TERESA DE LISIEUX GUEDES FERREIRA LOBO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE UM ADESIVO DENTINARIO COM
NANOPARTICULAS DE PRATA BIOSSINTETIZADAS COM PROPOLIS
VERMELHA DE ALAGOAS

Macei6-2021



TERESA DE LISIEUX GUEDES FERREIRA LOBO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE UM ADESIVO DENTINARIO COM
NANOPARTICULAS DE PRATA BIOSSINTETIZADAS COM PROPOLIS
VERMELHA DE ALAGOAS

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Alagoas como
requisito a obtencéo do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Isabel Cristina Celerino de Moraes Porto
Faculdade de Odontologia - FOUFAL
Universidade Federal de Alagoas

Co-Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Camila Braga Dornelas

Instituto de Ciéncias Farmacéuticas — ICF
Universidade Federal de Alagoas

Macei6-2021



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecaria: Livia Silva dos Santos — CRB-4 — 1670

L799s Labo, Teresa de Lisieux Guedes Ferreira.

Sintese e caracterizagdo de um adesivo dentinario com nanoparticulas de prata
biossintetizadas com propolis vermelha de Alagoas / Teresa de Lisieux Guedes Ferreira
Laobo. —2021.

139f. il

Orientadora: Isabel Cristina Celerino de Moraes Porto.

Coorientadora: Camila Braga Dornelas.

Disserta¢do (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal de Alagoas.
Instituto de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
Maceio, 2021.

Bibliografia: f. 109-124
Anexos: f. 136-139
Apéndice: f. 125-135

1. Nanoparticulas de prata. 2. Propoles vermelha. 3. Adesivo dentinario. 4. Antioxidantes
I Titulo.
CDU: 620.3:616.314.74




DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a Deus e Nossa Senhora, pois sempre me deram protecéo
durante toda minha vida, além de forcas para lutar diante dos meus objetivos em

meio aos percal¢os da vida.

Dedico a minha avo Therezinha Guedes Ferreira, pelo amor incondicional e apoio

em todos os momentos da minha vida, dona de todas as minhas conquistas e

minha maior incentivadora, minha eterna gratidao!

Dedico a meus pais, pelo apoio em todos os momentos da minha vida!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e Santa Terezinha pela protecdo em todos os momentos da
minha vida.

Agradeco especialmente a minha orientadora Professora Dra. Isabel Cristina
Celerino de Moraes Porto, por me auxiliar com amor e paciéncia em cada passo
desse trabalho, obrigada por ter acreditado em mim e me motivado néo s6 na
construcéo desse trabalho, mas como exemplo de pessoa e profissional, admiro
muito a pessoa e profissional que és e serei eternamente grata por todos os
ensinamentos, obrigada por tudo minha maméae cientifica!

Agradeco a minha Co-orientadora Professora Dra. Camila Braga Dornelas pelo
apoio e ensinamentos para realizacao deste trabalho. Obrigada por tudo!
Agradeco a professora Dra. Lara Mendes de Almeida, pelo apoio, ensinamentos e
carinho comigo durante esse tempo de mestrado, por ter me aceito no seu grupo
de pesquisa e me incentivado a buscar novos horizontes, obrigada por tudo!

Ao professor Dr. Ticiano Gomes do Nascimento, pelo apoio em varios
experimentos e ensinamentos durante as aulas, obrigada por tudo!

Ao meu primo, amigo e incentivador Rodrigo José Nunes Calumby, pelo amor
incondicional, amizade e ajuda nos experimentos de microbiologia, “gracias por
todo, mi querido amigo”.

Aos meus queridos amigos do laboratério Tecnano-UFAL, pelo apoio,
descontracdo e aprendizados. Obrigada por cada um de vocés, todos

acrescentaram valiosos aprendizados para mim.



Aos meus queridos amigos que colaboraram em vérias fases da pesquisa na
UFAL, pelo apoio: Valcilaine Barbosa, Ingrid Vieira, Arthur Lui, Mailde Liodorio,
Igor, Jucenir e Saulo Vitor, minha eterna gratidao a vocés!

Aos meus amigos de mestrado que me acolheram e tornaram meus momentos
mais alegres e pela convivéncia durante essa jornada, em especial a Rafael Silva
e Maria Julia Reis, obrigada por todo carinho e amizade!

Agradeco a Daniel Brito Ricarte por toda paciéncia, profissionalismo e ajuda nos
documentos da secretaria.

Agradeco em especial a Kelly Schuldiner, minha amiga-irméa de alma e de coragéo,
obrigada por sua amizade sincera e verdadeira e por estar comigo nos meus
momentos dificeis e alegres! Gratidao eterna a ti meu amor.

Agradeco a Universidade Federal de Alagoas pela realizacdo desse trabalho.
Aos coordenadores e professores do programa de pos graduacdo em ciéncias
farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas, pelo conhecimento e
aprendizado prestado a mim e a todos os alunos que passam por esta instituicao,

meu muito obrigada!



“O que eu fagco € uma gota no meio de um
oceano. Mas sem ela, 0 oceano seria

menor’.
Madre Teresa de Calcuta



RESUMO

A sintese biogénica utiliza matéria prima natural para reducdo de macromoléculas de prata
em nanoparticulas, resultando em nanoparticulas com melhor estabilidade e
biocompatibilidade, reduzida toxicidade, além de ser uma reacdo completa, sem a formacéo
de outras substancias. A prépolis € um composto natural que se apresenta como uma
alternativa na reducéo da toxicidade das nanopatrticulas de prata através da sintese biogénica.
Objetivo: O objetivo desse trabalho foi produzir e caracterizar um adesivo dentinario com
nanoparticulas de prata biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas. Metodologia: O
extrato hidroetandlico de prépolis vermelha de Alagoas (EPV) foi utilizado na biossintese de
nanoparticulas de prata com propolis vermelha (NPAgB). Também foram sintetizadas
nanoparticulas de prata pelo método convencional (NPAgC). As nanoparticulas
biossintetizadas e convencionais, foram caracterizadas através de FTIR, UV-vis e DRX.
Foram avaliadas as atividades antioxidantes (método DPPH) do EPV, NPAgB e NPAgC.
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foram
usados para analisar a atividade antimicrobiana do EPV, NPAgC e NPAgB contra
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis. Amostras de adesivos polimerizados foram testadas contra Enterococcus faecalis
por meio de difusdo em disco (MDD) Foram sintetizados seis adesivos com NPAgB 250
pg/mL; NPAgC 250 pg/mL; EPV250 pg/mL; EPV300 pg/mL; NPAgC 250 pg/mL + (EPV250)
e NPAgC 250 pg/mL + (EPV300). O adesivo puro (AE) e Single Bond 2 (3M/ESPE) (SB) foram
usados como controles. Também foi testado AE com 24 uL de etanol (solvente) para verificar
o efeito do solvente. O EPV e as NPAgB foram submetidas ao ensaio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para determinacédo e quantificacdo dos biomarcadores da propolis
gue reduzem a prata em nanomaterial. Os adesivos experimentais foram caracterizados
através das medidas do grau de conversdo, liberacdo de nanoparticulas em saliva artificial a
partir do adesivo polimerizado e resisténcia de unido a microtracdo (uTBS). Os dados foram
analisados usando ANOVA um fator (a = 0,05). Resultados: O teor médio de flavonoides
totais no EPV foi de 1,56% e atividade antioxidante (AA%) variou de 5% a 46 % em média.
Foram obtidas NPAgB e NPAgC na forma de um pd leve, fino, formato esférico, de coloracéo
enegrecida para as NPAgB e de coloracao prateada para as NPAgC. Comparadas as NPAgC,
as NPAgB mostram melhores resultados de atividade bacteriostatica, exceto contra
Enterococcus faecalis, onde observou-se resultado similar para os dois tipos de NPs. O efeito
bactericida das NPAgB foi melhor para S. mutans e S. epidermidis do que NPAgC. NPAgB
apresentou melhor AA% do que NPAgC. Foram determinados os marcadores da prépolis
vermelha que reduzem a molécula de prata em nanomateriais. O grau de conversao dos
adesivos testados variou entre 76,19 e 87,57 % (p>0,05). O ensaio de MDD mostrou melhores
resultados para NPAgB com um raio de difusdo de 3,7mm. O ensaio de liberagdo de NP em
saliva artificial demonstrou que os adesivos nédo liberavam NP. O teste de microtracéo
demonstrou que embora os adesivos NPAgB (35,39 MPa), NPAgC (36,07 MPa), NPAgC +
EPV250 (38,53 MPa) e NPAgC + EPV300 (36,11 MPa) tenham apresentado resisténcia de
unido imediata ligeiramente mais elevada do que o grupo controle (33,18 MPa), ndo se
observou diferenga significante entre os grupos (p>0,05), porém a adicdo de extrato de
propolis nas concentracdes de 250 pg/mL e 300 pg/mL aumentou a resisténcia de unido
imediata, comparados ao controle (p<0,05). Conclusao: A sintese de um adesivo dental com
nanoparticulas de prata biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas resultou em um
material com atividade antimicrobiana e matriz estavel com o principio ativo imobilizado dentro
do material.

Palavras-chave: Adesivos Dentinarios, Antioxidantes, Nanoparticulas, Nitrato de prata,
Propole.



ABSTRACT

Biogenic synthesis uses natural raw material to reduce silver macromolecules in nanopatrticles,
that shows better stability and biocompatibility, reduced toxicity, besides being a complete
chemical reaction, without generate other substances. Propolis is a natural compound that
presents itself as an alternative in reducing the toxicity of silver nanoparticles through biogenic
synthesis. Objective: The objective of this work was to produce and characterize a dentin
bonding agent with silver nanoparticles biosynthesized with red propolis from Alagoas.
Methodology: The hydroethanolic extract of red propolis from Alagoas (EPV) was used in the
biosynthesis of silver nanoparticles with red propolis (NPAgB). Silver nanoparticles withou
propolis were also synthesized by the conventional method (NPAQC). The biosynthesized and
conventional nanopatrticles were characterized by FTIR, UV-Vis and XRD. Antioxidant activity
of EPV, NPAgB and NPAgC were evaluated by DPPH method. Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were used to analyze the
antimicrobial activity of EPV, NPAgC and NPAgB against Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis. Samples of
polymerized dentin bonding agent were tested against Enterococcus faecalis by disc diffusion
method (MDD). Six dentin bonding agents were synthesized with NPAgB 250 ug/mL; NPAgC
250 pg/mL; EPV250 ug/mL; EPV300 ug/mL; NPAgC 250 pg/mL + EPV250 ug/mL (EPV250)
and NPAgC 250 pg/mL+ EPV300 ug/mL (EPV300). Pure adhesive (AE) and Single Bond 2
(SB - BM/ESPE) were used as controls. AE was also tested with 24 pL of ethanol (solvent) to
verify the effect of the solvent. EPV and NPAgB were submitted to high-efficiency liquid
chromatography (HPLC) assay to identify and quantify propolis biomarkers that reduce silver
in nanomaterial. The experimental dentin bonding agents were characterized by
measurements of conversion degree (CD), the release of nanoparticles from the polymerized
adhesive in artificial saliva and microtensile bond strength (uTBS). The data were analyzed
using ANOVA one-way (a = 0.05). Results: The mean content of total flavonoids in EPV was
1.56% and AA% ranged from 5% to 46% on average. NPAgB and NPAgC were obtained in
the form of a light, thin, spherical powder, dark in color for NPAgB and silver-colored for
NPAgC. Compared to NPAgC, NPAgB showed better results of bacteriostatic activity, except
against Enterococcus faecalis, where similar result was observed for both types of NPs. The
bactericidal effect against S. mutans and S. epidermidis was better for NPAgB than NPAgC.
NPAgB presented higher AA% than NPAgC. Markers of red propolis that reduce the silver
molecule in nanomaterial were determined. The CD of the dentin bonding agents varied
between 76.19 and 87.57% (p>0.05). The MDD assay showed better results for NPAgB with
a diffusion radius of 3.7mm. The NP release assay in artificial saliva demonstrated that the
dentin bonding agents did not release NP. The uTBS showed that, although the dentin bonding
agents NPAgB (35.39 MPa), NPAgC (36.07 MPa), NPAgC + EPV250 (38.53 MPa) and NPAgC
+ EPV300 (36.11 MPa) have shown immediate bond strength higher than the control group
(33.18 MPa), there was no significant difference between the groups (p>0.05), but the addition
of EPV at concentrations of 250 pg/mL and 300 pug/ mL increased the immediate bond strength
compared to the control (p<0.05). Conclusion: The synthesis of a dentin bonding agent with
silver nanopatrticles biosynthesized with red propolis from Alagoas resulted in a material with
antimicrobial activity and a stable matrix with the active principle immobilized within the
material.

Key words: Dentin bonding agent, Antioxidants, Nanoparticles, Silver nitrate, Propolis.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais com principios bioativos e novas técnicas que
contribuam para reduzir sua toxicidade € de grande importancia para as ciéncias dos
materiais e para a odontologia restauradora. As propriedades antibacterianas dos
sistemas adesivos constituem uma questdo importante em odontologia operatoria,
uma vez que bactérias viaveis podem permanecer ap0s a realizacdo do preparo
cavitario (NAKAJIMA et al., 2011) também podem penetrar na interface
dente/restauracao através de fendas marginais (CHEN et al., 2014; SU et al., 2018).

A principal causa de falhas nas restauragdes de resina composta é a carie
secundaria (DEMARCO et al., 2012; HECK et al., 2018), que geralmente ocorre apos
os trés primeiros anos (ASTVALDSDOTTIR et al., 2015). Por isso, € muito importante
gue novos materiais com atividade antimicrobiana sejam produzidos, prevenindo
caries secundarias e, consequentemente, aumentando a longevidade das
restauracfes adesivas.

A desmineralizacéo dentinaria nas lesdes cariosas, € promovida pelos acidos
bacterianos, porém 0s microrganismos nado sdo 0S Unicos responsaveis pela
degradacdo do colageno (HANNAS et al., 2007). Estudos demonstram que as
enzimas enddgenas metaloproteinases da matriz (MMPs) desempenham um papel na
progresséao da lesdo cariosa, destruindo a matriz organica da dentina (HANNAS et al.,
2007). Essas enzimas sdo ativadas pela reducao do pH e tém acédo colagenolitica
sobre as fibrilas de colageno do tecido dentinario (TJADERHANE et al., 1998).

Vérias formulacdes de adesivos dentinarios bioativos vém sendo propostas,
pela incorporagcéo em adesivos de compostos minerais (XIE, et al., 2017), extratos de
plantas (YU et al., 2017, FONSECA, 2015; ROY et al., 2010), nanoparticulas de

guaternario de amonia (CHEN et al., 2014), nanoparticulas de prata (OSORIO et al.,
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2015; DUTRA-CORREA et al., 2018), fungos (ROSHMI et al., 2018), quercetina,
resveratrol e prépolis vermelha (ROCHA et al., 2020) dentre outros. Com 0 objetivo
de investigar os efeitos dessas substancias na resisténcia de unido a dentina (CHEN
etal., 2014; DUTRA-CORREA et al.,2018; PORTO et al., 2021), atividade antioxidante
(PORTO et al., 2021) e antimicrobiana e antibiofilme contra bactérias cariogénicas
(ROSHMI et al., 2018), véarios estudos demonstraram o potencial de acdo daquelas
substancias na preservacao das restauracées de compaositos.

As nanoparticulas metalicas tém se destacado como agentes promissores
com atividade antibacteriana em baixas concentracdes (ZHU et al., 2017). Nesse
aspecto, destacam-se as nanoparticulas de prata, que apresentam atividade
antimicrobiana associada a uma alta efetividade e baixa resisténcia dos
microrganismos (ZHANG et al., 2013).

A adicao de nanoparticulas de prata em adesivos odontoldgicos, demonstrou
atividade antibacteriana especifica na interface dente-restauracdo (ZHANG et al.,
2013). As nanoparticulas de prata inibem o crescimento descontrolado do colageno e
regulam a sua deposicao, direcionando o alinhamento adequado e o arranjo espacial
da matriz de colageno. (KWAN; LIU; TO; YEUNG; HO; WONG, 2011). A prata é capaz
de melhorar a reticulacéo, a natureza e a estrutura secundaria do colageno dentinario
desmineralizado, preparando a matriz organica para a mineralizacdo interfibrilar a
longo prazo (OSORIO et al., 2018).

As nanoparticulas metélicas podem ser criadas por meios fisicos, quimicos ou
biol6gicos. O método bioldgico vem obtendo destaque perante os demais por ser
ecologicamente correto, econdmico e por reduzir a toxicidade das nanoparticulas.
Esse método consiste no uso de microrganismos ou plantas medicinais para reducéo

de macromoléculas (KESHARI et al., 2020). O uso de plantas tem uma enorme
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vantagem pois as propriedades dos extratos sdo adicionadas as nanoparticulas
durante a sintese (FERREIRA-RANGEL, 2009).

A propolis é produzida pela saliva de abelhas, utilizadas com a finalidade de
fechar pequenas lacunas na colmeia, impedir a entrada de insetos e reduzir a
proliferacdo de fungos e bactérias. E, portanto, um importante antibitico natural e
desempenha um papel promissor em medicina e odontologia (TORETI et al., 2013;
MENDONCA et al., 2015).

No Brasil, a biodiversidade da flora favorece o surgimento de 13 tipos de
prépolis. O 13° tipo de propolis brasileira, que tem como caracteristica a coloracéo
vermelha intensa, e € produzida por abelhas da espécie Apis mellifera com a seiva de
Dalbergia ecastophyllum, uma planta leguminosa que habita os mangues do Nordeste
do Brasil (SILVA et al., 2007). A propolis vermelha de Alagoas, tem componentes
unicos que a diferenciam de outras propolis produzidas no Brasil e em todo o mundo,
dentre os compostos ja conhecidos, isoflavondides, propolonas/gutiferonas, terpenos,
e compostos fendlicos, sdo as principais classes de metabdlitos secundarios
presentes na préopolis vermelha (MENDONCA et al., 2015; MACHADO et al., 2016;
RUFATTO etal., 2017). Além de componentes Unicos, a propolis vermelha de Alagoas
apresenta uma potente atividade antimicrobiana contra bactérias orais, com valores
de <10 pg/mL para Streptococcus mutans (DAUGSCH, 2017; PORTO et al., 2018).
Essa composicéo fendlica da propolis, principalmente rica em flavonoides, a tornam
adequadas para a sintese de nanoparticulas metalicas, por proporcionarem a reducao
de metais e também sua estabilizacdo (BARBOSA, et al., 2019).

