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RESUMO

Enterococcus faecalis tem um papel importante nas infeccbes endodonticas
persistentes, contribuindo para isso sua alta resisténcia ao hidroxido de calcio
(Ca(OH)2), o principal medicamento intracanal na odontologia. Assim, o
desenvolvimento de novas formula¢des antimicrobianas € de fundamental relevancia,
sobressaindo-se nanomateriais contendo prata, e a sintese biogénica se apresenta
como uma alternativa a reducéo da toxicidade das nanoparticulas (NPs). O objetivo
desta pesquisa foi sintetizar NPs de prata com propolis vermelha de Alagoas (NPsAg-
PV) para avaliar seu potencial antibacteriano frente a E. faecalis. NPsAg-PV foram
sintetizadas através da reducao dos sais de prata por extrato hidroalcodlico de propolis
vermelha de Alagoas (EHPV), caracterizadas na forma de supenséo coloidal pela
técnica de espectrofotometria ultravioleta e visivel (UV-Vis), espalhamento dindmico
da luz (EDL) e potencial zeta. O coloide foi submetido a centrifugacdo e levado a
estufa para obtencdo das NPs em forma de pé. A atividade antimicrobiana contra E.
faecalis foi observada pela determinacédo de CIM e CBM. Foram avaliados Ca(OH)z;
EHPV; nanoparticulas de prata (NPsAgQ), sintetizadas pelo método quimico;
NPsAg+EHPV; NPsAg-PV e as combinacdes de Ca(OH)2+EHPV; Ca(OH)2+NPsAg;
Ca(OH)2+NPsAg+EHPYV e Ca(OH)2+NPsAg-PV. Seguindo-se a avaliacdo ex vivo das
substancias pelos periodos experimentais de 1, 3 e 7 dias sobre biofilme formado por
21 dias em dentina de dentes humanos extraidos. A analise espectral demonstrou
absorbancia de 425 e 421 nm, apés 24 h e 72 h, respectivamente, valores
caracteristicos da formacao de NPs de prata de formato esférico. O EDL mostrou um
didametro de 132,5 nm + 1,19 e indice de polidispersao (PDI) de 0,266, sugerindo a
homogeneidade na distribuicdo das NPs quanto ao diametro, o potencial zeta foi de -
61 mV = 1,59, indicando a estabilidade do coloide de prata, quanto a tendéncia a
aglomeracao. In vitro, em comparacdo a pasta de Ca(OH)2, as NPsAg-PV isoladas
exibiram eficacia 16 vezes superior quanto ao efeito bacteriostatico e 32 vezes quanto
ao bactericida, as NPsAg-PV associadas ao Ca(OH): atividade bacteriostéatica 2 vezes
superior. O ensaio ex vivo demonstrou a efetividade das substancias a 2.000 ug/mL
sobre biofilme de E. faecalis, observando-se UFCs apenas para NPSAg no intervalo
de um dia. Diante disso, € possivel afirmar que a prépolis vermelha de Alagoas
utilizada como agente estabilizante e de revestimento das NPs de prata contribuiu
para o aperfeicoamento de sua atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Nanoparticulas metalicas. Biomateriais. Propolis brasileira. Infeccao
intracanal persistente. Tratamento endodoéntico.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis plays an important role in persistent endodontic infections,
contributing to its high resistance to calcium hydroxide (Ca(OH)2), the main intracanal
drug in dentistry. Thus, the development of new antimicrobial formulations is of
fundamental importance, nanomaterials containing silver have been standing out and
biogenic synthesis presents itself as an alternative to reducing the toxicity of
nanoparticles (NPs). The aim of this research was to synthesize silver NPs with red
propolis from Alagoas (NPsAg-PV) to evaluate their antibacterial potential against E.
faecalis. NPsAg-PV were synthesized by the reduction of silver salts by hydroalcoholic
extract of red propolis from Alagoas (EHPV), characterized in the form of colloidal
suspension by ultraviolet and visible spectrophotometry (UV-Vis), dynamic light
scattering (EDL) technique and zeta potential. The colloid was subjected to
centrifugation and taken to an oven to obtain the NPs in powder form. The antimicrobial
activity against E. faecalis was observed by the determination of MIC and MBC
performed by microdilution in broth. Were evaluated Ca(OH)2; EHPV; silver
nanoparticles (NPsAg), synthesized by the chemical method; NPsAg+EHPV; NPsAg-
PV and the combinations Ca(OH)2+EHPV; Ca(OH)2+NPsAg; Ca(OH)2+NPsAg+EHPV
and Ca(OH)2+NPsAg-PV. Following the ex vivo evaluation of substances for
experimental periods of 1, 3 and 7 days on biofilm formed for 21 days in dentin of
extracted human teeth. Spectral analysis showed absorbance of 425 and 421 nm, after
24 h and 72 h, respectively, characteristic values of the formation of spherical silver
NPs. The EDL showed a diameter of 132.5 nm + 1.19 and a polydispersion index (PDI)
of 0.266, suggesting the homogeneity in the distribution of NPs in terms of diameter,
the zeta potential was -61 mV £ 1.59, indicating the stability of the silver colloid,
regarding the tendency to agglomeration. In vitro, compared to Ca(OH)2 paste, the
NPsAg-PV isolated exhibited 16 times the bacteriostatic effect and 32 times the
bactericidal effect, the NPsAg-PV associated with Ca(OH)2 bacteriostatic activity 2
times higher. The ex vivo assay demonstrated the effectiveness of the substances at
2,000 pg/mL on E. faecalis biofilm, observing CFUs only for NPsAg within one day.
Therefore, itis possible to affirm that the red propolis from Alagoas used as a stabilizing
and coating agent for silver NPs contributed to the improvement of its antimicrobial
activity.

Keywords: Metal nanoparticles. Biomaterials. Brazilian propolis. Persistent intracanal

infection. Endodontic treatment.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Representacdo do aumento da area superficial relacionado a reducédo do
tamanho das PartiCUlas. .........oooeeeiiiiiii e 21
Figura 2- Comprimentos de onda relacionados ao formato do material. .................. 26

Figura 3- Representacdo da mobilidade eletroforética das particulas em suspenséo.

Figura 4- Variacdes na intensidade da luz pela movimentacao das nanoparticulas em
510 ] 01T 7= Lo PSSP 28
Figura 5- Teor total de compostos fendlicos e flavonoides nas prépolis marrom, verde
e vermelha (média £ desvio padrao; N = 9). ..o 32
Figura 6- Organograma dos experimentos realizados..........ccoeeevvvvviiiiiiiiieeeeeeeeenns 34

Figura 7- Representacdo da microplaca para obtencdo da concentracao inibitéria

0] 10T 40
Figura 8- BIOCOS € dENTINA........uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 42
Figura 9- Blocos de dentina fixad0S €M Cera............ccovviviiiiiiiiiie e e, 43

Figura 10- Espectro ultravioleta e visivel das nanoparticulas de prata. (A) Apés 24 h.

(2 I Y 016 LT 720 o TR SRR 46
Figura 11- Espectros ultravioleta e visivel das nanoparticulas de prata com prépolis
vermelha de Alagoas. (A) ApOs 24 h. (B) APOS 72 N. oo, a7
Figura 12- Raio hidrodinamico médio das nanoparticulas de prata.......................... 48

Figura 13- Raio hidrodindmico médio das nanoparticulas de prata com prépolis
VErmMelNa de AlQQO@S. .......cuviiiiiiiiiiiiiii ettt 48
Figura 14- Potencial zeta das nanoparticulas de prata. .............cccoevvvvviviiiiiieeeeeennnnns 49
Figura 15- Potencial zeta das nanoparticulas de prata com prépolis vermelha de
=T (0T L PP 50
Figura 16- Picos maximos de absorcdo das nanoparticulas a espectrofotometria
ultravioleta e visivel. (a) Nanoparticulas biossintetizadas com o extrato de prépolis

indiana de pH 10,62. (b) Nanoparticulas biossintetizadas com o extrato de prépolis

Lo =T g oo L= o = 0L TP 51
Figura 17- Valores do potencial zeta (em mV e em médulo) dos materiais estudados.
.................................................................................................................................. 52

Figura 18- Valores do escoamento horizontal (em mm) dos materiais estudados. ..53



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 19- Certificado de Apresentacéo de Apreciacio Etica. ........ccooveevvvveveiernnn. 97
Figura 20- Visao geral da cepa ATCC 29212 de Enterococcus faecalis. ................. 98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Descricdo dos grupos experimentais do teste in vitro da avaliagéo
r= 111 a1 Tod (o] o F= T g b VSRR 39
Tabela 2- Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima

(CBM) das substancias testadas e classificagdo quanto a atividade bacteriostatica.54



LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Fatores associados a persisténcia de Enterococcus faecalis no sistema de
CaANAIS TAAICUIAIES. ..o 20

Quadro 2- Produtos contendo nanoparticulas de prata no setor odontologico. .............. 24



a.C.
AMH
ATCC
BHI
EDL
CIM
CBM
EHPV
EROs
FPS
MTT
NPs
NPsAg
NPsAg-PV
PDI

pH
MEV
MET
PEG
RPS
TSA
UV-Vis

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antes de Cristo

Agar Mueller Hinton

do inglés, American Type Culture Collection

Brain Heart Infunsion

Espalhamento de Luz Dinamico

Concentracgao inibitéria minima

Concentragao bactericida minima

Extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas
Espécies reativas de oxigénio

Fator de protecéo solar

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio
Nanoparticulas

Nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de prata com propolis vermelha de Alagoas
do inglés, Polydispersity Index

Potencial hidrogenibnico

Microscopia Eletrénica de Varredura

Microscopia Eletrénica de Transmissao
Polietilenoglicol

Ressonancia Plasménica de Superficie

Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos

Ultravioleta-Visivel



Ca(OH):

PO4*

NaBH4

LISTA DE SIMBOLOS

Hidroxido de calcio
Metro

ion fosfato
Carbono
Hidrogénio
Nanbmetro

Metro quadrado
Centimetro cubico
Milivolts
Microgramas

Grau Celsius
Mililitros
Miligramas

Nitrato de prata
Hidroxido de sodio
Cloreto de sédio
Gramas

Rotacdo por minuto
Cloreto de aluminio
Micromolar
Segundo

Molar

Hora

Borohidreto de sddio



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nnanis 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooviieeeeeee ettt 14
2.1 Alteragles PUlPAreS ... 14
2.1.1 Microbiota da infecgao intracanal...............ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 15
2.1.2 Tratamento da infecgdo intracanal............ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 17

2.2 NANOCIBNCIA ...ciiiiiiiiiiiee e 21
2.2.1 Nanoparticulas de Pratal.......cceiiiiiiieiieee e 23
2.2.2. Propriedades das nanoparticulas de prata ............cccceevvvvvieiiiieeeveeeeiinnnnnnn, 25
2.2.2.1 Ressonancia plasmoénica de superficie (RPS)........ccccceevvvieiiviiiiiiinnnnnn. 25
2.2.2.2 POENCIAI ZETA ....coeeiiiiiiiiieee et 26
2.2.2.3 TAMANNO ...t 27

2.2.3 Nanoparticulas biOgENICAS............ceiiiieeiiiiiiiee e 29

2.3 PrOPOLIS et 30

S OBUIETIVOS ...ttt e e et e et e e e e e e e aa e aaee 33
3.1 ODJEtIVO GETaAl oo 33
3.2 ODbjetivoS SPECITICOS ..uuuiiiiiiiiiiiiie e 33

A METODOLOGIA ..ot e et e et e e e e et e e e e eenaeeaeees 34
4.1 Delineamento d0 @STUAO ......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeeeeee ettt 34
Y = U] A= 1 PP 34
4.3 Preparo do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas....... 35
4.4 Sintese de nanoparticulas de prata.........ccccceeeeieeiiiiieiiicii e 36

4.5 Sintese de nanoparticulas de prata com prépolis vermelha de Alagoas..36
4.6 Obtencao de nanoparticulas naformade PO .....ccccccvvvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 36

4.7 Preparo dos grupos experimentais para teste de escoamento e avaliagcao

do potencial antibacCterian ..........cooevvuiiiiiii e 37



SUMARIO

R OF: 1= 1] =] 4 4= Lo - Lo P 37
4.8.1 Espectrofotometria ultravioleta e ViSiVel..........cccccccceeiiii e 37
4.8.2 Espalhamento dinAmico da Uz .............ccooeeiiiiiiiiiiiii e 38
4.8.3 POtENCIAI ZETA ... 38
4.8.4 Teste de escoamento horizontal...............ccccuuiiiiiiiiiiiiiiis 38

4.9 Avaliag&o do potencial antibacteriano........ccccccevvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 39
4.9.1 ENSAUO 1N VIO ...ttt 39
4.9.2 ENSAUO ©X VIVO ... .ttt 41

4.9.2.1 Prepar0 dOS GENTES ......ccooeiieeeeeeeeee e 42
4.9.2.2 Inoculacéo dos blocos de dentina com Enterococcus faecalis............. 43
4.9.2.3 Aplicacdo do medicamento intracanal ..............ccccceeeieieeiiiieiiicie e, 44
4.9.2.4 Coleta das raspas de dentina e atividade antimicrobiana.................... 44
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .....ccviiiiiieieeceeeee et 45

5.1 Obtencéo do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas....45

5.2 CaraCteriZAGCAD.......cceeeiiiiiii e e e e e ee et et e s e e e e e e et e e e e e e e e e e n 46
5.2.1 Espectrofotometria ultravioleta e ViSiVel............cccovvviiiiiicc 46
5.2.2 Espalhamento din@mico da lUz ..............ovvuiiiiiiiiiiicce e a7
5.2.3 POLENCIAI ZETA .....evveeiiiiiiieiiiiiiii bbb 49
5.2.4 Teste de escoamento horizontal..................uuveieiiiiiiiiiiiiiiiies 52

5.3 Avaliagdo antibacteriana.........cccccccviiiii 54
TR 0 I = 0 ES7= 1T o I Yo TN 54
R I = 0 S7= 1[0 I = QY 1o TR 61

B CONCLUSAD ..ottt en s 63
REFERENCIAS ...ttt 65
APENDICE -....otutittttt sttt 77

ANEXOS L. 97



12

1 INTRODUCAO

Das doencas da cavidade oral, as pulpares sdo as causas principais da procura
pelos servicos odontolégicos, Siqueira e Lopes (2010) indicaram que
aproximadamente 90% das urgéncias relacionadas a sintomatologia dolorosa séo de
natureza odontogénica e que para a resolucdo do caso o tratamento endodontico &
necessario. Bezerra et al. (2015) mostraram que a maioria dos casos recebidos nas
urgéncias odontoldgicas possui etiologia endodontica. Apesar da utilizacdo de um
protocolo adequado, para todos os tipos de tratamento das doencas humanas existe
uma taxa de insucesso, que na terapia endodéntica pode corresponder a cerca de 10
a 15%, um percentual significativo (LIEBLICH, 2012). A principal causa do insucesso
€ a permanéncia de micro-organismos no interior do sistema de canais radiculares,
cepas de Enterococcus faecalis apresentam frequentemente resisténcia a agentes
antimicrobianos, como o hidroxido de calcio (Ca(OH)z2) e comumente encontrada nas
falhas endodénticas, e, por isso, seus mecanismos de atuacdo sao amplamente
investigados (LIEBLICH, 2012; LIMA et al., 2015; NACIF; ALVES, 2010; JAIN;
MULAY; MULLANY, 2016; PANACEK, et al., 2006).

A nanotecnologia vem despertar o interesse da comunidade cientifica quanto a
criacdo de novos agentes terapéuticos que apresentem caracteristicas melhoradas.
O prefixo “nano” é originado do grego, significa ando, e se refere a um bilionésimo (10°
%) de medida, ou seja, em relacdo ao metro, um nandmetro representa a bilionésima
parte (10° m), as moléculas e os atomos estdo enquadrados nessa mesma escala de
tamanho (ABDI, 2010). Esse diminuto tamanho confere aos nanomateriais
propriedades promissoras, por poderem ser combinados a outros materiais sem
alterar as caracteristicas destes. Na odontologia, tem contribuido para a expansao do
desenvolvimento de materiais preventivos e curativos com propriedades melhoradas,
nas variadas subareas: odontologia restauradora, ortodontia, periodontia, endodontia
e estomatologia (BAPAT et al., 2018).

Entre as nanoparticulas (NPs) mais comercializadas estdo as NPs de prata
(NPsAg), com uma ampla aplicacdo na medicina e odontologia, destacando-se
especialmente por sua atividade antimicrobiana, o que permite utiliza-la como agente
antimicrobiano e antisséptico, e por apresentarem uma alta reatividade que resulta em

maior eficacia, possibilitando a reducdo de sua dose terapéutica e expressando
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melhores resultados quando comparadas a prata em sua forma macroscépica
(FERNANDES, 2014; NESRIN et al., 2020; SUHANI et al., 2018; TIAN et al., 2007).
Tém sido incorporadas a materiais odontoldégicos, como resina composta
fotopolimerizavel e produtos endodénticos, demonstrando uma efetiva acao
antibacteriana (NEVES et al, 2014; JADHAV et al., 2016).

Apesar do surgimento da nanomedicina ter contribuido para o desenvolvimento
de novas possibilidades diagndsticas e terapéuticas e o crescente investimento em
nanomateriais movimentar o mercado mundial, as pesquisas ainda n&o atingiram um
consenso sobre os mecanismos e grau de toxicidade, e 0 alargamento da sintese e
uso de NPs pode acarretar efeitos prejudiciais aos organismos vivos e ao meio ambi-
ente (LAPRESTA-FERNANDEZ; FERNANDEZ; BLASCO, 2012). A aplicac&o da bio-
tecnologia destaca-se por dispor de métodos simplificados de produgé&o, proporcionar
uma reducéo significante da toxicidade, aperfeicoamento das propriedades, apresen-
tar baixo custo, permitir a sintese de NPs em grande escala e a obtencdo de nanoma-
teriais com potente atividade antimicrobiana (MASHWANI et al., 2015; SHARMA, YN-
GARD; LIN, 2009).

Prépolis possui caracteristicas fisicas resinosas e uma composicao quimica va-
ridvel, coletada de variadas espécies vegetais e que sofre adicdo de secrecdes da
abelha, classificada como opoterapico (ANVISA, 2011), e tem sido amplamente inves-
tigada para diversas aplicacdes na odontologia, por suas propriedades biolégicas be-
néficas, mostrando-se como um agente antimicrobiano biocompativel contra micro-
organismos da cavidade oral, fator associado principalmente aos seus constituintes
fendlicos e flavonoides (RIGHI et al.,, 2011; MARTINS et al., 2018; NAZERI,
GHAIOUR; ABBASI, 2019). A propolis vermelha do estado de Alagoas, Nordeste do
Brasil, € um produto com selo de certificacdo geogréafica (denominacdo de origem)
devido a sua composicao diferenciada, atividades biologicas distintas e processo de
producdo padronizado com envolvimento de produtores e pesquisadores (ALMEIDA
et al., 2017).

Dado isso, este trabalho teve por objetivo avaliar se a utilizacdo de extrato hi-
droalcodlico de prépolis vermelha (EHPV) como agente redutor proporciona a poten-
cializacdo da atividade biol6gica de NPsAg frente a E. faecalis, podendo assim, apre-
sentar-se como um método alternativo ao desenvolvimento de um farmaco com pro-

priedades bioldgicas melhoradas em comparacdo aos ja existentes no mercado.
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Dessa forma, pode contribuir para a reducédo dos casos de fracasso da terapia en-

dodobntica relacionados a persisténcia bacteriana.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Alteracdes pulpares

A polpa € um tecido conjuntivo frouxo que pode sofrer agressdo de natureza
fisica, quimica ou biolégica. A evolucao das alteracdes pulpares esta relacionada ao
sistema de defesa imunolégico do hospedeiro, frequéncia e intensidade do agente
nocivo, possuindo o tecido pulpar uma grande possibilidade de reparo diante de
processos inflamatoérios, que estad associada ao seu ativo metabolismo (COOPER;
CHICCA; HOLDER; MILWARD, 2017). As doencas da polpa sao classificadas em
pulpite reversivel e irreversivel e necrose pulpar. Quando o agente nocivo ndo é
removido pode ocorrer o desequilibrio entre a resposta imune e inflamatéria gerando
um processo inflamatorio irreversivel, que se nédo tratado evoluira para necrose
(LEONARDI et al. 2011).

