaliacao

da citotoxicidade e propriedades fisico-quimicas.
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1.3 Microbiologia das infec¢des endoddnticas

Apesar da cavidade oral abrigar uma complexa microbiota, o tecido pulpar
normalmente € protegido da infeccdo pela presenca dos tecidos mineralizados
coronarios (esmalte e dentina) e radiculares (dentina e cemento). Diante do
comprometimento dessas barreiras, cria-se uma via de acesso para microrganismos
e seus subprodutos adentrarem a cavidade pulpar.

As infeccdes endodobnticas sédo de natureza polimicrobiana, com predominio de
bactérias anaerobias restritas. A composicdo da microbiota varia entre individuos,
entre os tipos de infeccdo, de acordo com o tempo, quadro clinico e localizagédo
geografica (Sigueira e Rogas, 2008).

De acordo com dinamica da infeccdo endodontica, ela pode ser classificada
como infeccdo primaria ou secundaria. A primaria representa a infeccao inicial,
decorrente da colonizacdo do canal radicular apds a necrose do tecido pulpar. A
infeccdo secundaria é caracterizada por microrganismos que sao introduzidos no
canal durante o tratamento endodontico. Ainda € possivel ocorrer infeccbes
persistentes que sdo causadas por microrganismos remanescentes de infeccdes
primarias ou secundarias, que resistiram aos procedimentos quimico-mecanicos
intracanais de desinfec¢éo (Siquera Jr. et al., 2011).

A microbiota envolvida nestes tipos de infeccdo é diferente podendo variar
também de acordo com o tempo da infeccdo (Siqueira Jr. e Rocas 2009). Nas
infeccbes endodobnticas primarias predominam as espécies anaerodbias facultativas,
como Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus e microrganismos filamentosos
(Siqueira Jr, 2002). Nas infeccdes secundarias predominam as espécies
Pseudomonas aeruginosa, Escheria coli e Stapylococcus aureus. J& a infeccdo
persistente normalmente é composta por uma Unica espécie, sendo mais comum
bactérias anaerbébias gram-positivas, como Streptococcus sp., Parvimona micra,
Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Pseudoramibacter alactolyticus,
Lactobacilos sp., Olsenella uli, Enterococcus faecalis e infec¢ao fungica causada por
Candida albicans. Completando, a microbiota de dentes com insucesso do tratamento
endodontico é composta predominantemente de bactérias gram-positivas anaerébias
facultativas (Tavares et al., 2011; Ro¢as & Siqueira, 2012).

Diversos estudos tém descrito o E. faecalis como importante agente associado

aos casos de infeccdo persistente ou secundéria, chegando a uma prevaléncia de
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90% dos casos. Isso se da pela sua excelente capacidade de adaptacédo a condigdes
adversas; a capacidade de crescimento na forma de biofilme ou colénia Unica; a
capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios e de resistir ao efeito do hidroxido de
calcio. Além disso, o E. faecalis também apresenta a capacidade de se manter em um
estado viavel mas nao cultivivel, que € um mecanismo de adaptacdo as condicbes
adversas do microambiente, como pouca concentracdo de nutrientes, alta salinidade
e extremo pH, no qual o micro-organismo perde a capacidade de crescimento em
cultura, porém mantem sua patogenicidade e viabilidade de voltar a se dividir no
momento que o microambiente se tornar novamente favoravel (Siqueira e Rdécas,
2008; Lacerda et al., 2016; Nascimento et al., 2023).

1.3 Efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata (AgNPs)

A prata € conhecida por sua atividade antibacteriana desde a antiguidade e por
isto, antes da descoberta da penicilina, em 1928, a prata coloidal era utilizada na
profilaxia de infec¢gBes e no tratamento de doencas, infecgdes e queimaduras (Neves,
2013; Lopes, 2017).

Ao contrario do que acontece com antibidticos convencionais que possuem alvo
de acdo especifico, a prata ataca microrganismos em diferentes alvos, sendo uma
explicacdo plausivel para dificuldade da criagédo de resisténcia contra ela, pois seria
impossivel que bactérias desenvolvessem uma série de mutacdes, simultaneamente,
para se protegerem (Misirli et al., 2020).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) agem por diferentes mecanismos na
estrutura e moléculas da célula bacteriana, levando a sua morte. As nanoparticulas
de prata contém de 20 a 15.000 atomos de prata e possuem dimensao entre 1 a 100
nm. Devido a uma grande relacao superficie-volume, atracéo eletrostatica e afinidade
com proteinas de enxofre as AgNPs permitem o aumento da superficie de contato
entre ions de prata e a parede e a membrana celular bacteriana (Yin et al., 2020). Por
isso, 0 seu principal mecanismo de acéo € formacao de poros na parede celular e na
membrana externa bacteriana, alterando a permeabilidade celular, provocando
também a liberacdo de lipopolissacarideo (LPS) e proteinas de membrana, fator
fundamental para o efeito bactericida nas AgNPs (Sondi e Salopek-Sondi, 2004, Misirli
et al., 2020).

As AgNPs também sdo capazes de destruir o biofilme bacteriano, pois sua
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interacdo eletrostatica com a camada de fosfolipideos da membrana plasmaética,
permite sua travessia, internalizando-se no interior da célula. Uma vez que ions de
prata livres estdo no interior da célula, as enzimas respiratérias podem ser
desativadas, gerando espécies reativas de oxigénio, mas interrompendo a producao
de trifosfato de adenosina. As espécies reativas de oxigénio podem ser um agente
principal na provocacdo da ruptura da membrana celular e modificacdo do &cido
desoxirribonucleico (DNA). Como o enxofre e o fosforo sdo componentes importantes
do DNA, a interacdo dos ions de prata com o enxofre e o fésforo do DNA pode causar
problemas na replicacdo do DNA, na reproducao celular ou até mesmo resultar na
terminac@o dos microrganismos. Além disso, os ions de prata podem inibir a sintese
de proteinas ao desnaturar os ribossomos no citoplasma (Panéacek et al., 2006; Duran
et al., 2016; Misirli et al., 2020).

O tamanho e morfologia das AgNPs podem influenciar diretamente na sua
atividade microbiolégica e, assim como, no maior ou menor risco de toxicidade.
Diferentes condi¢cdes de sintese determinam fatores como tamanho, morfologia,

estabilidade, dentre outros aspectos (Lee e Jun, 2020; Almatroudi, 2020).

1.4 Sintese quimica e propriedade plasmodnica de AgNPs

As AgNPs podem ser preparadas a partir de diversas rotas sintéticas. As
propriedades Opticas, elétricas e magnéticas das nanoparticulas dependem
diretamente da forma, tamanho e composicéo (Lee e Jun, 2019).

A sintese quimica € o método mais comum para produzir AgNPs. Consiste na
reducdo quimica de sais em meio aquoso (sintese coloidal) e, de modo geral, precisa
de quatro componentes: meio, percursor, agente redutor e estabilizante (Ottoni et al.,
2018). E ocorre em trés fases sequenciais: reducéo do ion prata ao estado metalico,
nucleacédo e crescimento (Melo et al., 2012; Agnihotri et al., 2014).

Assim, o agente precursor € o sal do metal, o nitrato de prata (AgNOs3),
responsavel por fornecer a prata. O agente redutor, normalmente o citrato de sddio
e/ou borohidreto (NaBH.) € um composto quimico que fornece elétrons para reduzir o
ion, transformando-o na espécie metalica. O agente estabilizante ou de revestimento
€ a molécula que recobre a superficie das nanoparticulas, mantendo-as afastadas e
dispersas no meio, promovendo uma suspensao coloidal estavel (Abbasi et al., 2016).

Nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis. Uma vez que possuem grande
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area superficial por volume, elas tendem a agregar-se para minimizar a energia total
ou interfacial do sistema. Forgas repulsivas podem ser alcangadas pela estabilizacao
estérica ou eletrostatica (Garcia, 2011).

A estabilizacdo estérica ocorre pela adsorcdo de um polimero ndo carregado
ou surfactantes ndo ibnicos sobre a superficie das AgNPs, o que impede a agregacao
por meio de repulsdo estérica. Os agentes estabilizantes poliméricos mais usais séo:
o PVP (polivinilpirrolidona), o PVA (alcool polivinilico) e o PAA (acido poliacrilico) (Lee
e Jun, 2020; Almatroudi, 2020). Ja a estabilizacdo eletrostatica € geralmente obtida
por meio de espécies anidnicas, como o citrato, que interage com as AgNPs para
conferir uma carga negativa na superficie de AgNPs (Lee e Jun, 2020).

Um aspecto interessante das AgNPs € o comportamento Optico observado em
decorréncia das alteracbes do tamanho, distribuicdo populacional, morfologia
(esferas, bastbes, cubos ou triangulos), dispersao e estabilidade, levando a diferentes
tonalidades da suspensao coloidal. Esse fenbmeno € conhecido como ressonancia
plasmoénica de superficie, que € a excitacdo coletiva de elétrons de superficie que
foram excitados por radiacédo eletromagnética (Sosa et al., 2003; Berni Neto, 2010).

Geralmente a coloragdo amarela indica AgQNPs esféricas entre 20a 40 nm e a
cor amarelo-alaranjado indica AgNPs esféricas entre 50 a 70 nm. A alteracéo da cor
para tons amarronzado, avermelhado e esverdeado indica agregacdo, sendo que
tonalidade acinzentada indica tamanhos macroscoépicos (Melo Jr, et al., 2012).

O espectro de absorcdo Optica das AgNPs ocorre no comprimento de onda
aproximado de 400 nm. Quando as particulas aumentam de tamanho, o espectro de
absorcao oOptica desloca para comprimentos de onda maiores. Além disso, uma nova
banda, mais alargada pode surgir diante da agregacao das nanoparticulas ou variacao
populacional (Brause et al., 2002, Melo Jr et al., 2012).

Finalmente, apdés a sintese das AgNPs, os préoximos passos envolvem a
caracterizacao, cujas analises confirmam a formacéo e investigam as propriedades
Opticas, o tamanho, a morfologia, a area de superficie, a cristalinidade, a composi¢ao
e a estabilidade. Algumas técnicas que sao comumente utilizadas para essa finalidade
séo: espectrofotometria UV-Vis, espalhamento de luz dindmico (DLS), microscopia
eletronica de transmissédo (TEM), difragcdo de raio-X (DRX), microscopia de forca
atdbmica, espectroscopia de infravermelho préximo (FT-IR), espectroscopia de plasma

indutivamente acoplado (ICP) (Gamboa et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Embora fatores de natureza quimica ou fisica possam induzir uma patologia
pulpar ou perirradicular, 0s microrganismos representam 0s principais agentes
etiologicos das patologias pulpares e periapicais. A preparacdo biomecanica e a
modelagem do canal radicular reduzem eficientemente o nimero de microrganismos
nos canais radiculares, mas ndo podem remové-los dos istmos, canais laterais e
deltas apicais. As bactérias remanescentes no canal radicular, formam biofilmes que
penetram nos tdbulos dentinarios, dificultando sua eliminacédo, podendo ocasionar a
manutenc¢ao ou o aparecimento de uma lesao perirradicular, determinando o fracasso
do tratamento e, em alguns casos, a necessidade da cirurgia parendodontica. Com a
persisténcia desses microorganismos, a atividade antimicrobiana do cimento
endodoéntico, seja ele reparador ou obturador, tem papel fundamental na contribuicéo
para o sucesso do tratamento. Seu agente antimicrobiano necessita ter a capacidade
de se difundir e atingir tibulos dentinarios e areas contaminadas.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam propriedades antimicrobianas
Gnicas, que as tornam um aditivo promissor para potencializacdo do efeito
antimicrobiano do cimento MTA (Mineral Trioxido Agregado). Além de serem eficazes
contra uma ampla variedade de microrganismos, as AgNPs possuem uma liberacao
gradual de ions de prata, proporcionando uma prote¢cao mais duradoura.

Assim, avaliar o efeito antimicrobiano das AgNPs, bem como estudar o
potencial citotoxico do MTA modificado em tecidos adjacentes, é essencial para

assegurar a seguranca e eficacia clinica do material proposto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata (AgNPs), avaliar o potencial
antimicrobiano das AgNPs para incorporagdao em cimento endodontico MTA e avaliar

0 potencial citotoxico cimento incorporado MTA modificado com AgNPs.

3.2 Objetivos Especificos

Sintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) por sintese quimica por reducéo,
utilizando dois protocolos distintos: em aquecimento e em resfriamento.