O desenvolvimento de biomateriais com nanoparticulas de prata
biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas pode resultar em materiais com

atividade antimicrobiana, antioxidante e com potencial para inibir a acdo de
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metaloproteinases da matriz na dentina devido a alta atividade antioxidante da
propolis, reduzindo a incidéncia de caries secundarias e proporcionando maior

longevidade para as restauracOes adesivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar um adesivo dental com nanoparticulas de prata

biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter o extrato de propolis vermelha de Alagoas (EPV);

2. Determinar o teor de flavonoides e atividade antioxidante do EPV;

3. Produzir nanoparticulas de prata biossintetizadas com propolis vermelha de
alagoas (NPAgB);

4. Caracterizar as nanoparticulas em forma de p6 e de suspencéao coloidal;

5. Avaliar a atividade antioxidante das nanoparticulas;

6. Sintetizar um adesivo dental com nanoparticulas de prata biossintetizadas com
propolis vermelha;

7. Analisar o grau de conversao dos adesivos;

8. Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas e do adesivo experimental,

9. Avaliar a liberacdo de nanoparticulas de prata do adesivo polimerizado em saliva
artificial;

10. Avaliar a resisténcia de unido a microtracédo da interface resina/dentina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cérie dentéaria

A cérie é uma doenca infecciosa, sacarose dependente, causada pela
presenca de um biofilme poli microbiano maduro na superficie dentaria, cuja atividade
metabdlica, confere um processo dindmico de desmineralizacao e remineraliza¢cédo do
esmalte dentario, causando desgaste dental e o desenvolvimento da doenga (HESSE
et al., 2014; ISMAIL et al., 2013). Mdltiplos fatores, incluindo os acidos bacterianos,
acucares (dieta), saliva, fatores internos e externos, podem afetar o processo de
desmineralizacdo e remineralizardo dos dentes. Durante o0 processo da carie,
bactérias aciduricas e acidogénicas sdo predominantes no biofilme dental, sendo o

Streptococcus mutans a mais fortemente associada (BUENO-SILVA et al., 2013).

Figura 1. Fatores de desenvolvimento da carie dentéria. Fonte: O autor (2021).

3.2 Céarie secundaria

A carie secundaria € uma das causas mais frequentes de falhas e
substituicdes das restauracdes dentarias e o tratamento demanda tempo e alto custo

(DE BACKER et al., 2006; ARJMAND et al., 2018). Durante o exame clinico é
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importante verificar as condicdes da estrutura dental, para que as margens da
restauracdo estejam ajustadas com precisdo e isentas de porosidades, além de
efetivo acabamento e polimento, para evitar o acimulo de biofilme sobre a restauracéo
(HADDAD et al., 2011). Os microrganismos responsaveis pelo surgimento da cérie
secundéaria sdo os mesmos envolvidos na carie primaria e 0s principais agentes
etiologicos sao do género Streptococci, como o0 Streptococcus mutans e
Streptococcus Sobrinus (NEDELJKOVIC et al., 2015).

A pelicula adquirida é uma camada de proteinas salivares que recobrem as
superficies de dentes e restauracbes. Essa camada agrega microrganismos
colonizadores iniciais e, caso ndo seja removida por meios mecanicos ou quimicos,
ha a formacdo do biofilme bacteriano (ALLAKER et al., 2010). Esse biofilme é
composto por diversas espécies bacterianas por mL de saliva ou mg de biofilme, em
uma matriz de substancia polimérica extracelular (EPS), que € constituida de
polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios (CHENG et al., 2012). No
biofilme os microrganismos aderem uns aos outros na superficie, tornando-se assim
mais resistentes a agentes antimicrobianos (ALLAKER et al., 2010). Condi¢cdes
repetidas de pH baixo no biofilme fazem o nimero de microrganismos acidogénicos e
aciduricos prevalecer como Streptococcus mutans e Lactobacilos (MARSH et al.,
2000).

Mediante a fermentacao da sacarose proveniente da dieta, 0s microrganismos
do biofilme produzem acidos, como o acido latico (MELO et al., 2016), que junto com
os 4cidos advindos de alimentos, bebidas e do suco gastrico (OSORIO et al., 2018),
sdo responsaveis pela desmineralizacdo do esmalte e dentina, além da degradacao
da interface dente/restauracdo (NEDELJKOVIC et al., 2015). A progresséo de carie

no esmalte e dentina assumem aspectos diferentes. A carie no esmalte refere-se a
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dissolugcéo de um tecido altamente mineralizado como resultado da agresséo pelos
acidos, enquanto que na dentina envolve tanto a desmineralizacdo do tecido como a
degradacao da matriz organica de fibrilas de colageno tipo | (LIMA et al., 2007).

Ha varios fatores que influenciam o surgimento de caries secundarias, a
contracdo de polimerizacdo das resinas odontolégicas que favorecem o selamento
cavitario ndo adequado, a degradacao hidrolitica e enzimatica da interface adesiva e
o actimulo de biofilme sobre as restaura¢des (NEDELJKOVIC et al., 2015; OSORIO
et al., 2018; ALLAKER et al., 2010 HADDAD et al., 2011).

Mais de 70% dos ensaios clinicos, que avaliaram restauracdes de resina
composta entre um e cinco anos de estudo, demonstraram que o0 maior percentual de
falhas nas restauracdes ocorre por carie secundaria (52%), seguidas de falhas por
fratura (33%), forma anatémica (23%), adaptacao marginal (23%) (MELO et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2016).

3.3 Adeséo e adesivos em Odontologia

Atualmente, a principal opcao para o tratamento das lesdes cariosas baseia-
se no preparo de cavidades conservadoras e na utilizacdo de materiais restauradores
adesivos. No entanto, uma das limitacbes da interface resina-dentina criada pelos
sistemas adesivos é a degradacdo ao longo do tempo, 0 que compromete a
durabilidade das restauracdes de resina composta (HASHIMOTO et al., 2000; DE
MUNCK et al., 2005; SANO et al., 2006; BRESCHI et al., 2008; FRASSETO et al.,
2016).

A adesao dos materiais dentarios aos tecidos duros dos dentes é um desafio
enfrentado pelos dentistas na conquista de restauracdes que permanecam adequadas
por maior tempo, sem a necessidade de novos procedimentos e mais desgaste de
estrutura sadia, que podem evoluir para o comprometimento da polpa dental. Devido

a sua natureza complexa, a interface entre o dente e o material restaurador € o ponto
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mais vulnerdvel da técnica adesiva, independentemente da estratégia empregada
(HASHIMOTO 2010; PASHLEY et al., 2011; LIU et al., 2011).

Na adeséo de materiais dentarios, é necessario levar em consideracéo os dois
substratos presentes, o esmalte e a dentina, e seus aspectos estruturais e
histolégicos, que sdo diferentes e tém relagdo direta com o desempenho final do
material restaurador (SANCHEZ, 2017).

O esmalte é uma estrutura composta basicamente por cristais de
hidroxiapatita (HAP), altamente calcificado, com 98% de contetdo inorganico e
apenas 2% de agua em sua composic¢do, tornando-o, assim, mais favoravel para
adesédo. (SANCHEZ, 2017).

Ja a dentina € um tecido conjuntivo mineralizado, cuja estrutura histologica
difere drasticamente do esmalte. Em sua composicdo encontra-se 20% de colageno
Tipo I, 10% de agua e 70% de cristais de hidroxiapatita. A dentina € considerada o
substrato menos favoravel para restauracbes adesivas ndo somente por sua
composicao, mas também pela presenca de tubulos dentinarios que fazem dela um
tecido altamente permeavel e mais suscetivel a degradacdo ao longo do tempo

(DUTRA-CORREA et al., 2018).
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Figura 2. llustragdo da estrutura dentinaria. Fonte: Adaptado de BARATIERI 2001.

Os sistemas adesivos sdo materiais fundamentais para a unido do material
restaurador as estruturas dentarias (NAKAJIMA et al.,, 2011). Esses sistemas se
baseiam da combinacdo entre mondmeros resinosos, acidos, foto-iniciadores,
diluentes, solventes organicos e adicdo de carga inorganica (OMAR et al., 2007;
ANUSAVICE et al., 2013; ANDRE et al., 2015). Os sistemas adesivos podem ser
agrupados de acordo com o tipo de interacdo com o substrato dental a adeséo atraves
de retencdo micromecanica, quimica ou ambas (TJADERHANE et al., 2013) e podem
ser classificados como sistemas de condicionamento total, autocondicionantes ou
universais, e segundo o niumero de passos exigidos para sua aplicacdo, classificados
como de passo Unico, dois ou trés passos (MATTOS et al., 2017).

Nos sistemas adesivos de condicionamento total, o acido fosférico a 37% com
pH < 1, considerado agressivo (SKUPIEN, 2014), € aplicado no substrato dental para
remover a smear layer, que € uma camada de esfregaco produzida através da

instrumentacdo rotatdria sobre este tecido, composta por residuos de dentina,
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presenca de saliva, sangue, bactérias, fragmentos de materiais restauradores que
penetram nos tubulos dentinarios (SANCHEZ, 2017; ANUSAVICE, 2013).

Os adesivos contém mondmeros hidrofilicos como o 2-hidroetil metacrilato
(HEMA), que associados aos solventes organicos como é&lcool, acetona e agua,
servem para deslocar, a umidade presente no substrato dental, e assim levar os
mondmeros resinosos para o interior das fibrilas de colageno (MATTOS et al., 2017).
O colageno exposto serve como um intermediario para a ligacdo do substrato dental
hidratado ao adesivo hidrofébico e posterior formacéo da camada hibrida (ARINELLI
et al., 2016). Os adesivos também podem apresentar monémeros hidrofébicos como
o0 Bis-Glicidilmetacrilato (Bis-GMA), uretano dimetacrilato (UDMA) e etilenoglicol

dimetacrilato (TEGDMA).
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Figura 3. Estrutura quimica dos monémeros e fotoiniciadores utilizados nesse estudo. Fonte:
Adaptado de google académico 2021

As técnicas de condicionamento total do substrato dental contam com a
subjetividade da quantidade de agua que permanece no substrato ap6s processo de

lavagem e remocdao do acido fosforico (ARINELLI et al., 2016). Se a 4gua for removida
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em excesso, ocorre o colapso das fibras coladgenas, e 0s mondmeros resinosos nao
penetram adequadamente entre os espagos interfibrilares. E se a dentina for deixada
muito imida, os mondmeros serdo diluidos, o que interfere diretamente no grau de
conversao do adesivo (SOUZA & MORO, 2014).

3.4 Fatores que influenciam a degradacao da interface adesiva

A eficacia da adeséo esta diretamente relacionada a eficiéncia da penetracéo
dos mondmeros nos espacos interfibrilares, ao completo envolvimento das fibrilas
expostas pelo condicionamento acido e ao grau de conversdao do adesivo in situ
(PASHLEY et al., 2000). Dois fatores desempenham papel principal no processo de
degradacéao da interface adesiva e, consequentemente, na reducéo da resisténcia de
unido de sistemas adesivos a dentina: (1) a degradacdo hidrolitica do polimero
presente na camada hibrida e no material adesivo ao longo do tempo e (2) a presenca
de fibrilas de colageno desprotegidas abaixo da camada hibrida, que né&o foi
completamente infiltrada pelo adesivo, e estdo sujeitas a hidrolise pelas
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e catepsina cisteinas (CTs) (GANDOLFI et al.,

2010; ORTENGREN 2000; SANCHEZ ., 2017; AGUIAR ., 2019).
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Figura 4. Demonstracdo da interface adesiva com presenca de fibrilas coladgenas
protegidas pelo material adesivo e presenc¢a da camada hibrida em amarelo. Fonte: O autor
(2021).

A degradacgédo da interface adesiva, envolve uma série de fatores, desde a
exposicdo a agua proveniente do fluido dentinario e do ambiente oral (degradagéo
hidrolitica) aos fatores enzimaticos inerentes do hospedeiro (degradacao enzimatica)
(TJADERHANE et al., 2013). Estudos vém sendo desenvolvidos para elucidar qual
delas atua primordialmente na desestabiliza¢do da unido (PERDIGAO et al., 2013).

Acredita-se que a degradacao da interface adesiva pela agcdo enzimatica seja
induzida pela agédo de acidos na dentina sobre as fibrilas colagenas expostas e ndo
totalmente permeadas pelo adesivo (PASHEY et al., 2004). O baixo pH pode ser
provocado pelo processo carioso, pelo condicionamento com acido fosforico e pelos
mondmeros resinosos acidos, usados durante o procedimento restaurador (SKUPIEN,
2010). A desmineralizacdo expde a matriz de colageno, causando alteracdes no
arranjo molecular, a quebra das ligacdes cruzadas entre as fibrilas do colageno,
expondo os sitios de unido (PERDIGAO et al., 2013). Os inibidores de MMPs podem
prevenir e minimizar a degradacéo do colageno exposto e com incompleta infiltracéo
da resina na camada hibrida, contribuindo assim para a longevidade e manutencao
da resisténcia de unido (SANCHEZ, 2017).

A degradacédo da interface adesiva comeca pela regido nao infiltrada pelos
adesivos até chegar na camada de resina adesiva ao longo do tempo. Além disso, 0
desgaste mecanico pelas forcas mastigatorias aumenta a degradacao da interface
adesiva, ao ponto de permitir, em algumas ocasides, o contato da interface adesiva
com os fluidos salivares, o que aumenta a degradagao dos metacrilatos pelas enzimas
salivares (SANCHEZ, 2017).

3.5 Prata
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A prata é conhecida como agente antimicrobiano, seus efeitos atingem as
bactérias cariogénicas, principalmente Streptococcus mutans, inibindo o crescimento
de biofilme cariogénico nos dentes. As nanoparticulas de prata (NPAgC) tem sido
investigada em odontologia principalmente por sua propriedade antibacteriana a longo
prazo, através de liberacdo de ions de prata. As NPAgC, possuem um amplo espectro
antibacteriano, mesmo em baixas concentragfes, possibilitando assim a perda da
integridade da membrana celular causada pela aderéncia e penetracéo da prata na
parede celular, fazendo com que haja a perda de capacidade de replicacdo de DNA e
inativacado das enzimas vitais das bactérias e na formacao de espécies reativas de
oxigénio (RAIl et al., 2012; RAI et al., 2009; DUTRA-CORREA et al.,2018).

Além disso, foi demonstrado que as NPAgC tém 25 vezes mais eficacia
antibacteriana do que a clorexidina (BESINIS et al.,, 2014). Além disso, a
biocompatibilidade dos NPAgQC, especialmente em menor concentracdo, ja foi
confirmada previamente por Gomes-Filho et al. (2010). No estudo de Fatemeh et al.,
2017, o pré-tratamento com NPAgC antes ou depois do condicionamento com &cido
nao altera a resisténcia de unido dos adesivos de dois passos, seja de
condicionamento total ou autocondicionante.

Em baixas concentracdes as nanoparticulas de prata demonstram maior
efeito antimicrobiano contra Streptococcus mutans do que outros agentes, como ouro
ou zinco, isso permite efeitos clinicos importantes com toxicidade reduzida
(HERNANDEZ-SIERRA et al., 2008).

ZHAO e cols. (2018) relataram a remineralizacdo de esmalte desmineralizado
pela acdo da prata, nesse estudo os autores mostraram que a perda mineral do
esmalte e dentina era reduzida ap6s o tratamento com a prata. Uma superficie

altamente mineralizada rica em célcio e fosfato foi formada em lesdes cariosas. Esse



34

estudo demonstrou ainda o efeito protetor da prata sobre o colageno da dentina, com
a acdo inibitéria de colagenase da dentina (ZHAO, et al., 2018).

3.6 Propolis vermelha de Alagoas.

A prépolis é produzida por abelhas para fechar pequenas lacunas na colmeia,
impedir a entrada de insetos e reduzir a proliferacdo de fungos e bactérias. A prépolis
€ uma substancia resinosa derivada da seiva e brotos de plantas e misturada a saliva
das abelhas. Sua composicdo é bastante complexa, e suas propriedades séo
influenciadas pela época da colheita, clima, estacbes do ano, a flora da regido
(REGUEIRA et al.,, 2017; NASCIMENTO, et al., 2019) e, portanto, um importante
antibidtico natural e desempenha um papel promissor em medicina e odontologia
(TORETI et al., 2013; MENDONCA et al., 2015).

Em odontologia, alguns trabalhos foram publicados em diversas areas, entre
elas endodontia (PAROLIA et al., 2010; MALHOTRA et al., 2011; ANAUATE et al.,
2013), cariologia (MALHOTRA et al.,, 2011; ASAWAHAME et al.,, 2015), cirurgia
(CASAROTO et al., 2010) e periodontia (CHEN et al., 2015; PEREIRA et al., 2011), e
no campo da odontologia restauradora (DUTRA-CORREA et al., 2018; PORTO et al.,
2018; MARTINS et al., 2019).

A atividade biolégica da propolis é frequentemente associada a presenca de
compostos fendlicos, principalmente flavonoides, isoflavonas, entre outros e esses
compostos sdo responsaveis pelas varias propriedades da propolis vermelha
(BUENO-SILVA et al.,2013), tendo também efeito anti-proliferativo para as células
cancerigenas (KOUIDHI, ZMANTAR, & BAKHROUF, 2010) e combatendo
microrganismos resistentes encontrados em infec¢cées odontogénicas, e nas doencas
periodontais (SHABBIR, RASHID, TIPU , 2016). No Brasil, a biodiversidade da flora
favorece o surgimento de 13 tipos de prépolis. O 13° tipo de prépolis brasileira tem

uma caracteristica de coloracdo vermelha intensa, e € produzido por abelhas da
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espécie Apis mellifera com a seiva de Dalbergia ecastophyllum, uma planta
leguminosa que habita os mangues nordestinos do Brasil (DAUGSCH et al., 2007).
Além disso esse tipo de prépolis pode reduzir a colonizacdo de microrganismos
facultativos de anaerdébios como Streptococcus mutans, auxiliando assim na
prevencdo de carie dentaria (BUENO-SILVA et al.,, 2013), além de suas outras
propriedades antimicrobianas estudadas.

A Propolis Vermelha de Alagoas (PVA) é cada vez mais pesquisada, por
causa das suas diversas atividades biol6gicas comprovadas. Embora possam existir
diferencas em sua composicdo quimica e algumas atividades podem n&o ser
presentes em todas as amostras. Isso vai de acordo com a regido mediante a fauna e
flora da regido e o periodo em que foi coletada, pelas alteracdes climaticas
(REGUEIRA et al., 20017; NASCIMENTO et al., 2019). A atividade antimicrobiana foi
estudada frente a diversas bactérias gram-positivas dentre elas Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus (MATTOS et al.,, 2015), e Gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (RIGHI et al., 2011).

A propolis vermelha de Alagoas, tem componentes quimicos Unicos que
diferenciam de outras propolis brasileiras e em todo o mundo. Terpenos,
isoflavonoides, chalconas, gutiferronas e compostos fendlicos sdo os principais
metabolitos secundarios presentes na PVA (ALENCAR et al., 2007; MACHADO et al.,
2016; RUFATTO et al., 2017).