Processos cariosos, traumas e anomalias congénitas estdo entre as principais
causas das desordens pulpares, sendo a céarie a causa mais comum (FOUAD, 2017;
SAOUD; RICUCCI; LIN; GAENGLER, 2016). Quando a cérie € o agente etiolbgico, as
bactérias cariogénicas alcancam o tecido pulpar através dos tubulos dentinarios,
desencadeando respostas moleculares e celulares. Na tentativa de limitar a
progressdo do dano, os odontoblastos respondem com a formacdo de dentina
terciaria, a medida que a agressao progride ocorre a morte dos odontoblastos e a
resposta é efetuada pelas células da polpa, a exemplo das células-tronco, dos
fibroblastos, das células imunes e das células endoteliais, responsaveis pela ativacéo
de padrdes moleculares associados a patdégenos. Quando os mecanismos de
agressao se sobrelevam aos mecanismos de defesa, ocorre o desequilibrio e a
doenca instala-se (COOPER; CHICCA; HOLDER; MILWARD, 2017; FOUAD, 2017).

A necrose pulpar é a perda de vitalidade tecidual, caracterizada pela auséncia
de vascularizacdo e interrupcdo dos processos metabdlicos tornando o sistema de
canais radiculares um ambiente inacessivel aos mecanismos de defesa do sistema
imune inato e adaptativo. Dessa maneira, tem-se um ambiente propicio para a

proliferagdo de micro-organismos, que podem disseminar-se para o0s tecidos
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perirradiculares dando inicio a processos infecciosos, como 0s abscessos e
periodontites periapicais (LEONARDI et al. 2011; SAOUD; RICUCCI; LIN;
GAENGLER, 2016).

Silva (2017) caracterizou proteinas presentes na polpa sadia, nas condi¢des de
inflamacéo reversivel e irreversivel e na necrose tecidual, indicando que no estado
necrotico ha uma reducédo do metabolismo, da atividade das vias energéticas e da
morte celular programada em comparacdo ao estado normal e as condicbes
inflamatdrias, proteinas envolvidas na diferenciacdo das células nervosas e na
remodelacéo tecidual ndo foram identificadas. Por outro lado, identificaram-se varias
proteinas com funcdo imunoldgica, com prevaléncia de imunoglobulinas. Essas
proteinas remanescentes foram encontradas em diferentes espacos celulares, e
considerando uma ordem decrescente, em maior numero no citoplasma, no meio
extracelular, no ndcleo, na membrana plasmatica, no reticulo endoplasmatico, nas

mitocdndrias, nos ribossomos e 3% das proteinas em localizacdo desconhecida.

2.1.1 Microbiota da infeccéo intracanal

A microbiota da infeccao intracanal € composta por variados tipos de patégenos
que formam um biofilme bacteriano, no qual pode haver predominio das espécies que
sofreram mutac¢Bes, adquirindo caracteristicas adaptativas vantajosas, tornando-se
mais virulentas (SAMIEI et al., 2016). Na infecc&o primaria o biofilme é polimicrobiano
com domindncia das espécies anaerbbias estritas, mas também abrange
Lactobacillus spp., espécies anaerdbias facultativas Gram-positivas de Streptococcus
spp., cocos anaerdbios Gram-positivos, bacilos Gram-positivos anaerébios estritos e
facultativos e bacilos anaerdbios Gram-negativos. Ja nas infec¢des persistentes ha a
predominédncia de micro-organismos resistentes aos agentes antimicrobianos,
incluindo E. faecalis, que também podem ser identificados nas infec¢cdes primarias
(JAIN; MULAY; MULLANY, 2016; SAMIEI et al., 2016; ZHANG; DU; PENG, 2015). E,
em comparacédo as infeccbes primarias, mesmo naquelas que ndo foram resolvidas,
as denominadas infec¢cdes cronicas, E. faecalis séo identificados numa maior
prevaléncia nas persistentes, 0 que sugere sua capacidade de adaptacdo em
ambientes criticos ao metabolismo bacteriano, como nos canais radiculares ja
obturados (SAMIEI et al., 2016; ZHANG; DU; PENG, 2015; SIQUEIRA; LOPES, 2010).
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A infeccao persistente no interior dos canais radiculares é descrita como a
principal causa das falhas naqueles dentes que receberam tratamento adequado,
sendo necessaria a utilizacdo de potentes agentes antimicrobianos. Contudo, a
resisténcia das bactérias a antimicrobianos convencionais tem se apresentado como
um empecilho a resolucéo das infecc6es endodonticas, tém sido descrita cepas de E.
faecalis resistentes a multiplos agentes antimicrobianos, a exemplo da doxiciclina
(EBRAHIMZADEH et al., 2020).

E. faecalis € uma bactéria Gram-positiva capaz de formar biofilme, aspecto que
se mostra como um importante fator de viruléncia, e sua cepa ATCC 29212 possui
genes de resisténcia a antimicrobianos, incluindo estreptomicina, pela expressao do-
gene aadK, que produz a proteina aminoglicosideo 6-adenililtransferase; glicopepti-
deos, como a vancomicina, pelo gene vanYB, codificando a proteina D-alanil-D-ala-
nina carboxipeptidase) e tetraciclinas, como a doxiciclina e minociclina. Estas segundo
Andrade (2014) apresentam um amplo espectro de acéo, e a atuacdo de E. faecalis
esta associada a ativacdo do efluxo da tetraciclina, diminuindo a concentracéo do far-
maco na célula, associada ao gene tetA (SENEVIRATNE et al., 2017; ATCC, 2020).

Anderson et al. (2016) indicaram que cepas orais de E. faecalis apresentaram
alta capacidade de transferéncia horizontal de genes, o que contribui para sua viru-
Iéncia, e através da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (RCP) identificaram
genes codificadores de gelatinase, substancia de agregacao, citolisina e proteina de
superficie enterocécica, que atuam favorecendo sua sobrevivéncia e patogenicidade.
Também demonstraram que E. faecalis encontrados na cavidade bucal possuiam ge-
nes de resisténcia a antibioticos, como a eritromicina, e que 10 dos 28 isolados en-
dodobnticos apresentaram resisténcia a tetraciclina e 1 a linezolida. As cepas foram
classificadas como resistentes de acordo com os resultados de concentracao inibitoria
minima (CIM), considerando-se variados farmacos. Sobre a capacidade de formar bi-
ofilme, 73,7% dos isolados endoddnticos mostraram essa capacidade, percentual
maior ao atribuido a E. faecalis isolados de alimentos, dos quais 60% nao apresenta-
ram habilidade de formar biofilme. A superior capacidade de formar e proporcionar
uma estrutura mais consistente de biofilme foi atribuida a maior prevaléncia da subs-
tancia de agregacgéao presente nas cepas clinicas. Também descreveram que o ambi-

ente oral dispde de caracteristicas que favorecem a formacéo e organizacdo de um
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biofilme persistente, devido a presenca de proteinas, como as adesinas, e a atuagao
de outros microorganismos, sendo formado um biofilme polimicrobiano.

Seneviratne et al. (2017) isolaram dezoito cepas clinicas de E. faecalis obtidas
de pacientes com falha no tratamento endodontico, demonstrando que todas o0s
isolados foram capazes de formar biofilme. Ademais, todos os biofilmes formados se
mostraram resistentes a vancomicina, através da analise da CIM, independentemente
de serem classificados como fortes ou frageis, e os biofilmes fortes apresentaram uma
maior quantidade de células viaveis.

No estudo transcriptdémico, através da técnica RNA-Seq, que é uma abordagem
de sequenciamento de RNA, Seneviratne et al. (2017) indicaram genes putativos
associados ao desenvolvimento do biofilme e resisténcia a vancomicina. Foram
encontrados 163 genes com distintas regulacbes nas bactérias planctonicas e
organizadas em biofilme, mostrando diferencas nas regulacdes positivas e negativas
dos genes, como na codificacdo de protease sintase, proteinas do choque frio,
proteinas da familia ArsR, endonuclease lll, fatores de inicia¢do da traducdo, fatores
de alongamento da traducéo e fatores de terminagéo da transcricdo. Em relacéo aos
biofilmes sem tratamento e aos tratados com vancomicina, estes exibiram alteracdes
mais significativas quanto a regulacéo positiva na codificacdo de ATP-binding cassette
(transportadores ABC) e proteinas de ligacao a penicilina.

No interior dos canais radiculares E. faecalis produzem acidos que promovem
a desmineralizacdo da dentina, que ocorre pela dissolugcdo dos seus componentes
inorganicos, principalmente dos ions célcio e fosfato. Cepeda-Pérez et al. (2016)
identificaram diferencas significativas na intensidade da banda Raman referente aos
ions fosfato e as ligacdes carbono-hidrogénio (PO4%/C-H) nas dentinas de primeiros
molares humanos tratados endodonticamente e naqueles nao tratados, atribuidas a
desmineralizacdo tecidual que afetou os dentes que necessitaram de tratamento

devido a um prévio processo infeccioso.

2.1.2 Tratamento da infec¢éo intracanal

A infecg&o no sistema de canais radiculares € mediada por biofilme bacteriano
e o tratamento consiste na sua eliminacdo, nesses casos, o tratamento endodoéntico

radical € empregado. E, como medicamento intracanal produtos a base de Ca(OH)2
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se destacam por suas excelentes propriedades biolégicas, com atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria e capacidade de induzir a formacdo de tecido
mineralizado, aspectos favoraveis a reabilitagdo dental, sendo utilizado desde 1947
(ESTRELA et al., 1995; DIAS et al., 1988; ATHANASSIADIS; WALSH, 2017). Essas
propriedades possibilitam o emprego do Ca(OH)2 no tratamento endoddntico de
dentes com necrose pulpar e rizogénese incompleta, que séo considerados casos de
dificil tratamento, devido a fatores relacionados a anatomia dental e & auséncia de
vitalidade da polpa, o que favorece o desenvolvimento do processo inflamatério nos
tecidos perirradiculares (TOLEDO et al. 2010). Como forma de potencializar a
atividade antimicrobiana, determinados agentes sdo associados ao Ca(OH)2, a
exemplo do paramonoclorofenol canforado, iodoférmio e éleo de silicone (SIQUEIRA,;
LOPES, 2010; AFKHAMI et al., 2015; TOLEDO et al., 2010).

Na odontologia, € preconizado medicamento intracanal composto por Ca(OH)2
entre as sessdes do tratamento em dentes com infeccdo intracanal associada ou nao
a lesdo perirradicular, posto que o estabelecimento do processo infeccioso demanda
tempo e, por isso, nao se restringe apenas ao conduto radicular principal, mas ao
sistema de canais. Assim, sua aplicacdo tem a finalidade de eliminar os micro-
organismos que resistiram ao preparo quimico-mecanico do sistema de canais, além
de evitar novas contaminacdes até que seja realizada sua obturacdo definitiva.
Contudo, tem sido descrita uma alta resisténcia de E. faecalis ao Ca(OH)2, sendo
apontado como o0 micro-organismo mais resistente (NACIF; ALVES, 2010), e devido
a sua forte contribuicdo para as infec¢des intracanais é utilizado como padrdo nos
estudos em endodontia (LEONARDI et al. 2011; ESTRELA et al., 1995; SAOUD;
RICUCCI; LIN; GAENGLER, 2016). Diferente dos antimicrobianos convencionais,
como as penicilinas, a atividade antimicrobiana do Ca(OH)2 ocorre devido ao seu
elevado pH, pois sua dissociacdo gera ions calcio e hidroxila. Os altos niveis de
liberacdo dos ions hidroxila contribuem fortemente para que o pH do Ca(OH)2 possa
chegar a um valor de 12,6, e esses ions sdo capazes de interferir na atividade
enzimatica e causar danos a membrana citoplasmatica bacteriana, inviabilizando o
metabolismo bacteriano, e, consequentemente, o crescimento e a divisdo celular.
Somado a isso, os ions célcio atuam na remineralizacdo do tecido dental, e vale
ressaltar que a eficacia do material também depende da velocidade de liberacéo
desses ions, do grau de permeabilidade e de calcificacdo da dentina (ESTRELA et al.,
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1995). O veiculo utilizado influencia diretamente as propriedades fisicas e quimicas
do Ca(OH)2, inclusive o grau de dissociagdo dos ions. Os aquosos, como a agua
destilada e solugéo salina, embora, sejam amplamente utilizados, ficam ativos por um
menor periodo em comparagdo aos viscosos, como o propilenoglicol, a glicerina e o
polietilenoglicol (PEG), pois estes atuam como reservatorio, proporcionando a
liberacdo de ions de forma gradual, assim, o0 medicamento permanece ativo por mais
tempo, outra vantagem destes € sua melhor capacidade solvente e seu pH alcalino.
Assim, esta associagdo disponibiliza um medicamento com maior eficacia e
biocompatibilidade (ATHANASSIADIS; WALSH, 2017).

Koc e Fabbro (2020) analisaram o indice de sucesso do tratamento
endoddntico regenerativo em dentes com polpa necrosada, que € o tipo de tratamento
realizado em dentes com desenvolvimento radicular incompleto, aqueles que
apresentam apice aberto e camada fina de dentina, considerando diferentes fatores
etiolégicos, carie, trauma e dens invaginatus, ndo encontrando diferencas
significativas nesses indices para cada variante, indicando, assim, que o fator
etiolégico da necrose nao tem influéncia nas falhas do tratamento.

E. faecalis tem uma elevada prevaléncia nas infeccbes resistentes ao
tratamento em comparacao as infec¢des primarias, e pode contribuir para o inicio do
desenvolvimento de desordens periapicais (ZHANG; DU; PENG, 2015).

Isso tem sido atribuido a determinadas caracteristicas desse micro-organismo,
merecem destaque sua resisténcia aos antimicrobianos, como o Ca(OH)2, que é a
substancia mais utilizada como medicamento intracanal, porém ndo exerce a mesma
eficacia antimicrobiana sobre os diferentes patdgenos presentes no sistema de canais
radiculares, devido as mutacfes genéticas das cepas e seus fatores de viruléncia, a
exemplo da capacidade de formar biofilme no interior dos tdbulos dentinarios, de
suportar condicbes de estresse ambiental e privacdo nutricional e de resistir a pH
altamente alcalino, Stuart et al. (2006) elencaram diversos fatores relacionados a
persisténcia de E. faecalis no sistema de canais (Quadro 1). Assim, a terapéutica
precisa ter efetividade sobre 0s micro-organismos persistentes e ser capaz de
compensar prejuizos causados por seus fatores de viruléncia (LIMA et al., 2015;
NACIF; ALVES, 2010; JAIN; MULAY; MULLANY, 2016; KOC; FABBRO, 2020;
STUART et al., 2006; ALABDULMOHSEN; SAAD, 2017; PANACEK, et al., 2006).
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Quadro 1- Fatores associados a persisténcia de Enterococcus faecalis no sistema de canais radicula-

res.

e Suporta longos periodos de privagéo nutricional

o Utiliza soro que se origina do ligamento periodontal como fonte nutricional
¢ Penetra eficazmente nos tibulos dentinarios

o Capaz de alterar as respostas do hospedeiro

e Possui enzimas liticas, citolisina e acido lipoteicoico

e Suprime a acao dos linfécitos

¢ Resiste a medicamentos intracanais

e Mantém o equilibrio do pH

e Compete com outras células

e Aptiddo em formar biofilme

Fonte: Stuart et al., 2006.

A busca de outras substancias, a fim de minimizar o insucesso do tratamento
endoddntico associado a presenca de bactérias remanescentes no sistema de canais
radiculares, apresenta-se como um desafio para o setor de materiais odontolégicos.
Diante disso, 0s agentes antimicrobianos contendo prata na forma nanoparticulada
destacam-se, e 0s ions de prata sdo efetivos sobre mais de 650 organismos
patogénicos eucariontes e procariontes, incluindo-se espécies bacterianas e fungicas
presentes na cavidade bucal, como E. faecalis, S. mutans e Candida albicans
(SOUZA; RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2013; ALLAHVERDIYEV et al., 2011;
KRISHNAN; ARUMUGAM; VASAVIAH, 2015; KISCHKEL et al. 2020).

A prata € um elemento quimico, classificada como metal de transi¢éo, de cor
brilhante e utilizada desde os tempos da Pré-Histoéria, os alquimistas a consideravam
como o elemento mais semelhante ao ouro, atribuindo-lhe a designacao de “metal
quase perfeito”. Ha séculos é empregada com fins antimicrobianos, mas teve seu uso
reduzido com a criagao dos antibiéticos, mas com o aumento do desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos e por suas notaveis
propriedades fisico-quimicas seu uso tem sido ampliado. Na industria farmacéutica,
tem sido combinada a substancias antimicrobianas ativas, como a sulfadiazina e o

norfloxacino, com o intuito de potencializar sua atividade, e no Brasil, 0 setor de
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materiais odontologicos esta entre os segmentos que mais a utilizam (SOUZA;
RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2013; SALOMONI et al., 2017).

2.2 Nanociéncia

As nanoestruturas estao presentes de variadas formas na natureza, os dentes
sdao exemplos, formados por um sistema nanoestruturado que lhes conferem
resisténcia mecanica e impede a perda de sua integridade fisica quando exposto a
diferentes forcas, como a da mastigacdo. No entanto, o termo nanotecnologia foi
utilizado pela primeira vez somente em 1957, por Norio Taniguchi, e abrangia
maquinas que tivessem niveis de tolerancia inferiores a 1000 nm (ABDI, 2010). E, em
2010, surgiu uma nova definicdo, quando a Comisséo Europeia (2011) descreveu que
um material enquadrado como nanomaterial atende ao menos um dos seguintes
critérios: consiste em particulas com uma ou mais dimensfes externas na faixa de
tamanhos de 1 a 100 nm para mais de 1% de sua distribuicAo numérica, possui
estruturas internas ou de superficie em uma ou mais dimensdes na faixa de tamanho
de 1 a 100 nm e uma area superficial especifica em volume superior a 60 m?/cm?3,
excluindo materiais constituidos por particulas de dimensao inferior a 1 nm.

A nanociéncia destaca-se por evidenciar que um mesmo material em variados
tamanhos, possui diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. Os
nanomateriais tém propriedades Unicas quando comparados as particulas
macroscopicas, apresentando uma atividade aumentada, associada principalmente a
sua elevada éarea superficial (Figura 1), o que proporciona materiais com
especificidades promissoras (BAPAT et al., 2018; ROZ; LEITE.; FERREIRA; JUNIOR,
2015).

Figura 1- Representacé@o do aumento da area superficial relacionado a redugcéo do tamanho das
particulas.
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Fonte: RoOz; Leite; Ferreira; Junior, 2015.

Isso tem contribuido para a aplicacdo da engenharia de nanomateriais em
diversas areas, como no mercado industrial, aplicacées no tratamento da agua, na
tecnologia ambiental e na fabricacdo de produtos agricolas, além da area da saude
com fins preventivos, diagnosticos e terapéuticos (ABDI, 2010; OGUNSONA et al.,
2020). Na medicina, seu emprego tem apresentado bons resultados, mostrando uma
expressiva diminuigdo da sobrevivéncia e propaga¢ao de micro-organismos, com uma
vasta aplicacdo, utilizadas em procedimentos cirdrgicos, incorporadas a materiais
descartaveis, aparatos médicos e contribuindo também com a elaboracdo de novas
formulacbes quimicas (OGUNSONA et al., 2020). E, além de sua atividade
antimicrobiana, ressalta-se sua utilizacdo como veiculos de administracdo de
farmacos, agentes de contraste, marcadores na sinalizacdo celular e como agentes
antitumorais na quimioterapia antiblastica (KIM; RUTCKA; CHAN, 2010).