Realizar a caracterizacao fisico-quimica das AgNPs baseada nas normas ISO
19337:2023, I1SO 22412:2017 e NIST 1200-29, utilizando técnicas de
espectroscopia de absorbancia de UV-Visivel, Espalhamento Dinamico de Luz
(DLS), Potencial Zeta (PZ), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com analise
EDS e Microscopia Eletronica de Transmisséao (MET).

Avaliar a estabilidade das AgNPs ao longo do tempo em relacdo ao tamanho e
disperséo, utilizando DLS e definir a(s) melhor(es) amostra(s) para seguir para 0s
ensaios de biologicos.

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM ou MIC) da(s) amostra(s)
escolhida(s) desafiando quatro cepas bacterianas: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa.
Determinar a melhor concentracéo para incorporacdo de AgNPs em cimento MTA,
através do ensaio de viabilidade celular.

Preparar corpos de prova do cimento MTA puro (controle) e MTA com AgNPs
incorporadas seguindo a ISO 10993-5:2012.

Preparar extratos de exposicdo com os corpos de prova seguindo a ISO 10993-
12:2012.

Avaliar a citotoxicidade induzida em fibroblastos gengivais humanos (FGH) e
osteoblastos humanos (MG-63) por contato indireto, seguindo a ISO 10993-5:2012,
através dos ensaios de MTT, LDH e quantificagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxograma de ensaios

O presente trabalho foi dividido em quatro macro etapas: 1) sintese e
caracterizagdo, 2) ensaio antimicrobiano e 3) ensaios de citotoxicidade conforme

apresentado na Figura 1.

Sintese e Potencial

caracterizagao antrimicrobiano Citotoxicidade

y Sintese quimica CIM + IC50 Concentracédo de

incorporacéo
Corpos de prova +

DLS Extratos

MEV + EDS

(NON)

Figura 1. Visdo geral do trabalho dividida em quatro macro etapas: 1) sintese e
caracterizacao, 2) ensaio antimicrobiano e 3) ensaios de citotoxicidade

4.2 Materiais

Para sintese das AgNPs foram utilizados os seguintes reagentes:
e Borohidreto de sédio (NaBHa4) - Sigma-Aldrich (lote: 45283-23G)
e Citrato trissédico (CTS) - Sigma-Aldrich (lote: BCCG6934)
e Nitrato de prata (AgNOs3), = 99% de pureza - Sigma-Aldrich (lote: 209139-25G)
e Alcool polivinilico (PVA) - Sigma-Aldrich (lote: 3LCM5091)
Para o preparo dos corpos de prova foi utilizado o cimento reparador MTA

(agregado de triéxido mineral) — MTA Angelus® (lote: 74811)
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4.3 Sintese de nanoparticulas de prata

4.3.1 Lavagem de vidrarias

Para remocao de residuos organicos, as vidrarias foram lavadas com
detergente neutro, enxaguadas abundantemente em agua corrente, posteriormente,
passaram por trés banhos em agua destilada de 30 min cada. Apds esse processo,
foram secas em estufa.

Para remocao de contaminantes metalicos, as vidrarias ficaram de molho na
solucéo de agua-régia, preparada na proporcao 3:1 (3 HCI + HNO3), durante 30 min.
Ao final, a solucéo foi transferida para o frasco de descarte de &cidos fortes e as
vidrarias foram rinsadas 3 vezes com &agua ultrapura, para completa remoc¢édo da

solucdo. Novamente, seguiram para estufa até secagem completa.

4.3.2 Sintese por rota quimica

As AgNPs foram sintetizadas por reducéo quimica a partir de dois protocolos
distintos: 1) em aquecimento, utilizando NaBH4 como redutor primério e CTS como
redutor secundario e estabilizante (Agnihotri et al., 2014). 2) em resfriamento, NaBH4
como redutor e PVA como estabilizante (Melo Jr et al. 2012). Com algumas alteracdes
baseadas no sucesso sintético de Carvalho, 2024. Todos os reagentes foram pesados
e preparados conforme a necessidade de cada protocolo.

Resumidamente, sete lotes foram sintetizados alvejando diametro médio 30 +
10 nm, com coloracdo amarelo coloidal. Apés a sintese, foram centrifugados, tendo
seu sobrenadante separado e pellet ressuspendido, exceto um inicialmente
reprovado, obtendo-se entdo, amostra original, sobrenadante e precipitado de seis
lotes (18 amostras).

Como critério de exclusdo dos lotes, foram utilizadas analise da coloragéo e
turbidez, e as técnicas de espectroscopia de absorcédo ultravioleta visivel (UV-visivel)
e espalhamento de luz dindmico (DLS) para avaliacdo da dispersdo, tamanho e
presenca de agregados.

Como critério incluséo, a estabilidade de tamanho e dispersdo a longo prazo
foram avaliadas por DLS e a carga superficial por potencial zeta, sugerindo
estabilidade no meio de cultura suplementado com proteinas. Finalmente, as

amostras aprovadas seguiram para a caracterizacado por microscopia eletrénica de
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transmissdo (MET) para avaliagdo da morfologia e espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X (EDS) acopladas ao microscopio de varredura (MEV) para
analise elementar. Os critérios foram determinados de acordo com o guia NIST 1200-
29 (Preparation, characterization, and biological activity of stability-enhanced
polyethyleneimine-conjugated gold nanoparticles (Au-PEI@NIST) for biological
application) (Hackley et al., [s.d.]).

1) Sintese em aquecimento

Para a sintese de 100 mL de AgNPs, duas solucdes aquosas (2 mL cada)
recentemente preparadas contendo NaBH4 (1,0 x 10 mol/L) e CTS (1,06 x 103
mol/L), respectivamente, foram misturadas em &agua ultrapura (94 mL) num
Erlenmayer de 250 mL. Em seguida, uma barra magnética (peixinho) de 6 cm e um
termbmetro foram adicionados ao frasco e o conjunto foi levado a placa de
aguecimento e agitacao, ao abrigo da luz (envolto por aluminio).

O primeiro lote sintetizado (Reprovado) foi aquecido até atingir 60 °C (por 30
min), com agitacdo branda (velocidade 2 da placa agitadora) para garantir
homogeneidade sem perda no sistema. Durante esse periodo, uma solugdo aquosa
de AgNOz (2,0 x 10 mol/L) foi prepara em 2 mL de agua ultrapura. Ao final dos 30
min, essa solucdo foi adicionada gota a gota a mistura (1 gota por seg, cada gota =
50 pL). Em seguida, a temperatura foi aumentada para 90 °C e mantida durante 20
min. Esse lote apresentou mudanca de coloracédo, passando de transparente para
amarelo coloidal, indicando a formacéo das AgNPs antes que atingisse 90 °C. Até o
final desse processo, ou seja, até atingir 90 °C, a coloragdo passou de amarelo
coloidal para marrom. A sintese foi interrompida e o frasco foi colocado em gelo até o
resfriamento.

O segundo lote (S1 Aquecimento) foi sintetizado seguindo as mesmas etapas
acima, entretanto, a sintese foi interrompida ho momento da mudanca de coloragéo
de amarelo coloidal para amarelo-alaranjado, durante a etapa de aumento da
temperatura, mas ainda ndo chegando aos 90 °C. O pH foi medido e a solucéo
sintetizada foi transferida para dois tubos tipo falcon de 50 mL.

O terceiro lote (S2 Aquecimento) foi sintetizado seguindo as mesmas etapas,
entretanto, a sintese foi interrompida logo apés o atingimento da coloracdo amarelo-
coloidal, ainda em 60 °C. O pH foi medido e a solugéo sintetizada foi transferida para

dois tubos tipo falcon de 50 mL.
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Por ultimo, 50 mL de cada amostra de AgNPs nao reprovada foi centrifugado a
12000 g por 15 min para originar o sobrenadante e precipitado da solucdo. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo falcon (S1 Aquecimento
Sobrenadante e S2 Aguecimento Sobrenadante) e o pellet foi ressuspendido em 50
mL de agua ultrapura (S1 Aquecimento Precipitado e S2 Aquecimento Precipitado). A
Figura 2a apresenta um esquema das etapas de sinteses. A Figura 2c apresenta

etapas pos sinteses.

2) Sintese em resfriamento

Previamente, uma solucéo aquosa de PVA a 3% foi preparada, utilizando 100
mL de agua ultrapura e 300 mg de PVA. Ambos foram adicionados a uma garrafa shot
de 150 mL, em seguida homogeneizados manualmente e a garrafa foi preparada para
autoclavacao. O PVA apresenta baixa solubilidade em agua a temperatura ambiente,
necessitando da etapa de autoclavacgao.

Para a sintese de 100 mL de AgNPs, 2 mL de uma solu¢cdo aquosa
recentemente preparada contendo NaBH4 (2,0 x 10 mol/L) foi misturada em agua
ultrapura (75 mL) num Erlenmayer de 250 mL, que estava inserido num banho de gelo.
Em seguida, uma barra magnética (peixinho) de 6 cm foi adicionada ao frasco e o
conjunto foi levado a placa de e agitacdo, ao abrigo da luz (envolto por aluminio).

O primeiro lote sintetizado (S1/F1 PVA) permaneceu em agitacdo branda
(velocidade 2 da placa agitadora) por 15 min para garantir homogeneidade sem perda
no sistema. Durante esse periodo, uma solugdo aquosa de AgNOs (1,0x10-2 mol dm-
3) foi prepara em 25 mL de &gua ultrapura. Ao final dos 15 min, essa solucéo foi
adicionada em gotejamento gota a gota a mistura por 5 min, sendo possivel observar
a mudanca de coloracdo para amarelo coloidal. Em seguida, 5 gotas de PVA 3% foram
adicionadas (1 gota por seg, cada gota = 50 pL) ao sistema e a sintese foi
interrompida. O pH foi medido e a solugéo sintetizada foi transferida para dois tubos
tipo falcon de 50 mL.

O segundo, terceiro e quarto lote sintetizados - S1/F2 PVA, S2 PVA e S3 PVA,
respectivamente — seguiram as mesmas etapas acima, entretanto, houve mudanca
no tempo de adicdo da solucdo aquosa de AgNOs, sendo 8, 10 e 13 min
respectivamente.

Por dltimo, 50 mL de cada amostra AgNPs foi centrifugado a 12000 g por 15

min para originar o sobrenadante e precipitado da solugdo. O sobrenadante foi
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transferido para um novo tubo tipo falcon (S1/F1 Sobrenadante, S1/F2 Sobrenadante,
S2 Sobrenadante e S3 Sobrenadante) e o pellet foi ressuspendido em 50 mL de agua
ultrapura (S1/F1 Precipitado, S1/F2 Precipitado, S2 Precipitado e S3 Precipitado). A

Figura 2b apresenta um esquema das etapas de sinteses. A Figura 2c apresenta
etapas pos sinteses.
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Figura 2. Etapas de sintese e caracterizacdo de AgNPs. (a) Sintese em aquecimento
resultando em dois lotes originais (S1 Aquecimento e S2 Aquecimento). (b) Sintese em
resfriamento resultando em quatro lotes originais (S1/F1 PVA, S2/F2 PVA, S2 PVA e S3 PVA).
(c) Ultracentrifugacao de parte das amostras, separacdo do sobrenadante e ressuspenséo do
pellet, anélise em UV-visivel e DLS. Posterior caracterizacao e preparo de solugfes estoque.

4.4 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

4.4.1 Espectroscopia de Absorgéo Ultravioleta-Visivel (UV-visivel)

Para a confirmacdo da producdo de AgNPs, apds a sintese e também a
presenca de AgNPs apds centrifugacédo e ressuspensao, 100 uL de todas as amostras
foram lidas por UV-visivel. A absorbancia foi medida nos comprimentos de onda na
faixa de 200 a 800 nm, a uma resolugédo de 2 nm, em placa de 96 pogos (Corning®),

utilizando espectrofotbmetro de UV-Visivel Molecular Devices Spectra Max 190
(Sunnyvale, EUA).
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4.4.2 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

O tamanho hidrodinamico, a disperséo (indice de polidispersdo — PDI) e a
presenca de agregados nas amostras apds a sintese, centrifugacao e ressuspenséo,
além da estabilidade de tamanho e dispersao a longo prazo (7, 30 e 60 dias), foram
determinados por espalhamento de luz dinamico (DLS - Dinamic Light Scattering),
utilizando o equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments GmbH). As AgNPs
foram analisadas em sua suspenséo coloidal (agua) e nos meios de cultivo Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) Low Glucose e High Glucose (Sigma-Aldrich)
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco). Para anélise da
suspensao coloidal, 1 mL da amostra foi depositado a uma cubeta de poliestireno de
10 mm. Para andlise da amostra em meio de cultura suplementado com SFB, 500 uL
da amostra mais 500 uL do meio suplementado foram misturados, homogeneizados
e depositados a uma cubeta de poliestireno de 10 mm. A andlise performou a 25 °C.