Foi relatado na literatura que o Medicarpin, Neovestitol e Vestitol podem ser
0S compostos responsaveis pelas propriedades antimicrobianas do extrato de propolis
vermelha (INUI et al., 2014; BUENO-SILVA, MARSOLA, et al., 2017). De fato, uma
combinagao natural de Vestiol e Neovestiol interrompeu a formacao de biofilmes

cariogénicos de Streptococcus mutans (BUENO-SILVA, et al., 2013), e essas
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moléculas bioativas foram responsaveis pelos efeitos antimicrobianos do extrato
etanolico de prépolis vermelha. Estudos demonstram, também, uma potente atividade
antimicrobiana do extrato de PVA, mesmo em baixas concentragdes 0,1% a 1%
(PORTO et al., 2015), sendo efetivo contra Streptococcus mutans e Lactobacilus
(BUENO-SILVA et al., 2013; ANAUATE et al., 2013; ASAWAHAME et al., 2015;
PORTO et al., 2015) que é atribuida a alta concentracdo de flavonoides e compostos
fendlicos na prépolis vermelha brasileira (BUENO-SILVA et al., 2017).

O mecanismo da atividade antimicrobiana da prépolis € complexo e pode ser
atribuido a presenca de varios compostos bioativos, particularmente isoflavonoides e
a combinacdo entre eles. (FERNANDES-JUNIOR et al., 2006) Atua pelo dano a
membrana citoplasmatica (causado por baixa fluidez da membrana), inibicdo da
sintese de acidos nucleicos (causada pela inibicdo da topoisomerase), inibicdo do
metabolismo energético (causado pelo NADH-citocromo inibindo a C redutase) e pela

inibicdo da ligacao e formacao de biofilmes (YIXI et al., 2015).

Apis melifera
e Dalbergia

Figura 5. llustracdo da abelha Apis melifera e da planta Dalbergia ecastophyllum.
Fonte: Adaptado de Magalhaes et al., 2011.
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3.7 Nanotecnologia.

De acordo com COLLIER et al., (2015) a nanotecnologia € definida pelo
intervalo de tamanho, formas quimicas e estruturais que 0os nanomateriais podem
assumir. A faixa de tamanho mais comumente utilizada para identificar os
nanomateriais esta entre 1 e 100 nm. Além do tamanho, esses materiais possuem
propriedades que surgem em funcdo de vérios fatores de interagéo, incluindo a
composi¢do quimica, forma e estrutura cristalina das nanoparticulas (BOVERHOF et
al., 2015; HULL et al., 2019).

Diferentes Nanoparticulas (NPs) de metal tém sido usadas em varias areas
da Odontologia devido as suas propriedades antibacterianas. Além disso, as bactérias
tém menor probabilidade de desenvolver resisténcia a hanoparticulas de metal do que
a maioria dos antibioticos disponiveis comercialmente (BORZABADI-FARAHNI et al.,
2014).

Dentre os nanomateriais estudados, as nanoparticulas metalicas destacam-
se, principalmente as de prata, que possuem vasta aplicabilidade em diversos setores.
As NPs metdlicas sao sintetizadas principalmente por métodos fisico e quimico
(JIROVA et al., 2016). Um dos métodos convencionais mais utilizados é por reducao
guimica de sais, sendo o boro hidreto de sddio um dos mais difundidos (OTTONI et
al., 2018).

Os métodos utilizados na preparacdo dos nanomateriais em geral, podem ser
agrupados em dois métodos distintos: “Bottom-up” da traducéo de baixo pra cima, que
envolve a construcdo de estruturas, através da manipulacdo de aglomerados de
moléculas ou particulas utilizando-se um meio quimico ou bioldgico (LOPES, 2017).

Pela via “Top-down”, da traducéo de cima pra baixo, € onde o material em escala
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maior é quebrado em pequenas particulas através de uma reducdo de tamanho com
o auxilio de um agente redutor (BARBOSA, 2019).

Essas nanoparticulas podem ter formato esférico, cubico, pontiagudo
(ALAKER et al., 2010) e triangular, além disso, a reducao de particulas a tamanhos
nanométricos aumenta sua area de superficie (RIAZ et al., 2017), e modifica as
propriedades como dureza, reatividade quimica, e atividade bioldgica (LI et al., 2013;
RIAZ et al., 2017), portanto, podem ter beneficios mesmo quando aplicadas em baixas

concentracbes (PADOVANI et al., 2015).

)

)

Bottom-up
umop-doj

Figura 6. Desenho esquematico dos métodos de sintese de nanopatrticulas. Fonte: O autor
(2021).

Seu tamanho diminuto esta diretamente relacionado com o aumento da
capacidade de penetracdo em membranas celulares. As nanoparticulas metalicas
podem ser utilizadas para controlar biofilmes devido suas propriedades biocidas, anti-
adesivas e de liberacdo de substancias (ALAKER et al.,2010). Muito embora os
métodos quimicos sejam 0s mais descritos, esses métodos dependem de agentes

estabilizantes e redutores que por muitas vezes sao toxicos e dependem de processos
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mais trabalhosos e custosos (XUE et al., 2016). Visando superar essas desvantagens,
na ultima década, muitos estudos tém utilizado uma abordagem biolégica para a
obtencdo de NPs metélicas.

3.8 Sintese biogénica de nanoparticulas de prata

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar, sendo utilizada em vérias
areas como engenharia, medicina, odontologia, fisica, botanica, dentre outras. Essa
tecnologia tem sido amplamente aceita, em razdo das propriedades quimicas,
mecanicas, bioldgicas e estruturais que 0s nanomateriais podem assumir (COLLIER
et al., 2015; BOVERHOT et al., 2015; HULL et al., 2019).

Sintese biogénica ou sintese verde sdo termos utilizados para a sintese
ecologicamente correta de nanoparticulas. O processo de sintese de nanoparticulas
através de meétodos quimicos e fisicos, envolve substancias quimicas toxicas,
aumentando a toxicidade do material (XUE et al., 2016).

MOHANPURIA et al.,, (2008) relatam que as NP biolégicas sao mais
vantajosas quando comparadas com as sintetizadas por via quimica e fisica, uma vez
gue, neste tipo de sintese nado sdo utilizados agentes quimicos além do metal
precursor. Os autores também destacam que as NP biologicas possuem uma maior
estabilidade e biocompatibilidade (ndo produzem efeitos nocivos sobre tecidos
bioldgicos), reduzindo assim, a sua toxicidade, além de ser uma reacdo completa, sem
a formacao de outras substancias (SCHROFEL et al.,2014).

O processo de formacdo das nanoparticulas ocorre em duas fases:
Nucleacao, onde ocorre a formacao de pequenos nucleos de nanoparticulas devido a
presenca do agente redutor e da reducdo dos ions Ag ao estado metéalico (CRUZ,
2010). Apos essa formagédo, ocorre o crescimento, por deposi¢cao de novos ndcleos a
superficies dos existentes. As hanoparticulas possuem um revestimento composto por

um material organico que lhes confere estabilidade, que pode prevenir a agregagéo
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dos pequenos nucleos de nanoparticulas, obtendo-se assim nanoparticulas com
pequenos tamanhos.

Existem varios meios para produzir nanoparticulas biossintetizadas utilizando
plantas, fungos, bactérias. O método de sintese via extrato de plantas, é rapido,
ecologicamente correto, rentavel e de baixo custo. A sintese biol6gica apresenta
algumas outras vantagens em comparac¢ao as obtidas por via quimica e fisica: baixa

toxicidade, ndo possuem alta demanda de energia e sdo processos considerados de

baixo custo (SINGH et al., 2015).
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Figura 7. Desenho esquematico do método de sintese biogénica utilizando extrato de prépolis
vermelha de Alagoas. Fonte: O autor (2021).

A utilizacdo da sintese biogénica com materiais biolégicos, vem sendo
estudados com varios tipos de plantas medicinais, com importantes propriedades
antimicrobianas e bom resultado na formac¢do de nanoparticulas de tamanhos
pequenos, isso pode ser explicado pela boa interacédo das propriedades redutoras da
planta utilizada e da prata. Varios estudos utilizaram plantas para reducéo da prata e
de outros metais em nanoparticulas, como Eucalyptus, com tamanho de particula
entre 25-30 nm (SHIVAKUMAR et al., 2017), Malva. Crispa Linn, com tamanho entre
5-50 nm (KRISHNARAJ et al., 2017), Proposis farcta, com tamanho de 25nm (MIRI et
al., 2018), aloe vera (TIPPAYAWAT et al., 2014) e flores de caléndula (PADALIA et

al., 2014). Barbosa et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas com propolis vermelha
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de Alagoas, que apresentaram boa atividade antimicrobiana. Em comparagdao com a
sintese quimica, a sintese biogénica apresenta uma nanoparticula com atividade

superior (DURAN et al.,2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Esse é um estudo laboratorial in vitro desenvolvido no Laboratério de
Caracterizacdo e Andlise de Biomateriais (LaCa-bio/FOUFAL), Laboratério de
Tecnologia de Nanosistemas Carreadores de Substancias Ativas (TecNANO/ICF),
Laboratério de Analises Farmacéuticas (LAFA — ICF) e no Laboratério de

Microbiologia (ICF) da Universidade Federal de Alagoas.

4.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos possuiam grau de pureza analitica

e estao discriminados na Tabela 1. As vidrarias foram previamente lavadas com agua

deionizada por 3 vezes e limpas com etanol a 70% GL.

Tabela 1. Reagentes utilizados nesta pesquisa.

REAGENTES FORMULA FABRICANTE
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) C1sH12N506 Sigma-Aldrich, Alemanha

4-dimetil aminobenzoato de etilo (EDMAB) C11H1sNOz2 Sigma-Aldrich, Alemanha
Acetonitrila HPLC gradiente CHsCN Metal Quimica, SP Brasil

Agar Muller Hinton Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha
Agua deionizada H20 Nalgon, SP, Brasil

Alcool etilico absoluto p. A. C2HeO Quimica Moderna, SP Brasil

Alcool metilico p. A, CHsOH Quimica Moderna, SP Brasil
Brometo de potéssio KBr Synt, SP, Brasil

Canforoquinona C10H1402 Sigma-Aldrich, Alemanha

Citrato de sodio tribasico

CeHsNaz07.2H20

Vetec Quimica, SP, Brasil

Cloramina-t C7H7CINO2SNa Sigma-Aldrich, Alemanha
Cloreto de aluminio ALCl3 Sigma-Aldrich, Alemanha
Cloreto de trifenil tetrazélio 2,3,5- C19H15CINa Metal Quimica, SP Brasil
Dimetilsulfoxido C2HeOS Dinémica, SP, Brasil
Hidroxido de sodio NaOH Sigma-Aldrich, Alemanha
Metacrilato de 2-hidroxietila (hema) C6H1003 Sigma-Aldrich, Alemanha
Metacrilato de bisfenol a-glicidilo (bis-gma) C29H360s8 Sigma-Aldrich, Alemanha
Nitrato de prata AgNOs Dinamica, SP, Brasil
Tween 20 polissorbato CsgH114026 Dinamica, SP, Brasil

Fonte: O Autor (2021)


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwihgOrdibrsAhU9HbkGHUEECgIQFjADegQIDBAC&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FBrometo_de_pot%25C3%25A1ssio&usg=AOvVaw0MZReRh4Yeoz-zTPJPXv8J
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4.3 Preparo e anélise do extrato de prépolis vermelha de Alagoas (EPV)

A propolis bruta foi coletada da cidade de Marechal Deodoro, estado de
Alagoas, Brasil. A propolis foi coletada do apiario da ilha do Porto de coordenadas
geograficas 9° 44.555’ S, 35° 52.080’ W e 18.1m acima do nivel do mar. O projeto foi
registrado no SISGEN (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético), com o
namero de cadastro AB8DA2B.

4.3.1 Preparo do EPV

A extracao foi realizada manualmente, inicialmente 50 g de prépolis bruta foi
macerada e colocada em um béquer com 200 mL de etanol a 80% GL (80:20 v/v)
(Figura 1) e mantido no escuro sem agitacao por 48 horas, o sobrenadante (porcao
liquida) foi removido através de uma pipeta e colocado em outro béquer, e ao
macerado (porcao solida) foi adicionado 200 mL de etanol a (80:20 v/v). Todo esse

processo foi realizado em triplicata.

Figura 8. Preparacao do extrato etandlico de prépolis vermelha de Alagoas (EPV). a) propolis
vermelha de Alagoas bruta pesada. b) preparacéo de alcool a 80% e colocada no béquer com
a propolis vermelha bruta; ¢) apds maceracgéo o extrato foi acondicionado por 48 horas. Fonte:
O Autor (2021)
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A porcao liquida final total (600mL) foi filtrada através de filtro Quality de papel
e submetida a destilacdo sob presséo reduzida em um evaporador rotativo (modelo
IKA RV 10; Marca IKA Works / IKA Werke GmbH & Co. KG) em banho maria a 35-40

°C (pressao em 800 mmHg e velocidade de 155 rpm), para remoc¢ao do solvente.

Figura 9. Evaporador rotativo com o extrato etandlico de prépolis vermelha de Alagoas, para
liberacdo do solvente residual. Fonte: O Autor (2021).

Apods a rota evaporacao, o extrato foi acondicionado em um recipiente de
vidro, no escuro, a 27 °C para remocéao do solvente residual. Ao final foram obtidos 33
g de extrato etandlico de propolis vermelha. O EPV foi ressuspenso no mesmo
solvente a uma concentracdo de 1000 pg/mL e levado para agitacdo em placa
agitadora (Quimis® Q261M23, Brasil), na velocidade de 200 rpm, até sua completa
dissolucéo.

4.3.2 Determinacao do teor de flavonoides totais do EPV

Para determinacdo do teor de flavonoides totais uma curva padrdo de

guercetina foi feita nas concentragdes de 4 a 10 pg/mL, tornando-se como referéncia
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para as outras amostras. A andlise do teor de flavonoides totais foi realizada a partir
de uma solucéo estoque contendo o EPV na concentracdo de 5000 pg/mL. Foram
preparadas cinco concentracdes diferentes para a PVA (100; 150; 200; 250; 300
pHg/mL) em um baldo de 5 mL com 100uL de AICls a 5% e adicionado com metanol,
em seguida agitou-se levemente por alguns segundos e apos o término do tempo de
30 minutos levou-se a leitura no espectrofotdbmetro, no comprimento de onda em 425
nm, calculando-se a equacédo da reta pelo método dos minimos quadrados. O teor
total de flavonoides foi expresso em mg e as analises foram realizadas em triplicata.

4.3.3 Analise do potencial antioxidante por DPPH do EPV

O reagente de DPPH 0,004 mM, foi pesado em uma balanca analitica da
marca (Shimadzu AX 200), em seguida solubilizou-se em 100 mL de etanol absoluto
para preparacdo de uma solucdo estoque de 100 mL de DPPH em etanol na
concentracdo de 0,04 mg/mL, a solucao foi acondicionada livre de luminosidade e
mantida a 4 °C, com aspecto fluido e coloracédo violeta. Foram solubilizados 5 mg do
extrato de PVA em 5 mL do meio extrator (etanol/agua 80:20 V.V.). As amostras foram
colocadas no ultrassom por quinze minutos e posteriormente filtrada, usando papel
filtro analitico qualitativo (14 um de tamanho do poro) resultando em uma solucéo
estoque com concentracdo de 1000 pg/mL. Posteriormente, retirou-se os volumes
determinados da solucdo estoque do extrato nas concentracdes de: 50, 40, 30, 20,
10, 5 pg/mL. Adicionou-se 2 mL de solucdo de DPPH para cada baldo de 5 mL,
completando seu volume com etanol, obtendo assim as concentracdes desejadas
para analise posterior. Ap6s 30 min de repouso na auséncia de luz foi medida sua
absorbancia mediante leitura no espectrofotbmetro UV-Mini em modo fotometria com
comprimento de onda (A) de 518 nm.

A capacidade antirradicalar foi expressa através do ICso (ug.mL?), que

corresponde a concentracdo necessaria de amostra para diminuir em 50 % a
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absorbancia inicial do radical DPPH. O calculo do ICso foi conduzido a partir de uma
regressdo linear utilizando os dados colorimétricos obtidos a partir da seguinte

equacao:

AA (%) — (Acontrole - Aamostra) .100%

Acontrole

Onde A (controle) = absorbancia da solugcdo do controle negativo e A

(amostra) = absorbéancia das dissolucdes dos referidos grupos.

4.4 Sintese das nanoparticulas de prata

4.4.1 Sintese de nanoparticulas de prata biossintetizadas com prépolis
vermelha de Alagoas — NPAgB

Com o EPV obtido, realizou-se a sintese de nanoparticulas de prata assistidas
com propolis vermelha de Alagoas (NPAgB) de acordo com BARBOSA, 2018,
mediante a diluicdo de uma solucdo méae de EPV em alcool etandlico diluido em agua
(80:20 V.V.) em uma concentragdao de 25 ug/mL, adicionados em agua deionizada
500 mL sobre aquecimento a 32 °C + 2 °C e agitacdo em 200 rpm, em placa

agitadora/aquecedora (Quimis® Q261M23, Brasil), de acordo com a Figura 3.

O pH da sintese de NPAgB, foi ajustado para 10,6 através da adicdo de uma
solucdo de hidréxido de sdédio (NaOH 0,1 M), o resultado foi obtido através de
mensuracdo em um medidor de pH de bancada — mPA - 210 (MS Tecnopon, S&o
Paulo, Brasil). Essa fase € importante para que os flavondides presentes no extrato
gue sdo responsaveis pela reducdo da prata, sejam oxidados e possuam elétrons
disponiveis a serem doados no processo de reducéo. A sintese de NPAgB, foi levada

novamente para agitacéo e adicionou-se uma solucao de nitrato de prata (AgNO3)
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com 500 uM por gotejamento, aguardou-se um periodo de 30 minutos e a sintese foi

armazenada no escuro por 24 horas, sem agitacao.

Figura 10. Imagem representando a placa utilizada para o experimento, e a agua deionizada
sendo aquecida a uma temperatura de 32 °C £ 2°. Fonte: O Autor (2021)

Apos o periodo de 24 horas, levou-se essa suspencao a tubos do tipo Falcon®
de 50 mL que foram centrifugados em uma centrifuga RXII series (Hitachi, Jap&o) a
15000 rpm por 20 minutos. A seguir, retirou-se o sobrenadante e uniu-se 0s
precipitados em tubos do tipo Falcon® de 50 mL Unicos. Apds isso, 0 sobrenadante
residual foi novamente centrifugado nas mesmas condi¢des acima, os precipitados
residuais foram unidos. Depois procedeu-se a lavagem dos precipitados, que foram

colocados em tubos do tipo Falcon® centrifugados e lavados por 3 vezes com agua
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deionizada, o precipitado foi removido com auxilio de um dispositivo do tipo conta
gotas (pipeta de Pasteur®) e posto em placas de vidro e levados a estufa NI1512j
(Nova Instruments, Brasil) a 50 °C por 24 horas. Apds esse processo as
nanoparticulas foram raspadas e acondicionadas em microtubos do tipo Eppendorfs®

de 1,5 mL e guardadas no escuro.