As NPs carregadas com substancias antimicrobianas, como a prata, sao
apontadas como potentes agentes capazes de atuar na desorganizacéo do biofilme e
desempenhar acao contra bactérias multirresistentes, apresentando diferentes
mecanismos de ac¢do quando comparadas aos antibiéticos (OGUNSONA et al., 2020.
Além disso, seu pequeno tamanho lhes conferem uma maior superficie de contato que
permite sua maior interagdo com 0S micro-organismos, bem como viabiliza seu
alcance a espacos protegidos por barreiras de tamanho nanométrico, as quais
particulas macroscopicas ndo poderiam atravessar. Por essas caracteristicas, que
lhes proporcionam maior eficAcia em comparagdo aos agentes antimicrobianos
formados por macromoléculas, as NPs sdo empregadas na terapéutica de doencas
infecciosas de dificil resolucéao, contribuindo para o controle da proliferacdo de micro-

organismos que desenvolvem mecanismos de sobrevivéncia. Distinguem-se as NPs
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sintetizadas a partir de metais, como a prata, o ouro, o cobre, o 6xido de zinco e o
aluminio, que também possuem uma boa relagcéo custo-beneficio (OGUNSONA et al.,
2020; KIM; RUTCKA; CHAN, 2010).

2.2.1 Nanoparticulas de prata

As NPs de prata podem ser sintetizadas através do método quimico, fisico ou
bioldgico (RAI, 2013). Em comparacéo a rota fisica, a possibilidade de planejar NPs
com caracteristicas variaveis, as diversas metodologias e a maior simplicidade de
sintese, bem como a obten¢do de NPs mais homogéneas sdo algumas das vantagens
da utilizacdo da sintese quimica, que permite um melhor controle do tamanho das
NPs, além de facilitar a associacdo dos agentes estabilizantes as NPs. Na sintese
quimica, o citrato de sédio tem sido indicado como adequado agente redutor e
estabilizante (SILEIKAITE et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019), além de que
Nagaoka et al. (2010) demonstraram seu efeito antimicrobiano frente a Fusobacterium
nucleatum, S. mutans e S. pneumoniae.

Embora, ainda ndo haja um consenso na literatura quanto as bases do
mecanismo antimicrobiano das NPs de prata, alguns autores tém atribuido sua acéo
as lesbes celulares associadas a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
devido a interacdo com a prata e outros associaram a capacidade da estrutura fisica
das NPs causar dano celular (BRAYDICH-STOLLE; HUSSAIN; SCHLAGER,;
HOFMANN, 2005; ASHARANI; MUN; HANDE; VALIYAVEETTIL, 2009). Estudos
também descrevem que NPs de prata penetram a membrana plasmatica e interagem
com &cidos nucleicos e constituintes citoplasmaticos, alterando a permeabilidade da
membrana e inibindo enzimas da cadeia respiratéria, este ultimo efeito provoca o
acumulo de glicose intracelular e extracelular em comparacao a células ndo tratadas
com NPs de prata. Assim, a alteracdo do metabolismo pode culminar com a morte
celular (LOPEZ-ABARRATEGUI et al., 2015; KIM et al., 2009).

Dentre os variados beneficios, as propriedades antimicrobianas das NPs de
prata sdo amplamente investigadas, bem como sua atuacdo no controle da
inflamacéo, com a reducédo da sintese de citocinas inflamatorias, que auxilia no
processo de cicatrizagdo (SUHANI et al., 2018). Na endodontia, vem se mostrando
como uma alternativa antimicrobiana moderna e com propriedades fisico-quimicas

melhoradas, apresentando-se como uma alternativa inovadora capaz de transformar
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a pratica clinica, sendo o nanomaterial mais estudado na endodontia, devido ao seu

potencial antimicrobiano (SAMIEI et al., 2016). No Quadro 2, os principais materiais

odontoldgicos contendo NPs de prata sao indicados.

Quadro 2- Produtos contendo nanoparticulas de prata no setor odontolégico.

Produto Efeito proposto Local Nome comercial
Dentifricio Atividade antimicrobiana. Coreia Nano-silver Toothpaste
Dentifricio Reducao da placa dentéria, Coreia Nanoseal Toothpaste

prevencédo da carie, diminuicdo do
mau halito e promoc¢ao o
clareamento dental.
Dentifricio Prevenir gengivite, periodontite. Coreia NANOVER™ Toothpaste
Acdo contra virus, bacilos e colitis
Dentifricio Clareamento, prevencao de cérie, Coreia Oragan Nano Silver
antiplaca e reducédo do mau hélito. Toothpaste
Dentifricio Prevencéo de periodontite, halitose China Quan Zhou Hu Zheng
e outras doencas, clareamento, Nano Technology Co.,
protecdo aos tecidos orais e Ltd.® Nano-silver
efetividade contra bactérias e Toothpaste
virus.
Dentifricio com Atividade antimicrobiana e Coreia Ag Nano Phytoncide
phytoncide potencializac&o do efeito do Toothpaste
phytoncides.
Dentifricio em gel Protec&o antimicrobiana dos Coreia Toothpaste Gel
tecidos dentais e gengivais.
Escova dental Eliminar 99,9% das bactérias da Estados Antibacterial Powered
escova dental. Unidos Toothbrush
Escova dental Associar o efeito mecéanico da Coreia Lucky Silver Nano
remocao do biofilme & atividade Toothbrush
antimicrobiana.
Escova dental Eliminar 99,9% das bactérias da Estados Mouth Watchers Nano
escova dental. Unidos Silver Toothbrush
Escova dental Acgdo antimicrobiana. Taiwan Nano Toothbrush
Escova dental Atividade antimicrobiana. Coreia Nano-silver Toothbrush
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Escova dental Atividade antibacteriana continua. Canada Norwex's Silver Care Plus
Self Sanitizing Toothbrush
Escova dental para Protecado antimicrobiana. Coreia Nano Finger Teeth Brush
criancas
Gel dental Potente atividade antimicrobiana. | Republica Dentasil Gel
Checa

Fonte: Wilson Center, 2019.

2.2.2. Propriedades das nanoparticulas de prata

2.2.2.1 Ressonancia plasmoénica de superficie (RPS)

E um fendmeno observado nas NPs metalicas, ocorre devido & oscilagdo dos
elétrons livres na superficie da banda de conducédo em resposta ao campo elétrico da
luz incidente. Esses elétrons sdo capazes de absorver os fotons de luz e gerar a
ressonancia dos plasmons de superficie (ZHANG e NOGUEZ, 2008).

A formacdo de NPs de prata exibe respostas espectrais caracteristicas, com
absorcdo de luz numa determinada faixa de comprimento de onda, atribuida as
bandas de RPS. Assim, NPs de prata podem ser investigadas a partir das regides
visivel e ultravioleta do espectro, devido as mudancas nas bandas de RPS da prata,
que Ihes conferem caracteristicas Opticas bem definidas. Ainda, a prata destaca-se
por apresentar uma intensa RPS, o0 que permite uma alta sensibilidade a
espectroscopia ultravioleta e visivel (UV-Vis), e na formacéo de NPs essa ressonancia
exibe um valor de 400 nm, mas que pode variar entre 400 a 500 nm (NETO; RIBEIRO;
ZUCOLOTTO, 2008; PAIVA; THIRE; SOARES, 2012).

Além disso, a frequéncia e a largura das bandas de RPS estao relacionadas a
estrutura das NPs, como tamanho, forma e arranjo das moléculas, e a quantidade de
particulas presentes na solucao coloidal, por exemplo, a maior largura e intensidade
das bandas de RPS indicam uma maior quantidade e tamanho das NPs. O
conhecimento desses aspectos possibilita o planejamento de NPs com caracteristicas

especificas de acordo com a aplicagdo pretendida (SANTOS et al., 2016; PAIVA,
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THIRE; SOARES, 2012; NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008; ZHANG e NOGUEZ,
2008; PARMAR; KAPIL; SACHAR; SHARMA, 2020).

Exemplificando isso, Panacek et al. (2006) indicaram que NPs de prata de ta-
manho entre 25 a 50 nm, a andlise por Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET),
demonstraram uma absorbancia entre 390 a 420 nm por espectrofotometria UV-Vis.
Por sua vez, Berbe¢, Zotadek, Kulesza e Patys (2019) sintetizaram NPs de prata com
banda de RPS formada em um comprimento de onda préximo de 400 nm (Curva C),
apontando que tal valor é caracteristico de estruturas esféricas, ja para as solu¢des
utilizadas como agentes estabilizantes das NPs foi indicada a presenca de estrutura
correspondente a estrutura de Keggin heteropolianion, formato indicado nas curvas A
e B (Figura 2).

Figura 2- Comprimentos de onda relacionados ao formato do material.
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Fonte: Adaptado de Berbec; Zotadek; Kulesza; Patys, 2019.

2.2.2.2 Potencial zeta

O potencial zeta ou potencial de superficie € medido por um experimento de
eletroforese, a partir da mobilidade eletroforética, e com a aplicacdo da Laser Doppler
Velocimetria calcula a medida da direcéo e velocidade do movimento de uma particula
em um campo elétrico bem definido. Em suspensao cada NP é circundada por uma

dupla camada elétrica, que possui uma regiao interna, denominada Stern, a qual os
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ions estdo unidos firmemente, e uma regido externa, onde as interacdes Ssao
consideradas fracas. Nesta Ultima, os ions estdo dentro de uma area envolta por um
limite imaginario, conhecido como plano hidrodindmico de cisalhamento, quando
ocorre 0 movimento de uma NP os ions acompanham o movimento, sem, no entanto,
ultrapassar esse limite. O potencial zeta indica a quantidade de carga presente nesse
plano, e pode ser definido como a quantidade de energia necessaria para deslocar
uma carga positiva do infinito para a superficie sem o auxilio de uma forgca aceleradora
quando da aplicacdo de um campo elétrico externo (Figura 3) (MALVERN, 2004;
BHATTACHARJEE, 2016).

Em relacdo ao potencial zeta, € indicada a estabilidade e a resisténcia a
aglomeracao entre as particulas na suspensdo quando esse € maior que + 30 mV,
essas propriedades sdo melhores quanto maior o valor do potencial zeta em modulo
(NETO; RIBEIRO; ZUCOLOTTO, 2008; ALBERNAZ, 2014; PARMAR; KAPIL;
SACHAR; SHARMA, 2020).

Figura 3- Representacdo da mobilidade eletroforética das particulas em suspenséo.
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deslizante

Fonte: Adaptado de Bhattacharjee, 2016.

2.2.2.3 Tamanho

O tamanho das NPs esta relacionado a sua atividade e aos seus efeitos

citotoxicos. Quanto menor seu tamanho maior a reatividade quimica, assim, para as
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NPs de prata € observado um maior potencial antimicrobiano, mas também maior
genotoxicidade (ABDI, 2010; PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010). Choi et
al. (2008) sustentam essa questéao referindo que NPs menores que 10 nm atravessam
mais facilmente as membranas celulares, e, devido ao acumulo intracelular podem
interferir nas funcdes celulares. Isso sugere que quanto menor o diametro das NPs
menores concentracdes devem ser empregadas, objetivando-se a reducdo da
toxicidade, como também € importante a utilizagdo de métodos de sintese que
proporcionem a reducao da toxicidade, como a sintese biogénica.

O tamanho das NPs podem ser avaliados por varias técnicas como Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), MET e Espalhamento Dinamico da Luz (EDL).
Enquanto a técnica EDL mede o raio hidrodindmico das particulas dispersas em
suspensao, as técnicas de microscopia analisam as particulas desidratadas. Por isso,
menores valores de didametro sédo obtidos a analise microscopica, visto que por EDL é
feita a mensuracdo ndo apenas da parte metalica das NPs de prata, mas também se
considera os componentes aderidos a sua superficie e a espessura da dupla camada
elétrica, fornecendo um maior tamanho (BHATTACHARJEE, 2016).

Para a determinacdo do tamanho na técnica EDL sobre a suspenséao coloidal
incide um laser e a intensidade da luz espalhada é identificada através do EDL. Com
0 movimento das particulas sdo geradas interferéncias destrutivas e construtivas, por
iSs0, observa-se a flutuacao da luz espalhada em um determinado intervalo de tempo
(Figura 4).

Figura 4- Variacdes na intensidade da luz pela movimenta¢éo das nanoparticulas em suspenséo.
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Fonte: Adaptado de Bhattacharjee, 2016.
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2.2.3 Nanopatrticulas biogénicas

As NPs metélicas podem ser biossintetizadas pelo método verde utilizando
micro-organismos como agentes redutores e estabilizantes, a exemplo de bactérias,
fungos, leveduras e algas, e pelo uso do extrato de plantas, tendo diferentes rotas de
sintese (PATIL; KIM, 2018). Um dos grandes desafios da aplicacdo de NPs na
industria e biomedicina é a alta toxicidade daquelas sintetizadas por métodos fisicos
e quimicos. E, dentre os fatores capazes de influenciar os efeitos citotoxicos das NPs
estdo a morfologia, a técnica de sintese, a metodologia dos experimentos, a pureza e
o tamanho (ABDI, 2010).

Diante disso, a sintese biogénica vem revelar NPs efetivas produzidas a partir
de recursos bioldgicos ndo téxicos, degradaveis e ecoldgicos, contornando essa bar-
reira. A sintese que utiliza plantas medicinais tem se apresentado como um processo
simples e uma alternativa viavel a reducéo da toxicidade das NPs (OGUNSONA et al.,
2020; BARUA et al., 2013). A baixa citoxicidade da biossintese tem sido bem descrita
na literatura, Kischkel et al. (2020) sintetizaram NPs de prata com propolis verde, de
tamanho entre 2 e 40 nm a andlise por MET, indicando a reducao da citotoxicidade
em comparacao ao nitrato de prata (AgNO3) pela avaliacdo da atividade mitocondrial
através do ensaio colorimétrico do Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)- 2,5-difenil-2H-
tetrazdlio (MTT) utilizando células humanas tumorais e linhagem de células ndo tumo-
rais de macaco verde africano, e auséncia de citotoxicidade e mutagenicidade no em-
prego do teste de Ames (Ensaio de Mutagenicidade Salmonella/ microssoma). Por
sua vez, Rénavari et al. (2018) avaliaram a viabilidade celular de células HaCaT de
queratindcitos derivadas da pele humana tratadas com NPs de prata biologicamente
sintetizadas. Ensaios de citotoxicidade demonstraram que as NPs de prata de tama-
nho médio de 4,1 £ 1,44 nm & andlise por MET, em concentracdes de 0-60 pg/mL,
nao reduziram a viabilidade de células HaCaT, ja células submetidas ao agente tera-
péutico cisplatina a uma concentracdo de 5 ug/mL revelaram uma perda significativa
da atividade metabdlica dos queratinocitos, mostrando uma maior citotoxicidade
desse agente quando comparado as NPs.

Ademais, Chandra et al. (2020) realizaram busca na literatura referente a NPs

metalicas sintetizadas a partir de plantas, indicando diversas propriedades



30

terapéuticas, dentre elas, atividade antimicrobiana e antioxidante. Barua et al. (2013)
demonstraram eficacia contra espécies Gram-positivas e Gram-negativas semelhante
a da gentamicina e ampicilina para NPs de prata obtidas através do método de sintese
verde com extrato aquoso de folhas preparado a partir da espécie Thuja occidentalis
sob condicbes ambiente, contudo, 0 mesmo extrato hdo exerceu acdo antibacteriana
isoladamente. Ainda, ressaltaram que NPs de prata quando sintetizadas considerando
a importancia de suas propriedades, como a estabilidade, sédo agentes Uteis para
aplicacbes biomédicas.

Dentre a diversidade de substancias disponiveis, o emprego da propolis tem
sido investigado especialmente por sua disponibilidade natural e relevancia bioldgica,
além da alta eficiéncia de seus extratos etandlicos e aquosos na sintese rapida de
NPs de prata (ROY et al., 2010). Coletada por abelhas, desempenha papel
antimicrobiano nas colmeias, proporcionando um ambiente asséptico, tem sido
largamente estudada no ambito das ciéncias da saude por sua atividade
antibacteriana, antiprotozoaria, antifingica, antiviral, anti-inflamatéria, antioxidante,
antineoplasica e hepatoprotetora (ANJUM et al., 2019). Dentre essas propriedades,
vale destacar sua ampla atividade antimicrobiana, inclusive sobre bactérias da
cavidade oral, como Porphyromonas gingivalis, S. mutans, L. acidophilus e E. faecalis
(YOSHIMASU et al., 2018; VELOZ; ALVEAR; SALAZAR, 2019; NAZERI; GHAIOUR;
ABBASI, 2019).

2.3 Prépolis

Registros histdricos indicam o uso da propolis desde épocas remotas, na
Grécia Antiga foi utilizada como agente antisséptico e antimicrobiano em infec¢bes
orais e cutaneas, e no Egito era empregada para embalsamento dos mortos em 3.000
a.C. A propolis possui variadas composi¢cdes quimicas, que estdo relacionadas a
fatores diversos como sua origem, vegetacao de cada localidade, periodo de coleta e
caracteristicas genéticas das abelhas, sua atividade biolégica também depende do
tipo de extracdo e solvente utilizado e do tratamento da propolis coletada. De forma
geral, sdo compostas por fendis, flavonoides e derivados de terpeno, seus
constituintes Ihes proporcionam propriedades distintas, sendo caracterizada como

uma substancia com varios atributos benéficos a saude. Assim, € inerente a
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observacdo desses aspectos na investigacdo dos seus efeitos biolégicos (ZABAIOU
et al., 2017).

Segundo Franchin et al. (2018), no Brasil s&o encontrados ao menos treze tipos
diferentes de propolis, classificadas conforme sua localizagéo e caracteristicas fisico-
quimicas, que sao constituidas por moléculas biologicamente ativas, como a
apigenina, apresentando acéo anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, antiviral
e antitumoral (MAURYA et al., 2014; FRANCHIN, 2016; BYLKA; MATLAWSKA,;
PILEWSKI, 2004; LEI-XIONG et al., 2019; SANTOS; RODRIGUES, 2017). Por sua
vez, Yoshimasu et al. (2018) investigaram a termoestabilidade do extrato etandlico
derivado de proépolis brasileira, demonstrando que sua atividade antimicrobiana néao
foi alterada quando submetido a uma temperatura de 100 °C durante 20 minutos.

Entre os tipos de classificacdo, a prépolis vermelha representa o décimo
terceiro tipo, sendo uma combinacdo de resina natural, e apresenta diversas
propriedades terapéuticas como atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiparasitaria, metabdlica e antineoplasica, além de substancias ndo
identificadas em outros tipos de propolis. Também pode ser encontrada em outros
paises, especialmente nagueles que possuem caracteristicas geograficas similares
as brasileiras, a exemplo de Cuba, Nigéria e México (FREITAS et al., 2018; RUFATTO
et al., 2017).

Propolis verde, marrom e vermelha da regido Nordeste do Brasil foram
investigadas quanto a sua composicdo, sendo sua bioatividade correlacionada
principalmente aos constituintes fendlicos e flavonoides. A propolis vermelha indicou
um teor mais alto de fendis totais, ja a verde a de flavonoides (Figura 5). A prépolis
vermelha também revelou melhor atividade antioxidante, com reducéo de 90,72% do
radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Os quatros compostos encontrados
em maior concentracdo na propolis vermelha foram a luteolina, a naringenina, a
pinocembrina e o Kaempferol (ANDRADE et al., 2017), atividade anti-inflamatoria,
antioxidante e antimicrobiana sdo atribuidas a esses compostos (CALDERON-
MONTARNO et al., 2011; SADEGHI; AKABERI; VALIZADEH, 2014; MAHENDRAN;
RAHMAN, 2020). O vestitol, um isoflavonoide com um importante potencial anti-
inflamatorio, também foi detectado na propolis vermelha brasileira, seu mecanismo de

acao consiste na diminuicdo da migracao de neutroéfilos nos processos inflamatorios,
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em razao do bloqueio do influxo de calcio e da inibicdo ou reducao da liberacédo de

determinadas quimiocinas, como a interleucina-8 (FRANCHIN et al., 2016).