4.4.3 Potencial Zeta (PZ)

Para determinar a carga superficial e a estabilidade da suspensao coloidal em
meio de cultura suplementado com proteinas, importante para determinacdo das
interacdes de AgNPs no ambiente in vivo, 600 uL das amostras foram acrescentadas
em cubeta 6mega para PZ e foram analisadas no equipamento Zetasizer (Nano ZS,

Malvern Instruments GmbH).

4.4.4 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Para todas as analises de MET referentes ao tamanho e morfologia das AgNPs,
uma gota correspondente a 5uL das amostras foi depositada em grades de cobre 200
mesh revestidas por Formvar/Carbon e secas no dessecador a vacuo. Para cada
amostra, 500 particulas foram analisadas. As micrografias foram obtidas apds analise
no MET (Tecnai Spirit G2, FEI, USA) operando a 80 kV.

4.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios X
(EDS)

Com a finalidade de obter a composi¢cdo elementar das nanoparticulas
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produzidas, foram realizadas analises utilizando a técnica de espectroscopia de raios
X por dispersdo em energia (EDS) em microscopio eletrénico de varredura (MEV-
Quanta FEG 450 (FEI Company, Hillsboro, Oregon, EUA), operando a 5kV e utilizando
detector para emissao de raios X. Para obter precipitado da suspenséo coloidal de
AgNPs, 500 uL de cada amostra foi depositado em eppendorfs para secagem em um
Speedvac Vacufuge Plus (Eppendorf, Hamburg, Germany) por 24 horas.
Posteriormente, foram depositadas em um suporte (stub) para MEV previamente

recoberto por fita dupla face de carbono e seguiram para analise.

4.4.6 Determinacao da concentracdo das amostras de AgNPs

Para determinar a concentracdo das amostras, a massa de AgNPs contida em
1 mL foi pesada da seguinte forma: primeiramente, 5 microtubos (Eppendorf®) para
cada amostra, previamente identificados, foram pesados vazios em balanca ultramicro
analitica de 7 casas decimais (Cubis® Il Ultra-Microbalance). Sequencialmente, 1 mL
de cada amostra previamente homogeneizada foi adicionada em cada microtubo por
amostra (n = 5), e tiveram seu volume liquido completamente seco, pelo concentrador
a vacuo, durante 12 horas (Speed vac, Eppendorf®). Em seguida, os microtubos
contendo apenas as AgNPs concentradas, sem volume liquido, foram pesados
novamente na mesma balanca. Foi feita a média aritmética dos valores obtidos para
0S microtubos das mesmas amostras, descobrindo-se entdo a concentracdo pela
propor¢cdo massa/volume. Posteriormente, as amostras foram ajustadas para uma

solucéo estoque na concentracdo de 1 mg/mL.

4.5 Determinacdo do potencial antimicrobiano

4.5.1 Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), ICso e Concentracdo Bactericida
Minima (MBC)

Para determinar a concentragdo inibitoria minima, foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo, seguindo a metodologia proposta por Soberon et al. (2007),
com algumas modificacdes. Além das AgNPs sintetizadas, o efeito das AgNPs do
projeto NANOREG, do Ministério da Ciéncia Tecnologia e Inovagédo (MCTI), também

foi testado em carater de comparacao, uma vez que é material de referéncia.
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Primeiramente, 100 yL de caldo Mueller Hinton foram distribuidos em cada
poco de placas de microtitulagdo de 96 pocos (Corning®). Uma aliquota de 100 pL
da solucédo-estoque (1mg/mL) de cada AgNPs foi adicionada aos primeiros pocos da
primeira linha da placa, logo homogeneizadas ao caldo ja depositado. Em seguida 100
pL da mistura foram transferidos para os poc¢os das linhas seguintes (de A para B), e
assim sucessivamente (até a linha H). Sequencialmente, 100 pyL do indculo bacteriano
a 1x108 UFC/mL foram adicionados aos pocos da placa que continham as diluicdes
das AgNPs, obtendo-se, entdo, as concentracdes das amostras (250 a 1,95 pg/mL).
As cepas utilizadas foram Escherichia coli (CDC 42370), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Enterococcus faecalis (ATCC 19429), Pseudomonas aeruginosa
(INCQS 00313). Como controle negativo (crescimento microbiano) foi utilizado o caldo
(com volume substituto as nanoparticulas) e como branco apenas o caldo. As placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 36 °C por 24h. Trés repeticbes foram
realizadas para cada cepa e AgNPs.

ApOs esse periodo, o crescimento microbiano foi observado pela turbidez do
meio nos poc¢os da placa. A auséncia de crescimento bacteriano foi interpretada como
MIC. A viabilidade foi quantificada pelo ensaio de MTT, de acordo com Ghanwate et
al., 2016, no qual 20 uL de uma solucéo aquosa de MTT (Sigma-Aldrich) (preparada
na concentracdo 1 mg/mL) foi adicionada em cada poco. Como controle positivo (de
morte) foi utilizado 5 yL de DMSO por poco. Como controle de eficiéncia foram
utilizados antibiéticos especificos de cada cepa (oxacilina, vancomicina e
ciprofloxacina). As placas foram novamente incubadas pelo periodo de 3 horas e a
densidade Optica foi lida utilizando espectrofotdmetro (SynergyH4 Hibrid Reader,
Biotek, EUA) a 570 nm.

A citotoxicidade da formulacdo foi expressa em percentual de viabilidade
celular, que é calculada pela razdo entre o nUmero de células tratadas e o controle. A
concentragéo citotoxica de 50% (ICso) foi determinada com base na curva de
citotoxicidade. O valor da MIC foi considerado como a menor concentra¢cdo da amostra
capaz de causar inibicao visual do crescimento microbiano. A figura 2 apresenta as
etapas do ensaio de determinacdo da MIC.

A concentracdo bactericida minima (MBC) foi determinada da seguinte
maneira: 50 pL do volume foi removido dos pocgos das placas de onde nenhum
crescimento foi observado, ou seja, dos pocos que representam a MIC. Essa aliquota

foi entdo inoculada na superficie das placas de Petri contendo meio Mueller Hinton.
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Elas foram incubadas por 24h a 37 °C, para confirmar auséncia de crescimento
bacteriano. A MBC foi considerada a menor concentracao de AgNP na qual nenhuma

colénia se formou sob essas condi¢des.
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Figura 3. Determinagdo da concentragao inibitoria minima (MIC) de 24 horas. (a) Etapas
do plagueamento de meio de cultura; diluicdo seriada das AgNPs e adicdo dos inéculos
bacterianos. (b) Desenho das placas aplicados para as quatro cepas bacterianas. (¢) Sequéncia
de ensaio: incubacéo por 24 horas, analise visual de inibigcdo bacteriana, leitura da viabilidade
bacteriana por MTT.

4.6 Avaliacéo da citotoxicidade

4.6.1 Cultivo Celular

Para os ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular, foram escolhidas as
linhagens FGH (fibroblastos gengivais humanos) e MG-63 (osteoblasto humano),
adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), devidamente atestadas
contra a presenca de micoplasma (Kit de Detecc¢éao de Micoplasma Myco Alert-Lonza,
Bazel, Suica).

As células FGH e MG-63 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) high glucose (DH) e low glucose (DL) (Sigma-
Aldrich) e suplementados com 10% de soro fetal de bovino (SFB, Gibco),
respectivamente, e mantidas em estufa imida a 37 °C e atmosfera com 5% de COe..
A troca de meio ocorreu de acordo com a necessidade de cada célula e, apos duas

passagens, foram utilizadas em experimentos.
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462 Ensaio de viabilidade celular por MTT frente as concentragdes candidatas
aincorporagao

Apo6s determinar as concentragdes inibitérias minimas da amostra de interesse
frente as diferentes cepas bacterianas, foi realizado o ensaio de MTT por exposicéo
direta as células FGH e MG-63, a fim de determinar a concentracdo ideal para
incorporacado no cimento MTA (bactericida e ndo citotdxica). O ensaio de MTT &€ uma
técnica colorimétrica utilizada para avaliar a viabilidade celular. Nas condi¢des
normais de integridade celular, as desidrogenases mitocondriais reduzem o sal
tetrazélio MTT, gerando um produto chamado formazana. Se a atividade mitocondrial
estiver comprometida, a producéo de formazana diminui, indicando uma reducéo na
atividade mitocondrial e, portanto, uma possivel diminui¢cado na viabilidade.

As células foram cultivadas em placas de microtitulacdo de 96 pocos
(Corning®) na densidade de 5x102 células/poco (previamente determinadas por curva
de crescimento para os tempos especificos) e tratadas com diferentes concentracées
(125, 250, 350, 500 e 750 pg/ml) de AgNP por 24, 48 e 72 horas e incubadas em
estufa Umida a 37 °C e 5% de CO2. Apos o tempo de exposi¢do as AgNPs, 50 L de
uma solucdo de MTT (Sigma-Aldrich) em meio de cultura (preparada na concentracao
1 mg/mL) foi adicionada em cada po¢o. Como controle negativo (vida) foi utilizado
células ndo expostas e como branco apenas o0 meio de cultura suplementado. Como
controle positivo (de morte) foi utilizado Triton™ X-100 a 0,1%. As placas foram
novamente incubadas pelo periodo de 2 horas, sequencialmente, o sobrenadante foi
removido e os cristais de formazana foram dissolvidos em 100 pL de isopropanol por
40 min. E a absorbancia foi lida utilizando espectrofotdmetro (SynergyH4 Hibrid
Reader, Biotek, EUA) a 570 nm.
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Figura 3. Esquema do ensaio de MTT para determinacdo da concentracdo nao
citotéxica para incorporacdo nos cimentos. O plagueamento das células ocorreu no
primeiro dia na densidade de 5x10 células por poco. No segundo dia foi realizada a exposicéo
das AgNPs nas concentragbes de 125, 250, 350, 500 e 750 pg. Em 24, 48 e 72h ap0s
exposicao foram realizadas andlises de MTT e LDH (n=3).

4.6.3 Preparo dos corpos de prova

Os cimentos foram moldados em uma matriz de inox (Figura X) com 6 mm de
altura, 4 mm de didmetro e 2 mm de raio, formando cilindros de 1 cm? Os
moldes/corpos de prova foram preparados em ambiente estéril e os materiais para
manipulagéo foram previamente autoclavados a 121°C por 30 min.

Os corpos de prova produzidos para controle foram preparados com cimento
puro (apenas o MTA). Esse cimento foi manipulado de acordo com a bula do
fabricante: o p6 do MTA foi espatulado com a agua estéril contida na embalagem,
numa placa de vidro, até se tornar uma massa firme, porém moldavel (Figura 4a).
Sequencialmente, a massa foi transferida para a cavidade da matriz, de forma a
preenche-la totalmente, ndo deixando espaco para formacéo de bolhas. Os corpos de
prova teste (MTA + AgNPs) foram produzidos substituindo a &gua estéril pela solucao
de AgNPs. Ao final do processo, os corpos de prova foram condicionados numa caixa
vedada e foram removidos da matriz (em ambiente estéril) apds 24h.

Cada caixa de apresentacéo de 0,14 g continha 2 sachés (280 mg) suficientes

para formar dois corpos de prova. Para os ensaios de MTT, LDH e ROS.

€9-9N
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Figura 4. Preparo dos corpos de prova. (a) Material utilizado: cimento MTA, AgNPs, matriz,
placa de vidro e espétula (b) Processo de espatulagédo do cimento MTA puro (c) Processo de
espatulagdo do cimento MTA com AgNPs (d) Etapa de desmoldagem dos corpos de prova.
(e) Corpo de prova do cimento MTA puro (f) Preparo do extrato do cimento.