4.4.2 Sintese de nanoparticulas de prata convencionais (NPAgC)

A sintese de NPAQC foi realizada conforme Sileikaite et al., (2016), que utilizou
citrato de s6dio como agente redutor da prata. Uma solucdo de 500 uM de AgNO3 foi
aquecida até ebulicdo com agitacdo em 200 rpm. Cinco mL de uma solucéo de citrato
de sbédio a 1% foi adicionada por gotejamento. A solucdo foi mantida na placa
aquecedora/agitadora por 30 minutos, e depois acondicionada no escuro por 24 horas

para sua secagem, como acima descrito.

4.5 Caracterizacdo das NPAgB e NPAgC na forma de suspensao
coloidal e po.

As Nanoparticulas empregadas nesse estudo foram caracterizadas na forma
de p6 e suspenséo coloidal por Espectrofotometria de UV-Vis (UV-Vis), Difracdo de
Raios — X de p6 (PXRD), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR).

451 Uv-vis

A andlise foi feita com a suspensao coloidal das nanoparticulas NPAgB e
NPAgC e utilizou-se um leitor de placas (Flextation® 3, EUA), onde observou-se a

absorbancia dos comprimentos de onda entre 200 a 800 nm em uma placa de
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poliestireno de 96 pocos de fundo chato. Essa técnica € muito empregada na
caracterizacdo de nanoparticulas de prata, pois esse material absorve luz em um
comprimento de onda especifico, caracterizando a sua banda de SPR (ressonancia
plasmdnica de superficie) onde de acordo com os valores das absorbancias é possivel
ter uma noc¢ao do formato e estabilidade dessas particulas.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Biologia e Fisiologia de Insetos

(LBFI) — ESENFAR, UFAL.

4.5.2 Determinacao dos marcadores por Cromatografia Liquida

A identificacdo dos marcadores da propolis vermelha nas nanoparticulas
biossintetizadas foi realizado utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD - Shimadzu, Toquio, Japao).

As amostras foram preparadas em uma concentracdo de 250 pg/mL para
extrato de propolis vermelha de Alagoas, usando etanol como solvente e uma
concentracdo de 250 pg/mL de Nanoparticulas biossintetizadas com PVA (NPAgB). A
fase movel consistiu em um sistema gradiente de agua Milli-Q (A) e acetonitrila grau
HPLC (B). A separacao foi obtida usando uma coluna C 18 cmPhenomenex e mantida
a uma temperatura de 33 °C. A taxa de fluxo foi de 0,03 mL/min. O sistema gradiente
foi programado para 30% do solvente B no intervalo entre 0 e 2 min, 36% do solvente
B em 5 min, 42% do solvente B em 8 min, 48% do solvente B em 11 min, 52 % do
solvente B em 14 min, 56% do solvente B em 20 min, 62% do solvente B em 24 min,
68% do solvente B em 28 min, 72% do solvente em 32 min, 90% do solvente B em 36
min, 100% do solvente B de 40 a 43 min e entdo o solvente B foi reduzido para 30%
onde permaneceu nessa condi¢do até 47 minutos, definindo o tempo total de corrida.

As amostras foram filtradas com uma unidade filtrante Millipore com filtro de 0,20 pm,
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introduzidas diretamente no HPLC usando um injetor Rheodyne com um volume de
injecéo de 20 pL.
As analises foram obtidas no Laboratdrio de Andlises Farmacéuticas da

Universidade Federal de Alagoas, LAFA-UFAL.

4.5.3 Difracdo de raios-X (XRD)

Para andlise da cristalinidade das NPAgB e NPAQC, os p6s das amostras
foram depositados em um difratdmetro de raios - X (X - 7000 SHIMADZU DO BRASIL
COMERCIO LTDA, Séao Paulo, Brasil). Foram pesados 50 mg de nanoparticulas e
colocada em uma célula de leitura do equipamento, e tendo como fonte a radiacao
CuK a, com voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA, utilizando angulos de 4 a 90°,
com taxa de velocidade de 2° min?. A cristalinidade foi determinada através de
software PCXRD. A analise foi realizada através de software Microcal Origin®
(Microcal Software Inc., Northampton, MA, EUA).

O tamanho das nanoparticulas foi calculado através da equacao de Debye-
Scherrer, conforme descrito por RAJA et al., (2015).

Através da equacao:

_ K+x2
~ B *cos@

TC
Onde:
TC = tamanho do cristalito
K= é a constante de Scherrer, que variade 0,9 a 1;
A é o comprimento de onda do raio-X fonte (1,54056 A) usada em XRD;
B € a largura total na metade do maximo (FWHM) do pico de difragdo em

radianos;

0 é o angulo de Bragg em radianos.
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Os dados foram calculados com ajuda do software Microcal Origin® (Microcal
Software Inc., Northampton, MA, EUA).

As andlises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de Nanosistemas
Carreadores de Substancias Ativas (TecNano) — ESENFAR, UFAL.

4.5.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Para andlise das nanoparticulas em p0, foram preparadas pastilhas de
Brometo de Potassio (KBr) em uma proporcédo de 2 mg de amostra para 200 mg de
KBr, com uma faixa de namero de onda entre 4000 a 500 cm, com 128 varreduras.
Para analise das nanoparticulas em suspenséo coloidal as amostras foram lidas em
modo ATR, onde retirou-se uma pequena aliquota de 20 pL das sinteses de NPAgB
e NPAgC e colocadas diretamente no equipamento, as leituras se deram com uma
faixa de comprimento de onda entre 4000 e 400 cm?, com 64 varreduras. O
equipamento utilizado foi o espectrometro Smart-Omni Sampler Nicolet iS10 (Thermo
Scientific, EUA). As analises foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de

Nanosistemas Carreadores de Substancias Ativas (TecNano) — ESENFAR, UFAL.

4.5.5 Atividade antioxidante das nanoparticulas NPAgB e NPAgC

O método foi realizado de acordo com BHAKYA et al., (2016) com pequenas
modificacdes. A atividade de eliminacao de radicais livres das NPAgB e NPAgC foram
determinados usando o método do sequestro do radical DPPH. O reagente foi pesado
em uma balanca analitica da marca Shimadzu (AX 200) 0,004 mMol de radical DPPH,
em seguida solubilizou-se em 100 mL de etanol absoluto para preparacdo de uma
solucao estoque de 100 mL de DPPH em etanol na concentracdo de 0,04 mg/mL, a
solucao foi acondicionada livre de luminosidade e mantida a 4 °C, com aspecto fluido

e coloracéo violeta.
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Ap0s a preparacao da solucao estoque do reagente, realizou-se a preparagao
das solucdes das nanoparticulas (NPAgB e NPAg) nas concentracdes de 50 pg/mL;
40 pg/mL; 30 pg/mL; 20 pg/mL; 10 pg/mL. Adicionou-se 2 mL de solugcéo de DPPH
para cada baldo de 5 mL, completando seu volume com etanol, cobertos com papel
laminado e guardados em ambiente protegido da luz por 30 minutos, apés esse
periodo, as solu¢des foram depositadas, uma por vez, em uma cubeta de cristal de
guartzo e inseridas no espectrofotdmetro UV-Vis da marca SHIMADZU 1240, no modo
de fotometria, com comprimento de onda de 518 nm que foi inicialmente calibrada
com etanol, para se observar o valor da absorbancia das amostras e posteriormente
calcular o percentual antioxidante.

A percentagem da atividade antioxidante foi calculada a partir da equacéao:

Acontrole — Aamostra
x 100

Acontrole

Onde:
Acontrole = absorbéancia da solucdo de DPPH sem a amostra;

Aamostra = absorbancia da amostra com o DPPH.

4.6 Sintese dos adesivos experimentais

O adesivo experimental foi preparado a partir de uma mistura na razédo de
45/55 (m/m) dos mondmeros hidroxietii metacrilato (HEMA) e bisfenol A-
glicidil metacrilato (BisGMA). Como sistema fotoiniciador utilizou-se canforoquinona e
4-dimetil amina benzoato de etila (EDMAB). A Figura 11 mostra a formula estrutural
de todos os compostos.

Para preparacdo dos adesivos, o BisGma foi pesado e a seguir adicionou-se
o HEMA. A mistura foi aquecida a 68 °C e centrifugada por 30 minutos a 2000 rpm. A

seguir a mistura foi aquecida novamente por 1 minuto a 68 °C e agitada em vortex por



30 s, alternadamente, durante 8 minutos,
homogeneizacdo dos compostos. ApOGs essa fase, adicionou-se,
canforoquinona e EDMAB, sob agitacao. Por fim, a mistura foi levada ao agitador até
adquirir um carater homogéneo e coloracdo amarelo limpida. O adesivo experimental

puro foi armazenado em frasco plastico de cor ambar a 4 °C. O processo de

preparacao dos adesivos experimentais foi ilustrado na Figura 12.
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Figura 11. Férmula estrutural dos compostos presentes no adesivo experimental puro. Fonte:

O autor (2021).
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Figura 12. llustracédo do processo de preparacéo dos adesivos experimentais. Fonte: O Autor (2021).
As nanoparticulas em formato de p6é (NPAgB, NPAgC — 250 ug/mL) e EPV
(250 pg/mL e 300 pg/mL) foram incorporados a um mL do adesivo experimental puro
(base), de forma individual, para formar os adesivos, distribuidos em grupos
experimentais como descritos na Figura 13. Os adesivos foram homogeneizados em
agitador magnético do tipo Vortex® e armazenados em tubos do tipo Eppendorfs® de
cor ambar, a 4 °C, para analises posteriores. O adesivo Single Bond 2 (3M, Sumareé,

Sao Paulo, Brasil) foi utilizado como adesivo comercial para comparacao (Tabela 2).

- ~ Y
AE NPAgC+PV250 ‘ |
Adesi NPAgC (250 pg/mL) EPV250
\desivo + (250 pg/mL)
experimental puro ‘
| EPV (250 pg/mL) |
p 1| ™
SB NPAgC+PV300
EPV300
. - /
Adesivo Single " (2+5 0 Haimb) (300 pg/mL)
Bond 2 - 3M® HO
EPV (300 pg/mL) |
“ ( 0 ||
NPAgB MR AE Bzi Ld
+ e
(250 pg/mL) (250 pg/mL) ( eta_noul)
K / / ‘\,

Figura 13. Esquema representativo da distribuicdo dos grupos experimentais com os
adesivos utilizados neste trabalho. NPAgB: Nanoparticulas de prata biossintetizadas com
propolis vermelha de Alagoas; NPAgC: Nanoparticulas de prata obtidas por sintese
qguimica; EPV: Extrato etandlico de prépolis vermelha de Alagoas. Fonte: O Autor (2021)
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Tabela 2. Composicdo quimica do adesivo e da resina composta comercialmente

disponiveis no mercado e utilizados neste estudo

MATERIAL COMPOSICAO QUIMICA
Adesivo HEMA, Bis-GMA, etanol, canforoquinona e EDMAB
experimental
Single Bond 2 (3M Primer/Adesivo: HEMA, Bis-GMA, agua, etanol, DMA, fotoiniciador,
ESPE, Saint acido polialcendico, acido poliitacénico, 10 % (em peso)
Paul,MN, EUA). nanoparticulas de silica (5nm).
Resina Filtek 2250 Bis-GMA, UDMA, Bis — EMA, Zircbnia/Silica 60% (0,01 a 3,5
(3M ESPE, Saint micrémetros)
Paul, MN, EUA).

Legendas: HEMA: Hidroxietil Metacrilato; Bis-GMA: bisfenol glicidil metacrilato, EDMAB: 4-
dimetil amina benzoato de etila, DMA: metacrilamida dopamina, UDMA: uretano dimetacrilato,
Bis-EMA: bisfenol A diglicidil metacrilato etoxilado.

4.7 Anélise do grau de conversdo dos adesivos em espectroscopia no
infravermelho

Foram obtidos espectros, pela técnica de espectroscopia no infravermelho
com transformadas de Fourier — FTIR, de amostras polimerizadas (n= 5) e néo
polimerizadas (n= 5) de todos os adesivos. Os espectros foram coletados em um
equipamento SHIMADZU IRAFFINITY-1 SERIAL N° A213749, (SHIMADZU do Brasil,
Rio de Janeiro, Brasil), na regido entre 4000 a 400 cm™, com 128 varreduras e
resolucdo de 4 cm? no modo refletncia total atenuada (ATR). Na andlise dos
espectros dos adesivos, levou-se em consideragdo o intervalo de 1555 a 1660 cm™,
para a observacdo da absorbancia entre 1610 e 1640 cm? que sinalizam,
respectivamente, as ligacdes vinilicas aromaticas e alifaticas do grupamento funcional
metacrilato. Essa técnica consiste em coletar a radiacao refletida a partir da interface
entre o adesivo e o cristal (ATR), mostrando a reducéo das ligacdes duplas de carbono
(C=C) naintensidade de 1640 cm!, caracteristica do grau de converséo das resinas
a base de metacrilato.

Os comprimentos de onda foram ajustados com uma variedade Lorentiziana
para obtencédo da altura dos picos no software Microcal Origin® (Microcal Software

Inc., Northampton, MA, EUA). O grau de conversao (GC) foi calculado pela razdo entre
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os picos das ligacGes alifaticas 1640 cm™ e aromatica 1610 cm, dos adesivos
polimerizados e n&o polimerizados aplicando-se a seguinte equacao:

Rpolimerizada

Grau de conversio (%) = 100x(1 — ( ~ ; -
R naopolimerizada

Onde, para as resinas de metacrilato, R é a raz&o entre a altura do pico da
dupla ligacdo carbono-carbono alifatico (C=C) 1640 cm™ e a altura do pico da dupla
ligacdo (C=C) do grupo benzeno aromatico a 1610 cm?, cuja intensidade ndo se
modifica durante a polimerizacao.

Para confeccdo das amostras polimerizadas foram colocados 25 pL de cada
adesivo sobre uma pelicula de poliéster, esperou-se 30 segundos para evaporacao
da fracdo volatil do adesivo (solvente) e a seguir o adesivo foi fotoativado por 20
segundos (LED Emiter A; Schuster Com Equip Odontolégicos Ltda, RS,
Brazil; 1250 mW/cm?). As peliculas de adesivo foram armazenadas em frascos a
prova de luz, temperatura ambiente (24 °C +1), durante 24 horas antes dos espectros
FTIR serem obtidos. As amostras de adesivo ndo polimerizado (25 pL) foram

depositadas diretamente no porta-amostras com auxilio de uma pipeta.

4.8 Resisténcia de unido a microtracao

4.8.1 Preparo dos dentes

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados 84 terceiros molares,
permanentes, humanos, higidos, de pacientes com extracdo indicada por razdes
diversas, apés assinatura de termo de consentimento prévio livre e esclarecido, sob
protocolo revisado e aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Alagoas, de numero (CAAE: 18101219.6.0000.5013). Todos os experimentos foram
realizados de acordo com as diretrizes e regulamentos aprovados. Os dentes foram

lavados em &gua corrente. A seguir foi feita a remocdo de debris com cureta
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periodontal Gracey de n°17 e polimento em baixa rotacdo com taca de borracha e
pasta de pedra pomes com agua. Depois os dentes foram armazenados em solucéo

de 0,5% de cloramina T a 4 °C.

Posteriormente foi realizado um corte transversal ao longo eixo do dente, no
terco oclusal da coroa, com disco diamantado (Extec, Enfield, CT, USA) acoplado a
uma maquina de corte (Extec Technologies Inc., Enfield, CT, EUA), com o objetivo de
remover a camada de esmalte oclusal e expor a dentina subjacente. Apds a exposicao
da superficie dentinaria, realizou-se um desgaste manual com lixas de carbureto de
silicio de 600 graos - SiC 600 (3M, Sumarée, SP, Brasil) por 1 minuto, girando-se % de

volta a cada 15 segundos, para padronizacdo da camada de esfregaco (smear layer).

4.8.2 Procedimento adesivo

Para realizacdo do procedimento restaurador foi observado o seguinte

protocolo:

I. Aplicacdo de acido fosférico a 37% (Biodinamica Quimica e

Farmacéutica — Ibipord — PR) na dentina por 15 segundos;

[I. Lavagem por 30 segundos com jato de ar/agua;

lll.  Secagem com papel absorvente (mantendo a superficie levemente

amida);

IV. Aplicacdo do adesivo com microbrush ( KG Sorensen — Cotia - SP) de
forma ativa em toda a dentina. Apos 30 segundos, aplicou-se um leve

jato de ar e procedeu-se a fotoativacdo por 10 segundos
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(LED Emiter A; Schuster Com Equip. Odontoldgicos Ltda., RS,

Brazil; 1250 mW/cm?);

V. Aplicacédo da segunda camada de adesivo seguido de leve jato de ar e

fotoativacdo por 10 segundos;

VI. Aplicacdo da resina composta (Filtek 2250 XT — 3M®, Sumare, Sao
Paulo, Brasil, cor A2) em dois incrementos de £ 2 mm para formar uma

cobertura + 4 mm em toda dentina.

VII.  Fotoativagéo de cada incremento de resina composta por 20 segundos
(LED Emiter A; Schuster Com Equip. Odontolégicos Ltda., RS,

Brazil; 1250 mW/cm?).

4.8.3 Teste de resisténcia de unido a microtracao

Apoés os dentes serem restaurados foram armazenados em saliva artificial,
(Farmaderm — Farmacia de manipulagéo, AL, Brasil: Carboximetilcelulose sddica: 10g,
Sorbitol: 30g, Cloreto de potassio 1,2 g, Fosfato de potassio monobasico: 342 mg,
Cloreto de sédio: 84 mg Cloreto de calcio anidro:146 mg Cloreto de magnésio: 52 mg,
Agua destilada gsp. 1000 mL), a 37 °C, por 24 horas. A seguir foram cortados em
sentido mésio-distal e vestibulo-lingual com um disco diamantado montado em uma
cortadeira metalografica (Extec Technologies, Inc., Enfield, CT, EUA), a uma
velocidade de 500 rpm, de maneira a produzir palitos com 0,9 mm? + 0,1 mm? de
seccdo transversal, aferida com um paquimetro digital (Digimess Instrumentos de
Precisdo Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

ApO6s a mensuracao da area da interface adesiva, cada palito (n=25 por grupo

experimental) foi colado em um dispositivo para teste de microtragdo com cola de
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cianoacrilato (IC-GEL™ CA Paste, BSI — Bob Smith Industries, CA, USA) e testado
em maquina de microtracdo (Microtensile OM 100 tester, Odeme, Luzerna, SC, Brasil)
com uma velocidade de 0,1 mm/ min e carga de 50 N até falhar. O valor da resisténcia
de unido foi determinado pelo quociente entre a forca maxima aplicada durante o teste
(Kgf) e area da interface adesiva (mm?, que determinou a carga necessaria para o
rompimento da unido adesiva na interface entre dentina e resina composta. Os valores
da resisténcia de unido foram expressos em Mpa.