Figura 5- Teor total de compostos fendlicos e flavonoides nas prépolis marrom, verde e vermelha
(média * desvio padrao; n = 9).

Prépolis Compostos fendlicos totais (mg  Conteudo de flavonoides totais
de &cido galico/g de prépolis (mg de quercetina/g de
propolis
Marrom 55,74 £ 0,48 30,89 £ 0,20
Verde 90,55+ 1,52 59,45 + 0,82
Vermelha 91,32+ 0,49 31,48 + 0,56

Fonte: Andrade et al., 2017.

Santos et al. (2019) identificaram 14 compostos no extrato de propolis vermelha
encontrada no estado de Alagoas e suas fragdes, no Nordeste brasileiro, que foram
associados ao tratamento do céncer de colén, entre esses compostos a
formononetina, que é considerada o principal marcador quimico da prépolis vermelha.
A formononetina € um isoflavonoide de atividade antioxidante semelhante a atribuida
as vitaminas A e E, além de possuir atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e
antinociceptiva (MORAES, 2009; OLIVEIRA, 2016; BUENO-SILVA et al., 2017; LIMA
et al., 2015). Almeida et al. (2019) investigaram os beneficios da combinacédo de
prépolis vermelha de Alagoas a um filtro solar com filtro UVA-UVB 5%, obtendo um
produto com caracteristicas de protecdo melhoradas, apresentando um aumento
relativo do Fator de Protecdo Solar (FPS) e acéo antioxidante, esta Ultima tem sido
atribuida principalmente aos compostos fendlicos presentes na prépolis (ANDRADE
et al., 2017).

Quanto a atividade antimicrobiana, Rufatto et al. (2018) indicaram a agéo
bacteriostatica de compostos presentes em propolis vermelha originada do estado de
Alagoas sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Por sua vez, Vasconcelos et al. (2014) indicaram que

prépolis vermelha brasileira possui melhor atividade contra patégenos orais quando
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comparada a propolis verde brasileira. Righi et al. (2011) também demonstraram que
a propolis vermelha exerce funcéo antimicrobiana sobre E. faecalis.

Além de desempenhar os efeitos jA mencionados, sua capacidade
remineralizante tem despertado o interesse de novos estudos. Gargouri et al. (2020)
associaram xilitol a propolis marrom da Tunisia demonstrando atividade
remineralizante, com aumento significativo dos niveis de calcio e fosfato, da
microdureza e diminuicédo da rugosidade da dentina nos grupos tratados com prépolis
em relagdo aos nao tratados. Martins et al. (2018) encontraram uma menor taxa de
desmineralizacdo do esmalte dental para os elementos dentais submetidos a
tratamento com extrato hidroalcéolico de prépolis vermelha, originaria do estado da
Paraiba, na regido Nordeste do Brasil, no qual a luteolina foi o flavonoide identificado
em maior propor¢do, estando essa redugcdo da desmineralizacdo correlacionada a
atividade bactericida sobre S. mutans, resultando na reducdo da colonizacdo por
esses patdégenos e menor producdo de acidos que provocam a perda mineral. Essa
atuacdo na reducdo da desmineralizacdo € de grande valia na reabilitacdo da
estrutura dentaria, resultando no seu fortalecimento e pode contribuir para a
diminuicdo da frequéncia de fraturas dentais e na manutencdo do dente, reduzindo,
dessa forma, os indices de extracao do elemento dental (BARAS et al., 2019).

Para uso em odontologia, a prépolis pode acarretar manchamento dentinario
guando utilizada em concentracbes de 2%, segundo Silva e Lewgoy (2012), que
sugeriram a realizacdo de estudos com concentracfes mais baixas de prépolis. Nesse
contexto, Almeida (2014) demonstrou que prépolis vermelha brasileira nas
concentracdes de 0,3% e 0,6% pode ser utilizada em dentina sem comprometimento

da estética.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Biossintetizar nanoparticulas de prata com prépolis vermelha de Alagoas
(NPsAg-PV) para investigagao do efeito antibacteriano sobre E. faecalis.

3.2 Objetivos especificos

o Produzir EHPV para a sintese de NPsAg-PV;

o Caracterizar NPsAg-PV através de diferentes metodologias;
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o Comparar a atividade antimicrobiana entre Ca(OH)2; EHPV; NPsAg,
sintetizadas pelo método quimico; NPsAg+EHPV, NPsAg-PV e suas associa¢gbes com
Ca(OH)2 sobre E. faecalis.

4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Este estudo apresenta uma abordagem descritiva, experimental e laboratorial, in vitro
e ex Vvivo, que consistiu nos estagios de preparo do EHPV, sintese de NPs, caracteri-
zacao por diferentes metodologias dos grupos experimentais e avaliacdo do potencial
antibacteriano de variados compostos sobre E. faecalis, a sequéncia das etapas é

representada em organograma abaixo.

Figura 6- Organograma dos experimentos realizados.
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Fonte: Propria autora, 2021.

4.2 Materiais
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Na sintese das NPs foram empregados os seguintes produtos: nitrato de prata
(AgNO3) P.A. (Dinamica, Brasil), citrato de sodio tribasico (Dinamica, Brasil), hidroxido
de sddio- NaOH- (Vetec, Brasil). Como solventes utilizou-se agua deionizada (Nalgon,
Brasil) e &lcool etilico absoluto (Quimica moderna, Brasil). No preparo dos grupos ex-
perimentais e na avaliacao antimicrobiana, além das NPs: Ca(OH)2 pro-analise (P.A.)
(Biodindmica, Brasil), EHPV, PEG 400 (Vetec, Brasil), Brain Heart Infusion- BHI-
(Kasvi, Espanha), agar Mueller Hinton- AMH- (Kasvi, Espanha), meio Mueller Hinton
-MH- (Kasvi, Italia) solucédo salina - 0,9% de NaCl - (Sigma-Aldrich, Alemanha), resa-
zurina (Sigma-Aldrich, EUA), broca Peeso numero 1, 2 e 3 (Dentsply Maillefer, Brasil),
hipoclorito de sédio 5,25%- NaOCI- (Férmula, Brasil), acido etilenodiamino tetra-acé-
tico 17%- EDTA- (Biodinamica, Brasil), cera utilidade (Classico, Brasil), esmalte de
unhas vermelho (Colorama, Brasil), lima endoddntica nimero 100 (Injecta, Brasil), co-
nes de papel absorvente nimero 70 (Tanari, Brasil), CHROMagar Orientation (BD,
Inglaterra), cristal de violeta, solucdo de lugol e fucsina (Sigma-Aldrich, Alemanha),
peroxido de hidrogénio (Laborclin, Brasil), além dos materiais anteriormente citados.

A prépolis vermelha foi obtida em marco de 2019 do apiério Primavera, locali-
zado na cidade de Marechal Deodoro, Alagoas, na regido Nordeste do Brasil, com as
seguintes coordenadas geograficas de latitude sul, latitude oeste e altura, respectiva-
mente: 9° 42.258", 35° 54.391 e 35,5 metros. O acesso e transporte da propolis foram
previamente autorizados pelos 6rgaos reguladores para o controle do Patriménio Ge-

nético Brasileiro e Conservacgéo da Biodiversidade (protocolo SISGEN-A88DA2B).

4.3 Preparo do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas

O EHPV foi obtido segundo Mendonca et al. (2015), a 50 g de propolis vermelha
macerada e protegida da luz adicionou-se 200 mL de alcool etilico 80% e apds um
periodo de 48 horas em repouso, o sobrenadante foi filtrado e armazenado no escuro,
esse processo foi repetido por 3 vezes. O liquido extraido foi concentrado em rotoe-
vaporador (IKA® RV10, Alemanha) a uma temperatura de 50 °C. Para ser utilizado na
sintese de NPsAg-PV seguiu-se a ressuspenséo do extrato no mesmo solvente a uma
concentracdo de 25 mg/mL, para sua dissolucéo foi submetido a agitacdo a uma ve-
locidade de 200 rpm em placa agitadora.

O teor de flavonoides totais foi calculado pelo método espectrofotométrico da

reacao do cloreto de aluminio (AICI3) a 5% em metanol, conforme Alves e Kubota
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(2013), com alteracbes. Foram utilizadas amostras de EHPV diluidos nas concentra-
¢bes de 100, 150, 200, 250 e 300 pg/mL em baldo volumétrico de 5 mL. A absorbancia
foi lida a 425 nm e a concentracdo dos flavonoides determinada utilizando uma curva
padrdo de quercetina, atraveés da equacgéo 1:
y = 0,046x-0,018 (1)

Na qual, y = absorbancia e x = concentracao.

A quantificagdo dos flavonoides totais foi representada como miligramas de
equivalentes de quercetina por grama de EHPV.

4.4 Sintese de nanoparticulas de prata

A sintese seguiu o preconizado por Sileikaité et al. (2016), com alteracdes. Um
volume de 50 mL a uma concentragcao 1.500 uM de AgNOs foi aquecido até atingir a
temperatura de ebulicdo, e por gotejamento, na velocidade de 1 gota/s, acrescentou-
se 5 mL de solucdo de citrato de sédio sob agitacdo a uma rotacdo de 200 rpm.
Quando observada a alteracdo de cor da solucao, de incolor para amarelo claro, a
agitacao foi interrompida e a solugédo armazenada ao abrigo da luz.

4.5 Sintese de nanoparticulas de prata com propolis vermelha de Alagoas

Esta etapa foi conduzida de acordo com Barbosa et al. (2019) e Roy et al.
(2010). Para a reducdo do AgNOs a forma de prata nanométrica empregou-se 0
EHPV, e todas as etapas foram realizadas a temperatura de 32 + 2 °C. O EHPV res-
suspenso ha concentracdo de 25 mg/mL foi diluido em agua resultando numa solucéo
de concentracdo de 30 pg/mL, sob agitacdo de 200 rpm. O pH dessa solucao foi ajus-
tado para 10,6 pelo gotejamento de uma solucdo de NaOH de concentragéo 0,1 M,
com auxilio de medidor de pH (Tecnopon mPA210, Brasil). Apos esse estagio, por
gotejamento na velocidade de 1 gota/s adicionou-se a solugdo AgNOs, sob agitacao
de 200 rpm e ao abrigo da luz, obtendo-se uma solugéo coloidal de 1.500 uM de
AgNOs, apdés um periodo de 30 minutos o coloide foi retirado da placa agitadora e

armazenado.

4.6 Obtencao de nanoparticulas na forma de po
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O coloide obtido, tanto na sintese de NPsAg convencional (método quimico)
guanto na sintese de NPsAg-PV, apos o periodo de 24 h foi submetido a centrifugacao
com centrifuga RXII series (Hitachi, Japdo) por 20 minutos com uma forca centrifuga
relativa (RCF) de 4.120, a 15.000 rpm e 25 °C, apés cada ciclo de centrifugacédo o
sobrenadante foi descartado e o precipitado resultante ressuspenso em agua deioni-
zada, esse processo foi repetido por 2 vezes e ao final o precipitado foi centrifugado
por 3 vezes nas mesmas condi¢des ja descritas, realizando-se a lavagem em cada
ciclo, terminado esse processo colocado em placa de petri e levado a estufa NI1512i
(Nova Instruments, Brasil) a temperatura de 50 °C por 24 h. Barbosa et al. (2019)
indicaram o periodo de 24 h como o mais indicado para centrifugacdo do coloide de

NPs, considerando dois fatores: formacéo de NPs e estabilidade.

4.7 Preparo dos grupos experimentais para teste de escoamento e avalia-

¢ao do potencial antibacteriano

Foram preparados grupos experimentais com as substancias Ca(OH)2, EHPV,
NPsAg e NPsAg-PV através da homogeneizacao de cada uma delas com o PEG 400,
utilizado como veiculo. Também foram feitas associa¢des entre as substancias, que
se justifica para a avaliacdo da atividade de cada composto em diferentes formula-
cOes. Seguiu-se a proporcdo 1:1 nos grupos compostos por mais de uma substancia,

em relacdo ao volume.

4.8 Caracterizagéo

As NPsAg-PV e NPsAg foram caracterizadas na forma de suspensao coloidal
por espectrofotometria UV-Vis e EDL. Cada grupo experimental também foi

caracterizado através do potencial zeta e teste de escoamento horizontal.

4.8.1 Espectrofotometria ultravioleta e visivel

Foi utilizado espectrofotbmetro com leitor de placas (Flextation® 3, EUA), um
volume de 100 pL de cada grupo foi depositado em placa de poliestireno de 96 pocos
com fundo chato e a absorbancia obtida pela leitura dos comprimentos de onda em

um intervalo de 200 a 850 nm. O uso desta técnica possibilita averiguar a reducdo da
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prata para a forma de NPs, além de fornecer informacdes sobre as caracteristicas das
NPs.

4.8.2 Espalhamento dinamico da luz

As analises foram feitas no equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, UK), em triplicata, com a obtencdo do valor médio, com a
utilizacdo de uma cubeta de poliestireno (Square polystyrene cuvettes - DTS0012 -
Malvern Instruments, UK). Esta técnica permite a determinacdo do tamanho médio
das particulas através da medicdo do movimento browniano, as particulas recebem
iluminacdo de um laser, para que se procedam as analises das variacbes de
intensidade na luz espalhada. Por esta, também podem ser identificado o indice de
polidispersao (PDI) das NPs.

4.8.3 Potencial zeta

Foi realizada no equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
UK). As amostras foram lidas em triplicata, resultando em um valor médio, utilizando-
se uma célula eletroforética (Folded Capillary Zeta Cell - DTS1070 - Malvern
Instruments, UK). A determinacdo do potencial zeta justifica-se pela caracterizacéo

das NPs quanto a sua estabilidade.

4.8.4 Teste de escoamento horizontal

As analises se deram de acordo com os parametros da ISO 6876:2012, com
adaptacdes. Os materiais foram preparados conforme as especificacdes descritas
acima. Um volume de 0,05 mL de cada material foi colocado no centro de uma placa
de vidro medindo 15 mm x 7 mm x 10 mm. Em seguida, uma placa de vidro de 49,18
g foi colocada sob os materiais e no centro do conjunto posicionado um peso de 116,3
g, totalizando um peso de 165,48 g. O diametro inicial foi medido e apds 7 minutos
avaliado o diametro final, utiliza-se um paquimetro (Mitutoyo MTI Corporation, Japao),
para calcular a diferenca entre eles. As avaliagdes foram feitas em triplicata e a média

das trés leituras de cada grupo foi considerada como o resultado do escoamento.



4.9 Avaliacao do potencial antibacteriano

4.9.1 Ensaio in vitro
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Para este ensaio, determinadas substancias foram preparadas e testadas con-

tra cepas de E. faecalis, conforme a Tabela 1.

Tabela 1- Descri¢cdo dos grupos experimentais do teste in vitro da avaliagdo antimicrobiana.

Composicao Descricdo de cada grupo experimental Proporcéo
Pasta de Ca(OH): Pasta de hidroxido de calcio -
EHPV Extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas -
NPsAg Nanoparticulas de prata -
NPsAg+EHPV Nanoparticulas de prata combinada a extrato hidroalcodlico de 11
prépolis vermelha de Alagoas
NPsAg-PV Nanoparticulas de prata com propolis vermelha de Alagoas -
Pasta de Ca(OH),+EHPV Pasta de hidréxido de célcio combinada a extrato hidroalcodlico 11
de propolis vermelha de Alagoas
Pasta de Ca(OH).+NPsAg Pasta de hidréxido de célcio combinada a nanoparticulas de 11
prata
Pasta de Pasta de hidréxido de célcio combinada a nanoparticulas de 1:1:1
Ca(OH),+NPsAg+EHPV prata e extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas
Pasta de Ca(OH),+NPsAg-PV Pasta de hidroxido de calcio combinada a nanoparticulas de 1:1

PEG 400
MH+in6culo bacteriano
MH

prata com propolis vermelha de Alagoas
Polietilenoglicol 400 (Controle negativo)
Caldo Mueller Hinton e inéculo bacteriano (Controle positivo)
Caldo Mueller Hinton (Controle de esterilidade)

Fonte: Propria autora, 2021.

A cepa de referéncia de E. faecalis (ATCC 29212) foi obtida do Laboratério de

Controle e Qualidade de Alimentos da Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal

de Alagoas, sendo reativada em meio BHI por 48 horas a 37 °C. Dessa cultura foi

retirada uma aliquota para cultivo em meio AMH para a incubacéo por 24h a 37 °C,

esse periodo pode compreender um intervalo de 18-24 horas (NCCLS, 2003; CLSI,
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2012), visando o uso na elaboracéo do indculo na concentracédo de 1,5x108 em solu-
cao salina a 0,9%, de acordo com a escala 0,5 Mcfarland. Para o Teste de Suscepti-
bilidade a Antimicrobianos (TSA) por microdiluicdo foi feita a diluicdo do in6culo com
solucéo salina 0,9 % para a concentracdo de 1,5x10°. A CIM e concentragdo bacteri-
cida minima (CBM) foram determinadas pela técnica delineada em Métodos para Tes-
tes de Susceptibilidade de Diluicdo Antimicrobiana para Bactérias que Crescem Aero-
bicamente (CLSI, 2012). Inicialmente, foram dispostos em microplacas de poliestireno
estéreis de 96 pocos de fundo chato 100 pl do caldo MH, seguido de 100 ul das subs-
tancias a serem testadas e 5 pl do indculo bacteriano. Solucdes estoques estavam a
uma concentracdo de 2.000 pg/mL na primeira coluna da microplaca e nos pocos se-
guintes foram feitas diluicdes seriadas, com a retirada de uma aliquota de 100 pl da
coluna 1 para a sucessora, em uma faixa de concentragdo de 2000 pg/mL a 3,91
pg/mL como concentracao final. As diluicbes foram feitas no sentido horizontal da
placa dos pocos 1 ao 10 (Figura 6). O controle positivo foi constituido de MH e in6culo
bacteriano, que permitiu avaliar o crescimento bacteriano nas condigbes do experi-
mento, sem interferéncia de componentes possivelmente inibidores. Para o controle
de qualidade da técnica foi realizado o teste de esterilidade do meio de cultura utili-

zando apenas o caldo MH, na dltima coluna.

Figura 7- Representacéo da microplaca para obtencdo da concentragdo inibitéria minima.

DlLUICAO SERIADA DAS SUBSTANCIAS (2.000
ug/mL a 3,91 ug/mL)
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\
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|
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Fonte: Adaptado de Vieira, 2016.
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A avaliacdo da CIM se deu através da analise da viabilidade celular, através do
meétodo colorimétrico, com a aplicacao de 25 pl de resazurina 0,01% decorrido o peri-
odo de 24 h de incubacdo em condi¢cdes de aerobiose. Os resultados da CIM foram
observados na concentragcdo que néo houve alteracdo da cor de azul para rosa no
poco apods o periodo de 6 horas de aplicacdo, proporcionada pela presenca de células
bacterianas viaveis capazes de reagir com a resazurina através de uma reacéo de
oxirreducao, indicando o metabolismo bacteriano (SCIMONE, et al. 2021). A partir da
CIM os produtos foram classificados da seguinte forma quanto a atividade bacterios-
tatica: excelente, valores abaixo de 100 ug/mL; moderada, entre 100 e 500 pg/mL;
baixa, valores acima de 500 a 1.000 ug/mL e inativos quando essa concentragao foi
superior a 1.000 pg/mL, conforme a classificacdo empregada por Holetz et al. (2002),
gue investigaram plantas brasileiras para o tratamento de doencas infecciosas.

Para determinacdo da CBM foram retirados 10 pl do poco correspondente a
CIM e dos pocos anteriores, ou seja, aqueles com maiores concentracdes da subs-
tancia ativa, a aliquota foi semeada em placas de Petri em AMH. A CBM foi indicada
na concentragdo em que foi detectada a auséncia do crescimento de colbnias nas
placas de Petri.