4.6.4 Preparo dos extratos

Para os ensaios de citotoxicidade dos cimentos incorporados com AgNPs,
adotou-se 0 método de contato indireto previsto na ISO 10993-5:2009 (Avaliacdo
biologica de dispositivos médicos — Parte 5: Testes de citotoxicidade in vitro). Para
isto, foram preparados os extratos, conforme a ISO 10.993-12:2012 (Avaliacdo
biologica de dispositivos médicos — Parte 12: Preparac@o de amostras e materiais de
referéncia), no qual 0,2g dos moldes foram adicionados a 1 mL de meio de cultura DL
+ 10% SFB, para células MG-63 e DH + 10% SFB para células FGH, ou seja, dois
corpos de prova a cada 1,4 mL de extrato, tanto corpos de prova MTA puro, quanto
corpos de prova MTA + AgNP. Também foram produzidos extratos controle, como o
extrato de polietileno de alta densidade (PEAD), um material conhecidamente nao
citotéxico, também prepato na proporcdo 0,2 g/mL e o controle de extracdo, que
consistiu em meio de cultura puro (DL + 10% SFB e DH + 10% SFB) deixado sobre
as mesmas condicdbes ambientais que o0s demais extratos. Os microtubos
(Eppendorf®) contendo os extratos em producdo permaneceram em estufa a 37 °C e
5% de COz2, pelo tempo necesséario dos ensaios (24 horas), que foram performados
em triplicata. A Figura 5 apresenta o0 esquema representativo do preparo dos extratos.
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Figura 5. Esquema do preparo dos extratos seguindo a ISO 10993-12:2012. Extratos
contendo corpos de prova de cimento foram produzidos para o0s ensaios de citotoxicidade por
contato indireto. 1,4 mL de cada extrato de cada condi¢&o foi produzido por replicada (n=3).

4.6.5 Plagueamento e exposicao das células aos extratos

A norma na ISO 10993-5:2009 prevé o uso da linhagem de murino L929 para
ensaios de citotoxicidade. Entretanto, este estudo adaptou a norma as linhagens de
interesse: FGH e MG-63 e manteve a densidade celular determinada de 1x10%células
por poco, em placas de 96 pocos. Finalizado o plaqueamento (placas de 96 pocos
Corning®), as placas foram mantidas em estufa mida a 37°C e a 5% de CO:2 por 24
horas (dia 1). ApGs esse periodo, as células foram tratadas com 100 pL dos extratos
nas condigbes especificas de estudo (25%, 50%, 75% e 100%). Como controle
negativo (vida) foi utilizado células ndo expostas (com meio de cultura fresco) e extrato
de PEAD. Ainda como controle de comparacéao, foi utilizado o meio de extragdo. Como
controle positivo (de morte) foi utilizado Triton™ X-100 a 0,1% e como branco apenas
0 meio de cultura suplementado. Sequencialmente, foram novamente incubadas em
estufa Umida de 37 °C e 5 % de CO2 por mais 24 horas (dia 2). E entdo, os
sobrenadantes foram coletados para ensaio de LDH e as células seguiram para o

ensaio de MTT (dia 3), conforme representado na Figura 6.
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24h (dia 2)

[ Plagueamento (dia 1) ] [ [ Exposig&o dos exiratos de ] [ Retirada do sobrenadante para LDH + [E
ensaio de MTT (dia 3)

MTA+ AgNPs

\ 4

FGH: DH + 10% SFB
MG-63: DL + 10%
SFB

\ 4
37 °C e 5% de CO,
(24h)

Figura 6. Esquema do plagueamento dos extratos seguindo a ISO 10993-5:2012. O
plagueamento das células ocorreu no primeiro dia na densidade de 1x10% células por poco.
No segundo dia foi realizada a exposi¢cdo dos extratos nas concentragbes de 25, 50, 75 e
100% por 24h. No terceiro dia foi realizada andlises de MTT e LDH (n=3).

MTA MTA+ AgNPs
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4.6.6 Ensaio de viabilidade celular por MTT por contato indireto

Apébs o periodo de exposicdo aos extratos, 50 pL de uma solugdo de MTT
(Sigma-Aldrich) em meio de cultura (preparada na concentragdo 1 mg/mL) foi
adicionada em cada poco e as células foram incubadas em estufa imida a 37°C e 5%
por 2 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados, e foi adicionado aos
pocos 100 pL de isopropanol 40 min. E a absorbancia foi lida utilizando
espectrofotometro (SynergyH4 Hibrid Reader, Biotek, EUA) a 570 nm). Trés replicatas

independentes foram realizadas para este ensaio.

4.6.7 Ensaio de atividade de lactato desidrogenase (LDH)

A presenca da enzima citoplasméatica LDH no sobrenadante representa perda
de integridade da membrana celular, geralmente relacionada com necrose. A
liberacé@o de LDH foi dosada através do kit de bioluminescéncia LDH-Glo™ Citotoxicity
Assay (Promega). Os volumes de sobrenadantes suficientes coletados (5 pL por poco)
foram transferidos para uma placa de sobrenadante (Kasvi) e misturados com 95 L
do tampao preparados antecipadamente, conforme instru¢do do kit. Numa placa
completamente preta (Greiner Bio-one), 50 pL de PBS foram adicionadas em cada
poco), sequencialmente, 25 pL da mistura da amostra foi transferida e incubada com
20 pL do substrato de deteccéo. A placa ficou armazenada em temperatura ambiente,

ao abrigo luz por 60 min. Em seguida, luminescéncia foi medida utilizando
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espectrofotometro (SynergyH4 Hibrid Reader, Biotek, EUA).

4.6.8 Ensaio de quantificacdo de espécie reativas de oxigénio (ROS)

As ROS intracelulares foram detectadas utilizando o kit fluorométrico ROS
intracelular (MAK143, Sigma-Aldrich), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Este kit fornece um sensor fluorogénico que reage com espécie reativa de oxigénio,
resultando em um produto fluorométrico proporcional & quantidade de ROS presente
nas células vivas. Para realizar esses experimentos, as células FGH e MG-63 foram
plaqueadas a densidade celular de 1x10* células por poco, em placas de 96 pocos
(Corning®), e as placas foram mantidas em estufa imida a 37°C e a 5% de CO2 por
24 horas. Apos esse periodo, as células foram expostas aos extratos nas diferentes
concentragdes (25, 50, 75, 100%). Como controle negativo (vida) foi utilizado células
nao expostas. Como controle positivo foi utilizado peréxido de hidrogénio (H202) a 5M,
E como branco, o meio de cultura suplementado. Apds 24h, um volume de 20 pL por
poco de Master Reaction Mix contendo o sensor fluorogénico foi adicionado aos pogos
e incubado por 1h. Entéo, a intensidade de fluorescéncia foi medida em A excitagéo =

490 nm e A emissao = 525 nm.

4.7 Andlise estatistica

Para normalizacdo dos dados brutos foi utilizado o Excel (Microsoft). Em
seguida, os dados foram transferidos para GraphPad Prism 8 (GraphPad software
Inc), afim de realizar a constru¢do dos graficos e analise estatistica. As analises de
significancia estatistica foram avaliadas usando o teste t ndo pareado e teste one-way
ANOVA com multiplas comparac8es de Tukey ou Dunnett, comparados ao respectivo

grupo controle e o valor-p definido em *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese quimica de AgNPs e escolha das amostras para ensaios

As sinteses de AgNPs utilizando dois protocolos distintos (aquecimento e
resfriamento) resultaram em um lote reprovado e seis lotes originais previamente
aceitos (Figura 6a), que apos centrifugacdo originaram cada lote duas amostras a
mais (sobrenadante e precipitado) (Figura 6b e c), totalizando 18 amostras de AgNPs
(Figura 6d). Sendo 6 obtidas pelo protocolo em aquecimento e 12 obtidas pelo

protocolo em resfriamento, conforme apresentado abaixo:

Sintese em aquecimento Sintese em resfriamento

1-Sintese reprovada 1- S1/F1 PVA Original 7- S2 PVA Original

2-S1 Aquecimento Original 2- S1/F1 PVA Sobrenadante 8- S2 PVA Sobrenadante
3-S1 Aquecimento Sobrenadante 3- S1/F1 PVA Precipitado 9- S2 PVA Precipitado
4-S1 Aquecimento Precipitado 4- S1/F2 PVA Original 10- S3 PVA Original

5-S2 Aquecimento Original 5- S1/F2 PVA Sobrenadante 11- S3 PVA Sobrenadante
6-S2 Aquecimento Sobrenadante 6- S1/F2 PVA Precipitado 12- S3 PVA Precipitado

7-S2 Aguecimento Precipitado
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Figura 6. Lotes de AgNPs sintetizados. (a) Sintese de AgNPs a partir de diferentes
protocolos, originando 6 lotes de AgNPs (S1/F1 PVA, S2/F2 PVA, S2 PVA, S1 Aquecimento,
S2 Aguecimento e S3 PVA, respectivamente). (b) Lotes sintetizados apds centrifugacéo a
12000 g /15min. (c) Ressuspenséo dos pallets em agua ultrapura no mesmo volume antes da
extracao do sobrendante, formando o precipitado. (d) Amostras dispostas na seguinte ordem:
da esquerda para a direita - lote original, sobrenadante e precipitado, de cima para baixo -
S1/F1 PVA, S2/F2 PVA, S2 PVA, S1 Aguecimento, S2 Aquecimento e S3 PVA).

Dentre os critérios de exclusdo pré-determinados, a coloracao e turbidez foram
0S primeiros parametros analisados em cada amostra. O aspecto turvo ou leitoso da
suspensao pode ser um indicio de excesso de reagentes ou contaminantes oriundos
da vidraria mal lavada (Melo Jr et al., 2012). Nenhuma das amostras apresentou
turbidez.
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Esperava-se sintetizar amostras com de cor amarelo-coloidal até amarelo-
alaranjado, visto que indicam maior homogeneidade e AgNPs esféricas com diametro
desejado. Além disso, o escurecimento da tonalidade da suspensao coloidal indica
AgNPs maiores e tons avermelhado e esverdeado indicam agregacao (Melo Jr, et al.,
2012, Almeida et al., 2015).

Na sintese do primeiro lote realizada pelo protocolo de aquecimento, seguiu-se
as etapas sintéticas previamente descritas no trabalho de Agnihotri e colaboradores
(2014). Entretanto, até que o sistema atingisse 90 °C, a coloracdo passou de amarelo-
alaranjado para marrom-avermelhado e por fim, 35 min apos a sintese, a coloracao
mudou para marrom escuro (Figura 7). Diante disso, o primeiro lote sintetizado foi

reprovado antes mesmo de avancar as analises.

Figura 7. Primeiro lote sintetizado pelo protocolo em aguecimento. (a) Sistema em
60 °C, solugdo amarelo-alaranjado. (b) Final da sintese, coloracio mudou para marrom-
avermelhado (c) Apdés 35 min do fim da sintese, a coloragdo mudou para marrom escuro.

O segundo (S1 Aguecimento) e o terceiro (S2 Aquecimento) lotes sintetizados
em aguecimento tiveram suas sinteses interrompidas antes do sistema chegar em 90
°C, visando manter a coloracdo esperada. S1 Aquecimento foi interrompida na
coloracdo amarelo-alaranjada (Figura 8b) e S2 Aquecimento foi interrompida na

coloracdo amarelo-coloidal (Figura 8c).

Figura 8. Lotes S1 e S2 Aquecimento sintetizados. (a) Estagio inicial de sintese. (b)
Coloracdo final da S1 Agquecimento, amarelo-alaranjado. (c) Coloracdo final da S2
Aquecimento, amarelo coloidal.
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A nucleacdo e o crescimento de nanoparticulas sdo governados por Varios
parametros de reacdo, incluindo temperatura, pH, concentragdo, percursores,
redutores, condi¢do cinética e presenca de estabilizadores (Lee e Jun, 2019). Nas
sinteses em aquecimento alteracdes na temperatura resultaram em amostras
diferentes. Ja na sintese em resfriamento, as modifica¢cdes no gotejamento de AQNO3
resultaram em sinteses visualmente similares, todas com colora¢do amarelo coloidal.
A figura 9 apresenta o inicio e o fim da sintese de em resfriamento.

O PVA foi utilizado com estabilizador na sintese em resfriamento. Ele adsorve
na superficie das nanoparticulas, promovendo repulséo elétrica e mantendo a suspenséo
coloidal estavel (Lee e Jun, 2020). A presenca de PVA explica a manutencdo da

coloracdo/estabilidade da amostra.

Figura 9. Etapas inicial e final da sintese de AgNP em resfriamento. (a) Estagio
inicial de sintese com NaBH4 em agitacdo. (b) Etapa pés gotejamento de AgNOs.
Mudanca de coloracédo para amarelo coloidal indica boa formacgéo das AgNPs. (c) S3
PVA ap0s adi¢édo do PVA. (d) S3 PVA 35 min apds sintese.

Adicionalmente, os ultimos critérios de exclusdo selecionados, foram a analise
das amostras por UV-Visivel e DLS para verificar a presenca de prata, tamanho e a
disperséao coloidal das particulas.