Os espécimes fraturados foram examinados com um estereomicroscopio com
aumento de 40 x (Coleman Co. Ltd., Santo André, SP, Brasil) para analise do modo
de fratura. O modo de fratura foi categorizado em quatro grupos: (1) Fratura adesiva
— FA, quando a falha ocorrer na interface adesiva; (2) Fratura Coesiva em Dentina —
FD; (3) Fratura Coesiva em Resina (FR) e (4) Fratura Mista — FM, quando mais de um
modo de fratura ocorrer simultaneamente. Todo o processo de preparacdo dos
dentes, realizacdo do teste de microtracéo e analise do modo de fratura, esta ilustrado

na figura 14.
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Figura 14: llustracdo do processo de preparacdo dos dentes e teste de microtracdo. Fonte: O
Autor (2021). 1: Espécime cortado transversalmente ao longo do eixo do dente, no tergco
oclusal da coroa; 2: Aplicacdo de acido fosférico a 37%, lavagem, secagem e aplicacéo de
adesivo dentinario ativamente por 30 segundos, evaporacdo do solvente ; 3:
Fotopolimerizacdo da camada de adesivo; 4: Aplicacdo de dois incrementos de resina
composta e fotopolimerizacédo até preencher todo o espécime com 4 mm de resina composta
para formacdo de um complexo dentina/restauracao de + 8 mm; 5: Cortes dos espécimes no
sentido mésio-distal e vestibulo-lingual para confeccao de palitos de dentina/resina de 0,8 mm
+ 0,2 mm. 6: Palitos cortados; 7: Armazenamento dos palitos em saliva artificial por 24 Horas.
8: Avaliacdo da resisténcia de unido a microtracéo imediata no equipamento medido por MPa.
9: Avaliacdo do modo de fratura no estereomicroscopio.

4.9 Atividade antimicrobiana

4.9.1 Concentracgao Inibitoria Minima (CIM)

As nanoparticulas (NPAgB e NPAgC) foram ressuspensas a uma
concentracdo inicial de 40 mg mL* e foram testadas contra Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis. Optou-
se pela escolha destes microrganismos pois estdo presentes no biofilme dental, na
doenca carie e no canal radicular.

As nanoparticulas foram testadas atraves do ensaio de microdiluicdo em caldo
para determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM), conforme documento do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). As amostras foram solubilizadas em
DMSO a 0,1%.

Os in6culos foram preparados em solucdo salina tamponada estéril e a
suspensao bacteriana determinada pela transmitancia equivalente a de uma solucéao-
padrdo da escala de McFarland 0,5 (1,5x108 UFC/mL) e diluida na proporcéo de 1:10,
para se conseguir uma concentracdo final de bactérias de 5 x 10* UFC/poco ao
inocular 5 pL dessa suspensao no caldo.

A CIM foi determinada em microplacas de poliestireno estéreis com 96 po¢os

de fundo redondo. Cada placa possui 12 colunas que sdo enumeradas de 1a 12 e 8
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linhas marcadas de A-H. As colunas de 1 a 3 foram inoculadas com Streptococcus
mutans, as de 4 a 6 foram inoculadas com Enterococcus faecallis, as de 7 a 9
inoculadas com Staphylococcus aureus e 10 a 12 inoculadas com Staphylococcus
epidermidis. Todos os 96 pocos foram preenchidos com 100 pL de caldo Mueller
Hinton (MH) (MERCK® KGaA, Darmstadt, Alemanha). Nas colunas de 1 a 12, foram
depositadas as diluicdes das nanoparticulas solubilizadas, com um volume de 100 pL
na concentracao inicial de 40 mg mL-1. Apés esse processo, 100 pL de cada pogo da
linha A foi pipetado e transferido para o poco da linha B da mesma coluna, realizando
a homogeneizacdo do conteudo e, entdo, 100 pL desse poco foi transferido para a
linha C, repetindo-se o processo até a linha H e descartando o excedente, obtendo-
se as seqguintes concentragcdes decrescentes em mg mLt: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125; e 0,15625.

Para o controle da placa, utilizou-se uma outra placa estéril de poliestireno de
fundo redondo de 96 pocos, e em cada coluna de 1 a 12, nas linhas de A a C foi
adicionado 5 pL do inoculo microbiano de cada micro-organismo separadamente. As
linhas D a H ndo foram utilizadas nesta etapa. Para o controle negativo da atividade
inibitéria do diluente na linha A foi preenchida com uma solu¢éo de 100 pL de DMSO
a 0,1%, utilizado na preparacdo das solucbes. Para o controle da viabilidade
microbiana a linha B recebeu o caldo Mueller Hinton (MERCK® KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e o in6culo microbiano. E para comprovar a esterilidade da placa e do
préprio meio a linha C foi preenchida apenas com o caldo MH.

Em seguida, as microplacas foram acondicionadas em estufa microbiolégica
a 35 °C durante 24 horas. Decorrido o periodo de incubacéo, foi efetuada leitura das
placas com auxilio do revelador Cloreto de Trifenil Tetrazdlio 2,3,5- (TTC) numa

concentragao de 1%, que indica crescimento microbiano. Para isto, foi inoculado 20
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pL do revelador (TTC) em todos 0s pogos e, em seguida, as microplacas foram
reincubadas por um periodo de 3 horas. Apds este periodo, as mesmas foram
observadas e analisadas visualmente.

A auséncia de cor nos pocos foi interpretada como microrganismo sensivel a
amostra testada (auséncia de crescimento). De modo contrario, 0S pogos que
apresentaram coloracdo arroxeada foram interpretados como microrganismo
resistente (presenca de crescimento). A CIM foi definida como a menor concentracao
do extrato capaz de inibir o crescimento do microrganismo. Para as nanoparticulas
NPAgB bem como NPAgC os experimentos foram realizados em duplicata com os

guatro microrganismos empregados.

4.9.2 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) das nanoparticulas foi determinada
a partir da metodologia empregada por SANTURIO et al., 2007. A partir dos pocos
gue nao apresentaram crescimento bacteriano visivel, foi retirada uma aliquota de 10
ML e, em seguida, inoculou-se na superficie do agar MH contido em placas de Petri.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 35 °C e, apés 24 horas, a CBM foi
definida como a menor concentragdo do extrato em estudo capaz de causar a morte

do inoculo. Os ensaios de CBM foram realizados em triplicata.

4.9.3 Meio de Difusdo em Disco (MDD)

Para realizacdo do teste, preparou-se inicialmente os discos dos adesivos
fotopolimerizados, num diametro de + 1 cm. Os discos foram colocados em uma
camara escura com transluminador UV (DONAL® eletronica, EG-50) por 30 minutos

cada lado. A determinacéo da atividade antibacteriana foi executada de acordo com
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BAUER et al., (1999) e MURRAY et al., (1999). Utilizou-se cepas microbianas de
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), ativadas e cultivadas por 24 h a 37 °C em agar
Mueller-Hinton (MERCK® KGaA, Darmstadt, Alemanha). Ap6s 24 horas de incubacéo
a 37 °C procedeu-se a diluicdo até a obtencdo de uma suspensao padronizada pelo
grau 0,5 da escala de McFarland (108 microrganismos mL™?).

O meio foi preparado conforme instrucdes de embalagem, e esterilizados em
autoclave a 121 °C por 15 minutos e depois distribuido em placas. O plaqueamento
foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e todos os materiais utilizados foram
previamente esterilizados na autoclave. Os discos de adesivo polimerizado foram
gentilmente colocados sobre o meio inoculado com a bactéria que foi testada,
inclusive o grupo controle, contendo apenas o adesivo puro. Foram ainda colocados
discos impregnados com solugao salina 0,9% como “controle negativo” e discos de
penicilina como “controle positivo”, as placas foram mantidas em estufa a 37 °C
durante 24 horas. A leitura dos resultados foi executada conforme a formacao de halos
de inibicAo sob o crescimento bacteriano, medidos em milimetros, como

esquematizado na figura 15.
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Figura 15. llustracdo do experimento de MDD realizado com todos 0s grupos
experimentais. Fonte: O Autor (2021)

4.10 Teste de liberagcdo das NPAgB e NPAgC em saliva artificial

Essa técnica foi realizada para caracterizar os adesivos odontol6gicos e suas
propriedades estaveis e oOticas. Foram estudados os espectros de absorbancia das
NPAgB e NPAgC incorporadas no adesivo odontologico. Foi utilizado uma micro-
cubeta de absorcao de quartzo, com caminho éptico de 1 mm e volume de 350 ulL. A
absorbancia foi analisada nos comprimentos de onda de 425 nm, utilizando um
espectrofotobmetro UV-mini Shimadzu. Todas as amostras foram analisadas para
construcdo da curva de calibracéo.

Para construcdo da curva de calibracdo foram preparadas 5 solu¢bes em
concentragbes decrescentes, entre 8000, 6000, 4000, 2000, 1000 pg/mL, em baldes
volumétricos de 5 mL. Em seguida, as leituras foram realizadas a uma temperatura de

27 °C, os valores de absorbancia foram obtidos através dos comprimentos de onda
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de 425 nm. As absorbancias médias, correspondentes a trés determinacdes para cada

diluicdo, foram plotadas no eixo das ordenadas e as concentragdes, no eixo das

abscissas, para a obtencao da equacgao da reta, como demonstrado na figura 16.
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Figura 16. Gréfico explicativo da equacédo da reta realizadas através da curva de calibracao
das amostras de nanoparticulas de prata. Fonte: O autor (2021)

4.10.1 Liberacdo em pH 6,7

Para avaliar a liberacdo de nanoparticulas de prata dos adesivos com NPAgC

e NPAgB, 25 pl de cada adesivo experimental foram polimerizados e imersos,

separadamente, em potes de vidro com 15 mL de saliva artificial, pH 6,7, a 37 °C, e

colocados sobre uma placa agitadora com aquecimento (KASVI®, PR / BRASIL —

modelo K48-3820), a 200 rpm, a 37 °C, durante 24 horas (Figura 17). Foi retirada uma

aliquota de 100 pL da solucdo de imerséao (saliva artificial) em intervalos regulares de

(0, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas), e os valores de

absorbancia foram obtidos através dos comprimentos de onda de 425 nm. As

absorbancias médias, correspondentes a trés determinacfes para cada diluicao,

foram plotadas e calculadas através da formula dos minimos quadrados determinada

a partir da curva de calibragéo.
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Figura 17. Demonstracdo do experimento de liberacdo dos adesivos polimerizados.
Fonte: O autor, (2021)

4.10.2 Liberacdo em pH 4,0

Para avaliacdo da liberacdo de nanoparticulas de prata dos adesivos
carregados com NPAgB e NPAQC, 25 uL dos adesivos polimerizados dos grupos
experimentais foram imersos em uma solucdo de 15mL de saliva artificial, pH 4,0, a
37 °C, durante 24h. Para reducéo do pH, utilizou-se uma solucédo de KCl a 0,1 M, que
foi gotejada na saliva artificial até a reducéao do pH 6.8 ao pH 4.0, acompanhado com
o medidor de pH de bancada — mPA -210 (MS Tecnopon, Sdo Paulo, Brasil). Foi
retirada uma aliquota de 100 pL da solucéo de imersao (saliva artificial) em intervalos
regulares de (0, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas), e
os valores de absorbancia foram obtidos através dos comprimentos de onda de 425
nm. As absorbancias médias, correspondentes a trés determinagbes para cada
diluicdo, foram plotadas e calculadas através da férmula dos minimos quadrados
determinada a partir da curva de calibragéo.

4.11 Anédlise estatistica
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Os dados do grau de conversao e resisténcia de unido foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com um fator seguido do teste de Tukey para
comparacdes pareadas. Os testes foram realizados com auxilio do software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), versao 26. A margem de erro empregada

nas decisoes dos testes estatisticos foi de 5%.



5 RESULTADOS

69



70

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do extrato etandlico de prépolis vermelha de
Alagoas

Foi obtido um extrato de aspecto altamente viscoso e coloragédo avermelhada,
com rendimento total de 60% a partir de 50 g de prépolis vermelha de Alagoas bruta,

gue foi armazenado no escuro, a 4 °C, para realizacao das analises.

5.1.2 Anélise do teor de flavonoides totais do EPV

No EPV foram encontrados uma meédia de 1,56% de flavonoides (Tabela 3).
E sabido que os flavonoides presentes no extrato promovem a reducdo da prata em
nanoparticula. Partindo desse pressuposto, identificamos a quantidade de flavonoides
para calcular quanto de EPV seria necessario utilizar para que ocorra a total reducao

de nitrato de prata em nanoparticulas de prata.

Tabela 3. Concentracbes de EPV testadas e suas respectivas leituras no
espectrofotdmetro para determinacéo da curva padréo de flavonoides

% FLAVONOIDES(pglmL)

MEDIA GERAL DESVIO PADRAO

(MgimL) (ngimL)
100 1,64 1,56 0,07
150 1,63
200 1,54
250 1,51
300 1,48

Fonte: O autor (2021)
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5.1.3 Avaliacéo da atividade antioxidante do EPV

A Figura 18 demonstra o percentual de atividade antioxidante (AA%) do EPV.
Nas concentragdes de 50, 40, 30, 20, 10, 5 pg/mL, o percentual de inibicdo do radical

DPPH variou entre 5% a 46%.
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Figura 18. Médias das atividades antioxidantes do EPV de acordo com as concentracdes
utilizadas no experimento. Fonte O autor (2021).

5.2 Sintese e caracterizacdo das NPAgB e NPAgC

A formacéo de nanoparticulas comecou apds a mistura do EPV com a solucao
de nitrato de prata e a cor foi visivelmente alterada passando de vermelho claro para

marrom escuro, como demonstrado na Figura 19.

Figura 19. Aspecto da coloragdo da sintese verde de nanoparticulas de prata, em a) sintese
sendo preparada com o EPV com aspecto de vermelho claro, b) aspecto da sintese apés
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adicdo de nitrato de prata, com coloracdo em marrom escuro apés 24 horas. Fonte: O autor
(2021).

As nanoparticulas, tanto de NPAgB e NPAQC foram obtidas na forma de um
po leve, fino, de coloracdo enegrecida para as NPAgB e de coloracdo prateada para

as NPAgC. No total foram sintetizados 2 g de cada tipo de nanopatrticula.

5.2.1 UV-VIS

Na andlise espectral foi confirmada a formacédo de nanoparticulas de prata por
espectroscopia UV-Vis, onde a absorcdo da banda de NPAgC foi observada entre
405nm e 435nm, com uma absor¢cdo maxima em 425 nm devido a ressonancia

plasmonica de superficie (SPR) das nanoparticulas de prata esféricas (figura 20).
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Figura 20. Espectro UV-Vis da sintese de NPAgC, identificando o pico maximo de absorgdo

em 425nm. Fonte: O autor (2021).

Na Figura 21 observa-se que as bandas do espectro UV-vis das NPAgB, sdo

semelhantes as das NPAgC, uma vez que o deslocamento na absorbancia maxima
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(425 nm) foi minimo comparado com as NPAgC, configurando também nanoparticulas

esféricas.
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Figura 21. Espectros UV-vis de NPAgB, demonstrando a absorbancia maxima em 420 nm.
Fonte: O autor (2021)

5.2.2 Identificacdo dos marcadores da propolis vermelha por HPLC

O método de HPLC-UV apresentou sinais no cromatograma do extrato de propolis na
concentracdo de 250 pg/mL na Figura 22, demonstrando a complexidade do extrato
de proépolis vermelha, embora tenha sido possivel obter uma resolucéo relativa entre
0s picos utilizando o método cromatografico. Da mesma maneira para o
cromatograma referente as nanoparticulas de prata biossintetizadas com propolis
vermelha de alagoas, onde estda demonstrada uma complexacdo dos flavondides
presentes no extrato, que nado sado demonstrados no cromatograma das
nanoparticulas, indicando assim os marcadores da propolis vermelha que possuem

atividade redutora para nanoparticulas de prata biossintetizadas com proépolis
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vermelha de Alagoas, além da quantificacdo dos flavonoides presentes no extrato de
propolis vermelha e nas nanoparticulas de prata biossintetizadas. A andlise dos
cromatogramas demonstrou a presenca de &cidos fendlicos, flavanonas, flavonas,
chalconas e isoflavonas na composicdo do EPV, possibilitando a identificagcdo dos
picos cromatograficos correspondentes a liquiritigenina, daidzeina, pinobanksina,
isoliquiritigenina, formononetina, biochanina A.

Na figura 22 é possivel observar, no cromatograma de NPAgB, a reducéo dos
picos correspondentes a isoliquiritigenina, pinobanksina, biochanina A e formononetin,
indicando os possiveis marcadores da propolis vermelha que complexam a
nanoparticula ou que reduzem os ions Ag+ em nanoparticulas de prata
biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas.

A quantificacdo dos marcadores da prépolis vermelha de Alagoas (Tabela 4)
foi obtida através de uma curva de calibracdo de cada composto presente no EPV e
NPAgB. Assim foi possivel identificar e quantificar os Isoflavondides (Daidzeina,
formononetina e Biochanina A), chalconas (isoliquiritigenina), flavanonas
(liquiritigenina, pinocembrina) e acidos fendlicos, na amostra analisada, além de
outros compostos menos estudados como terpenos, propolonas e futiferronas, que
anti-tumoral, antibacteriano,

possuem alto potencial como demonstrado por

NASCIMENTO et al., (2020).

Tabela 4. Identificacdo e quantificacdo dos flavonoides marcadores da propolis vermelha de
Alagoas, no extrato etandlico (EPV) e nanoparticulas de prata biossintetizadas com prépolis
vermelha de Alagoas (NPAgPV)

Tempo de retencéo Flavonoide Quantidade/EPV % Quantidade/ % A
EPV /INPAgB pg/mL NPAgB nm
pg/mL
12.2311.8° Daidzeina 0,628 6% 0,295 3% 265
12.15%/11.93° Liquiritigenina 2,212 21% 1,008 10% 275
14.812/14.4° PinoBanksina 0,211 2% 0,097 1% 289




16.54 3 -
17.42/17.30°"
- . b

22.37% -"

Isoliquiritigenina 2,214
Formononetina 2,581
Pinocembrina 0,05
Biochanina A 0,218

22%
26%
1%
2%

0,026
0,519
0,05
0,008

0%
5%
1%
1%

75

366
249
249
289

a: Cromatogramas de extrato de propolis vermelha 250 pg/mL; b: Cromatogramas de NPAgB 250

po/mL.
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Figura 22. Cromatogramas do EPV e NPAgB em uma concentragdo de 250 pg/mL, no
comprimento de onda de 281nm. Os flavondides foram identificados usando padrdes
analiticos: 1- Liquiritigenina, 2- Daidzeina, 3- Pinobanksina, 4- Isoliquiritigenina, 5-
Formononetina, 6- Biochanina A. Fonte: O autor (2021).
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5.2.3 XRD

Na andlise XRD das NPAgC em po6 (Figura 24), observou-se que valores de
pico nos angulos 20 em 38,04°, 44,24°, 64,40° 77,36° 81,42° correspondendo a
presenca de NPAgC e confirmaram a estrutura cubica centralizada na face (FCC) das
NPAgC de acordo com o banco de dado do Comité Conjunto sobre Padrdes de
Difracdo de P6 (JCPDS): (111), (200), (220), (311), (222), respectivamente

(AHLUWALIA, et al., 2018; DUTT, 2018; DURAN, 2016) e uma cristalinidade de 71%.
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Figura 24. Difratograma XRD demonstrando a estrutura cristalina de NPAgC. Fonte: O autor
(2021)

As propriedades cristalinas das NPAgB foram avaliadas usando DRX. E
possivel observar na Figura 25 os principais picos de difracdo identificados no
difratograma. Os valores dos picos de 26 de: 38° 44,12° 64,42° 77,36°, 81,58°

correspondem aos planos de cristalinidade: (111), (200), (220), (311), (222),
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respectivamente, e confirmaram a estrutura cubica centralizada na face (FCC) das
NPAgB de acordo com o banco de dado do Comité Conjunto sobre Padrdes de
Difracdo de P6 (JCPDS). A analise por DRX confirmou através de software uma

cristalinidade total de 39%.
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Figura 25. Difratograma demonstrando a estrutura cristalina de NPAgB. Fonte: O autor
(2021)

5.2.4 Equacédo de Debye-Scherrer.

O tamanho das nanoparticulas, calculado através da equacdo de Debye-

Scherrer, foi de 22 + 1 nm para as NPAgC e 11 +1 nm para as NPAgB.