Os ensaios para determinacao da CIM e CBM foram realizados em triplicata e
incubados a 37 °C durante 24 horas, e o diluente PEG 400 constituiu o controle nega-

tivo.

4.9.2 Ensaio ex vivo

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universi-
dade Federal de Alagoas (UFAL), sob o nimero 18101219.6.0000.5013, sendo a
amostragem composta de 54 dentes humanos, unirradiculares, sem carie, permanen-
tes, erupcionados, com raiz completa e extragdo indicada por razdes terapéuticas, 0s

elementos dentais foram armazenados em cloramina T 0,5% até seu uso.
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A efetividade das substancias intracanais foi avaliada utilizando-se cepa de E.
faecalis (ATCC 29212) para formacao de biofilme, seguindo-se a observacao de uni-
dades formadoras de colbnias (UFCs). O ensaio foi realizado conforme Parolia et al.

(2020), com modificacdes.

4.9.2.1 Preparo dos dentes

Foram padronizados blocos radiculares de 6 mm de comprimento através de
dois cortes perpendiculares ao longo eixo do dente, um corte a 1 mm abaixo do limite
amelo-cementario e outro no terco cervical, utiliza-se um disco diamantado em corta-
deira metalografica sob refrigeracéo a agua (Isomet 5000; Buehler Ltd, Lake Bluff, IL),
na velocidade de 800 rpm. O conduto radicular foi alargado com broca Peeso nimero
1,2 e 3 (Dentsply Maillefer, Brasil), nesta sequéncia, acoplada a um contra-angulo, em
baixa rotacdo. Ao final, o canal radicular dos corpos de prova apresentava 0,9 mm de

diametro interno (Figura 7).

Figura 8- Blocos de dentina

Fonte: Prépria autora, 2021.

Os canais radiculares dos corpos de prova foram irrigados com NaOCI 5,25%
(Férmula, Brasil), seguido de EDTA 17% de pH 4,0 (Biodinamica, Brasil) por 2 minu-
tos, sob agitacdo soénica, para remover a smear layer. Os blocos foram lavados em
solucéo salina estéril apos cada irrigacdo. A seguir, as superficies externas foram co-
bertas com dupla camada de esmalte de unhas vermelho (Colorama, Brasil) para evi-

tar o contato de E. faecalis e dos medicamentos com a superficie externa e 0s corpos
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de prova foram esterilizados em autoclave por 20 min a 121 °C. Placas de Petri con-
tendo uma superficie com cera utilidade (Classico, Brasil) foram preparadas e a su-
perficie desinfectada com alcool 70% e secas com ar em uma camara de fluxo laminar
antes do uso. Os corpos de prova foram fixados nas placas de Petri com cera através
de sua porcao apical, com um pequeno quadrado de parafilme obliterando o forame

apical para evitar penetracédo de cera no canal radicular (Figura 8).

Figura 9- Blocos de dentina fixados em cera.

Fonte: Propria autora, 2021.

4.9.2.2 Inoculagao dos blocos de dentina com Enterococcus fae-
calis

E. faecalis foram suspensos em 20 mL caldo MH, as células em suspenséo
foram ajustadas até alcancar a turbidez de 1,5x108 UFCs/mL, equivalente ao padréo
0,5 da escala McFarland. Um volume de 10 pl do indculo de E. faecalis foi inserido no
interior do canal radicular em camara de fluxo laminar. A porcao coronal dos blocos
de dentina foram selada imediatamente com parafilme, e houve a incubacao dos blo-
cos de dentina & 37°C por 21 dias, com renovagédo de E. faecalis a cada trés dias para
a formacéo do biofilme bacteriano.
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4.9.2.3 Aplicacdo do medicamento intracanal

Depois do periodo de inoculagéo, os blocos de dentina foram aleatoriamente
distribuidos em grupos (n=2) de acordo com a substéncia colocada: pasta de Ca(OH)z;
EHPV; NPsAg; NPsAg+EHPV; NPsAg-PV; Ca(OH):+EHPV; Ca(OH)2+NPsAg;
Ca(OH)2+NPsAg+EHPV e Ca(OH)2+NPsAg-PV. Cada grupo foi dividido de acordo
com o intervalo de 1, 3 e 7 dias de incubacéo, e no canal radicular aplicado um volume
de 5 pl de cada substancia a uma concentracao de 2.000 pug/ mL, de modo a preencher
totalmente o canal. O orificio coronal foi selado com parafilme e os blocos mantidos a
37 °C pelos periodos experimentais.

Quanto a concentracao das substancias, foi empregada concentracédo superior
a CIM, adotando-se o maior valor obtido para a CBM no ensaio in vitro, considerando-
se também que o in6culo bacteriano estava mais concentrado no ensaio ex vivo
(1,5x108) em relacéo aos ensaios in vitro (1,5x10%), isso é fundamentado na literatura

por alguns autores como Melani (2009) e Carli (2007).

4.9.2.4 Coleta das raspas de dentina e atividade antimicrobiana

Decorridos os periodos experimentais, os blocos de dentina foram removidos
das placas de Petri e os canais foram secos com pontas de papel absorvente nimero
70 (Tanari, Brasil). Amostras de raspas de dentina foram coletadas com auxilio de
uma lima endodéntica niumero 100 (Injecta, Brasil).

As raspas de dentina foram transferidas para microtubos contendo 1 mL de
meio de solucao salina estéril, que foi agitado em voértex por 30 s. Uma ponteira estéril
foi utilizada para transferir uma aliquota de 100 pul da solucdo salina com raspas de
dentina para outro tubo contendo 900 pl de solucéo salina estéril. O contetdo de cada
tubo foi serialmente diluido de 10 até 10%. Posteriormente, 25 pl das raspas de den-
tina diluidas foram espalhadas uniformemente usando al¢as de Drigalsky em placas
de Petri em triplicata. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Ap0s a incuba-
cdo, procedeu-se a observacao da formagéo de coldnias.

Na presenca de col6nias, foram feitas analises para atestar confirmac¢do do
género Enterococcus através de variados ensaios, incluindo a coloragdo de Gram,

para verificar a presenca de estruturas s cocos, seguido do uso do meio cromogénico
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CHROMagar Orientation (BD, Inglaterra), meio que permite diferenciar o género En-
terococcus spp., sem a necessidade de testes de confirmacdo adicionais, teste de
catalase e meio de tolerancia ao sal (MTS), este composto de caldo BHI acrescido de
NaCl 6,5%, que é um meio de cultura liquido que diferencia Streptococcus spp. de
Enterococcus spp., visto que 0s Streptococcus nao crescem nesse meio, 0s testes
foram realizados conforme Koneman et al. (2016) e CHROMagar (2020), com modi-
ficacoes.

A coloragédo de Gram foi realizada a partir de um esfregaco bacteriano fixado
pelo calor em lamina de vidro polido, com uso sequencial dos reagentes cristal de
violeta, lugol, alcool absoluto e fucsina. Ao término da coloracéo, as laminas prepara-
das foram levadas a microscopico 6ptico (Olympus, Japao) e observadas em aumento
de 40x e 100x.

Para identificacdo em meio cromogénico, colénias foram semeadas em placas
de Petri e incubadas por um periodo de 24 h para observacao pelo método visual. Na
realizacdo do teste de catalase, foi gotejada uma solucdo de perdxido de hidrogénio
(Laborclin, Brasil) sobre amostra bacteriana em lamina de vidro polido, o resultado &
considerado positivo quando ha formacao de bolhas, indicando a presenca da enzima
catalase. Quanto a investigacdo no MTS, coldnias foram cultivadas no caldo, e os
resultados também obtidos ap6s 24 h, o turvamento do meio indica o crescimento de

Enterococcus spp.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas

O EHPV foi obtido com um rendimento de aproximadamente 40%,
apresentando consisténcia viscosa e cor vinho. O célculo do contetdo de flavonoides
do EHPV resultou em um maior valor para o residuo seco do extrato, = 52,63 mg de
quercetina/g, quando comparado ao do extrato etandlico, = 36,58 mg de quercetina/g.
O teor de flavonoides encontrado neste estudo se assemelha ao identificado por
Andrade et al. (2017), que avaliaram um extrato etandlico de propolis vermelha de
Sergipe, indicando 31,48 mg de quercetina/g de propolis, e a pequena variagdo pode

estar relacionada a aspectos geograficos da regidao de origem da propolis, como a
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sazonalidade, ou até mesmo a fatores associados ao método de preparo do extrato
(ZABAIOU et al., 2017). E, Righi et al. (2011) na investigacdo de extrato metandlico
de propolis vermelha, coletada de apiarios da cidade de Maceio, apontaram um
contetido de 32,91 mg de quercetina/g de propolis.

5.2 Caracterizacao

5.2.1 Espectrofotometria ultravioleta e visivel

Na analise por espectrofotometria UV-Vis, 0 maior pico de absorcédo das NPsAg
exibiu um valor préximo de 426 nm para um periodo de 24 h e 423 nm em um intervalo
de 72 h da sintese (Figura 7), indicando a reducdo da prata a forma nanométrica.
Valores de absor¢cdo maxima em torno de 400 nm séo caracteristicos da formacéo de
NPsAg em formato esférico, e na presenca de bandas de RPS no intervalo de 400 a
500 nm também pode ser observada a formacdo de NPsAg (NETO,; RIBEIRO;
ZUCOLOTTO, 2008; PAIVA; THIRE; SOARES, 2012; BERBEC; ZOtADEK;
KULESZA; PALYS, 2019). Validando isso, as NPsAg-PV apresentaram um pico em
425 nm e 421 nm, decorridas 24 h e 72 h, respectivamente (Figura 8). Esses dados
das bandas de RPS apontam a formacdo de NPs e sugerem que possuam
configuracdo esférica. Esses periodos de avaliacdo foram indicados através da
analise do estudo de Barbosa et al. (2019), que encontraram variacdes significativas
nesses intervalos.

Nesse sentido, Roy et al. (2010) demonstraram que NPs de prata sintetizadas
usando propolis indiana apresentaram o pico maximo em 421 nm, ja Barbosa et al.
(2019) encontraram um valor de 420 nm para NPs de prata com pfopolis de formato
esférico, que foram sintetizadas em condi¢cdes semelhantes as empregadas neste

estudo, apos 24 h da sintese.

Figura 10- Espectro ultravioleta e visivel das nanoparticulas de prata. (A) Apés 24 h. (B) Apés 72 h.
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Espectros ultravioleta e visivel das nanoparticulas de prata com propolis vermelha de Ala-
goas. (A) Apé6s 24 h. (B) Apés 72 h.
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5.2.2 Espalhamento dinamico da luz
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As NPsAg exibiram um raio hidrodinamico de 26,06 + 0,83 e PDI de 0,79 *
0,146, este sugere menor homogeneidade na distribuicdo das NPs quanto ao tamanho
(Figura 9), posto que valores abaixo de 0,3 indicam a auséncia de aglomerados e uma
distribuicdo homogénea do diametro das NPs (GREULICH et al. 2011).

Figura 12- Raio hidrodinamico médio das nanoparticulas de prata.
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Fonte: Prépria autora, 2021.

As analises por EDL mostraram NPsAg-PV com raio hidrodindmico de 132,5
nm = 1,19 (Figura 10), valor que tende a ser menor quando da analise por microscopia.
O PDI foi de 0,264 + 0,006, o que sugere a homogeneidade do tamanho das NPs do

coloide.

Nesse contexto, Greulich et al. (2011) obtiveram NPs de prata revestidas com
polivinilpirrolidona que a analise por EDL exibiram um tamanho de 80 nm, ao passo
qgue por MEV foi observado um menor tamanho, 50 + 20 nm. Para NPs de prata
biossintetizadas com 6leo de patchouli por Parmar, Kapil, Sachar e Sharma (2020) o
EDL revelou um tamanho de 110 nm, e para as sintetizadas por Albernaz (2014) com
extrato aquoso de folhas de Brosimum gaudichaudii, de 189,7 nm, valores que se

assemelham ao exibido pelas NPsAg-PV deste estudo.

Figura 13- Raio hidrodindmico médio das nanoparticulas de prata com prépolis vermelha de

Alagoas.
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5.2.3 Potencial zeta

Por sua vez, o potencial zeta das NPsAg de -54,1 mV £ 3,17 aponta a carga
negativa do coloide, além de sua estabilidade e oposicdo a agregacdo das NPs,

conforme a Figura 11.

Figura 14- Potencial zeta das nanoparticulas de prata.
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As NPsAg-PV demonstraram potencial zeta de -61 mV + 1,59, indicando que
em meio aquoso as NPs estdo carregadas negativamente, a estabilidade do coloide

e a resisténcia a agregacéo das particulas (Figura 12). Esse valor representa uma



50

significante estabilidade das NPsAg-PV. A utilizacdo de extrato hidroalcodlico de
prépolis pode ter contribuido para isso, visto que possui uma notavel capacidade
estabilizante, permitindo a obtencdo de NPs estaveis durante um longo periodo (ROY
et al., 2010).

Figura 15- Potencial zeta das nanoparticulas de prata com prépolis vermelha de Alagoas
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Fonte: Prépria autora, 2021.

O potencial zeta significativamente alto das NPsAg e NPsAg-PV pode estar
relacionado as condi¢Bes de sintese, como o uso do citrato de sédio e a alcalinidade
do EHPV, este de pH 10,6, visto que a estabilidade dos coloides esta associada a
alcalinidade do pH no inicio da reacédo de sintese (ALBERNAZ, 2014). Neto, Ribeiro e
Zucolotto (2008) relacionaram o pH a estabilidade das suspensdes, descrevendo que
os sistemas com pH maiores que 10 apresentam uma melhor estabilidade. Ainda, Roy
et al. (2010) mostraram que a formacao de NPs de prata biossintetizadas com extrato
etandlico de propolis indiana de pH 8,06 se deu em condi¢cGes mais rigidas, em um
intervalo de tempo superior e com controle da temperatura em torno de 40 °C, quando
comparada a reacéo que utilizou extrato de propolis indiana de pH 10,62, que ocorreu
a temperatura ambiente. Como também, a absorbancia maxima foi de 421 nm e 438
nm, para o coloide de prata preparado com o extrato em pH 10,62 e 8,05,
respectivamente, sugerindo que NPs de maiores tamanho foram obtidas com o uso
do extrato de menor pH (Figura 13). Por sua vez, Albernaz (2014) descreveu que nos
pHs de 4 e 5 ndo houve a formacao de NPs de prata, mas nos pHs de 6, 7 e 8 as

mudancgas nas bandas de RPS indicaram a formacgéao de NPs de prata. Isso sustenta
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gue ambientes basicos sdo mais favoraveis a formacado de NPs de prata e a sua

estabilidade.

Figura 16- Picos maximos de absorcédo das nanoparticulas a espectrofotometria ultravioleta e visivel.
(a) Nanoparticulas biossintetizadas com o extrato de prépolis indiana de pH 10,62. (b) Nanoparticulas

biossintetizadas com o extrato de propolis indiana de pH 8,05.
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Fonte: Adaptado de Roy et al., 2010.

Para as NPs de prata biogénicas sintetizadas por Albernaz (2014) com extrato
aguoso de folhas de Brosimum gaudichaudii o valor do potencial zeta foi de -29,2 mV,
ja para as revestidas com 6leo de patchouli, produzidas por Parmar, Kapil, Sachar e
Sharma (2020), o valor obtido foi de -20,73 mV, exibindo uma menor estabilidade em
relacdo as NPsAg-PV sintetizadas neste trabalho.

NPs de prata sintetizadas pelo método quimico por Rodrigues et al. (2019),
tendo o citrato de sodio como agente redutor, também mostraram estabilidade com
potencial zeta variando de -29,55 a -40,53 mV e diametro por EDL de 34,45 a 51,07,
de acordo com o volume de borohidreto de s6dio (NaBHa4) adicionado.

Em relagéo ao potencial zeta dos grupos experimentais, a pasta de Ca(OH)2
mostrou potencial de superficie de -15,6 mV, EHPV de -68,9 mV, NPsAg de -141 mV,
NPsAg+EHPV de -31 mV, NPsAg-PV de -173 mV, Ca(OH)2+EHPV de -129 mV,
Ca(OH)2+tNPsAg de -100 mV, Ca(OH)2+NPsAg+EHPVY de -70,4 mV,
Ca(OH)2+NPsAg-PV -177 mV e PEG 400 de -9,54 mV (Figura 14).
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Figura 17- Valores do potencial zeta (em mV e em mddulo) dos materiais estudados.
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Fonte: Propria autora, 2021.

Esses valores indicam a estabilidade dos compostos solubilizados no PEG 400,
também mostram uma melhor estabilidade para as NPs em p6 quando suspensas que
a do coloide de prata anteriormente ao processo de obtencdo do p6, cujos valores

foram indicados anteriormente.

5.2.4 Teste de escoamento horizontal

No teste de escoamento horizontal, a pasta de Ca(OH)2 mostrou escoamento
de = 19,33 + 0,49 mm, EHPV de = 12,33 + 0,38 mm , NPsAg de = 19, 47 + 0,36 mm ,
NPsAg+EHPV de 18,1 + 0,33 mm, NPsAg-PV de 9 + 0,27 mm,Ca(OH)2+EHPV de =
10,03 £ 0,36 mm, Ca(OH)2+NPsAg de = 22,13 £+ 0,24 mm, Ca(OH)2+NPsAg+EHPV
de = 20,03 £ 0,31 mm, Ca(OH)2+NPsAg-PV 5+ 0,67 mm e PEG 400 de = 24,33 + 0,44
mm (Figura 15).
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Figura 18- Valores do escoamento horizontal (em mm) dos materiais estudados.
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Fonte: Prépria autora, 2021.

A pasta de Ca(OH)2+NPsAg-PV apresentou o menor escoamento, seguida das
NPsAg-PV, indicando a menor capacidade de difusdo desses compostos em relacéo
aos demais. A prépolis estava presente nesses grupos, e seu extrato foi alcalinizado
a um pH de 10,6 para a sintese das NPs, o que pode ter contribuido para um baixo
escoamento em relacdo ao Ca(OH)2. Mello (2013) indicou uma maior viscosidade de
extrato aquoso de prépolis com maiores pHs, relacionando a uma maior capacidade
de extracdo de compostos fenolicos e flavonoides, como também de cera. Para ex-
trato de pH 8 mostrou um aumento aproximado de 40% na extracao de fendis e tam-
bém houve uma maior concentracdo de flavonoides, em comparacao ao extrato sem
alteracdo do pH. Além disso, o extrato etandlico mostrou capacidade de extracdo de
cera e uma maior extracdo de flavonoides e polifendis em relacdo ao extrato aquoso
de pH 8, aspectos que podem contribuir para aumento de sua viscosidade.
Ca(OH)2+EHPV apresentou o terceiro menor escoamento, que pode estar associado
a adicao do extrato de propolis, conforme o descrito por Mello (2013) e Sanchez-Ayala,
Silveira e Santos (2008).

Segundo Athanassiadis e Walsh (2017), essa menor capacidade de difusao
pode resultar em uma menor atividade antimicrobiana quando considerados periodos
curtos em relacdo aos mais prolongados, pois o medicamento demandara mais tempo

para alcancar o alvo biologico. Contudo, isso também se mostra como um aspecto
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positivo, pois essas substancias com maior viscosidade tém a capacidade de ficarem
retidas no meio, promovendo um efeito antibacteriano mais duradouro. Sanchez-
Ayala, Silveira e Santos (2008) demonstraram que a menor capacidade de difusédo de
um composto a base de Ca(OH)2 resultou em uma menor atividade antimicrobiana
desse, quando avaliado por um periodo de 24-48h, ja que a liberacdo do farmaco se
deu de forma mais lenta.