A formacéo das AgNPs foi confirmada pela banda plasménica caracteristica
proxima a 400 nm, observado no espectro UV-visivel obtido das amostras. A figura
10 apresenta os espectros resultantes das bandas de absorcdo das amostras.Foi
possivel observar que os lotes originais sintetizados em aquecimento (Figura 10 a)
apresentaram picos menores, mais arredondados e mais largos, quando comparados
aos picos dos lotes originais sintetizados em resfriamento (Figura 10b e c).

As amostras sobrenadante das sinteses em resfriamento (Figura 10b e c)
apresentaram picos reduzidos, em comparagao aos lotes originais. Assim como as
amostras precipitado da sintese em resfriamento apresentaram picos muito inferiores
guando comparados as demais amostras. As amostras sobrenadante das sinteses

em aquecimento (Figura 10a) apresentaram picos divergentes. Enquanto a amostra
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S1 aquecimento sobrenadante apresentou pico baixo, a amostra S2 aquecimento
sobrenadante apresentou pico aumentado. As amostras precipitado das sinteses em

aguecimento apresentaram picos altos, irregulares e bimodais (Figura 10 a).
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Figura 10. O espectro de UV-Visivel das amostras de AgNPs. Bandas plasmoénicas
evidenciadas préoximo a 400 nm indicam a formacao de AgNPs.

A largura e o pico da banda plasménica possuem relacdo direta com tamanho
e forma das nanoparticulas. E possivel observar formacéo de AgNPs entre 380 e 450
nm, tendo didmetros médios de 5 a 60 nm (Sélomon et al., 2007). Picos Unicos no
comprimento de onda de 420 nm indicam nanoparticulas esféricas de
aproximadamente 30 nm (Pinheiro e Pandoli, 2015). Todas as amostras originais e
sobrenadantes apresentaram esse pico caracteristico, sugerindo que os diametros
das AgNPs estédo na faixa de tamanho desejada.

O alargamento da base pode sugerir heterogeneidade na amostra (Melo Jr et
al., 2012). Este alargamento foi mais evidenciado nas amostras sintetizadas em

aguecimento (Figura 10a). E ainda, o surgimento de uma nova banda mais alargada
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ou bimodal pode surgir diante da agregacao das nanoparticulas (Brause et al., 2002).
Foi possivel observar esse comportamento no espectro das amostras S1 e S2
Aquecimento Precipitado (Figura 10 a e b). Uma hipétese para isto, € que as AgNPs
tenham agregado durante a centrifugacéo.

Segundo a Lei de Beer, quanto maior a absorbancia do pico, mais concentrada
tende a ser a solug&o. Picos a partir de 1,5 UA s&o considerados bons. A maioria das
amostras ultrapassou esse valor, exceto as amostras precipitado das sinteses em
resfriamento (Figura 10 b, ¢, d e d) e a amostra S1 Aquecimento sobrenadante (Figura
10 a), que tiveram o pico abaixo de 1,0 UA. Diante desses resultados, as amostras
precipitado de todas as sinteses j& poderiam ter sido reprovadas, entretanto, ainda
foram analisadas por DLS para confirmar tamanho e homogeneidade.

Como mencionado, todas as amostras foram analisadas por DLS, a fim de
identificar o tamanho hidrodinamico, a dispersao (indice de polidispersao — PDI) e a
presenca de agregados. Os resultados de diametro médio (dm) e PDI apresentados

pelas amostras estdo na tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Valores do didametro médio e PDI das amostras sintetizadas.

Amostra de AgNPs Diametro médio (nm) PDI
S1 Aquecimento Original 29,55 + 2,09 0,649 + 0,05
S1 Aguecimento Sobrenadante 22,15+0,42 0,658 + 0,01
S1 Aquecimento Precipitado 25,04 £ 0,33 0,914 + 0,01
S2 Aquecimento Original 36,90 £ 0,33 0,358 £ 0,05
S2 Aquecimento Sobrenadante 19,44 + 0,09 0,307 £ 0,001
S2 Aquecimento Precipitado 21,98 £0,14 0,809 + 0,003
S1/F1 PVA Original 20,97 £ 0,47 0,564 + 0,03
S1/F1 PVA Sobrenadante 45,92 £ 0,45 0,452 + 0,004
S1/F1 PVA Precipitado 174,1 + 11,83 0,374 £ 0,009
S1/F2 PVA Original 13,97 £ 0,25 0,533 £ 0,007
S1/F2 PVA Sobrenadante 20,15+ 0,43 0,403 £ 0,01
S1/F2 PVA Precipitado 293,1 £ 20,48 0,721 £ 0,07
S2 PVA Original 22,98 £ 0,08 0,569 + 0,003
S2 PVA Sobrenadante 22,97 £ 0,61 0,377 £ 0,004
S2 PVA Precipitado 77,92 £2,41 0,441 +£ 0,04
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S3 PVA Original ‘ 32,08 + 0,33 0,487 + 0,02
S3 PVA Sobrenadante ‘ 25,80+ 1,4 0,453 +0,1
S3 PVA Precipitado ‘ 26,42 + 3,17 0,502 + 0,07

A Figura 11 apresenta os gréaficos de distribuicdo populacional de todas as
amostras, o diametro médio das populacgdes, o diametro médio geral e o seu PDI.
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Foi possivel observar que todas as amostras apresentaram heterogeneidade
populacional. O indice de polidispersdo (PDI) € o principal indicativo de uma
populacdo variada em tamanho. Ele varia de 0 a 1, sendo 0 para amostras
homogéneas e 1 para amostras muito heterogéneas. Também pode ser indicativo de
agregacao/aglomeracéo de nanoparticulas (Daniel et al., 2018). O limite de aceitacéo
das amostras foi PDI: 0,5, visto que as AgQNPs NANoOREG apresentam PDI 0,51 (Klein
et al., 2018). Metade das amostras apresentaram PDI dentro do limite de aceitagao:
S2 Aquecimento Original (PDI: 0,358 = 0,05), S2 Aquecimento Sobrenadante (PDI:
0,307 +£0,001), S1/F1 PVA Sobrenadante (PDI: 0,452 + 0,004), S1/F1 PVA Precipitado
(PDI: 0,374 = 0,009), S1/F2 PVA Sobrenadante (PDI: 0,403 + 0,01), S2 PVA
Sobrenadante (PDI: 0,377 £ 0,004), S2 PVA Precipitado (PDI: 0,441 + 0,04), S3 PVA
Original (PDI: 0,487 + 0,02) e S3 PVA Sobrenadante (PDI: 0,453 + 0,1).

Além do PDI, a presenca de mais de um pico no grafico indica popula¢cées bem
diferentes entre si e, 0 alargamento da base da curva indica AgNPs de tamanhos
distintos. Apenas duas amostras apresentaram um unico pico: S1/F1 PVA Precipitado
(100%: dm: 174,1 nm) e S2 PVA sobrenadante (100%: dm: 30 nm) (Figura 11 i e n).

A amostra S3 PVA Sobrenadante (95,8%: dm: 44,23 nm e 4,2%: dm: 4,5 nm)
e as amostras em aquecimento original e sobrenadante: S1 Aquecimento Original
(85%: dm: 66,18 nm e 15%: dm: 2,8 nm), S1 Aquecimento Sobrenadante (79,2%: dm:
61,15 nm e 20,8 %: dm: 3,29 nm), S2 Aguecimento Original (90,9%: dm: 54,08, 9,1%:
dm: 1,5 nm) e S2 Aquecimento Sobrenadante (90,6%: dm: 27,12 nm e 9,4%: dm: 1,29
nm) apresentaram duas populagbes diferentes, com pico bem definidos e nao
alargados (Figura 11 A, B, D, E e Q).

As demais amostras apresentaram heterogeneidade: S1 Aquecimento
Precipitado (77,5%: dm: 166,60 nm, 19,3%: dm:4,6 nm, 3,2%: dm: 418,3 nm), S2
Aquecimento Precipitado (75,8%: dm: 87,7 nm, 19,9%: dm: 3,98 nm, 4,3%: dm:1,18
nm), S1/F1 Original (73,8%: dm: 60,94 nm, 26,2%: dm: 7,19 nm), S1/F1 Sobrenadante
(90,2%: dm: 81,86 nm, 8,8%: dm: 9,6 nm), S1/F2 Original 74,5%: dm:40,37 nm, 24,9%.:
dm: 2,67 nm, 0,6%: dm: 1,44 nm), S1/F2 Sobrenadante 74,6%: dm: 71,89 nm, 10,7%:
dm: 5,8 nm, 14,7%: dm: 3,8 nm), S1/F2 Precipitado (92,2%: dm: 177,2 nm, 5,6%: dm:
5018 nm, 2,2%: dm: 38,52 nm), S2 PVA Original (83,1%: dm: 60,16 nm, 16,9%: dm:
5,46 nm), S2 PVA Precipitado (95%: dm: 125 nm, 3,4%: dm:16 nm, 1,6%: dm: 3278
nm), S3 PVA Original (94,3%: dm: 57,83 nm, 4,5%: dm: 8,4 nm, 1,2%: dm:1255 nm)
e S3 PVA Precipitado (81,1%: dm: 72,90 nm, 15,7%: dm: 1739 nm e 3,2%: dm: 1,2
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nm) (Figural1ll C,G,H, J,K,L, M, O, P e R).

Com o intuito de separar populagbes maiores das menores, decidiu-se
centrifugar os lotes originais por pouco tempo (15 min). Esperava-se que AgNPs
maiores precipitassem e as menores continuassem suspensas. Esse método foi eficaz
para a maioria das amostras, exceto S1/F1 e S1/F2, que apresentaram populacdes
maiores nas amostras sobrenadante: S1/F1 Original (73,8%: dm: 60,94 nm, 26,2%:
dm: 7,19 nm) e S1/F1 Sobrenadante (90,2%: dm: 81,86 nm, 8,8%: dm: 9,6 nm); S1/F2
Original (74,5%: dm:40,37 nm, 24,9%: dm:2,67 nm, 0,6%: dm: 1,44 nm) e S1/F2
Sobrenadante 74,6%: dm: 71,89 nm, 10,7%: dm: 5,8 nm, 14,7%: dm: 3,8 nm) (Figura
11 G, H, J e K).

As demais amostras sobrenadante possuem populacdes com diametro menor,
em comparacao as suas amostras originais: S1 Aquecimento Sobrenadante (79,2%:
dm: 61,15 nm e 20,8 %: dm: 3,29 nm) e S1 Aquecimento Original (85%: dm: 66,18 nm
e 15%: dm: 2,8 nm); S2 Aquecimento Sobrenadante (90,6%: dm: 27,12 nm e 9,4%:
dm: 1,29 nm) e S2 Aquecimento Original (90,9%: dm: 54,08, 9,1%: dm: 1,5 nm); S2
PVA sobrenadante (100%: dm: 30 nm) e S2 PVA Original (83,1%: dm: 60,16 nm,
16,9%: dm: 5,46 nm); S3 PVA Sobrenadante (95,8%: dm: 44,23 nm e 4,2%: dm: 4,5
nm) e S3 PVA Original (94,3%: dm: 57,83 nm, 4,5%: dm: 8,4 nm, 1,2%: dm:1255 nm)
(FiguraB, A, E, D, N, M, Q e P).

Enquanto as amostras precipitado apresentaram populacdes diametro maior:
S1 Aquecimento Precipitado (77,5%: dm: 166,60 nm, 19,3%: dm:4,6 nm, 3,2%: dm:
418,3 nm), S2 Agquecimento Precipitado (75,8%: dm: 87,7 nm, 19,9%: dm: 3,98 nm,
4,3%: dm:1,18 nm), S1/F1 PVA Precipitado (100%: dm: 174,1 nm), S1/F2 Precipitado
(92,2%: dm: 177,2 nm, 5,6%: dm: 5018 nm, 2,2%: dm: 38,52 nm), S2 PVA Precipitado
(95%: dm: 125 nm, 3,4%: dm:16 nm, 1,6%: dm: 3278 nm) e S3 PVA Precipitado
(81,1%: dm: 72,90 nm, 15,7%: dm: 1739 nm e 3,2%: dm: 1,2 nm) (Figura 11 C, F, I, L,
O e R). Além disso, foi possivel observar que populagdes maiores foram formadas,
possivelmente devido & agregacéo no processo de centrifugacao.