5.2.5 FTIR
Espectros FTIR das NPAgB (figura 23), forneceram picos de absorcéo

diferentes, que foram atribuidos a diferentes grupos funcionais de compostos
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organicos, que podem participar ativamente da reducdo da prata. Os picos de
absorcdo observados em 3447, 2373 cm* referentes a hidroxilas (BARBOSA, 2019;
RIVERA et al., 2018) e 1636 cm, atribuidos a carboxilas e 1078 cm™ podem estar
relacionados as proteinas contidas no extrato (BARBOSA, 2019). As bandas de 2875
e 2930 cm-1 podem ser atribuidas a —C — H alongamento (SILVA B; SEABRA A,
2016). A banda a 1510 cm-1 pode ser devido ao grupamento carbonila (DADA, et al.,
2018), o pico a 1608 cm-1 pode ser atribuido a carbonila quelatada do grupo -OH ou
do grupo carboxilico (AMALADHAS, et al., 2012). Além disso, as bandas de absorcéo
entorno de 1630 cm-1 estao relacionados as vibracdes de alongamento C — O,e C —
C de compostos fenolicos e alcanos, respectivamente. Esta associada as vibracoes
das ligacOes cetonas conjugadas, quinonas, acidos carboxilicos e ésteres (NOGINOV,
et al.,2007; AHMAD, et al., 2011). Nas bandas de absor¢cdo em 1100 cm, podem
estar relacionadas a compostos heterociclicos e flavonas (SHAMELI et al., 2012) e

em 831 cm-1 relativo a presenca de glicosideos (BARBOSA, et al., 2019).
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Figura 23. Espectros do EPV em FTIR, indicando as bandas de absorcéo responsaveis pela

reducdo em nanoparticulas de prata biossintetizadas. Fonte: O autor (2021)

5.3 Atividade antioxidante (AA%)

5.3.1 AA% das nanoparticulas NPAgB e NPAgC

O ensaio DPPH mostrou maior capacidade de sequestro de radicais DPPH
pelas NPAgB quando comparado a NPAgC, mesmo em baixas concentragdes (figura

26).
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Figura 26. Representacao dos valores médios da atividade antioxidante de NPAgB e
NPAgC pelo sequestro do radical DPPH. Fonte: O autor (2021)

Concentragédo pg/mlL

5.3.2 AA% do EPV

O EPV exibiu baixa atividade antioxidante, com aumento gradativo
concentracdo dependente. Na Figura 27 se apresenta comparativamente a AA% do
EPV, NPAgB e NPAgC. O melhor desempenho para sequestrar radicais livres foi
exibido pelas nanoparticulas de prata feitas por sintese biogénica com propolis

vermelha de Alagoas.
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Figura 27. Comparacdo das médias de sequestro do radical DPPH pelas amostras
de extrato etanolico de préopolis vermelha de Alagoas, nanoparticulas de prata
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biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas e nanoparticulas de prata obtidas por
sintese convencional. Fonte: O autor (2021)

5.4 Grau de conversédo dos adesivos experimentais

Os espectros dos adesivos experimentais néo polimerizados e polimerizados,
foram observados na regido espectral entre 1550 e 1650 cm?, e estdo representados
na Figura 28, onde é possivel observar picos caracteristicos de adesivos contendo
HEMA E Bis-GMA (metacrilatos). O pico 1638 cm™ que representa o modo vibracional
das duplas ligacdes C=C do grupo dimetacrilato alifatico e o pico 1608 cm™, que
corresponde ao modo vibracional de ligagbes duplas C=C do grupo benzeno
aromatico, e permanece inalterado durante a polimerizacdo. E possivel observar,
também, uma variagéo na intensidade do modo estiramento axial C=C do metacrilato
em 1638 cm?, que apresenta intensidade reduzida apés a formagédo do polimero.

Os valores médios do grau de conversao sao apresentados na Figura 29. O
grau de conversao para cada grupo experimental variou de 76,19 % até 87,57 %.A
analise ANOVA néo evidenciou interacao significativa entre o grau de conversao dos
adesivos testados (Tabela 5), embora tenha sido observado aumento do GC nos

grupos experimentais, comparados ao grupo controle e ao adesivo comercial SB.
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Figura 28. Espectros sobrepostos dos adesivos polimerizados e nao polimerizados
mostrando a reduc&o da altura do pico em 1638 cm™ (C=C) apds a polimerizacédo. Fonte: O
autor (2021)

Tabela 5. Tabela de dados ANOVA do grau de conversao dos adesivos testados

ANOVA
GC
Somados Quadrados gl Quadrado Médio F Sig.
Entre Grupos 1074,22 8,00 134,277 1,519 0,185
Nos grupos 3181,44 36,00 88,373
Total 4255,66 44,00

ANOVA néo evidenciou interacao significativa entre o grau de conversao dos adesivos

testados

20 I-

75
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Grau de conversao (%)

30
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AE BR sB NPAgEB NPAgC NPAgC+PV250 NPAgC+PV300 PV250 PV300
Adesivos

Figura 29. Valores médios do grau de conversédo (%) dos adesivos testados no estudo.
ANOVA néo evidenciou interagdo significativa entre o grau de conversdo dos adesivos
testados. AE: Adesivo experimental puro; BR: Branco (Adesivo experimental + etanol); SB:
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Single Bond 2; NPAgB: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata
biossintetizadas com propolis vermelha de Alagoas; NPAgC: Adesivo experimental +
250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional; NPAgC + PV250:
Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo
convencional com 250 ug/mL de prépolis vermelha de Alagoas; NPAgB + PV300: Adesivo
experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional com
300 pg/mL de propolis vermelha de Alagoas; PV250: Adesivo experimental com 250 ug/mL
de extrato etandlico de prépolis vermelha de Alagoas; PV300: Adesivo experimental com 300
ug/mL de extrato etandlico de prépolis vermelha de Alagoas.

Fonte: O autor (2021)

5.5 Resisténcia de unido imediata, teste de microtracao

Os resultados do teste de resisténcia a microtracdo (média e desvio padréo) estdo na
Tabela 6. A Tabela 7 mostra que o Teste F ANOVA evidenciou que houve interacéo
significante entre os grupos (p=0,000). A adicdo de extrato de prépolis nas
concentragdes de 250 pg/mL e 300 pg/mL aumentou a resisténcia de unido imediata,
comparados ao controle (p<0,05).

Embora os adesivos NPAgB (35,39 MPa), NPAgC (36,07 MPa), NPAgC +
EPV250 (38,53 MPa) e NPAgC + EPV300 (36,11 MPa) tenham apresentado
resisténcia de unido imediata ligeiramente mais elevada do que o grupo controle

(33,18 MPa), nao se observou diferenca significante entre os grupos (p>0,05).

Tabela 6. Valores médios de resisténcia de unido a microtragédo imediata (MPa) + desvio
padrdo (DP) dos adesivos testados neste estudo.

Adesivos Resisténcia de unido (MPa)
Média DP
AE 32,07 +8,187
SB 33,18 +4,51A
NPAgB 35,39 +6,4748
NPAgC 36,07 +5,5978
NPAgC + 250 EPV 38,53 +7,74"8
NPAgC + 300 EPV 36,11 +8,3778
EPV 250 41,52 +11,048
EPV 300 40,25 +5,438
BR 32,58 +8,27A
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AE: Adesivo experimental puro; BR: Branco (Adesivo experimental + etanol); SB: Single Bond
2; NPAgB: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata biossintetizadas
com prépolis vermelha de Alagoas; NPAgC: Adesivo experimental + 250ug/mL de
Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional; NPAgC + PV250: Adesivo
experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional com
250 ug/mL de prépolis vermelha de Alagoas; NPAgB + PV300: Adesivo experimental +
250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional com 300 ug/mL de
propolis vermelha de Alagoas; PV250: Adesivo experimental com 250 pg/mL de extrato
etandlico de prépolis vermelha de Alagoas; PV300: Adesivo experimental com 300 ug/mL de
extrato etandlico de propolis vermelha de Alagoas. Letras iguais ndo representam diferencga
significante entre os grupos.

Tabela 7. Analise de variancia dos dados de resisténcia de unido a microtracéo (24h)

ANOVA
Resistencia
Soma dos Quadrados g_;l Quadrado Médio F Sig.
Entre Grupos 2207,56 8 275,945 4,963 0,000
Nos grupos 12344,376 222 55,605
Total 14551,937 230

5.5.1 Modo de fratura

A Figura 30 mostra que o modo de fratura predominante em todos 0s grupos
com propolis, em quaisquer das composicées (EPV, NPAgB ou NPAgC + EPV), foi
fratura mista. Os grupos SB, BR e AE apresentaram maior percentual de fraturas

adesivas.
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Figura 30. Tipos de fratura (%) por grupo de adesivos estudados. Em todos os adesivos que
continham proépolis 0 modo de fratura dominante foi a fratura mista. FA: Fratura Adesiva; FD:
Fratura coesiva em dentina; FR: Fratura coesiva em resina; FM: Fratura mista. Fonte: AE:
Adesivo experimental puro; BR: Branco (Adesivo experimental + etanol); SB: Single Bond 2;
NPAgB: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata biossintetizadas com
prépolis vermelha de Alagoas; NPAgC: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas
de prata sintetizadas de modo convencional; NPAgC + PV250: Adesivo experimental +
250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional com 250 ug/mL de
propolis vermelha de Alagoas; NPAgB + PV300: Adesivo experimental + 250ug/mL de
Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional com 300 pg/mL de prépolis
vermelha de Alagoas; PV250: Adesivo experimental com 250 pug/mL de extrato etandlico de
propolis vermelha de Alagoas; PV300: Adesivo experimental com 300 ug/mL de extrato
etandlico de prépolis vermelha de Alagoas. Fonte: O autor (2021).

5.6 Atividade antimicrobiana

5.6.1 Concentracéo inibitéria minima — CIM

Comparando-se com as nanoparticulas de prata pura, as nanoparticulas
biossintetizadas com propolis mostraram melhores resultados de atividade
antibacteriana, exceto contra Enterococcus faecalis, com valores de CIM de 2,5 pg/mL

para os dois tipos de nanoparticulas (Tabela 8).

5.6.2 Concentracédo bactericida minima — CBM

Os valores de CBM (Tabela 9) foram determinados pela concentracdo minima
das nanoparticulas que impedia o crescimento bacteriano. Notou-se um melhor efeito
bactericida das NPAgB contra Streptococcus mutans e Staphyloccus epidermidis.
Com relagéo a Enterococcus faecalis, foram observados resultados similares para os

dois tipos de nanoparticulas (5 pg/mL), sugerindo boa efetividade bactericida.

Tabela 8. Valores de CIM das nanoparticulas, frente a bactérias testadas.

Nanoparticulas Microorganismos

Streptococcus Enterococcus Staphylococcus Staphyloccus
mutans faecalis aureus epidermidis
NPsAgC 20 pg/mL 2,5 pg/mL >20 pg/mL 5 pg/mL

NPsAgB 10 pg/mL 2,5 pg/mL 20 pg/mL 2,5 pg/mL
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NPAgB: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata biossintetizadas com
propolis vermelha de Alagoas; NPAgC: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas
de prata sintetizadas de modo convencional. Fonte: O autor (2021)

Tabela 9. Valores de CBM, frente as bactérias testadas.

Nanoparticulas Microorganismos
Streptococcus Enterococcus  Staphylococcus Staphylococcus
mutans faecalis aureus epidermidis
NPsAgC >20 pg/mL 5 pg/mL >20 pg/mL 10 pg/mL
NPsAgB 10 pg/mL 5 pg/mL >20 pg/mL 5 pg/mL

NPAgB: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata biossintetizadas com
prépolis vermelha de Alagoas; NPAgC: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas
de prata sintetizadas de modo convencional. Fonte: O autor (2021).

5.6.3 Meio de difusdo em disco — MDD

Os adesivos com NPAgB e NPAgC pura ou misturada a EPV nas concentracdes de
250 pg/mL e 300 pg/mL reduziram o crescimento de Enterococcus faecalis, evidenciado pela
presenca de halos de inibicdo. O adesivo contendo NPAgB promoveu maior halo de inibicdo
guando comparado a quaisquer dos outros grupos testados (3,4 mm), seguido do adesivo
com NPAgC (2,7 mm), indicando que as nanoparticulas biossintetizadas com propolis
possuem atividade bactericida melhor do que todas as outras composicées. Nao houve
formacdo de halo de inibicdo nas amostras do adesivo experimental puro e do adesivo
comercial SB.

Tabela 10. Valores de halo de inibicdo dos adesivos testados.

AMOSTRAS HALO DE INIBICAO (mm)

AE 0,00

SB 0,00
NPAgB 3,40
NPAgC 2,70
NPAgC + EPV250 1,70
NPAgC + EPV300 1,40
EPV 250 0,80
EPV 300 0,90

AE: Adesivo experimental puro; BR: Branco (Adesivo experimental + etanol); SB: Single Bond 2;
NPAgB: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata biossintetizadas com propolis
vermelha de Alagoas; NPAgQC: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata
sintetizadas de modo convencional; NPAgC + PV250: Adesivo experimental + 250ug/mL de
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Nanoparticulas de prata sintetizadas de modo convencional com 250 ug/mL de propolis vermelha de
Alagoas; NPAgB + PV300: Adesivo experimental + 250ug/mL de Nanoparticulas de prata sintetizadas
de modo convencional com 300 ug/mL de propolis vermelha de Alagoas; PV250: Adesivo experimental
com 250 pg/mL de extrato etandlico de préopolis vermelha de Alagoas; PV300: Adesivo experimental
com 300 ug/mL de extrato etandlico de propolis vermelha de Alagoas. Fonte: O autor (2021).

5.7 Liberacdo de NPAgB e NPAgC em saliva pH 6,8 e 4,0

Ndo foi detectada a liberagcdo de nanoparticulas do adesivo polimerizado,

independente do valor do pH da saliva (pH 6,8 e pH 4.0), mostrando a estabilidade das

NPs dentro do material apds polimerizacao.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo utilizou-se a biossintese verde para obtencédo de nanoparticulas
de prata com prépolis vermelha de Alagoas, que foram adicionadas a um adesivo
dental experimental. A utilizacdo de materiais biolégicos na sintese de nanoparticulas
de prata desempenha importancia na atividade bioldgica do produto final, resultado
do possivel sinergismo entre as propriedades do material utilizado e da prata,
conforme observado por TIPPAYAWAT et al. (2016) e PADALIA et al. (2014), através
do aumento da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata biossintetizadas
com Aloe vera e flores de caléndula, respectivamente.

Comparando-se a sintese biogénica com a quimica, SHAIK et al., (2016)
observaram que a nanoparticula de prata quimicamente sintetizada exibiu atividade
antibacteriana menor ou comparavel a proveniente de sintese biogénica,
corroborando os resultados desse estudo, onde observou-se clara superioridade na
atividade antimicrobiana das nanoparticulas biossintetizadas com propolis vermelha
de Alagoas, sobre as nanoparticulas sintetizadas de modo convencional (quimico).

A composicao fendlica da propolis, principalmente seu alto teor de
flavonoides, a tornam importante na sintese de nanoparticulas metalicas por
proporcionarem a reducdo de metais e também sua estabilizacdo (BARBOSA et al.,
2019). No cromatograma de NPAgB, observou-se a reducdo dos picos
correspondentes a isoliquiritigenina, pinobanksina, biochanina A e formononetina,
indicando os possiveis marcadores da propolis vermelha que complexam a
nanoparticula ou que reduzem os ions Ag* em nanoparticulas de prata
biossintetizadas com prépolis vermelha de Alagoas.

A Isoliquiritigenina € uma chalcona bio-precussora dos flavonoides, e também

uma substancia de grande interesse nos estudos com propolis, devido a sua estrutura
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quimica simples e suas propriedades farmacologicas: atividade anti-inflamatoria
(OZDEMIR et al.,, 2015) antinociceptiva (MOHAMAD et al., 2010) antioxidante
(VANANGAMUDI et al., 2017), anticonvulsivante (NASSAR et al, 2016) e
antimicrobiana (GAUR et al., 2016). Pinobanksina € um flavonol com atividade
antioxidante, que inibe a peroxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade e tem
propriedades doadoras de elétrons (de MENDONCA et al.; 2015SALGUEIRO, 2012).
Biochanina A é uma isoflavona, um composto fitoquimico natural presente em
leguminosas, ervas, soja, amendoim, grdo de bico (BREIKAA, 2013) e em plantas
como na Dalbergia ecastophyllum (ALDANA-MEJIA et al., 2021; DAUGSCH, 2007),
possui capacidade anti-tumoral, podendo suprimir significativamente o crescimento de
tumores das ceélulas cancerosas como demonstrado por Yanagihara et al. (1993),
além de potente atividade antimicrobiana ((DAUGSCH, 2007; FLESAR et al., 2009) e
a Formononetina que € uma isoflavona, apresenta atividade antifungica e
antimicrobiana (NEVES et al., 2016).

Em relacéo ao teor de flavonoides presentes no extrato etandlico de propolis,
neste trabalho obteve-se valor médio de 1,53%, 0 que esta de acordo com as
exigéncias da legislacdo, cujo valor fixo € de no minimo 0,25% de flavonoides
(SOBRINHO et al., 2008) e foi superior aos valores apresentados por SILVA et al.,
(2009), que variaram entre 0,19% a 0,52%. Entretanto, os resultados desse estudo
sdo mais baixos do que os mostrados por NASCIMENTO et al., (2018) e por RIGHI et
al., (2008), que quantificaram no extrato etandlico de prépolis vermelha valores de
2,83% e 3,29%, respectivamente.