O PEG 400 apresentou a maior capacidade de escoamento, conforme o
esperado, pois ndo estava combinado a um soluto, seguido da pasta de
Ca(OH)2tNPsAg. Esse composto apresenta NPsAg em sua composicdo que
apresentou uma significante fluidez entre os grupos, que pode estar relacionada ao
pequeno tamanho das NPsAg, inclusive menor que o das NPsAg-PV, jA demonstrado
em sec¢do anterior por EDL. Corroborando isso, Berto (2000) descreve que particulas
de menor tamanho proporcionam menor viscosidade e maior fluidez ao material.

Além disso, as variacbes entre 0 grau de escoamento de cada grupo
experimental podem estar relacionadas a outros fatores, como a solubilidade e a
interacdo entre as substancias (BERTO, 2000; SANCHEZ-AYALA; SILVEIRA,
SANTOS, 2008; MELLO, 2013; ATHANASSIADIS; WALSH, 2017).

5.3 Avaliacdo antibacteriana
5.3.1 Ensaio in vitro

Todas as substancias produzidas demonstraram-se efetivas sobre E. faecalis,
conforme os resultados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) das subs-
tancias testadas e classificacdo quanto a atividade bacteriostatica.

CIM (pg/mL) Potencial bacteriostatico* CBM (pg/mL)
Pasta de Ca(OH). 500 Moderado 1.000
EHPV 250 Moderado 1.000
NPsAg 500 Moderado 2.000
NPsAg+EHPV 500 Moderado 1.000
NPsAg-PV 31,25 Excelente 31,25
Pasta de Ca(OH).+EHPV 500 Moderado 2.000
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Pasta de Ca(OH).+NPsAg 500 Moderado 1.000

Pasta de Ca(OH),+NPsAg+EHPV 500 Moderado 1.000

Pasta de Ca(OH)2+NPsAg-PV 250 Moderado 1.000
PEG 400 N&o encontrada Inativo N&o encontrada

*Conforme Holetz et al. (2002).

Fonte: Propria autora, 2021.

A pasta de Ca(OH)z, apresentou melhor efeito bactericida que as NPsAg, CBM
2 vezes melhor (1.000 ug/mL frente a 2.000 pg/mL e igual CIM 500 ug/mL). Ja frente
ao EHPV apresentou uma pior atividade bacteriostatica, mas igual CBM, em relacéo
as NPsAg-PV, o Ca(OH)2 mostrou-se menos efetivo sobre E. faecalis.

O EHPV desempenhou o segundo melhor efeito dentre todos os compostos,
com CIM e CBM de 250 ug/mL e 1.000 ug/mL, respectivamente, apresentando melhor
atividade bacteriostatica que o Ca(OH)2 e melhor efeito bacteriostatico e bactericida
gue as NPsAg, com a vantagem de ser composto por matéria prima de origem vegetal.
Isso demonstra a eficacia da propolis vermelha sobre E. faecalis. Em comparacao as
NPsAg-PV mostrou um inferior desempenho, isso pode ser justificado pelo sinergismo
que ocorreu entre a prata e a propolis vermelha e somado a isso a maior area de
superficie das NPs, que proporciona um maior potencial antimicrobiano, como ja ex-
plicado em sec¢do anterior.

As NPsAg apresentaram o menor desempenho antimicrobiano sobre E. faeca-
lis, com CIM de 500 pg/mL e CBM de 2.000 ug/mL. Revelou CIM inferior a do EHPV
e igual a do Ca(OH)2, mas para a atividade bactericida foi necessario o uso de uma
concentracéo duas vezes maior que a do Ca(OH)ze EHPV. Apesar de ndo haver um
consenso na literatura quanto ao mecanismo de acao das NPsAg, isso demonstra a
menor eficacia da prata reduzida por citrato de sédio em relacdo ao Ca(OH)2 e EHPV,
gue sao materiais formados por macroparticulas, e também em relacdo as NPsAg-
PV.

Por sua vez, o grupo NPsAg+EHPV demonstrou melhor CBM que as NPsAg e
igual valor de CIM, sendo esta maior que a do EHPV. Assim, infere-se que quanto a
atividade bacteriostatica as NPsAg ndo foram capazes de melhorar a atividade do

EHPV, pois no pogo ele estava a uma concentragcao de 250 ug/mL.
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As NPsAg-PV exerceram a melhor atividade antimicrobiana, com CIM e CBM
de 31,25 pg/mL, comparadas as NPsAg um desempenho significativamente superior,
considerando-se que ambos os coloides possuiam a mesma concentracéo de AgNOs.
Diante disso, fica evidente que neste estudo a biossintese viabilizou a obtencao de
NPs com propriedades antimicrobianas melhoradas, o que ja tem sido descrito por
diversos autores (LEDIGA et al., 2018; MASHWANI et al., 2015; SHARMA; YNGARD;
LIN, 2009). E, destacamos que ocorreu sinergismo entre a prata e o EHPV no nano-
material, segundo Andrade (2014), o efeito de sinergismo ocorre quando a interacao
entre as substancias ativas produz um efeito farmacologico drasticamente superior ao
esperado quando da aplicacao delas de forma isolada.

Dentre as associacdes, Ca(OH)2+EHPV mostrou o menor efeito sobre E. fae-
calis, com CIM e CBM de 500 e 2.000 ug/mL, com inferior efeito bactericida em com-
paragédo ao Ca(OH)2. Ca(OH)2+NPsAg demonstrou CIM e CBM de 500 ug/mL e 1.000
Mg/mL, respectivamente, valores iguais ao do grupo Ca(OH)2+NPsAg+EHPV.

A formulagdo Ca(OH)2+NPsAg-PV exibiu a melhor atividade antimicrobiana en-
tre as associacdes e a segunda melhor considerando-se todas as substancias, igual-
mente ao EHPV. A CIM foi de 250 pg/mL, o que retrata uma menor atividade bacteri-
ostéatica em relacdo as NPsAg-PV, mas melhor quanto a pasta de Ca(OH)2. Ja a CBM
de 1.000 pg/mL corresponde a da pasta de Ca(OH)2, mas revela uma significante
reducdo frente ao efeito bactericida das NPsAg-PV. Isso pode estar relacionado a ca-
pacidade de escoamento do composto (5 £ 0,67 mm), a menor dentre 0S grupos ex-
perimentais, dificultando a difusdo do Ca(OH)2 e das NPsAg-PV, Sanchez-Ayala, Sil-
veira e Santos (2008) também vincularam a menor atividade de um composto con-
tendo Ca(OH)2 e prépolis a alteracdo da capacidade de difusdo do produto. A signifi-
cante densidade de carga negativa do composto aliada ao baixo escoamento pode ter
contribuido para essa reducéo da atividade, devido a menor atracao eletrostatica do
composto pela célula bacteriana, Araujo et al. (2010) descreveram que compostos
carregados negativamente apresentam interacdo repulsiva com a célula bacteriana,
ja que estas possuem grupos fosforil e carboxil em sua superficie, que também apre-
sentam cargas negativas. Além disso, segundo Felten, Magnus, Santos e Souza
(2015), uma interacdo quimica antagonica entre as substancias pode estar associada

a reducéo da atividade.
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As associacdes Ca(OH)2+NPsAg, Ca(OH)2+NPsAg+EHPV, NPsAg+EHPV
apresentaram igual eficacia antimicrobiana sobre E. faecalis em relacdo ao Ca(OH)2.
O PEG 400 nao apresentou efeito antimicrobiano. Silva et al. (2016), Abinader (2005)
e Gomes et al. (2002) indicaram a auséncia de efetividade do PEG 400 sobre E. fae-
calis através do teste de difusdo em Agar. O controle positivo confirmou o crescimento
bacteriano e no teste de esterilidade nao foi observada viabilidade celular, compro-
vando a qualidade da técnica.

Esses resultados demonstram que NPsAg-PV se mostraram como 0s agentes
mais eficazes frente a E. faecalis, seguidas pela associacdo Ca(OH)2+NPsAg-PV e
também pelo EHPV. A propolis vermelha de Alagoas estava presente em todos esses
grupos, o que indica a marcante atividade desse produto natural sobre E. faecalis, que
apresentou melhor efeito bacteriostatico que o Ca(OH)z2, isso pode estar relacionado
a alta concentracao de substancias com atividade antimicrobiana em sua composicao,
descrita por Andrade et al. (2017), Santos et al. (2019) e Silva et al. (2020).

Diante do exposto, vale ressaltar que diferencas na metodologia dos ensaios
microbioldgicos, como o tipo de micro-organismo utilizado e as condi¢des de cultivo,
bem como na composi¢cdo das amostras e o tipo de veiculo utilizado podem ter in-
fluéncia nas diferencas entre os resultados encontrados neste estudo em relagcéo a
outros publicados na literatura cientifica. Como também, diversos parametros séo ca-
pazes de influenciar a atividade biolodgica das NPs de prata, dentre eles, pH, concen-
tracdo de AgNOs, tempo de sintese, temperatura, método de extracdo de vegetais ou
micro-organismo empregado na sintese, no caso da biogénica, tipo de sintese (qui-
mica, fisica ou bioldgica), morfologia e tamanho. Assim, espera-se distintos resultados
para NPs produzidas em diferentes condi¢cdes e com diferentes materiais (ALABDUL-
MOHSEN; SAAD, 2017; NAZERI, GHAIOUR; ABBASI, 2019; EBRAHIMZADEH et al.,
2020; PATIL; KIM, 2018; ABDI, 2010).

Para o Ca(OH)ztanto sua eficacia como sua baixa atividade sobre E. faecalis €
apontada na literatura, Santos et al. (2016) nao atribuiram atividade antimicrobiana na
concentragéo de 1.200 uyg/mL ao Ca(OH)2 com PEG atraveés do teste de disco-difuséo.
Uma CIM de 10.000 pg/mL também foi indicada para Ca(OH)2 com propilenoglicol,
um veiculo semelhante ao PEG, e na formulacdo que teve como veiculo a 4gua des-
tilada (REZENDE, 2009). Por outro lado, Abbaszadegan et al. (2016) utilizando
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Ca(OH)2 com PEG 400 indicaram uma CIM e CBM de 100 e 1.000 pg/mL, respectiva-
mente, sobre E. faecalis, o que corrobora a obtencéo de diferentes resultados a de-
pender do protocolo de estudo aplicado.

Righi et al. (2011) investigaram propolis vermelha do estado de Alagoas, seu
extrato metanolico também demonstrou acédo bacteriostatica moderada sobre E. fae-
calis, CIM de 512 pg/mL. Contudo, a CBM nao foi determinada na faixa de concentra-
cdo testada, e a concentracdo necessaria para inibir o crescimento de E. faecalis foi
maior em comparacao as espécies bacterianas P. aeruginosa, B. subtilis e ao fungo
C. albicans.

Ainda, Nazeri, Ghaiour e Abbasi (2019) compararam a atividade sobre E. fae-
calis, S. mutans e L. acidophilus de um enxaguatério bucal a base de prépolis obtida
da regido ocidental da provincia de Isfahan, no Ird, na primavera de 2017, com enxa-
guatorios utilizados tradicionalmente na odontologia e de acdo antimicrobiana com-
provada (clorexidina e Listerine), descrevendo melhor eficiéncia para o produto que
possuia a propolis como principio ativo. Esse estudo mostrou que sobre E. faecalis o
extrato etanodlico de propolis iraniana teve uma CIM de 300 pg/mL, que foi igual a
obtida para S. mutans e maior que a de S. aureus, cuja CIM foi de 150 ug/mL, e
guando comparado a clorexidina e ao Listerine sobre E. faecalis e S. mutans foi con-
siderado mais eficiente.

Frente a S. mutans, micro-organismo fortemente associado a patogénese da
carie dental, extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha obtida da regido Nordeste do
Brasil, produzido por Martins et al., 2018, mostrou CIM e CBM de 293 uyg/mL e
1.172 ug/mL, respectivamente, possuindo um efeito bacteriostatico moderado, como
ja indicado na literatura.

Esses estudos comprovam a efetividade da prépolis contra bactérias presentes
em importantes doencas estomatoldgicas. As variacdes quanto a atividade biologica
podem ser associadas a diferencas no protocolo do preparo do extrato e na composi-
céo quimica da propolis utilizada.

Em relacédo as NPs de prata, Krishnan, Arumugam e Vasaviah (2015) encon-
traram CIM e CBM de 5.000 ug/mL para NPs de prata comerciais sobre E. faecalis,
um valor dez vezes maior ao encontrado neste estudo, que pode ter sido influenciado
pela diferente metodologia de sintese empregada, que nédo foi detalhada em sua pes-
quisa. E, Barbosa et al. (2019) também indicaram uma menor atividade de NPs de
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prata sintetizadas por método quimico sobre espécies bacterianas e fungicas em re-
lacdo a NPs de prata biossintetizadas com prépolis vermelha.

Referente a sintese de NPs de prata com prépolis, Kischkel et al. (2020) sinte-
tizaram NPs de prata utilizando extrato etandlico de propolis verde, obtida de colmeias
do estado do Parana (regido Sul do Brasil) atestando sua atividade antifingica sobre
diversas espécies, dentre elas, C. albicans, C. krusei e C. glabrata, espécies que po-
dem estar presentes na infec¢cdo dos canais radiculares (JAFARI et al., 2017). Bar-
bosa et al. (2019) sintetizaram NPs de prata com prépolis vermelha alagoana compro-
vando sua efetividade antifungica sobre Cryptococcus neoformans e C. albicans, além
da antibacteriana sobre S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa.

Por sua vez, Panacek et al. (2006) através da sintese verde obtiveram quatro
tipos de NPs de prata reduzidas pelos dissacarideos maltose e lactose, indicando uma
CIM correspondente & CBM sobre cepa de E. faecalis padrdao ATCC de 13,5 yg/mL e
54 ug/mL, respectivamente, e na reducéo utilizando os mononossacarideos glicose e
galactose a CIM e CBM néo foram encontradas nas concentragdes testadas. Essas
NPs também foram agentes bacteriostaticos e bactericidas sobre cepas clinicas de S.
aureus resistente a meticilina, S. epidermidis resistente a meticilina, E. faecium resis-
tente a vancomicina, Klebsiella pneumoniae produtoras de Beta-Lactamase de Espec-
tro Estendido (ESBL-positivo), para E. faecalis a CIM e CBM foram maiores ou iguais
as empregadas para as cepas clinicas resistentes.

Ja Ebrahimzadeh et al. (2020) sintetizaram NPs de prata tendo como agente
redutor extrato dos frutos oriundos de espinheiro da espécie Crataegus pentagyna
com CBM maiores para cepas de K. pneumoniae (ATCC 700603) e S. aureus (ATCC
29213), quando comparadas a de E. faecallis (ATCC 29212), e CIM maior apenas
para K. pneumoniae. Quanto a sensibilidade ao ciprofloxacino, a CIM foi menor para
K. pneumoniae em relacdo a encontrada para S. aureus e E. faecalis. Também de-
monstraram que E. faecalis resistente a ampicilina, canamicina, eritromicina, levo-
floxacino, teicoplanina, tetraciclina e vancomicina foi sensivel a essas NPs de prata
biossintetizadas.

Nesrin et al. (2020) biossinterizaram NPs de prata a partir de extrato aquoso de
planta da espécie Rhododendron ponticum demonstrando CIM e CBM de 250 pg/mL
e 500 pg/mL, respectivamente, e utilizando-se o extrato etanolico da mesma planta a

inibicdo do crescimento bacteriano n&o foi comprovada sobre E. faecalis.
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Ainda, Lediga et al. (2018), testaram NPs biossintetizadas a partir de plantas
medicinais originarias do Sul da Africa, na aplicacdo da espécie Sclerocarya birrea,
denominada popularmente como marula ou canhoeiro, sobre E. faecalis foi mostrada
CIM de 30 pg/mL, resultado que se assemelha ao das NPsAg-PV deste estudo, e com
0 uso da planta da espécie Eucomis autumnalis, conhecida como lirio de abacaxi do
outono, uma CIM de 130 ug/mL, ja para as NPs biossintetizadas com o extrato aquoso
das mesmas plantas 8.000 pg/mL e maior que 8.000 ug/mL, respectivamente. Isso
ilustra as diferentes atividades bioldgicas das NPs relacionadas as diversas variaveis,
ressaltando-se que a alteracdo de apenas uma variavel da sintese, o tipo de agente
redutor, foi suficiente para causar uma significativa diferenca entre o potencial anti-
bacteriano das diferentes NPs.

Apesar das diferencas citolégicas entre as células Gram-postivas e Gram-ne-
gativas, Barbosa et al. (2019) indicaram que NPs de prata com préopolis apresentaram
desempenho variavel em relacédo a esses tipos celulares, ja quanto ao extrato hidro-
alcodlico de propolis vermelha para o efeito bacteriostatico uma maior concentracéo
foi necesséria para inibicao das espécies Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli, em
comparacao as Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis. Por sua vez, a concentra-
cao bactericida minima desse extrato sobre P. aeruginosa e E. coli foi igual a encon-
trada para S. epidermidis. Ja Silva et al. (2020) indicaram que extrato de prépolis ver-
melha de Alagoas exerceu atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, mostrando maior eficicia sobre as Gram-positivas

Rezende (2009) associaram extrato seco de propolis de Ribeirdo Preto, Séao
Paulo, Ca(OH): e propilenoglicol, este um veiculo viscoso semelhantemente ao PEG,
demonstrando uma CIM de 10.000 pg/mL contra E. faecalis, valor que corresponde a
vinte vezes ao encontrado neste estudo, que pode estar relacionado as diferencas
entre 0s materiais e os protocolos utilizados, e em espécimes de dentina essa asso-
ciacdo ndo foi capaz de inibir o biofilme de E. faecalis. Isso também ilustra a impor-
tancia dos ensaios ex vivo, nos quais podem se avaliar o efeito da substancia a ser
testada no biofilme formado sobre uma superficie. E, Sanchez-Ayala, Silveira e Santos
(2008) compararam o potencial antibacteriano sobre E. faecalis entre uma pasta de
Ca(OH)z e sua combinagdo com extrato etandlico de propolis, demonstrando reducéo
da atividade para a associacdo, atribuindo a isso a sua menor capacidade de difuséo,

acarretada pela incorporacao da prépolis.
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Quanto ao Ca(OH)2 combinado a NPs de prata convencionais, Alabdulmohsen
e Saad (2017) compararam o efeito entre uma pasta de Ca(OH)2 comercial (Calasept®
Plus, Nordiska Dental, Suécia) e NPs de prata comerciais na forma de gel (Huzheng®
Nano Technology Co, Ltd, Shanghai, China) com concentragdo de 20 ug/mL, indi-
cando melhor desempenho para a pasta de Ca(OH)2, seguida pela mistura entre pasta
de Ca(OH)2 e NPs de prata, na proporgédo de 1:2 em relagdo ao volume, e menor
desempenho para as NPs de prata, que foram consideradas como inefetivas, o estudo
considerou o periodo de uma e duas semanas. Dessa forma, as NPs de prata apre-
sentaram um inferior efeito antibacteriano em comparacédo ao Ca(OH)2 e a combina-
cdo de ambas as substancias. Por outro lado, Afkhami et al. (2015) demonstraram
melhor efeito para uma combinacao entre pasta de Ca(OH)z a 30% e coloide de prata
a 100 pg/mL, na proporg¢ao de 1:1 quanto ao volume, em relacédo a pasta de Ca(OH)2
a 30%, apos um periodo de sete dias. Essas discordancias podem estar associadas
a diferencas na composicao quimica e nas concentracdes das substancias avaliadas,
bem como nas metodologias empregadas nos experimentos.

Nao foram encontrados estudos que avaliaram a eficacia de NPs de prata sin-
tetizadas com propolis e sua associacdo com Ca(OH)z, nem entre NPs de prata sin-

tetizadas convencionalmente associadas a extrato de propolis frente a E. faecalis.

5.3.2 Ensaio ex vivo

Decorridos os periodos experimentais, a avaliacdo demonstrou que na concen-
tracdo de 2.000 pg/mL todas as substancias se mostraram efetivas sobre biofilme de
E. Faecalis, ndo exibindo nenhuma UFC, a excecdo das NPsAg que para o periodo
experimental de um dia apresentou UFCs. Os resultados deste estudo se assemelham
aos ja indicados na literatura, como descrito abaixo.