Uma vez que o diametro médio da amostra é calculado por todas as
populacdes, decidiu-se nesse trabalho considerar o didmetro médio da maioria
populacional (moda), pois representa melhor a quase totalidade da amostra. O
objetivo era produzir AQNPs com 30 £ 10 nm. Sabe-se que quanto menor o tamanho
das AgNPs, maior a é&rea interfacial e maior a interacdo da nanoparticula com as

células, facilitando assim, o efeito citotéxico e antimicrobiano (Shahverdi et al., 2007;



50

Duran et al., 2019). Ha um consenso na literatura de que AgNPs até 20 nm sdo as
mais citotoxicas para diferentes linhagens celulares (Hernandez-Sierra, 2011; Gliga et
al., 2014). Além disso, o formato das AgNPs influencia o mecanismo de captacao
celular, que por sua vez também modula a citotoxicidade (Akter et al., 2018). AgNPs
triangulares sdo mais citotoxicas que as esféricas (Agnihotri et al., 2014). Diante disso,
o didmetro de escolha foi o diametro de 30 + 10 nm.

Foi possivel identificar que a maioria das amostras sobrenadante atendem os
requisitos de tamanho: S2 Aquecimento Sobrenadante (80%: dm: 20,9 nm), S1F2
PVA Sobrenadante (84%: dm: 40 nm), S2 PVA Sobrenadante (100%: dm: 30 nm), S3
PVA Sobrenadante (80%: dm: 39,6 nm).

O diametro hidrodinamico médio e a dispersdo também foram analisados a
longo prazo (7, 30 e 60 dias apos a sintese), com o objetivo de avaliar a estabilidade
das amostras e decidir as que continuariam na etapa de ensaios bioldgicos. As
amostras que apresentaram diametro maior que 40 nm e PDI maior que 0,5 foram
excluidas. A Figura 12 apresenta os dados de diametro médio (dm) e PDI das
amostras apods sintese e ao longo tempo. A linha preta nos graficos representa o corte

de exclusao.
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Figura 12. Diametro hidrodindmico médio (dm) e PDI das amostras de AgNPs em agua
ao longo (0Oh, 7, 30 e 60 dias). Alinha de corte representa limite para aprovacao das amostras

(dm: até 40 nm, PDI: até 0,5).
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Foi possivel observar que todas as amostras em precipitado sintetizadas em
aquecimento ou em resfriamento, apresentam didametro médio da maioria populacional
bem acima do estipulado, mesmo ao final dos 60 dias de analise (S1 Aguecimento
Precipitado: dm: 184,95 nm, S2 Aquecimento Precipitado: dm: 101,10 nm, S1/F1 PVA
Precipitado: dm: 157,10 nm, S1/F2 PVA Precipitado: dm: 87,79 nm, S2 PVA
Precipitado: dm: 94,67 nm e S3 PVA Precipitado: dm 112,40 nm). Esses dados também
corroboram com a coloracdo esverdeada e amarronzada, indicando agregacao.
Portanto, todas as amostras precipitado foram excluidas.

As amostras S1 Aquecimento (original e sobrenadante) extrapolaram os limites
estipulados para dm e PDI, por isso também foram excluidas (60 dias: S1
Aquecimento Original: dm: 80,35 nm e PDI: 0,61; S1 Aquecimento Sobrenadante: dm:
73,45 nm e PDI: 0,7).

As amostras S1/F1 PVA (original e sobrenadante) apesar de terem
apresentado PDI dentro limite (60 dias: S1/F1 PVA Original: PDI: 0,48 e S1/F1 PVA
Sobrenadante PDI: 0,445), demostrando estabilidade populacional, o diametro médio
extrapolou o estipulado (60 dias: S1/F1 PVA Original: dm: 80,35 nm e S1/F1 PVA
Sobrenadante: dm: 73,45 nm).

As demais amostras originais, sintetizadas tanto em aquecimento, quanto em
resfriamento, apresentaram diametro médio além do estipulado (60 dias: S2
Aquecimento Original: dm: 50,46 nm, S1/F2 PVA Original dm: 71,55 nm, S2 PVA
Original dm: 65,83 nm, S2 PVA Original dm: 58,50 nm), portanto, todas foram
excluidas.

Ja as amostras S2 Aquecimento Sobrenadante (60 dias: dm: 29,79 nm e PDI:
0,496), S1/F2 PVA sobrenadante (dm: 39,22 nm e PDI: 0,584) e S3 PVA
sobrenadante (dm: 39,60 nm e PDI 0,490) apresentaram dm e PDI dentro do limite
aceitavel, por isso foram aprovadas. Completando, a amostra S2 PVA Sobrenadante
apresentou o menor e mais estavel tamanho hidrodindmico médio, mantendo 100%
da sua populagcdo com dm: 30 nm e PDI abaixo do esperado, 0,377, sendo, portanto,
a amostra mais promissora.

Finalmente, as quatro amostras aprovadas: S2 Aquecimento Sobrenadante,
S1F2 PVA Sobrenadante, S2 PVA Sobrenadante e S3 Sobrenadante, seguiram para

outros ensaios de estabilidade e caracterizacao.



53

5.2 Caracterizacdo das amostras aprovadas

Com o obijetivo de verificar o comportamento das AgNPs diante das condi¢cdes
experimentais, o tamanho hidrodinamico e o PDI das amostras diluidas em meios de
cultura DMEM low glucose (DL) e high glucose (DH) suplementados com 10% SFB
também foram analisados por DLS.

Tamanho e PDI de AgNPs em agua e meios de cultivo
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Figura 13. Tamanho e PDI de AgNPs em meios de cultivo DMEM low glucose (DH) e high
glucose (DH) suplementados com 10% SFB. Osdados foram expressos em média + DP
(n=3). A andlise estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com mdltiplas
comparac6es de Dunnett (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001, ns: ndo significativo).

Como esperado, o tamanho médio (dm) das amostras aumentou quando em
contato com os meios de cultura (DL e DH) suplementados com 10% SFB. N&o houve
diferenca significativa entre os tipos de meio. A amostra S2 Aquecimento
Sobrenadante foi significativamente mais estavel nos meios de cultura (*p <0,05; **p

<0,01) em comparacéo as amostras em resfriamento (***p <0,001).

Uma maneira de avaliar a adsor¢do espontanea e inespecifica de proteinas na
superficie das AgNPs é através da carga superficial, que foi avaliada através do
Potencial Zeta (PZ) das amostras, tanto das amostras em agua, quanto em meio de
cultura suplementado com 10% de SFB. A Figura 14 apresenta os resultados

nominais do PZ de cada amostra em agua e em meio de cultura.
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Figura 14. Potencial Zeta (PZ) das AgNPs em meios de cultivo DMEM low (DL) e high
(DH). Osdados foram expressos em média £+ DP (n=3). A analise estatistica foi realizada
através do teste one-way ANOVA com multiplas comparacdes de Dunnett (*p <0,05; **p <0,01;
*** <0,001, ns: ndo significativo).

Para a amostra S2 Aquecimento Sobrenadante, o valor nominal do PZ em
agua foi de -30,97 mV e em meios de cultivo: -0,31 mV (DL) e -0,71 mV (DH). Para
a amostra S1/F2 Sobrenadante em agua foi de -29,30 mV e em meios de cultivo: -
10,7 mV (DL) e -10,19 mV (DH). Para a amostra S2 PVA Sobrenadante em agua foi
de -30,02 mV e em meios de cultivo: -11,84 mV (DL) e -12,53 mV (DH). Por fim,
o valor encontrado para a amostra S3 PVA Sobrenadante em agua foi de -30,87 mV
e em meios de cultivo: -6,55 mV (DL) e -8,62 mV (DH).

No ambiente in vivo, ao entrarem em contato com fluidos biologicos, as AgNPs
podem ser revestidas por uma coroa biomolecular, formando uma estrutura chamada
proteina-corona. A proteina-corona € um sistema dinamico formado principalmente
por proteinas que revestem as AgNPs conferindo uma nova identidade, resultando em
perda ou ganho de funcéo (Mirsili et al., 2022). De maneira geral, para que uma
suspensado de AgNPs seja considerada estavel, o valor nominal de PZ precisa ser
inferior a -30 mV ou superior a +30 mV, enquanto as regides intermediarias a esses
valores indicam condic¢des instaveis (Camara et al., 2021).

A amostra S2 PVA Sobrenadante analisada em agua apresentou valor nominal
de PZ (-30,02 mV) mais préximo do valor de estabilidade (-30mV), dentre todas as
amostras em agua. Embora as outras amostras também tenham apresentado valor
muito proximo da estabilidade (S2 Aquecimento: -30,97 mV, S2/F2 PVA
Sobrenadante: -30,02 mV, S3 PVA Sobrenadante: -30,87 mV).

Ja as amostras analisadas em meio de cultura indicaram maior instabilidade de
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carga, sendo possivelmente causada pela interacdo com as proteinas. E ndo houve
diferencga estatistica entre os meios DH e DL em todos os grupos. Além disso, foi
possivel observar que as amostras PVA sdo mais estaveis, uma causa provavel € a

estabilidade gerada pela adsorcédo do PVA na sua superficie das AgNPs.

Para avaliar a morfologia e distribuicdo de tamanho das AgNPs, foi utilizada a
analise em microscopia eletronica de transmissdo (MET). Na imagem €& possivel
observar que as AgNPs das quatro amostras apresentaram morfologia
predominantemente arredondada e heterogeneidade de tamanhos. Além disso, todas

as amostras apresentaram tamanho na escala manométrica (até 100 nm).
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Figura 15. Tamanho e morfologia de AgNPs por Microscopia Eletrbnica de
Transmissdo. (a) Amostra S2 Agquecimento Sobrenadante. (b) Amostra S2/F2 PVA
Sobrenadante. (c) Amostra S2 PVA Sobrenadante, (d) Amostra S2 PVA Sobrenadante. A
micrografia demonstra que as AgNPs apresentam morfologia majoritariamente esférica,
populacdes variadas, sendo possivel observar aglomerados/agregados (setas vermelhas).
Escala: 100 nm.
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Uma vez que a suspensdo coloidal das AgNPs é pingada na grade de
microscopia e aguarda-se até sua completa secagem para andlise, é esperada a
aproximagdo das AgNPs. No entanto, foi possivel observar presenca de
agregados/aglomerados nas amostras S2 Aquecimento sobrenadante (Figura 15 A),
S1/F2 PVA sobrenadante (Figura 15 B) e S3 PVA sobrenadante (Figura 15 D),
indicados por setas vermelhas. A diferenga entre aproximacdo e
agregarao/aglomeracdo é a impossibilidade de estabelecer o limite de borda das
AgNPs.

Também foi possivel observar que a amostra S2 PVA sobrenadante
apresentou uma maior dispersao e homogeneidade, sem presenca de aglomerados e
agregados (Figura 15 C). Esse resultado corrobora com os dados obtidos de diametro
meédio das AgNPs por DLS, cuja amostra manteve-se estavel ao longo dos 60 dias,

apresentando um unico pico com dm: 30 nm.

A analise elementar por EDS confirmou a natureza quimica das AgNPs. Na
Figura 16, é possivel verificar graficamente a presenca majoritaria dos elementos
prata (Ag) e carbono (C), além dos elementos sédio (Na), oxigénio (O) e
contaminante, o cloro (Cl), presente na amostra S3 PVA Sobrenadante. O carbono
pode ser explicado pela composi¢cédo da fita que recobre o stub de amostra (fita de
carbono). Os demais elementos, foram oriundos dos reagentes utilizados para a
sintese (TSC ou PVA, NaBH4 e AgNQO3). Ja o cloro (Cl), possivelmente foi oriundo do
acido de lavagem da vidraria. A presenca de impurezas é um ponto negativo, visto
gue podem ser sitios de nucleacdo para AgNPs, tornando a amostra instavel (Melo Jr
et al., 2012).

O pico de intensidade do espectro esta diretamente relacionado a quantidade
de elemento na amostra. As amostras S1/F2 PVA e S2 PVA Sobrenadante foram as
gue mais apresentaram intensidade de pico de Ag. E a amostra S2 Aquecimento

Sobrenadante foi a amostra com menor intensidade de prata.
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$2 Aquecimento Sobrenadante $1/F2 PVA Sobrenadante

Figura 16. Composicdo elemntar por Energia Dispersiva de Raios X as amostras de
AgNPs. Ag (prata), O (oxigénio), Na (sédio), C (carbono) e CI (cloro). Imagens provenientes
da analise no MEV na escala de 25 pm.