A atividade anti-inflamatéria é, também, uma caracteristica da prépolis
vermelha de Alagoas e estudos apontam que essa propriedade estd, igualmente,

ligada aos flavonoides (BUENO-SILVA et al., 2015). Esses compostos podem inibir a
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ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase, dessa forma inibindo o processo inflamatério
(NETTO etal., 2013) e é tdo ativo quanto a dexametasona a 10 mg/kg (BUENO-SILVA
et al., 2013), o que destaca seu grande potencial antiinflamatorio.

O percentual de atividade antioxidante (%AA) é equivalente a quantidade de
DDPH consumida pelo antioxidante, e a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada concentracao
eficiente (CEso) ou concentracéo inibitéria (Clsg). Quanto maior o consumo de DPPH
por uma amostra, menor serq a sua CEsp e maior a sua atividade antioxidante
(SOUZA, et al., 2007).

Os resultados do ensaio DPPH mostraram que as NPAgB tém melhor
capacidade de inibir o radical DPPH do que NPAgC, demonstrando, assim, atividade
antioxidante possivelmente devido ao extrato de propolis vermelha que fica ao redor
da nanoparticula interagindo melhor com o radical DPPH. A desmineralizacéo
dentinaria resulta na exposicédo de uma camada externa de matriz organica totalmente
desmineralizada e a reconstrucdo biolégica desse substrato desmineralizado é um
dos principais objetivos da odontologia conservadora (TOLEDANO et al., 2018; MEI
et al.,, 2013). Nesse processo, as enzimas metaloproteinases da matriz (MMPS)
podem ser ativadas pelo baixo pH e passam a desempenhar papel importante na
degradacéao do colageno exposto e ndo recoberto pelo adesivo. Nesse panorama, um
sistema adesivo com atividade antioxidante, que promove a inibicio de MMPs é
altamente desejavel.

Observa-se que o aumento das concentracfes do extrato etanolico de
prépolis vermelha também aumenta, gradualmente, a porcentagem de sequestro do
radical DPPH. Porém, nesse estudo obtivemos valores relativamente baixos

comparado com estudos anteriores (BUENO-SILVA et al., 2016; MENDONCA et al.,
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2015), embora de acordo com NASCIMENTO et al., 2019, a concentracéo total de
flavonoides represente os Unicos compostos responsaveis pela acao antioxidante dos
extratos de propolis vermelha de Alagoas, havendo uma sinergia entre os efeitos dos
flavonodides e gutiferronas promovendo assim a diminui¢do dos valores de ICso. Ainda
segundo com NASCIMENTO et al., 2019, que relaciona os valores encontrados de
flavonodides e gutiferronas com os dados meteorolégicos espaciais para 0 aumento de
flavonoides nos periodos chuvosos e gutiferronas nos periodos de intensa radiacao
solar. Estudos demonstram que a época ou estacdo da coleta afeta qualitativamente
a composicao quimica da propolis vermelha, devido a efeitos do clima e a vegetacéo
de origem (BUENO-SILVA et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2019).

O estudo de Nascimento et al. (2020) corrobora os resultados apresentados
na analise dos cromatogramas desse estudo. Os picos cromatograficos identificados
no extrato de prépolis vermelha de Alagoas por aqueles autores indicaram os
marcadores da propolis vermelha de Alagoas flavonas, flavanonas, isoflavonas,
chalconas e acidos fendlicos, também registrados nesse estudo.

Segundo OLDONI et al., (2007) a alta atividade antioxidante esta relacionada
com o teor compostos fendlicos, principalmente de flavonoides, que possuem
atividade de sequestro de espécies reativas de oxigénio, incluindo os radicais hidroxil,
peroxil e radicais superéxido, além de quelar metais de transicéo, impedindo assim, a
formacdo de espécies reativas, e assim, assumindo um papel importante neste
estudo, pois os flavonoides tem potencial capacidade de proteger o coladgeno da
dentina devido a sua atividade antioxidante. No estudo de almeida et al., (2017) o
extrato de prépolis vermelha em concentragdo 50 ug/mL teve uma capacidade de

inibicdo de radicais livres de 98%, enquanto KESHAHI et al., (2020) relataram que as
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nanoparticulas de prata biossintetizadas possuem atividade antioxidante superior a
vitamina C.

Observando-se o percentual de AA% das nanoparticulas, podemos dizer que
as NPAgB possuem maior AA% comparada com as NPAgQC e até ao EPV. Esse
comportamento das NPAgB ocorre devido a presenca de compostos do extrato
etanolico de prépolis vermelha de Alagoas na superficie das nanoparticulas de prata.

Em um estudo anterior, ISLAN et al., (2012) demonstrou a capacidade
protetora da hesperidina que € uma flavona, que possui alto potencial antioxidante na
protecdo da dentina que foi exposta a condicionamento acido. ISLAN et al., (2014)
verificaram que a adi¢cdo de hesperidina em um adesivo comercial resulta em alta
capacidade protetora da matriz de dentina apés um ano de armazenamento. Assim,
espera-se que a acado antioxidante das NPAgB, adicionadas ao adesivo dental,
represente uma ajuda em potencial para reduzir a acdo das metaloproteinases da
dentina.

A cor marrom escura da sintese de NPAgB confirmou a reducéo de nitrato de
prata em nanoparticulas de prata com prépolis vermelha, além disso a formacao de
nanoparticulas foi confirmada através da espectrofotometria UV-Vis (200 e 800 nm).
A espectrofotometria por UV-vis tornou-se um padrdo para caracterizacdo de
nanoparticulas de prata, pois esses materiais possuem absorcdo de luz em um
comprimento de onda especifico (420 nm), indicando assim a formacdo de
nanoparticulas, pelas bandas de SPR.

Os espectros UV-Vis da solucdo preparada foram obtidos em diferentes
intervalos de tempo, 30 minutos, 1 hora e 24 horas. Os picos de absorbancia foram
observados entre 420 e 425nm, que se iniciaram alguns minutos apés o inicio da

reacdo, e se acentuaram com o tempo. De acordo com relatos anteriores (WEI. H,
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XU.H., 2012; FEMI-ADEPOJU, et al., 2019), o aumento da intensidade é atribuido a
excitacdo da ressonancia plasmonica de superficie (SPR) da NPAg, sugerindo a
reducdo do nitrato de prata em nanoparticulas de prata. As caracteristicas das
nanoparticulas de prata esféricas estéo relacionadas a absor¢édo das bandas de SPR
(DUTT. A, 2018; CHENGZHENG et al., 2018).

A SPR consiste na oscilacdo dos elétrons que entram em ressonancia com a
frequéncia da radiagdo eletromagnética da luz incidente. E essa frequéncia esta
diretamente relacionada a forma, tamanho e organizacdo das nanoparticulas e o
indice de refracdo do meio (ANTUNES et al.,, 2013; BABUMATHI et al., 2017). A
absorbancia de SPR em um determinado comprimento de onda, pode ser usada para
indicar o tamanho da particula. Quanto maiores forem as nanoparticulas produzidas,
maior sera o pico de absorcédo da SPR (SOLOMON et al., 2007).

Nanoparticulas de prata tém sido amplamente utilizadas devido a suas
propriedades opticas Unicas, ou seja, SPR, que podem ser ajustadas na faixa visivel,
variando tamanho, morfologia, composicdo e formacdo. Baixos comprimentos de
onda, indicam a formacdo de nanoparticulas de prata com menores tamanhos de
particula. (SANTOS et al., 2015). Nesse estudo a banda de absorcéao foi 425 nm para
os dois tipos de nanoparticulas (NPAgB e NPAQC), caracterizando nanoparticulas
esféricas.

A SPR depende fortemente do tamanho, forma e do ambiente no qual as
nanoparticulas sdo formadas. As bandas de absorcdo de SPR séo largas, com uma
onda de absorcdo nos comprimentos de onda mais longos, aumentando assim a
concentracdo de NPsAg, indicando um aumento na distribuicdo do tamanho de

particula das NPsAg biossintetizadas (DADA et al., 2019).
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Para nanoparticulas de prata, a SPR ocorre na regido da luz visivel, o que faz
com que apresentem coloracdo caracteristica. Para NPAg esféricas com diametro
entre 10-20 nm o espectro apresenta uma banda de absor¢géo em torno de 400 nm,
sendo a solucdo amarelada (ZHANG et al., 2008). Além disso, a presenca de uma
Unica banda SPR no Espectro UV-vis associado a formacdo de nanoparticulas
uniformemente esféricas, uma vez que dois ou mais picos de absorcdo estdo
associados com NPAg de formato irregular (SHERVANI et al., 2007).

A absorbancia maxima da SPR foi localizada a 420 nm, comprimento de onda
relativamente baixo, sugerindo a formacéo de pequenas nanoparticulas (TAN et al.,
2013). Além disso, foi demonstrado que a intensidade da banda de absorcéo do SPR
foi maior para as NPAgC em comparacdao com a NPAgB. A presenca da propolis
diminuiu a intensidade de absorcdo do SPR das NPAgB, conferindo assim a
caracteristica de nanoparticulas menores de acordo com a SPR das sinteses, o que
foi comprovado pela equacéo de Debye-Scherrer.

Atécnica de FTIR € uma das mais importantes para a caracterizacao de novos
produtos, utilizada para identificacdo e determinacdo de caracteristicas estruturais,
grupos funcionais organicos e de ligacdes presentes na amostra, além disso permite
uma determinacdo semiquantitativa de componentes de uma determinada amostra,
determinando assim os responsaveis para reducdo da prata em nanoparticulas.

O espectro FTIR das NPAgC demonstrou uma ligeira mudanca de posicao e
intensidade nos picos comparado ao espectro das NPAgB. O deslocamento em 3412
cm? esta relacionado a quebra da ligacéo de hidrogénio, que desempenha um papel
importante na diminui¢éo de ions de prata em nanoparticulas de prata.

No espectro FTIR de NPAgB, observou-se um deslocamento na regido da

absorcdo em 3560 até 3454cm?, a absorcdo nessa regido € associada as vibracdes
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de deformacdo axial nos atomos de hidrogénio ligados aos carbonos, oxigénios e
nitrogénios. Foi possivel observar, também, uma reducgdo da intensidade dos picos,
indicando a sua participacdo da formacdo das nanoparticulas. De acordo com
BARBOSA (2019) tal fato contribui com o esperado, ja que tais grupos estéo presentes
nos flavonoides, substancias que participam da composicdo da propolis e tem
caracteristicas redutoras. H4 também a presenca de deslocamento da regido de
compostos heterociclicos de 1110 para 1089 cm, bem como desaparecimento da
banda referente aos glicosideos (831 cm™). Tais deslocamentos também sugerem a
possiblidade de participacdo desses compostos na reducdo da prata para formacgao
de NPAgB.

Na técnica de difracdo de raios-X, podemos ver o padrao de interferéncia de
ondas presentes em um feixe de raios-X e assim determinar a estrutura atémica e
molecular de um cristal. Na analise PXRD da amostra de NPAgC e NPAgB, os valores
dos picos dos angulos 2theta, confirmam a sua estrutura cubica, de acordo com o
Joint Committee on Powder Diffraction (Arquivo de normas n° a = 4.086 A; JCPDS
PDF 04-0783) (JCPDS), onde para o padrdao de XRD confirma a rede cubica de face
centrada (FCC), com picos em: 38° 48,12°; 64,12°, 77,36°, 81,58°, que
correspondem a (111), (200), (220), (311) e (222) planos de cristalizacdo, henhum
outro pico de difracdo foi detectado, isso implica dizer que ha a formacao de
nanoparticulas de prata como demonstrado em estudos anteriores (BARBOSA et al.,
2019; SINGH et al.,, 2018; SINGH; PANDEY, 2011). Assim, os resultados
evidenciaram que os padrdes de DRX para NPAgB e NPAgC sédo semelhantes aos
padrdes propostos no JCPD, indicando que as nanoparticulas sintetizadas tém
estrutura cristalina com 39% e 71% de cristalinidade, respectivamente. Esses dados

corroboram com o estudo de BARBOSA, et al., 2019, que também utilizou extrato de
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prépolis vermelha para sintese biogénica de nanoparticulas de prata. O grau de
cristalinidade total registrado foi de 39% das NPAgB.

As nanoparticulas biossintetizadas com propolis utilizadas neste estudo
apresentaram tamanho de 11 nm e sdo menores que as biossintetizadas por ROLIN
et al. (2019), RAJA et al. (2015) e LEE et al. (2016), que exibiram valores de 34, 77,57
e 35 nm., respectivamente.

A atividade antibacteriana do EPV e NPAgC e NPAgB, foi avaliada contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, Streptococus mutans, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, utilizando-se o teste de
micro diluicdo em caldo. As NPAgB, mostraram bons resultados frente a bactérias
gram-negativas, em comparacdo com as celulas bacterianas gram-positivas. Esses
resultados estdo de acordo com outros estudos, que demonstraram a boa atividade
antibacteriana de nanoparticulas biossintetizadas (ATANASQV et al., 2018; KIM et al.,
2007; GUPTA et al., 2017; AWARD et al., 2020).

As nanoparticulas biossintetizadas com prépolis mostraram melhores
resultados de atividade antibacteriana, exceto frente ao Enterococcus faecalis, grupo
onde observou-se MIC de 2,5 pg/mL para os dois tipos de nanoparticulas.

Enterococcus faecalis, € uma bactéria anaerdbica gram-positiva que prospera
em condi¢cdes de baixos nutrientes ou alto oxigénio (ALGHAMDI; SHAKIR, 2020;
NAJAFI et al., 2020). E. faecalis é identificado em 50-70% dos casos de tratamento
insatisfatorio do canal radicular (NAJAF et al., 2020) e esta relacionado com auséncia
de sintomas (Zancan et al., 2018), pode se alimentar de fluido ligamentar periodontal
e desenvolver biofilmes para se proteger da resisténcia do hospedeiro e agentes
desinfetantes (PRADA et al., 2019; SAKKO; TJADERHANE; RAUTEMAA-

RICHARDSON, 2016). Além desses mecanismos, E. faecalis tem a capacidade de
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desenvolver resisténcia a antibioticos, particularmente a eritromicina e azitromicina,
bem como a capacidade de penetrar nos tubulos dentinérios e colageno, apresenta
resisténcia ao hidroxido de célcio, que € o padrdo ouro para tratamento do canal
radicular (Zancan et al., 2016). Pesquisas sobre o uso e tratamento de propolis séo
alternativas naturais e de grande interesse devido aos efeitos colaterais causados por
medicamentos sintéticos (SKOSKIEWICZ-MALINOWSKA et al., 2016).

Também muito importante, foi o registro do valor de MIC 2,5 pg/mL para
Staphylococcus epidermidis, que estd presente em infeccbes odontogénicas
oportunistas, e isolados principalmente em canais radiculares infectados, (SIQUEIRA
et al., 2002), foi associado também a infecgéo cerebral depois de manipulacao dental,
onde pode infectar o cérebro de duas maneiras: diretamente por propagacao contigua
e alteracbes odontogénicas, o que geralmente resulta em um Gnico abscesso cerebral,
ou indiretamente através da propagacdo hematdgena, que pode resultar em
numerosos abscessos (AL MOUSSAWI et al., 2018). Também foi correlacionado em
um caso de falha de tratamento endoddntico com uma sinusite maxilar, onde
confirmou-se a presenca de S.epidermidis em bidpsias de conteudo sinusal do
paciente (DRAGO et al., 2013). Embora haja um equilibrio homeostatico entre a
microbiota residente na cavidade bucal e o hospedeiro, as alteracbes na microbiota
oral podem levar a formacdo de infec¢cdes ndo orais multirresistentes, segundo
pesquisas (ZAATOUT, 2021). As vias moleculares que conectam esses transportes
nao sao bem conhecidas, uma vez que S. epidermidis foi recentemente associada a
doenca peritoneal e colonizagéo da cavidade bucal pelo mesmo patdgeno, indicando
provavel conexdo e potencial infeccioso do transporte oral (SIMOES-SILVA et al.,

2018).
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Além disso obtivemos MIC de 10 pg/mL para Streptococcus mutans e 20
pHg/mL para Staphylococcus aureus. Todos esses valores estdo abaixo daqueles
registrados para NPAgC.

De acordo com REGUEIRA et al., (2017) os possiveis mecanismos de acao
relacionados a atividade antimicrobiana da prépolis séo: inibicdo da sintese de acidos
nucleicos, mecanismo inibitério da DNA girase, inibicdo da funcdo da membrana
citoplasmatica, inibicdo do metabolismo energético e inibicao da formacao de biofilme.

Com relacdo as NPAgC podemos observar que a capacidade bactericida é
superior a bacteriostatica em relacdo a S. mutans e E. faecalis. Os resultados MIC e
MBC das NPAgB estdo de acordo com o estudo de LEE et al. (2016), no qual as
nanoparticulas biossintetizadas foram mais eficazes contra patdgenos gram-positivos

O maior diametro da zona de inibicdo no ensaio MDD contra Enterococcus
faecalis foi alcancado pelo adesivo formulados com NPAgB (3,4mm), seguido pelos
adesivos com NPAQC, combinacdo de NPAgC e concentracbes seriadas de EPV e
EPV puro, O que demonstra que a atividade antimicrobiana da propolis é
concentracdo dependente. Embora o0 mecanismo de ac&o das nanoparticulas de prata
nao tenha sido ainda bem elucidado, varios estudos sugerem que as NPAgC podem
se unir a superficie da parede celular e a membrana da bactéria e podem inibir as
enzimas respiratorias das bactérias causando assim morte celular (KVITEK et al.,
2008; TAMBOLI et al., 2013).

Em relacdo a Enterococcus faecalis, a mais alta atividade antibacteriana das
nanoparticulas de prata pode estar relacionada a inibicdo da absorcéo de fosfato, bem
como a penetracdo de nanoparticulas na parede celular, levando a alteracdes
estruturais e morte celular. Esse mecanismo de acdo € amplamente reconhecido, e

pode ser mediado pela oxidacéo parcial das NPAgC e liberagédo dos ions prata (Ag+).
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Por sua vez, os ios Ag+ podem interagir com o peptidoglicano da parede celular e
membrana plasmatica, causando lise celular, com o DNA bacteriano (citoplasmético),
impedindo a replicacdo do DNA, e com proteinas bacterianas, interrompendo a
sintese protéica. As NPAgC também podem danificar as bactérias diretamente pela
penetracdo na parede celular e membrana celular (VIEGAS, 2018). NPAgC menores
podem ter um efeito bactericida mais intenso do que as maiores, devido a maior area
de superficie disponivel para interacdo e consequente mais facil absorcéo (JIN et al.,
2001).