Quanto as UFCs presentes no tratamento com NPsAg, a coloracdo de Gram
foi observado arranjo compativel ao observado para cocos Gram-positivos, ao CHRO-
Magar Orientation as col6nias mostraram-se caracteristicas do padréo para Entero-
coccus, com coloracédo azul-esverdeado, o teste de catalase foi negativo, caracteris-
tica do género Enterococcus, e ao MTS houve a turvagdo do meio indicando o cresci-
mento bacteriano, apos o teste do MTS foi feita nova coloracdo de Gram, sendo ob-

servada a presenca de morfologia compativel com a apresentada por cocos Gram-



62

positivos, sendo possivel indicar que ndo foram Streptococcus spp. que se desenvol-
veram, mas Enterococcus spp.

Quanto a pasta de Ca(OH)2, Plutzer, Zilm, Ratnayake e Cathro (2017) indica-
ram a reducdo de UFCs em mais que 99,9% ap0s um periodo de 24 h e 48 h, sobre
biofilme de E. faecalis (ATCC 29212 e 51299) formado em dentina humana, ja Chai
et al. (2007) demonstraram que a pasta de Ca(OH)z apresentou efetividade de 100%
sobre biofilme de E. faecalis (ATCC 29212) formado sobre discos de filtro de mem-
brana de nitrato de celulose estéril, apds o intervalo de 1 hora.

Madhubala, Srinivasan e Ahamed (2011) testaram amostra de propolis comer-
cial obtida de um produtor da cidade de Calgary do Canada sobre biofilme de E. fae-
calis (ATCC 29212), formado em dentina de incisivos centrais maxilares permanentes
extraidos, demonstrando reducédo de 92,54% apos 1 dia e 100% apos 2 e 7 dias na
contagem de UFCs.

Por sua vez, Almeida et al. (2015) utilizando NPs de prata comerciais a 10.000
Mg/mL em suspensao como irrigante intracanal indicaram uma reduc¢ao de 97,6% na
contagem de UFCs, apés um periodo de 7 dias, em biofilme de E. faecalis (ATCC
29212) formado em dentina obtida de dentes humanos. Almeida et al. (2015) nédo de-
talhou a sintese das NPs de prata utilizadas, e vale ressaltar que as NPsAg sintetiza-
das com citrato de sédio apresentam a vantagem de que este possui atividade antimi-
crobiana quando considerados métodos que apresentam apenas o nitrato de prata
com atividade sobre micro-organismos (NAGAOKA et al., 2010).

Ao associar Ca(OH)2 na concentracdo de 350 mg/mL a extrato etandlico de
prépolis (5 mg), prépolis obtida dos labaratorios Apiter, localizados em Montevidéu no
Uruguai, Carpio-Perochena et al. (2017) indicaram uma reducéo de 95% na contagem
de UFCs ap6s um periodo de 7 e 14 dias quando aplicado sobre biofilme de E. faecalis
(ATCC 29212) formado sobre dentina, o estudo também utilizou dentes humanos.

Balto et al. (2020) combinaram Ca(OH)2 a NPs de prata na concentragao de
200 pg/mL, na proporgao de 1:1 quanto a concentragao, indicando uma reducao das
células viaveis de 90,85% e 98,49% apos 14 e 28 dias, respectivamente, referente a
biofilme de E. faecalis (ATCC 29212) formado em blocos de dentina de dentes extra-
idos. J& Afkhami et al. (2015), também sobre biofilme de E. faecalis (ATCC 29212)
formado em blocos de dentina humana, indicaram a reducédo de quase 100% de UFCs
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quando aplicado tratamento com Ca(OH)2 a 300 mg/mL combinado a NPs de prata a
100 pg/mL, na proporcao de 1:1 em relagéo volume, pelos periodos de 7 e 30 dias.

Diante do que ja é descrito na literatura, € observada a indicacdo da efetividade
das substéancias acima citadas sobre biofilme de E. faecalis, o que estd em concor-
dancia com os resultados obtidos neste estudo, com variacfes que podem estar as-
sociadas as diferencas na metodologia dos ensaios, aspecto que ja foi bem discutido
em secdes anteriores. Nao foram encontrados estudos que investigaram o tratamento
de biofilme de E. faecalis em dentes humanos extraidos empregando NPs de prata
combinadas a extrato de propolis vermelha, NPs de prata sintetizadas com propolis
vermelha, Ca(OH)2 combinado a NPs de prata e extrato de propolis vermelha e
Ca(OH)2 associado a NPs de prata sintetizadas com prépolis vermelha.

Também vale ressaltar o ja descrito por Seneviratne et al. (2017), Anderson et
al. (2016) e Samiei et al. (2016), que o biofilme formado no interior da cavidade bucal
€ caracteristicamente mais persistente que o formado de modo ex vivo, apresentando
uma estrutura mais organizada, sendo formado por variadas micro-organismos, que
constituem um biofilme polimicrobiano, com atuacdo de fatores de regulacdo que
atuam para seu fortalecimento, de modo que em ensaios in vivo pode ser necessario
o0 aumento da concentracdo das formulacdes utilizadas para que seja observada efe-
tividade antimicrobiana.

Assim, diante das dificuldades na terapia endodontica relacionadas a persis-
téncia bacteriana, as NPsAg-PV produzidas neste estudo destacam-se por seu exce-
lente efeito sobre E. faecalis. A analise de seu potencial antimicrobiano sobre biofilme
foi de grande valia para avancos das pesquisas quanto a sua contribuicdo na area da
endodontia, pois 0s ensaios ex vivo podem apresentar resultados contrastantes aos

obtidos nos experimentos in vitro, como demonstrado por Rezende (2009).

6 CONCLUSAO

Através deste estudo foram sintetizadas NPsAg-PV estaveis, com tamanho
condizente com o descrito na literatura e PDI dentro do intervalo considerado ade-
quado, que apresentaram atividade frente a E. faecalis superior em relagéo aos outros
compostos, sendo classificada como uma substancia de excelente acéo bacteriosta-

tica, cuja concentracdo correspondeu a bactericida.
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Tendo em visto isso, € possivel afirmar que a propolis vermelha de Alagoas
utilizada como agente estabilizante e de revestimento das NPs de prata contribuiu
para o aperfeicoamento de sua atividade antimicrobiana. Na associagdo com o
Ca(OH)2 demonstrou a melhor atividade bacteriostética em relacdo as demais combi-
nacdes com o Ca(OH)2, demonstrando potencial antimicrobiano igual ao do EHPV, o
segundo melhor em relacdo as demais substancias.

Destaca-se o0 maior desempenho de tais compostos em comparagao ao
Ca(OH)2, um antimicrobiano utilizado tradicionalmente na endodontia. Desse modo,
as NPsAg-PV mostram-se como agentes promissores ao tratamento de infec¢des per-
sistentes no canal radicular, nas quais tem sido descrita a alta prevaléncia de E. fae-
calis, um patégeno com grande capacidade de adaptacao.

Além disso, 0 ensaio ex vivo demonstrou que na concentragao de 2.000 pg/mL
as substancias foram efetivas sobre biofilme de E. faecalis, observando-se UFCs ape-

nas para o intervalo de um dia ao tratamento com NPsAg.
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RESUMO

OBJETIVO: Biossintetizar NPs de prata com propolis vermelha de Alagoas (NPsAg-
PV) para investigar o potencial antimicrobiano frente a Enterococcus faecalis.

METODOLOGIA: NPsAg-PV foram sintetizadas através da reducao dos sais de prata
por extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas (EHPV), caracterizadas na
forma de supensao coloidal pela técnica de espectrofotometria ultravioleta e visivel

(UV-Vis), espalhamento dindmico da luz (EDL) e potencial zeta. O coloide de prata foi
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submetido a centrifugacao e levado a estufa para obtencéo das NPs na forma de po.
A atividade antimicrobiana contra E. faecalis foi observada pela determinacéao de CIM,
realizada por microdiluicdo em caldo, e CBM, in vitro. Foram avaliados hidroxido de
calcio (Ca(OH)2); EHPV; nanoparticulas de prata (NPsAg), sintetizadas pelo método
quimico; NPsAg+EHPV; NPsAg-PV e as combinacbes de Ca(OH)2+EHPV;
Ca(OH)2+NPsAg; Ca(OH)2+NPsAg+EHPV e Ca(OH)2+NPsAg-PV. Seguindo-se a
avaliacdo ex vivo das substancias pelos periodos experimentais de 1, 3 e 7 dias sobre
biofilme formado por 21 dias em dentina de dentes humanos extraidos.
RESULTADOS: A analise espectral demonstrou absorbancia de 425 e 421 nm, ap0s
24 h e 72 h, respectivamente, valores caracteristicos da formacao de NPs de prata de
formato esférico. O EDL mostrou didmetro hidrodindmico de 132,5 nm + 1,19 e indice
de polidispersdo (PDI) de 0,266, sugerindo a homogeneidade na distribuicdo do
tamanho das NPs, o potencial zeta foi de -61 mV £ 1,59, indicando a estabilidade do
coloide, quanto a tendéncia a aglomeracgdo. In vitro, em comparacdo a pasta de
Ca(OH)2, as NPsAg-PV isoladas exibiram eficicia 16 vezes superior quanto ao efeito
bactericida e bacteriostatico, e as NPsAg-PV associadas ao Ca(OH): atividade
bacteriostatica 2 vezes superior. O ensaio ex vivo demonstrou a efetividade das subs-
tancias a 2.000 pg/mL sobre biofilme de E. faecalis, observando-se UFCs apenas para
NPsAg no intervalo de um dia.

CONCLUSAO: Neste estudo as NPsAg-PV exibiram atividade antibacteriana, contra
E. faecalis, superior em relacdo aos outros compostos in vitro, mostrando-se eficazes

também sobre modelo de biofilme ex vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas metalicas. Biomateriais. Propolis brasileira. In-

feccao intracanal persistente. Tratamento endoddntico.

INTRODUCAO

As alteracdes pulpares sdo as principais causas da procura pelos servigcos
odontologicos (Bezerra et al. 2015). A polpa € um tecido conjuntivo frouxo que pode

apresentar alteracdes que variam de pulpite reversivel a necrose pulpar (Leonardi et
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al. 2011, Cooper et al. 2017). A microbiota da infeccao intracanal é composta por um
biofilme polimicrobiano, no qual pode haver predominio de espécies que sofreram mu-
tacoes, tornando-se mais virulentas (Samiei et al., 2016). A principal causa do insu-
cesso do tratamento endoddntico é a permanéncia de micro-organismos no interior do
sistema de canais radiculares, sendo Enterococcus faecalis uma bactéria resistente a
antimicrobianos, como o hidréxido de célcio (Ca(OH)2), e comumente encontrada nas
falhas endododnticas (Nacif e Alves 2010, Lieblich, 2012, Lima et al. 2015, Jain et al.
2016).

Atualmente, o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos tem sido favo-
recido pela nanotecnologia. O prefixo “nano” se refere a um bilionésimo (10°) de me-
dida (ABDI 2010), esse diminuto tamanho confere aos nanomateriais propriedades
promissoras. Na odontologia, a nanociéncia tem contribuido para a expansao do de-
senvolvimento de materiais com propriedades melhoradas (Bapat et al. 2018).

Dentre as nanoparticulas (NPs) mais comercializadas, as NPs de prata
(NPsAQ) se destacam por sua atividade antimicrobiana e por apresentarem uma alta
reatividade, possibilitando a reducéo de sua dose terapéutica quando comparadas a
prata em sua forma macroscépica (Tian et al. 2007, Nesrin et al. 2020).

Apesar da nanomedicina ter contribuido para o desenvolvimento de novas pos-
sibilidades terapéuticas, as pesquisas ainda ndo atingiram um consenso sobre o grau
e mecanismos de toxicidade das NPs (Lapresta-ferndndez et al. 2012). Assim, a apli-
cacao da biotecnologia destaca-se por proporcionar uma reducéo significante da toxi-
cidade e aperfeicoamento das propriedades das NPs (Mashwani et al. 2015).

Propolis possui caracteristicas fisicas resinosas e uma composi¢éo quimica va-
ridvel, coletada de variadas espécies vegetais e que sofre adicdo de secrecbes da
abelha, classificada como opoterapico (ANVISA, 2011), e tem sido amplamente inves-
tigada para diversas aplicagdes na odontologia, mostrando-se como um agente anti-
microbiano biocompativel contra micro-organismos da cavidade oral, fator associado
principalmente aos seus constituintes fenolicos e flavonoides (Righi et al. 2011, Mar-
tins et al. 2018). A propolis vermelha do estado de Alagoas, Brasil, € um produto com
selo de certificacdo geografica devido a sua composicao diferenciada, atividades bio-

|6gicas distintas e processo de producao padronizado (Almeida et al. 2017).
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Assim, este estudo com a associacdo de propolis, prata e nanotecnologia, na
sintese de NPs de prata com prépolis vermelha de Alagoas (NPsAg-PV), visou obter
um produto com melhor atividade antimicrobiana, em especial contra E. faecalis, que

€ uma bactéria presente nas infec¢cdes endoddnticas persistentes.
Materiais e Métodos

Materiais

Foram empregados os seguintes produtos: nitrato de prata (AgNOs) P.A. (Di-
namica, Brasil), citrato de sodio tribasico (Dinamica, Brasil), hidréxido de sédio- NaOH-
(Vetec, Brasil), Ca(OH)2 pro-analise (P.A.) (Biodinamica, Brasil), polietilenoglicol 400
(PEG) (Vetec, Brasil), Brain Heart Infusion- BHI- (Kasvi, Espanha), agar Mueller Hin-
ton- AMH- (Kasvi, Itélia), meio Mueller Hinton -MH- (Kasvi, Italia), resazurina (Sigma-
Aldrich, EUA), hipoclorito de sddio 5,25%- NaOCI- (Férmula, Brasil), acido etilenodia-

mino tetra-acético 17%- EDTA- (Biodinamica, Brasil).

Preparo do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas

A prépolis vermelha foi obtida em mar¢o de 2019, do apiario Primavera, locali-
zado na cidade de Marechal Deodoro, Alagoas, na regido Nordeste do Brasil, com as
seguintes coordenadas geograficas de latitude sul, latitude oeste e altura, respectiva-
mente: 9° 42.258", 35° 54.391"e 35,5 metros. O acesso e transporte da propolis foram
previamente autorizados pelos 6rgaos reguladores para o controle do Patriménio Ge-
nético Brasileiro e Conservacgéo da Biodiversidade (protocolo SISGEN-A88DA2B).

O extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas (EHPV) foi obtido se-
gundo Mendonca et al. (2015). Para a sintese de NPsAg-PV seguiu-se a ressuspen-
sdo do EHPV em élcool etilico a uma concentracdo de 25 mg/mL. O teor de flavonoi-
des totais foi calculado pelo método espectrofotométrico da reacéo do cloreto de alu-
minio (AICI3) a 5% em metanol, conforme Alves e Kubota (2013), com altera¢des. A
absorbancia foi lida a 425 nm e a concentragdo dos flavonoides determinada utilizando
uma curva padrdo de quercetina, através da equacgédo: y = 0,046x-0,018. Na qual, y

representa a absorbéancia e x a concentragao.

Sintese de nanoparticulas de prata
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Seguiu-se o0 método preconizado por Sileikaité et al. (2016), com alteracdes.
Um volume de 50 mL de AgNOs na concentragao 1.500 uM foi aquecido até a tempe-
ratura de ebuli¢cdo e acrescentou-se 5 mL de solugéo de citrato de sddio, na velocidade
de 1 gota/s e sob agitacdo constante a 200 rpm. Quando foi observada a alteracao de
cor da solucao, de incolor para amarelo claro, a agitacao foi interrompida e a solucéo

armazenada.

Sintese de nanoparticulas de prata com propolis vermelha de Alagoas

Esta etapa foi conduzida de acordo com Barbosa et al. (2019) e Roy et al.
(2010). Empregou-se EHPV para a reducao do AgNOs. As etapas foram realizadas a
temperatura de 32 + 2 °C. O EHPV foi diluido em &gua sob agitagéo a 200 rpm, resul-
tando em uma solucdo com uma concentracéao de 30 pug/mL de prépolis. O ph foi ajus-
tado para 10,6 pelo gotejamento de solucdo de NaOH a 0,1 M. Na velocidade de 1
gota/s adicionou-se a solucdo AgNOs sob agitacdo de 200 rpm e ao abrigo da luz,

obtendo-se uma solucéo coloidal de 1.500 yM de AgNOs.

Obtencéao de nanoparticulas na forma de p6

ApoOs 24 h, o coloide obtido foi submetido a centrifugacéo (Centrifuga RXII se-
ries - Hitachi, Jap&o) por 20 minutos com uma forca centrifuga relativa (RCF) de 4.120,
a 15.000 rpm e 25 °C e levado a estufa (NI11512i - Nova Instruments, Brasil) a 50 °C
por 24 h.

Preparo dos grupos experimentais para teste de escoamento e avaliacao

do potencial antibacteriano

Foram preparados grupos experimentais com as substancias Ca(OH)2, EHPV,
NPsAg e NPsAg-PV, usando PEG 400 como veiculo. Também foram feitas associa-

¢cOes entre as substancias, seguindo-se a proporc¢éo 1:1, em relagcdo ao volume.

Caracterizacao

As NPsAg-PV e NPsAg foram caracterizadas na forma de suspensao coloidal
por espectrofotometria ultravioleta e visivel (UV-Vis) e espalhamento dinamico da luz
(EDL). Cada grupo experimental também foi caracterizado através do potencial zeta

e teste de escoamento horizontal.
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Para espectrofotometria, foi utilizado espectrofotdmetro com leitor de placas
(Flextation® 3, EUA), um volume de 100 puL de cada grupo foi depositado em placa de
poliestireno e a absorbéncia obtida no intervalo de comprimento de onda de 200 a 850
nm. As andlises do EDL e do potencial zeta foram feitas no equipamento Malvern
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK), em triplicata.

Os testes de escoamento se deram de acordo com os parametros da I1SO
6876:2012, com adaptagbes. Um volume de 0,05 mL de cada material foi colocado
numa placa de vidro. Em seguida, uma placa de vidro de 49,18 g foi colocada sob os
materiais e no centro do conjunto foi posicionado um peso de 116,3 g. O diametro
inicial foi medido e apds 7 minutos avaliado o diametro final, calculando-se a diferenca
entre eles. As avaliagfes foram feitas em triplicata e a média das trés leituras de cada

grupo foi considerada como o resultado do escoamento.

Avaliagcdo do potencial antibacteriano

Ensaio in vitro

Cepa de referéncia de E. faecalis (ATCC 29212), obtida do Laboratério de Con-
trole e Qualidade de Alimentos da Universidade Federal de Alagoas, foi reativada em
meio BHI por 48 horas a 37 °C. Dessa cultura foi retirada uma aliquota para cultivo
em meio AMH para a incubacao por 24 h a 37 °C e uso na elaboracdo do indculo na
concentracdo de 1,5x10% em solucdo salina, de acordo com a escala 0,5 Mcfarland.
Para o Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos (TSA) por microdiluicéo foi feita a
diluicdo do inéculo em solucéo salina para a concentragdo de 1,5x10°. Os ensaios
foram determinados pela técnica delineada em Métodos para Testes de Susceptibili-
dade de Diluicdo Antimicrobiana para Bactérias que Crescem Aerobicamente (CLSI,
2012).

Para determinacdo da concentragéo inibitoria minima (CIM) foram dispostos
em microplacas de poliestireno 100 pl do AMH, 100 pl das substancias, conforme
quadro 3, e 5 pl do indculo bacteriano. Solugbes estoques estavam a 2.000 pg/mL no
primeiro po¢o da placa e através de diluicdes seriadas obtida uma concentracao final
de aproximadamente 3,91 pg/mL. O AMH e indculo bacteriano constituiram o controle

positivo e o teste de esterilidade, utilizando o caldo AMH, o controle de qualidade da
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técnica. A avaliacdo da CIM se deu através do método colorimétrico, com a aplicacéo
de 25 pl de resazurina 0,01% decorridas 24 h.