5.7 Determinacdo do potencial antimicrobiano

O efeito de um antimicrobiano contra um microrganismo é frequentemente
medido como a concentracgdo inibitéria minima (CIM ou MIC) associada a 50% do
efeito (ICs0) ou a concentracdo bactericida minima (CBM) (Bury-Moné, 2014). Para
calcular a CIM, foram feitas diluicbes seriadas das AgNPs que desafiaram as cepas
bacterianas resistentes do canal radicular (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis). A viabilidade bacteriana foi
determinada através do ensaio de MTT. O ICso calculado a partir da curva logaritmica
dos dados de citotoxicidade. Os resultados de MIC e ICso das diferentes amostras de

AgNPs estao apresentados na Tabela 1.



Tabela 2. Valores de MIC e ICso das AgNPs para diferentes cepas bacterianas

S3PVA (ug/mL)
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MIC 1Csg MIC 1Csg MIC 1Csg MIC ICsg MIC ICso
Escherichia coli > 250 > 250 > 250 > 250 250 [104,301+ 8,994 >250 > 250 250 109,55+ 2,430
Staphylococcus aureus > 250 | 148,155+ 8,894 125 64,895+ 20,875| 125 54,827+ 6,876 125 43,431+ 6,769 62,5 28,753+ 3,909
Pseudomonas aeruginosa 250 128,571+ 5,495 62,5 19,353+ 1,048 | 31,25 |17,817+2,554| 31,25 |27,612+0,937| 31,25 | 24,550+ 2,387
Enterococcus faecalis 250 143,484+ 15,321 125 52,611+ 4,384 125 | 40,851+ 2,846 250 54,833+ 5,136 61,25 | 41,885+ 6,512
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Foi possivel observar que para E. coli todas as amostras de AgNPs
apresentaram MIC, pelo menos, a partir de 250 pg/mL. A amostra S2 Aquecimento
Sobrenadante foi a que apresentou maiores valores de MIC (a partir de 250 pg/mL) e
ICs0 (a partir de 128,571 + 5,495 pg/mL).

As amostras em resfriamento, S1F2 PVA Sobrenadante, S2 PVA Sobrenadante
e S3 PVA Sobrenadante, apresentaram valores similares de MIC. Para S. aureus
apresentaram MIC igual a 125 pg/mL; para P. aeruginosa apresentaram MIC igual
62,5 pg/mL (S1/F2 PVA) e 31,25 pg/mL (S2 PVA e S3 PVA); para E. faecalis
apresentaram MIC igual a 125 pg/mL (S1/F2 PVA e S2 PVA) e 250 pg/mL (S3 PVA).
A amostra S2 PVA Sobrenadante foi a que apresentou MIC e ICso € mais proximo das
AgNPs NANOREG.

A MIC é a menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento visivel. A MBC é a menor concentracdo de antibiético necessaria para
matar 99,9% do indculo inicial (Pankey e Sabath, 2004). A MBC de todas as amostras
foi igual a MIC, este € um ponto positivo, pois 0s antimicrobianos s6 sao considerados
bactericidas, se a MBC nao for mais do que quatro vezes o valor da MIC.

As amostras em resfriamento (S1F2 PVA, S2 PVA e S3 PVA Sobrenadante)
foram mais bactericidas, quando comparadas a amostra S2 Aquecimento
Sobrenadante. Este é um resultado inesperado, visto que as AgQNPs em resfriamento
possuem PVA recobrindo sua superficie e, modificacbes da superficie das
nanoparticulas modulam sua toxicidade. Polimeros como PVA e PEG tendem a
diminuir a citotoxicidade da AgNPs (Duran, 2018). Uma possivel explicacdo para tal
resultado, seria a pouca quantidade de prata na amostra S2 Aquecimento
Sobrenadante observada por EDS.

Um dos mecanismos de acéo da prata sao principalmente atribuidos aos ions
de prata. As AgNPs liberam continuamente ions de prata em um microambiente
aquoso (Lok et al., 2007) e devido a maior area de superficie, elas mostram um efeito
bactericida potencializado (Akter et al., 2018). Bactérias Gram-negativas sao mais
suscetiveis a acdo de ions Ag+ do que bactérias Gram-positivas, a razdo para a
suscetibilidade diferente esta no peptidoglicano, que é um componente presente na
membrana celular bacteriana. A parede celular em bactérias Gram-positivas €
composta por uma camada de peptidoglicano com carga negativa de
aproximadamente 30 nm de espessura, enquanto as bactérias Gram-negativas

possuem apenas 3 a4 nm (Jun e Lee, 2019; Meike et al., 2020).
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Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa sao bacilos Gram-negativos,
engquanto Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis sdo cocos Gram-positivos,
ambos presentes em infec¢cBes secundarias do canal radicular. Ainda E. faecalis tem
sido associada aos casos de infeccao persistente (Siqueira e Ré¢as, 2008). Portanto,
esperava-se que as AgNPs fossem mais eficientes para E. coli e P. aeruginosa.
Evidenciou-se que os valores de MIC para P. aeruginosa foram as menores,
entretanto, para E. coli foram os maiores.

E comumente reconhecido que AgNPs menores que 10 nm podem alterar
diretamente a permeabilidade celular, entrar em células bacterianas e causar danos
celulares. Parvekar e colaboradores (2020) investigaram a MIC e MBC de AgNPS com
5 nm frente Staphylococcus aureus, também pelo método de diluicdo em caldo, e
encontram MIC e MBC igual a 0,625 mg/mL (Parvekar et al., 2020). Esse valor é 5x
maior ao que encontramos (125 pug/mL). Outro estudo anterior demonstrou que MIC e
MBC de AgNPs de 10 nm estd em concentracdes de 1,35 mg/mL contra S. aureus
(Vanesa et al., 2009). Esse valor € 10x maior ao que demonstramos. Agnihotri e
colaboradores (2014) avaliaram diferentes tamanhos de AgNPs e demonstraram que
AgNPs com tamanho menor que 10 nm apresentam maior efeito antimicrobiano.
Apesar das AgNPs usadas neste estudo terem tamanho médio aproximado a 30 nm,
os resultados de efeito antimicrobiano foram mais desejaveis para S. aureus.

Para Pseudomonas aeruginosa, os valores de MIC foram bem divergentes.
Enquanto dois estudos encontraram valores de MIC baixos, outro se aproximou aos
nossos achados. Veorica e colaboradores (2017) sintetizaram AgNPs esféricas, com
19 £ 2 nm, por sintese verde e apresentaram MIC igual a 6,25 pg/mL. Brown e
colaboradores realizaram sintese por reducéo, utilizando citrato e encontraram MIC
igual a 4 pg/mL. Ja Amirulhusni e colaboradores (2012) realizaram sintese por rota
quimica, produzindo AgNPs com 20 nm e encontraram MIC igual a 100 pg/mL e MBC
igual a 200 pg/mL.

LesOes perirradiculares resistentes, associado a falhas endodobnticas e
infeccbes secundarias sdo predominantemente causadas por Enterococcus faecalis.
Por ser uma bactéria anaerébica facultativa, pode suportar condicbes extremas e
ainda possui resisténcia a antibioticos, solucdes irrigantes convencionais (como
hipoclorito de sédio e clorexidina), medicamentos intracanais e alto pH alcalino
(Alghamdi e Shakir, 2020). Buscando mitigar os problemas relatados, solucbes

intracanais, contendo AgNPs, vém sendo estudadas (Kaukab et al., 2023). Devido
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suas caracteristicas de resisténcia, espera-se que as concentracbes de AgNPs
eficazes contra E. faecalis sejam altas. Um estudo demonstrou concentracdo de MIC
igual a 300 pg/mL e CBM igual a 900 pg/mL (Marin-Correa et al., 2020). Felizmente,
nossos valores encontrados de MIC e MBC para E. faecalis foram 125 pg/mL e 250
pg/mL, a depender da amostra.

Finalmente, os efeitos antibacterianos dos medicamentos sao rotineiramente
avaliados por difusdo em agar. A vantagem do ensaio de microdiluicdo em caldo sobre
o método de difusdo em agar € que ele € independente das propriedades de difusao
do material e do meio testados. Uma limitagcdo importante deste estudo € que ele foi
realizado em bactérias planctdnicas. As infec¢cdes endoddnticas séo principalmente
polimicrobianas e apresentam propriedades diferentes no biofilme. O biofilme é
tolerante as AgNPs e sua difusdo tem relacdo com o seu tamanho e suas
caracteristicas fisico-quimicas. AgNPs maiores que 50 nm terdo dificuldade de difusédo
pelo biofilme (Yin et al., 2020). Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o efeito
antimicrobiano das nanoparticulas de prata em biofilme.

Diante do exposto até aqui, considerando que a amostra S2 PVA Sobrenadante
apresentou bom desempenho no ensaio antimicrobiano e maior estabilidade ao longo
do tempo, didmetro médio dentro do esperado (dm: 30 nm) e baixo PDI (0,377),
decidiu-se uséa-la na adicdo ao cimento MTA. E para determinar a melhor
concentracdo para incorporacao, foi realizado ensaio de viabilidade celular por MTT
nas células FGH e MG-63.

5.8 Ensaio de viabilidade celular por MTT frente as concentracdes candidatas a

incorporagao

Usar apenas a MIC nao é suficiente para eliminar completamente as
populacdes bacterianas, especialmente em casos de microrganismos persistentes e
que formam biofilme bacteriano. Por isso, a utilizacdo de concentracbes de
antimicrobianos acima da MIC é uma pratica recomendada para garantir a eficacia do
tratamento e prevenir a resisténcia bacteriana (Russell e McDonnell, 2000; Prashik et
al., 2020; Jones e Joshi, 2021). Partiu-se entdo das maiores concentracdes de MIC
(125 e 250 pg/mL) e testou-se a citotoxicidade destas concentracdes e de
concentracdes ainda maiores (350, 500 e 750 pg/mL) as células FGH e MG-63, em
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diferentes tempos (24, 48 e 72h). Os resultados da exposi¢do das AgNPs S2 PVA as
linhagens estao apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Viabilidade celular. Ensaio de reducdo de MTT realizado emexposi¢cdo das
linhagens FGH e MG-63 as AgNPs S2 PVA, nas concentracdes de 125, 250, 350, 500 e 750
pug/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h. O controle positivo foram células ndo expostas. O
controle de morte foi Triton™ X-100 0,1%. Foram realizados trés experimentos
independentes. A andlise estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com
multiplas comparagcdes de Dunnett comparado ao grupo controle (células viaveis) (*p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001, ns: ndo significativo).



63

Os resultados apresentam reducéo significativa da atividade mitocondrial das
células FGH, quando comparadas ao controle (***p <0,001), em todos os tempos (24,
48 e 72h). Essa reducdo € ainda maior (***p <0,001) em 72h, sobretudo nas
concentracbes de 350, 500 e 750 pg/mL de AgNPs S2 PVA Sobrenadante
(viabilidade: 84,30% = 0,65, 77,20% * 6,50, 75,45% * 0,40, respectivamente).

Os resultados também demonstram que, em 24h, houve reducéo significativa
da atividade mitocondrial das células MG-63, quando comparadas ao controle (***p
<0,001), apenas na concentracdo de 750 pg/mL de AgNPs S2 PVA Sobrenadante
(viabilidade: 84,20% = 1,74). Em 48h, houve redugéo (***p <0,001) em 500 e 750
png/mL de AgNPs S2 PVA Sobrenadante (viabilidade: 86,45% + 3,40 e 76,32% * 2,67,
respectivamente). JaA em 72h, a reducado (***p <0,001) foi evidente a partir de 250
png/mL de AgNPs S2 PVA Sobrenadante (viabilidade: 85,37% + 2,92, 76,93% + 2,55,
76,66% * 0,64 e 67,99% = 3,99 respectivamente).

Halkai e colaboradores (2019) investigaram a citotoxicidade de AgNPs, em 24h,
em fibroblastos gengivais humanos e encontraram o ICso de 260 pg/mL. Hernandez-
Sierra e colaboradores (2011) demonstraram que AgNPs de 15-20 nm apresentam
citotoxidade, por MTS, para fibroblastos do ligamento periodontal humano a partir de
25 ug/mL, em 24, 48 e 72h, tendo a diminuicdo da viabilidade aumentada com o
tempo. JA AgNPs de 80-100 nm ndo apresentaram diminuicdo da viabilidade. Nés
encontramos reducao da atividade mitocondrial de células FGH e MG-63 também
tempo-dose dependente, a partir de 250 uyg/mL. Esses dados demonstram que nossas
AgNPs sdo menos citototoxicas, podendo ser explicadas pelo recobrimento das
AgNPs com PVA, corroborando com os resultados de Niska e colaboradores (2016)
gue encontraram diferenca estatisticamente significativa na reducdo da citotoxicidade
de AgNPs nas células FGH, quando recobertas com acido tanico, polietileno glicol
(PEG) e acido lipoico.

Conforme estabelecido na ISO 10993-5:2009 (Avaliagcdo biologica de
dispositivos médicos — testes de citotoxicidade in vitro), a reducdo de viabilidade
celular € considerada biologicamente significativa quando atinge uma diminuigdo de
30%. Em 72h, na concentracao de 750 pg/mL, a viabilidade das células MG-63 foi de
67,99% + 3,99, evidenciando citotoxicidade. Diante dos resultados, considerando
ainda que a resposta citotdxica frente a AgNPs relatada na literatura é dose-tempo-
dependente (Padmini et al., 2022; Matysiak-kucharek et al., 2023), decidiu-se usar a

concentracéo de 500 pg/mL para incorporacédo no cimento MTA.
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5.9 Avaliacédo do potencial citotéxico dos cimentos modificados com AgNPs
por MTT, LDH e ROS

Apos o periodo de preparo de extratos (24h), foi realizado o ensaio de MTT por
contato indireto a fim de verificar o potencial citotéxico do cimento MTA modificado
com 500 pg da amostra S2 PVA Sobrenadante, comparado ao cimento MTA puro, nas
linhagens celulares FGH e MG-63. Os ensaios ocorreram em 24h e concentracdes de
extrato (25 %, 50%, 75% e 100%) diferentes. Os resultados da viabilidade celular

estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Viabilidade celular. Ensaio de reducéo de MTT realizado por contato indireto nas
linhagens FGH e MG-63 aos extratos do cimento MTA puro (comparacédo) e MTA S2PVA, nas
concentracdes 25, 50, 75 e 100% dos extratos, em 24h. O controle positivo foram células
ndo expostas. O controle de morte foi Triton™ X-100 a 0,1%. Os controles de experimento
foram PEAD e extracdo. Foram realizados trés experimentos independentes. A analise
estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com multiplas comparacdes de
Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (células viaveis) (*p <0,05; **p <0,01; ***p
<0,001, ns: néo significativo).
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Primeiramente, o0s resultados demonstraram que ha reducdo de
aproximadamente de 10% (FGH: 91,60% + 4,56 e MG-63: 90,78% + 3,21) da
viabilidade celular apenas pelo contato das células com o meio de extracdo (meio de
cultura sob a mesma condicdo em que 0s extratos sdo produzidos), quando
comparados ao controle negativo (meio de cultura fresco) (**p <0,01). O PEAD
(polietileno de alta densidade) é um material conhecidamente néo citotoxico, mas foi
possivel observar uma pequena diminui¢do da atividade mitocondrial das células FGH
(92,34% + 3,10, **p <0,001) e MG-63 (87,73% = 3,09, ***p <0,001), quando
comparados ao controle negativo.

Em relagdo ao material teste, os resultados demonstraram que houve uma
reducdo estaticamente significativa da viabilidade celular tempo-dose-material
dependente, em ambas as células. Os extratos contendo o MTA modificado com
AgNPs S2 PVA Sobrenadante reduziram mais a viabilidade celular do que os extratos
contendo o MTA puro, sendo possivel observar esse comportamento nas duas células
e em todas as concentracfes testadas. De maneira geral, as células MG-63 foram
bem mais sensiveis aos extratos do que as células FGH.

Os resultados também demonstraram citotoxicidade (***p <0,001) para as
células FGH a partir do contato com os extratos a 50% do cimento MTA modificado
com AgNPS, da seguinte forma: 50% MTA + S2PVA: viabilidade 65,40% * 5,70; 75%
MTA + S2PVA: viabilidade 58,69% + 8,60; 100% MTA + S2PVA: viabilidade 26,82%
+ 5,80). Nas células MG-63, foi possivel observar citotoxicidade (***p <0,001) a partir
do contato com os extratos a 25% do cimento MTA modificado com AgNPS, da
seguinte forma: 25% MTA + S2PVA: viabilidade 69,41 + 3,47; 50% MTA + S2PVA:
viabilidade 53,93 + 3,39; 75% MTA + S2PVA: viabilidade 47,11 + 4,26 100% MTA +
S2PVA: viabilidade 34,29 + 2,15).

Para complementar os resultados de citotoxicidade celular avaliados pelo
ensaio de MTT, também foi dosada a quantidade da enzima lactato-desidrogenase
(LDH) presente no sobrenadante celular. Os resultados de citotoxicidade expressos
pela liberagdo de LDH, que podem ser observados na Figura 19, logo abaixo, e
demonstram a liberagdo de LDH de maneira tempo-dose-dependente. Esses dados
confirmam que ha rompimento de membrana das células n&o viaveis e presenca de
necrose e que as células MG-63 apresentaram maior rompimento da membrana

plasmatica em comparacao as células FGH.
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Figura 19. Citotoxicidade celular. Ensaio de liberacdo de LDH realizado por contato indireto
nas linhagens FGH e MG-63 aos extratos do cimento MTA puro (comparagéo) e MTA S2PVA,
nas concentragdes 25, 50, 75 e 100% dos extratos, em 24h. O controle positivo foram
células ndo expostas. O controle de morte foi Triton™ X-100 a 0,1%. Os controles de
experimento foram PEAD e extragcdo. Foram realizados trés experimentos independentes. A
andlise estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com multiplas comparagdes
de Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001, ns: ndo
significativo).

Considerando que AgNPs geram estresse oxidativo par as células e que a
superproducao de ROS pode desnaturar diferentes proteinas, levando a morte celular,
também foi dosada a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS)
intracelulares. Os resultados expressos pela quantificacdo de ROS, que podem ser
observados na Figura 20, logo abaixo, demonstram houve pequena producéo de ROS
pelas células expostas. E ainda, foi possivel observar maior producdo de ROS pelas

células MG-63 em comparacéao as células FGH.
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Figura 20. Ensaio quantificagdo de ROS intracelulares realizado por contato indireto nas
linhagens FGH e MG-63 aos extratos do cimento MTA puro (comparagéo) e MTA S2PVA, nas
concentracdes 25, 50, 75 e 100% dos extratos, em 24h. O controle positivo foram células
nao expostas. O controle de morte foi H,O, a 5M. A analise estatistica foi realizada através
do teste one-way ANOVA com multiplas comparac6es de Dunnett comparado ao respectivo
grupo controle (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001, ns: ndo significativo).

Muitos estudos relatam que o cimento MTA é biocompativel, e a fabricante
Angelus também afirme essa caracteristica, principalmente se comparado a outros
cimentos (Parirokh e Torabinejad, 2010). Um estudo que avaliou a viabilidade celular,
por MTT, utilizando diferentes concentracdes de extrato do MTA (50%, =33,33%, 20%
e =11,11%), durante 48h e 7 dias, em fibroblastos do ligamento periodontal humano e
demonstraram aumento na atividade mitocondrial, sugerindo uma tentativa de
recuperacao tecidual (Coaguila-Llerena et al., 2016). Esses dados corroboram com
outro estudo que também avaliou a viabilidade celular, por MTT, expondo extratos do
MTA em células MC3T3 (pré-osteoblasticas de camundongo), durante 24h, 72h e 7
dias e demonstraram aumento na atividade mitocondrial (Abréo et al., 2023).

DSouza e colaboradores (2023) desenvolveram um cimento experimental a
base de silicato de calcio incorporado com AgNPs 0,5% e, ap0s avaliarem seu efeito
citotoxico, por MTT, através do contato direto dos pallets produzidos sobre a
monocamada de FGH, durante 24 h, 48 h e 72 h, concluiram que o cimento
exerimental ndo apresentou citotoxicidade.

Em contrapartida, outro estudo também avaliou a viabilidade celular, por MTT,

em células Saos-2 (osteoblastos) cultivadas com as mesmas concentracfes de
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extrato (50%, =33,33%, 20% e =11,11%) do Pro Root MTA, durante 24, 48 e 72 h,
apresentou citotoxicidade. Em 24h, reduziu mais de 50% da viabilidade celular em
todas as concentracfes e, em 48 e 72h, somente nas concentracdes de =11,11% nao
houve citotoxicidade (Bossu et al., 2021). Em nosso estudo, encontramos reducéo de
aproximadamente 50% da viabilidade de MG-63 e de aproximadamente 40% da
viabilidade de FGH em extratos de 50%. E ainda, maior reducéo da viabilidade em
concentracdes de 75 e 100% do extrato.

Uma revisdo avalia aspectos de citotoxicidade do MTA relacionados com a
composi¢cdo em diferentes tecidos (incluindo fibroblastos, osteoblastos e células da
polpa dental) e também conclui que a citotoxicidade é mais evidente em amostras
frescas do MTA e diminui com o tempo (Camilleri e Pitt Ford, 2006). O MTA também
pode induzir resposta inflamatéria temporaria, necrose e posterior reparo tecidual
(Nair, 2008).

Sarkar e colaboradores (2005) investigaram as propriedades fisico-quimicas do
MTA, incluindo a liberacdo de ions e o efeito na biocompatibilidade e concluiram que
a formacéao de hidroxiapatita na superficie do cimento é um ponto positivo no quesito
biocompatibilidade, entretanto, a alcalinidade extrema do cimento causa irritacdo nos
tecidos. O pH elevado dos extratos seria uma possivel explicacdo para a diminuicdo
da viabilidade celular que nés encontramos. Ainda, uma outra explicacdo seria pela
elevada quantidade ions de calcio presentes do extrato, levando ao desequilibrio
homeostatico, sobrecarga de Ca?* intracelular e, consequente disfungéo mitocondrial,
levando a apoptose ou necrose.

Ademais, considerando que a superficie de contato do material aos tecidos
adjacentes no ambiente in vivo é pequena, a concentracdo de extrato que mais se
aproxima da quantidade usual do cimento endoddntico na pratica clinica € 25%. Esta
concentracdo nao foi citotoxica para as células FGH, apresentando citotoxicidade,
com reducao da viabilidade celular e baixa liberacdo de LDH para as células MG-63.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da sintese quimica ser um método que permite controle de parametros
para garantir solucbes de AgNPs homogénias, nossas amostras apresentaram
heterogeneidade. O ajuste da condi¢do de sintese, adicionando o volume de AgNO3
em 10 minutos foi determinante para garantir mais homogeneidade da suspenséo
coloidal, observada na amostra S2 PVA. Além disso, diante da heterogeneidade das
amostras, centrifuga-las foi eficaz para selecionar uma populacdo de AgNPs com
diametro hidrodinAmico médio e PDI desejados.

A sintese por rota quimica em resfriamento (recoberta com PVA) gerou
suspensdes coloidais mais estaveis e com maior potencial atimicrobiano contra as
guatro cepas bacterianas desafiadas, apresentando resultados de MIC e ICso similares
das AgNPs NANoOREG.

A amostra de AgNP escolhida, S2 PVA Sobrenadante, que possui diametro
médio igual a 30 nm e PDI 0,377, apresentou citotoxicidade para as células MG-63 na
concentracdo de 750 pg/mL, por isso, a concentracdo de escolha para adicdo ao
cimento MTA foi 500 pg/mL.

A avaliagdo da citotoxicidade do cimento MTA modificado com AgNPs
demostrou diminuigdo da viabilidade celular e estresse oxidativo em todas as
concentragbes de extrato, apresentando morte com necrose a partir de 50% para
células FGH e 25% para células MG-63. No entanto, vale ressaltar que
aproximadamente 10% da reducado da viabilidade celular tem relacdo com o método
de avaliacdo em extrato.

Considerando que a superficie de contato do material aos tecidos adjacentes
no ambiente in vivo € pequena, a concentracdo de extrato que mais se aproxima da
quantidade usual do cimento endoddntico na pratica clinica seria 25%. Portanto,
desconsiderando o efeito do meio de extracdo, o cimento incorporado apresentou
citotoxicidade para células 6sseas e nao apresentou para fibroblastos gengivais.

Finalmente, a avaliagdo da liberacdo de ions de prata pelo MTA modificado
estd sendo avaliada. Espera-se que haja liberacdo gradual, garantindo efeito
antimicrobiano prolongado. Futuramente, a avaliagdo do efeito antimicrobiano do
cimento modificado com AgNPS ao biofilme e ensaios fisico-quimicos, como tempo
de presa, escoamento, radiopacidade, resisténcia a compressao, precisam ser

realizados para melhor determinagéo da sua eficacia e seguranca clinica.
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