Para a concentragdo bactericida minima (CBM) foram retirados 10 ul do pocgo
correspondente a CIM e daqueles com maiores concentracdes da substancia ativa, a
aliquota foi semeada em placas de Petri com AMH. A CBM foi indicada na concentra-
¢cédo em que foi detectada a auséncia do crescimento de colbnias nas placas de Petri.

Os ensaios para determinacdo da CIM e CBM foram realizados em triplicata e
incubados a 37 °C durante 24 horas. O diluente, PEG 400, constituiu o controle nega-

tivo.
Ensaio ex vivo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), sob o nimero 18101219.6.0000.5013 e realizado con-
forme Parolia et al. (2020), com modificagbes. A amostragem foi composta de 54 den-
tes humanos, unirradiculares, sem cérie, permanentes, erupcionados, com raiz com-
pleta e extracdo indicada por razfes terapéuticas, que foram armazenados em clora-
mina T 0,5% até o uso. A efetividade das substancias foi avaliada utilizando-se cepa
de E. faecalis (ATCC 29212) para formacao de biofilme, seguindo-se a observagao de
unidades formadoras de col6nias (UFCs).

Foram padronizados blocos radiculares de 6 mm de comprimento através de
dois cortes perpendiculares ao longo eixo do dente. Um corte a 1 mm abaixo do limite
amelo-cementario e outro no terco cervical, utiliza-se um disco diamantado em corta-
deira metalogréfica sob refrigeracao (Isomet 5000; Buehler Ltd, Lake Bluff, IL) na ve-
locidade de 800 rpm. O conduto radicular foi alargado com broca Peeso nimero 1, 2
e 3 (Dentsply Maillefer, Brasil), nesta sequéncia, acoplada a um contra-angulo, em
baixa rotacdo. Ao final, o canal radicular dos corpos de prova apresentava 0,9 mm de
didmetro interno.

Os canais radiculares dos corpos de prova foram irrigados com NaOCI 5,25%
(Férmula, Brasil), seguido de EDTA 17% de pH 4,0 (Biodindmica, Brasil) por 2 minu-
tos, sob agitacdo sonica, para remover a smear layer. Os blocos foram lavados em
solucéo salina apos cada irrigacdo. As superficies externas foram cobertas com dupla

camada de esmalte de unhas (Colorama, Brasil) e os corpos de prova esterilizados
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em autoclave por 20 min a 121 °C. Placas de Petri com cera utilidade (Classico, Brasil)
foram preparadas e a superficie desinfectada com alcool 70% e secas em uma camara
de fluxo laminar. Os corpos de prova foram fixados nas placas de Petri através de sua
porcao apical, com um pequeno quadrado de parafilme obliterando o forame apical.

Para a formacéao do biofilme bacteriano, E. faecalis foi suspenso em 20 mL de
meio de cultura MH. As células em suspensao foram ajustadas até a turbidez de
1,5x108 UFCs/mL, equivalente ao padrédo 0,5 da escala McFarland. Um volume de 10
pl do in6culo de E. faecalis foi inserido no canal radicular e a por¢do coronal selada
com parafilme, feita a incubacédo a 37°C por 21 dias, com renovacdo de E. faecalis a
cada trés dias.

Ap6s o periodo de inoculacéo, os blocos de dentina foram aleatoriamente dis-
tribuidos em grupos (n=2) de acordo com a substancia colocada: pasta de Ca(OH)z;
EHPV; NPsAg; NPsAg+EHPV; NPsAg-PV; Ca(OH):+EHPV; Ca(OH)2+NPsAg;
Ca(OH)2+NPsAg+EHPV e Ca(OH)2+NPsAg-PV. Cada grupo foi dividido de acordo
com o intervalo de 1, 3 e 7 dias de incubacéo, e 5 ul da substancia inserido no canal
radicular a 2.000 pg/ mL, de modo a preencher totalmente o canal. O orificio coronal
foi selado com parafilme e os blocos mantidos a 37 °C pelos periodos indicados.

Decorridos os periodos experimentais, os blocos de dentina foram removidos
das placas de Petri e os canais secos com pontas de papel absorventes. Amostras de
raspas de dentina foram coletadas com uma lima endodéntica nimero 100 (Injecta,
Brasil) e transferidas para microtubos contendo 1 mL de meio de solucao salina. Uma
aliquota de 100 pl da solucéo salina com raspas de dentina foi transferida para outro
tubo contendo 900 pl de solugéo salina estéril. O contetdo de cada tubo foi serial-
mente diluido de 10! até 10°. Posteriormente, 25 pl das raspas de dentina foram
espalhadas uniformemente usando algas de Drigalsky em placas de Petri, em tripli-
cata. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e observada a formacéo de

coldnias.
RESULTADOS

Obtencéao do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha de Alagoas
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O calculo do conteudo de flavonoides do EHPV resultou em um maior valor
para o residuo seco do extrato, = 52,63 mg de quercetina/g, quando comparado ao do

extrato etandlico, = 36,58 mg de quercetina/g.
Caracterizacao

Na analise por espectrofotometria UV-Vis (Figura 1), a absorbancia das NPsAg
foi proxima de 426 nm para um intervalo de 24 h e 423 nm para 72 h. As NPsAg-PV
apresentaram um pico em 425 nm e 421 nm, decorridas 24 h e 72 h, respectivamente.
As NPsAg exibiram um raio hidrodindmico de 26,06 + 0,83 e indice de polidisperséo
(PDI) de 0,79 + 0,146, as NPsAg-PV de 132,5 nm + 1,19 e PDI foi de 0,264 + 0,006
(Figura 2).

Figura 1- Espectro ultravioleta e visivel. (A) Nanoparticulas de prata em 24 h (curva preta) e 72 h
(curva azul). (B) Nanoparticulas de prata com prépolis vermelha de Alagoas em 24 h (curva preta) e

72 h (curva azul).
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Figura 2- Raio hidrodindmico. (A) Nanoparticulas de prata. (B) Nanoparticulas de prata com prépolis

vermelha de Alagoas.
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O potencial zeta foi de -54,1 mV = 3,17 e -61 mV = 1,59 das NPsAg e NPsAg-
PV, respectivamente (Figura 3). Em relacdo ao potencial zeta dos grupos experimen-
tais, a pasta de Ca(OH)2 mostrou potencial de -15,6 mV, EHPV de -68,9 mV, NPsAg
de -141 mV, NPsAg+EHPV de -31 mV, NPsAg-PV de -173 mV, Ca(OH)2+EHPV de -
129 mV, Ca(OH)2+NPsAg de -100 mV, Ca(OH)2+NPsAg+EHPV de -70,4 mV,
Ca(OH)2+NPsAg-PV -177 mV e PEG 400 de -9,54 mV (Figura 4). No teste de escoa-
mento horizontal, a pasta de Ca(OH)2 mostrou escoamento de = 19,33 £ 0,49 mm,
EHPV de = 12,33 £ 0,38 mm , NPsAg de = 19, 47 £ 0,36 mm , NPsAg+EHPV de 18,1
+ 0,33 mm, NPsAg-PV de 9 + 0,27 mm,Ca(OH)2+EHPV de = 10,03 + 0,36 mm,
Ca(OH)2+NPsAg de = 22,13 + 0,24 mm, Ca(OH)2+NPsAg+EHPV de = 20,03 + 0,31
mm, Ca(OH)2+NPsAg-PV 5 + 0,67 mm e PEG 400 de = 24,33 + 0,44 mm (Figura 5).




87

Figura 3- Potencial zeta das nanoparticulas de prata. (A) Nanoparticulas de prata. (B) Nanoparticulas

de prata com prépolis vermelha de Alagoas.
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Figura 4- Valores do potencial zeta (em mV e em médulo) dos materiais estudados.
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Figura 5- Valores do escoamento horizontal (em mm) dos materiais estudados.
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Avaliagao antibacteriana
Ensaio in vitro

Todas as substancias produzidas demonstraram-se efetivas sobre E. faecalis
(Tabela1). A CIM e CBM, em sequéncia para cada material sdo, Ca(OH)2 500 e 1.000
pug/mL; EHPV 250 e 1.000 ug/mL; NPsAg 500 e 2.000 pg/mL; NPsAg+EHPV 500 e
1.000 pg/mL; NPsAg-PV 31, 25 ug/mL. para ambos testes; Ca(OH)2+EHPV 500 e
2.000 pg/mL; Ca(OH)2+NPsAg 500 e 1.000 pg/mL; Ca(OH)2+NPsAg+EHPV 500 e
1.000 pg/mL; Ca(OH)2+NPsAG-PV 250 e 1.000 ug/mL. O PEG 400 n&o demonstrou

CIM E CBM nas concentracfes testadas.

Tabela 1- Concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima das substancias testa-

das.
Grupos experimentais CIM (pg/mL) CBM (pg/mL)
Pasta de Ca(OH)» 500 1.000
EHPV 250 1.000
NPsAg 500 2.000
NPsAg+EHPV 500 1.000
NPsAg-PV 31,25 31,25
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Pasta de Ca(OH),+EHPV 500 2.000
Pasta de Ca(OH),+NPsAg 500 1.000
Pasta de Ca(OH),+NPsAg+EHPV 500 1.000
Pasta de Ca(OH)2+NPsAg-PV 250 1.000
PEG 400 N&o encontrada N&o encontrada

Ensaio ex vivo

A avaliagdo demonstrou que na concentragéo de 2.000 ug/mL todas as subs-
tancias se mostraram efetivas sobre biofilme de E. faecalis, ndo exibindo nenhuma
UFC, a excecao das NPsAg que para o periodo experimental de um dia apresentou
UFCs.

DISCUSSAO

O teor de flavonoides encontrado para o EHPV neste estudo se assemelha ao identi-
ficado por Andrade et al. (2017), que avaliaram um extrato etandlico de prépolis ver-
melha de Sergipe, indicando a presenca de 31,48 mg de quercetina/g de proépolis.
Quanto a espectrofotometria, valores de absorcdo maxima em torno de 400 nm séo
caracteristicos da formacdo de NPsAg em formato esférico (Neto et al. 2008; Berbec¢
et al. 2019). Assim, os dados das bandas de Ressonancia plasménica de superficie
(RPS) deste estudo apontam a formacao de NPs e sugerem que possuam configura-
cédo esférica. Para o PDI, valores abaixo de 0,3 indicam a auséncia de aglomerados e

uma distribuicdo homogénea do diametro das NPs (Greulich et al. 2011).

O potencial zeta aponta a carga negativa do coloide, sua estabilidade e
oposicao a agregacao. A utilizacéo de extrato hidroalcodlico de prépolis pode ter con-
tribuido para a estabilidade das NPsAg-PV, ja que possui uma notavel capacidade
estabilizante (Roy et al. 2010). O potencial zeta das NPsAg e NPsAg-PV também pode
estar relacionado ao uso do citrato de sédio e a alcalinidade do EHPV, ja que a esta-
bilidade dos coloides esta associada ao pH alcalino no inicio da reacéo de sintese,

segundo Neto et al. (2008) e Roy et al. (2010). Os valores referentes aos compostos
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indicam sua estabilidade quando solubilizados no PEG 400 e mostram uma melhor
estabilidade para as NPs em pd quando suspensas.

A pasta de Ca(OH)2+NPsAg-PV apresentou 0 menor escoamento, seguida das
NPsAg-PV e do Ca(OH)2+EHPV. A propolis estava presente nesses grupos, e seu
extrato foi alcalinizado a um pH de 10,6 para a sintese das NPs, o que pode ter con-
tribuido para um baixo escoamento em relacdo ao Ca(OH)2. Mello (2013) indicou uma
maior viscosidade de extrato aquoso de propolis com maiores pHs, acima de 8, rela-
cionando a uma maior capacidade de extracdo de compostos fendlicos e flavonoides.
Além disso, o0 extrato etanolico mostrou maior capacidade de extracdo de flavonoides
e polifendis em relacdo ao extrato aquoso de pH 8.

Segundo Athanassiadis e Walsh (2017), essa menor capacidade de difusao
pode resultar em uma menor atividade antimicrobiana quando considerados periodos
curtos, pois o medicamento demandara mais tempo para alcancar o alvo bioldgico.
Contudo, isso também é um aspecto positivo, pois essas substancias tém a capaci-
dade de ficarem retidas no meio, promovendo um efeito antibacteriano mais dura-
douro.

Quanto a atividade antimicrobiana in vitro Silva et al. (2016) também indicaram
a inefetividade do PEG 400 sobre E. faecalis. E, a biossintese viabilizou a obtencao
de NPs com propriedades antimicrobianas melhoradas, o que ja tem sido descrito por
Mashwani et al. (2015) que sintetizou NPs de prata com plantas e seus extratos. As
NPsAg-PV exerceram a melhor atividade antimicrobiana, comparadas as NPsAg um
desempenho significativamente superior, considerando-se que ambos o0s coloides
possuiam a mesma concentracdo de AgNOs. Destacamos que ocorreu sinergismo
entre a prata e o EHPV no nanomaterial. A formulacdo Ca(OH)2+NPsAg-PV exibiu a
melhor atividade antimicrobiana entre as associa¢des e a segunda melhor dentre to-
das as substéancias, igualmente ao EHPV.

Esses resultados demonstram que NPsAg-PV se mostraram como 0s agentes
mais eficazes, seguidas pela associacdo Ca(OH)2+NPsAg-PV e também pelo EHPV.
A propolis vermelha estava presente em todos esses grupos, o que indica sua mar-
cante atividade sobre E. faecalis, que pode estar relacionada a alta concentracéo de
substancias com atividade antimicrobiana em sua composi¢ao, descrita por Andrade
et al. (2017).
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Para o Ca(OH)z tanto sua eficacia como sua baixa atividade sobre E. faecalis €
apontada na literatura. Santos et al. (2016) ndo atribuiram atividade antimicrobiana na
concentragédo de 1.200 uyg/mL ao Ca(OH)2 com PEG. Por outro lado, Abbaszadegan
et al. (2016) utilizando Ca(OH)2 com PEG 400 indicaram uma CIM e CBM de 100 e
1.000 pg/mL, respectivamente, sobre E. faecalis.

Righi et al. (2011) investigaram propolis vermelha do estado de Alagoas, seu
extrato metandlico demonstrou CIM de 512 pg/mL sobre E. faecalis. Contudo, a CBM
nao foi determinada na faixa de concentracéo testada, e a concentracdo necessaria
para inibir o crescimento de E. faecalis foi maior em comparacao as espécies bacteri-
anas Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e ao fungo Candida albicans. Quanto
a associacdo, Sanchez-Ayala et al. (2008) compararam o potencial antibacteriano so-
bre E. faecalis entre uma pasta de Ca(OH)2z e sua combinacdo com extrato etandlico
de propolis, demonstrando reducéo da atividade para a associacao, atribuindo isso a
sua menor capacidade de difusdo, acarretada pela incorporagédo da prépolis, seme-
lhantemente ao observado neste estudo.

Em relacdo as NPs de prata sintetizadas de modo convencional, Krishnan et al.
(2015) encontraram CIM e CBM de 5.000 ug/mL para NPs de prata comerciais sobre
E. faecalis, um valor dez vezes maior ao encontrado neste estudo, que pode ter sido
influenciado pela diferente metodologia de sintese empregada. Quanto ao Ca(OH):
combinado a Nps de prata convencionais, Alabdulmohsen e Saad (2017) compararam
o efeito entre uma pasta de Ca(OH)2 comercial (Calasept® Plus, Nordiska Dental,
Suécia) e NPs de prata comerciais na forma de gel (Huzheng® Nano Technology Co,
Ltd, Shanghai, China) com concentragéo de 20 pg/mL, indicando melhor desempenho
para a pasta de Ca(OH)2, seguida pela mistura entre pasta de Ca(OH)2 e NPs de
prata, na proporgao de 1:2 em relagéo ao volume, e menor desempenho para as NPs
de prata.

Referente a sintese de NPs de prata com propolis, Kischkel et al. (2020) sinte-
tizaram NPs de prata com extrato etandlico de prépolis verde, obtida do Parana, ates-
tando sua atividade antifungica sobre espécies como C. albicans, C. krusei e C. gla-

brata, que podem estar presentes na infec¢cdo dos canais radiculares.
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Os ensaios ex vivo da literatura utilizando dentina humana de dentes extraidos
apresentam resultados semelhantes aos deste estudo, como descrito abaixo, com va-
riagcbes que podem estar associadas as diferencas na metodologia dos ensaios (Alab-
dulmohsen e Saad 2017). E, vale ressaltar o ja descrito por Seneviratne et al. (2017),
gue o biofilme formado no interior da cavidade bucal é caracteristicamente mais per-
sistente que o formado de modo ex vivo, apresentando uma estrutura mais organi-
zada.

Quanto a pasta de Ca(OH)z, Plutzer et al. (2017) indicaram a redugéo de UFCs
em mais que 99,9% apdos um periodo de 24 e 48 h, sobre biofilme de E. faecalis (ATCC
29212 e 51299), ja Chai et al. (2007) demonstraram que a pasta de Ca(OH)2 apresen-
tou efetividade de 100% sobre biofilme de E. faecalis (ATCC 29212) formado sobre
discos de filtro de membrana de nitrato de celulose estéril, apds o intervalo de 1 hora.

Madhubala et al. (2011) testaram amostra de propolis comercial sobre biofilme
de E. faecalis (ATCC 29212), demonstrando reducéo de 92,54% apoés 1 dia e 100%
apos 2 e 7 dias na contagem de UFCs. Ao associar Ca(OH)z na concentracdo de 350
mg/mL a extrato etanodlico de propolis (5 mg), propolis comercial, Carpio-Perochena
et al. (2017) indicaram uma reducéo de 95% na contagem de UFCs ap6s um periodo
de 7 e 14 dias sobre biofilme de E. faecalis (ATCC 29212).

Por sua vez, Almeida et al. (2015) utilizando NPs de prata comerciais a 10.000
pMg/mL em suspensao como irrigante intracanal indicaram uma reducéo de 97,6% na
contagem de UFCs, apds um periodo de 7 dias, em biofiime de E. faecalis (ATCC
29212). Balto et al. (2020) combinaram Ca(OH)2 a NPs de prata na concentracdo de
200 pg/mL, na proporgao de 1:1 quanto a concentragdo, indicando uma reducgéo das
células viaveis de 90,85% e 98,49% apos 14 e 28 dias, respectivamente, sobre bio-
filme de E. faecalis (ATCC 29212). Ja Afkhami et al. (2015), em biofilme de E. faecalis
(ATCC 29212), indicaram a reducao de quase 100% de UFCs quando aplicado trata-
mento com Ca(OH)2 a 300 mg/mL combinado a NPs de prata a 100 pg/mL, pelos
periodos de 7 e 30 dias.

CONCLUSAO
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Através deste estudo foram sintetizadas NPsAg-PV estaveis, com tamanho
condizente com o descrito na literatura e PDI dentro do intervalo considerado ade-
quado, que apresentaram atividade frente a E. faecalis superior em relagéo aos outros
compostos, mostrando-se como agentes promissores ao tratamento de infecgdes in-
tracanais persistentes. Assim, é possivel afirmar que a prépolis vermelha de Alagoas
utilizada como agente estabilizante e de revestimento das NPs de prata contribuiu
para o aperfeicoamento de sua atividade antimicrobiana. A associacdo das NPsAg-
PV com o Ca(OH)2 demonstrou a melhor atividade bacteriostatica em relacéo as de-
mais combina¢cdes com o Ca(OH)a.

O ensaio ex vivo demonstrou a efetividade das substancias a 2.000 uyg/mL so-
bre biofilme de E. faecalis, sendo observadas UFCs apenas para NPsAg no intervalo

de um dia.
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ANEXO 2- Dados sobre a cepa de Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
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Figura 20- Visédo geral da cepa ATCC 29212 de Enterococcus faecalis.
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