Nesse estudo foram sintetizados adesivos dentinarios com acéo
antimicrobiana pelo acréscimo de propolis e nanoparticulas de prata. A odontologia
contemporanea procura impedir a evolugcdo da carie, prevenir novas lesbes e
preservar a vitalidade do dente com o minimo de intervencdo. Tradicionalmente, o
tratamento da carie envolve a remoc¢ado de tecido cariado, substituindo-o por um
material restaurador. No entanto, a remocao convencional de tecido cariado e
procedimentos de preparacdo da cavidade ndo garantem eliminacdo completa de
bactérias cariogénicas orais que podem ser aprisionadas dentro dos tubulos
dentinarios ou camada de esfregaco (ARAUJO et al., 2010). Maiores beneficios
podem ser alcancados através de medidas para eliminar a quantidade maxima de
bactérias que permanecem no tecido dentario, como a desinfec¢do da cavidade antes
do procedimento restaurador (ARAUJO et al., 2010) e adesivos com atividade
antimicrobiana podem ser eficazes para a erradicacao de bactérias que permanecem
apOs o preparo cavitario.

Durante o processo de polimerizacdo dos adesivos odontologicos, novas
ligacdes simples serdo construidas a partir das ligacfes duplas, além da formacao de

uma rede de polimero tridimensional. De acordo com DURNER et al., 2012 quanto
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menor o grau de conversdo, maior a quantidade de mondmeros néo curados e outros
compostos que serdo liberados nos tecidos adjacentes. O grau de conversdo dos
mondmeros para polimeros tem influéncia nas propriedades mecénicas e
biocompatibilidade do material.

As ligagdes duplas ndo convertidas que permanecem no adesivo surgem de
pelo menos duas situacdes: (1) a ndo reacdo dos mondmeros ou (2) duplas ligagdes
pendentes nas extremidades das cadeias de polimero. Os monémeros que nao
reagem na cadeia de polimeros podem causar danos aos tecidos circundantes
(DURNER et al., 2012; MANTELLINI et al., 2003).

As areas de unido séo suscetiveis a ruptura por fadiga ciclica apds serem
submetidas a cargas repetitivas durante a funcdo. A entrada de agua na camada
hibrida serve como meio funcional para a hidrélise da matriz da resina, favorecendo a
atividade de esterases e enzimas colagenoliticas, como as metaloproteinases da
matriz, que desempenham papel fundamental no processo de degradacéao da camada
hibrida (BETANCOURT et al., 2019). O baixo grau de conversao pode, ainda, tornar
0 polimero mais sujeito a oxidacdo e degradacao hidrolitica ao longo do tempo,
comprometendo assim o sucesso dos procedimentos restauradores (COLLARES et
al., 2014).

Alto grau de conversao, em uma faixa entre 85 e 90%, esta relacionado a altas
densidades de reticulacéo de polimeros dentais (DEGRAZIA et al., 2016). Os valores
mais altos do grau de conversdo neste estudo estdo no grupo com as NPAgC
(87,57%), seguido dos grupos PV 250 ug/mL, NPAgB, PV300 pg/mL, NPAgC+PV 300
pg/mL + NPAgC+PV 250 pg/mL, mas em todos esses grupos o GC ficou acima de
80%. As nanoparticulas em pé incorporadas ao adesivo experimental ndo influiram

negativamente no grau de conversao, diferentemente do estudo de Degrazia et al.
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(2016) que notaram reducao do GC do adesivo no qual foram adicionadas NPAg em
solucdo.

Os adesivos experimentais utilizados nesse estudo n&o continham carga
inorgéanica, caracteristicamente utilizadas para reforco nessa categoria de material
(silica coloidal e outras), mas a adi¢éo de prata e propolis pode gerar interacées com
a luz necesséria para fotoativacéo e, por consequéncia, no resultado do GC.

As particulas de carga interferem na polimerizacdo, promovendo diferencas
na absorcdo e dispersdo de fétons (PORTO et al., 2010). O valor maximo da
transmitancia da luz através do compdsito depende fortemente do tamanho de
particula de carga usado. Menores particulas aumentam a quantidade de luz
transmitida (FUJITA et al., 2011). Assim, as nanoparticulas adicionadas aos adesivos
podem ter contribuido para o aumento do grau de conversao.

A natureza das moléculas de mondémeros desempenha um papel importante
nos valores finais do GC e as diferencas de composi¢cdo organicas podem explicar
diferencas nos valores de GC entre um estudo e outro. Os resultados do grau de
conversao dos adesivos contendo NPAgC (87,57%) obtidos nesse trabalho, estédo de
acordo com o estudo de DEGRAZIA et al., 2013, que registrou o valor de 87,51% em
um adesivo também contendo nanoparticulas de prata, embora os autores tenham
utilizado TEGDMA na composicédo do adesivo. A adicdo de TEGDMA aumenta o GC
e a contracdo de polimerizacdo do compdsito devido a um aumento da concentracao
de ligacdes duplas de carbono-carbono (PALIN et al., 2003). PORTO et al. (2021),
gue também utilizaram EPV nos adesivos dentinarios, obtiveram valores de GC entre
80,57% a 85,69%, semelhante aos valores do GC dos adesivos com EPV desse

estudo. A interacdo entre os compostos fendlicos da propolis pode gerar um aumento
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de ligacdes cruzadas nos adesivos com prépolis vermelha, resultando em uma matriz
organica mais estavel e resistente (OLIVEIRA et al., 2021).

Porto et al. (2021) demonstraram que a adi¢cdo de propolis vermelha de
Alagoas em um adesivo dentinario comercialmente disponivel elevou o grau de
conversao e preservou a resisténcia de unido apés um ano de observacédo. Nesse
estudo, a adi¢do de prépolis, como extrato ou nanoparticulas de prata biossintetizadas
com propolis vermelha de Alagoas, promoveu aumento de resisténcia de unido
imediata e aumento do grau de conversao dos adesivos experimentais testados. O
acompanhamento do comportamento dos adesivos com prépolis a longo prazo sera
importante para se observar a durabilidade da resisténcia de uniéo.

DUTRA-CORREA et al., 2018 obteve valores elevados e significativos de
resisténcia de unido (45,90 MPa) comparados ao grupo controle (49,40 MPa), quando
adicionou nanoparticulas de prata em sua forma coloidal a um adesivo comercial, e
afirmaram que a adicdo de nanoparticulas de prata aos adesivos parece ser
promissora para a melhorar da eficacia desses materiais.

A incorporacdo de diferentes tipos de nanoparticulas inorganicas aos
adesivos, faz com que os valores de resisténcia do adesivo aumentem. Apesar da
maior rigidez do material, a adicdo de particulas de carga proporciona uma melhor
distribuicdo das forcas oclusais na camada adesiva, sendo capaz também de distribuir
e dissipar a forca de contracdo gerada durante a polimerizacdo de resinas (VAN
MEERBEEK et al., 2001; DAUVILLIER et al., 2000; NAKABAYASHI e PASHLEY,
1998).

O sistema adesivo Single Bond 2 apresenta em sua composi¢cdo, além do
etanol, a 4gua como diluente, fazendo com que a evaporagédo do adesivo seja mais

lenta e a camada adesiva formada seja mais uniforme. ISso proporciona uma etapa
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de secagem pos condicionamento acido fosférico menos critica na aplicacdo desse
adesivo devido a presenca da agua favorecer a reidratacdo da rede de colageno caso
esteja demasiadamente seca. Essa capacidade de hidratacdo das fibras colagenas é
muito importante para que 0s monémeros possam permear por entre a malha com
mais facilidade e formar a camada hibrida (VAN MEERBEEK et al., 2001,
NAKABAYASHI et al., 1982; ERICKSON, 1992; EICK et al.,, 1993). O adesivo
experimental utilizado em nosso estudo ndo continha dgua nem particulas de silica
em sua formulacdo, mas ainda assim demonstrou resisténcia adesiva similar ao
adesivo Single Bond2.

A adicdo de cargas a matriz resinosa melhora as suas propriedades
mecanicas, como: resisténcia a compressao, resisténcia a tracdo e modulo de
elasticidade (TRIBIOLLI, 2011). Para isso, € importante a utilizacdo de agentes de
unido, ligando carga e matriz organica. O agente de unido € utilizado para melhorar
as propriedades mecanicas e produzir uma melhor estabilidade hidrolitica, evitando
gue a agua penetre entre a interface carga/matriz de resina O aumento da fracdo de
particulas de carga também propicia menor contracado de polimerizacdo, que depende
exclusivamente da por¢éo organica do material. (REIS et al., 2006).

A resisténcia de unido dentinaria aumenta nas primeiras 24 horas pela
complementacao do processo de copolimerizacdo que ocorre através de diferentes
mondmeros. Sendo importante a espera de um periodo de 24 horas para confeccéo
dos corpos de prova, e realizacado dos testes mecanicos (HIRONAKA, 2016).

A predominancia de falha mista nos grupos que receberam propolis aponta
para maior resisténcia adesiva na interface de unido, o que foi confirmado com os

resultados do ensaio de microtracdo e leva a acreditar que a adicdo de propolis
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vermelha de Alagoas ao adesivo dentinario pode ter resultado em um material que
promove uma adesdo mais resistente.

Com base no experimento realizado neste trabalho, os adesivos com
incorporacao de nanoparticulas de prata, sejam as sintetizadas de modo convencional
ou biossintetizadas com o extrato de propolis vermelha, mostraram atividade
antimicrobiana e estabilidade do material quando polimerizado, ndo havendo liberacao
de prata nos tecidos circundantes, demonstrando seguranca para realizacdo de
procedimentos adesivos envolvendo esmalte e dentina. Estudos clinicos e de longo

prazo auxiliardo na avaliagdo do material e sua possivel indicagéo clinica.
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Foram produzidas nanoparticulas de prata biossintetizadas com prépolis
vermelha de Alagoas), esféricas, com tamanho de 11 + 1 nm, atividade
antioxidante e antimicrobiana superior a NPAgC.

As nanoparticulas de prata obtidas pela sintese convencional apresentaram
forma esférica, com tamanho de 22 + 1 nm, atividade antioxidante e
antimicrobiana.

A sintese de um adesivo dental com nanoparticulas de prata biossintetizadas
com propolis vermelha de Alagoas resultou em um material com atividade
antimicrobiana e matriz estavel com o principio ativo imobilizado dentro do
material.

Nenhuma das composicOes testadas alterou negativamente o grau de
conversao dos adesivos.

NPAgB apresentou atividade antioxidante superior a NPAgC e EPV.

Os adesivos com EPV 250 ug/mL e EPV 300 ug/mL mostraram resisténcia de
unido imediata significativamente mais elevada do que o grupo controle.

O modo de fratura predominante em todos os grupos com propolis foi fratura

mista.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIWRE E ESCLARECIDO [T.C.L.E}

0 respaito doido 8 dignddacho Pumans ego quie ods Doesgutes
o= OMIETSE MOdE O consEmimerso Ree = scoaneecido gdos

syelos, Indvidics oU Qs gue por @ &OU pOr SENS
represeniantes lagals mantestem 2 5w anudncs 4 paricioaclo

il D SOWwES"

Vocd esta sendo convidado(a) a parficipar como voluntarioda) do estudo
“EFEITO DA INCORPORACAD DE MANOPARTICULAS DE PRATA
BIOSSINTETZADAS COM PROPOLIS VERMELHA DE ALAGOAS EM
MATERIAL ODONTOLOGICO? que sera reallzado na Clinkca de odoniologia
da UFAL, Pela mestranda: Terega de Lisksux Guedss Femelra Looo,

pesquisadora responsavel pela pesquisa. A segulr, as Informacgdes do projeta
de pesquisa com relagdo a sua particlpagdc neste projeto:

1. Que o estudo =2 desina a avallar atuacas de nanoparticulas sintetizadas

com materal bloldglco, gue fem efeltos benéfloos com alos, Bm um
maiefial rest@uradar, visanda uma melhofa na minha cond de salde bucal.

2. Que a mportancla deste estudo @ testar 58 3 adiga0 Uessas substanclas em

materials odontoleglcos faz com que o dente fque mals saudavel, de acordo
com os efelios dessa subsiancla.

3. Que of resultados que s2 desajam alcangar 30 of de que 3s restauragdes
posEam permanecer mals temgoe na cavidade oral, sem presencas de
Infitragles, pelo forlecmentc causado pelos materlals adiclonados ao
adeshwo experdmental, Incluindo a atlvidade anbd-degradanie do dente, atlvidade
anilmicroblana, e sdo eflcazes conira backrlas carogenicas, Impedindo 3
evolucdo de cares secundarlas, causando assim longevidade do materlal
adeshva. E uma malor efetividade anfimicrablana do materal com uma alta taxa
de penstragac da medicagdo Intracanal nos tlbulos dentinarics, a fim de
reduzir o nomers de baciéras remanescentes apds o preparc-guimico-
mecanico do canal radicular.

4. Qe esbe estdo comegara com a coleta dos demies em 1 de Setemro de
2019 e terminara em 28 de feveraing de 2020,

5. A pesquisadora garante gue o Inick da coleta dos dados 50 sera reallzada
apds a aprovagao do projeto pelo Comié de Etica em Pesgquisa- CERPMUFAL.

6. O estudo sera feliz atrawés de ensalo In vitro com o emprego de substancias
caom efeflva acdo antimicroblana descrta pela Weratura como medicacles
Intracanals nos denies doados.
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7. Voce participara do estudo doando seu dente, que fol Indlcado para extragio
pela s=u denflsta. Cue a declsdo de gqual (Is) dente (s} serafdo) exdralds (5) &
de total responsabllidade oo profissional que fez a Indicacdo, ficando os
pesquisadares responsavels por esia pesgulsa completaments fora dessa
geclsdo;

& CQue o posslvels nscos 3 su3 salde fislca e mental sao de senfr-se
cansirangido com a presenga da pesquisacora dentro do consultro guanda
for fazer a extragdo e flcar angustlade em relagdo a0 que wal ser felio com o
dente. Além disso, poderd sendr-se preccupado com a posslbllidace oe
expasigio de Infarmagdes referentes 3 extragao gue realizou e com o risca de
vir 3 sentir dor duranie a realizagdo efou apos a extragdo 0o seu dente.

9. Que oF pesquisadores adotardc as seguintes medidas para minimizar os
riscos: esclarecer o sujehto da pesguisa que a pesquisadora tambem & dentista,
g Casd wocd continue comstrangloo, a pesquisadora se refirara da sala
enquanto ocarre o procedimenio. A abordagem do paclente sera felta de moda
a evitar qualsquer consiranglmenios e fodos 05 esforgos posslvels serao feltos
pela equipe de pesgulsa para manter em siglio 3 enddade do pariiclpante.
Vood sera esclarecido, tambem, sobre todo © procedimento a ser reallzado
com seu dente. Os efelios relativos 3 crungla para remagas do elemento dental
ndo erdo dependenies oo estudo, UMa vez que, 25ta |3 estard prevista e serd
um procediments Independente da pesgulsa. Mesma asslm, objetlivando evitar
@ possibllidade de ocoméncda dos falomes Indeselados, Bera fBlfo um
planejaments culdadoso & empregado um anestésico taples (pomada
anestesica) para minimilzar 3 sensiolidade 3 picada da agulha, além de utlizar
uma substdncla anestesica eficlente, de modo 3 tomar o procedimento Indolor.
Voo receberd uma recelta meédlca com analgésicos, para usar se senflr dor
apds a realizagdo do procedimanto.

10. Que apesar oe que 3 extragdo a que vood sera submetido seja reallzada
por um denfista da clinkca de odoniologla da UFAL e n3o pela pesquisadora,
vocd terd garantida a assisiéncla medica e ocontologlca por parte da
FI-E'E-I]LIEE-U{I'I'E. Teresa de Lisleux Guedes Femelra Lo, com felefone 2
enderego dispenibliizato neste documento.

11. Vook ndo tera beneficlo Imediato, uma vez que a clrurgla para remogda do
58U Oente |3 esiava planejada Independente, portanto, da reallzacdo dessa
pesqulsa. Como beneficia direis da pesgqulsa (3pos a Intervengdo), podera se
obier uma medicagdo Inracanal com polente a¥vidade anfimicroblana com
possibllidade de us0 D amiblto da sadde colietiva, e o provavel beneficho futund
Que voC2 podera esperar com sua parliclpagdo &, case os resultados dessa
pesqulsa sefam favorawels, podera no fuuro se beneficlar e beneficlar 3
comunidade. Como Deneficle Indiretc, o sujelios oa pesguisa estarac
colaborando para o desenvolvimentc de um nanomaterlal para uso
pdoniologico, com alguns principios ativos, com propriedades comprovadas,
em estudos anterdores, como antibacteriano, anbfonghco, anfinflamatario,

2fa
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Imunomodulatoric e clcatrizante, acessivel 3 populagdo de balka renda. Uma
Vez gue, comprovadamente, 3 propolls @ a5 nanoparticulas de prata tem agdo
anflinlamatora, antimicroblana e dcatrzante. O estudo ndo e frara efeltos
nocivos, mas podera contribulr com ouiros estudos efou com tecnicas clinkcas
desenvolvidas futuramente ou com ¢ desenvolvimento de novoes produtos com
nanoparticulas a parir dos resultados desse estuco;

12. Vock sera Informado(a) do resultado fnal oo projeto e sempre que desejar,
serdo fomeddos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

13. A qualguer momenio, vocé poderd recusar a comtinuar participando dio
estudo e, tambem, gue podera reflrar seu consentimento, sem gue Isso Ihe
traga qualquer penalidade ou prejulzo.

14. As Informagles conseguldas araves da sua parliclpagdc nas permitrds a
Identificacdo da sua pessod, excety para 3 equipe de pesgulsa, e gue 3
divulg das menclonadas imformagdes s sera Tella entre o6 profisslonals
estudiosos do assunto apis a sua autonzagdo.

15. Voce devera ser ressarclio por qualguer despesa gue venha a ber com a
sUa participagio nesse estudo e, tambem, Indenlzado, na forma da lel, por
todos 0F danos gue venna a sofrer pela mesma razdo, sendo gue, para estas
despesas Ine fol garantoa a exdsténcla o8 recursos.

16. Voob recebera uma wia do Terme de Consentmenio Livre & Esclarecida
g@EsInado por ipdos.

"Se yoc tiver dividas sobre seus drefios como partichante de pesquisa, voce pode
contatar Comite ce Edca em Pesquisa em Sares Humanos (CEP) da UFAL, pelo
telefore: (82) 3214-1041. O CEP ¥alase de um gpo oe Indviduds Com
connecimentio cleniMcos que reallzam a revisdo 23ca Iniclal e continuada do esudo de
pesquisa para mani2o seguen e proteger seus dinslios. O CEP & responsavel pela
avalagao e acompanhamenio dos aspecios &ticos de todas a5 pesgulsas envolvendo
seres humanos. Este papel estd baseado nas dretizes edcas brashelras (Res. CNS
45612 e complementares). De aoodo com estas diredizes: “ioda pesgquisa
efmalvenidn Beres NUNENCS deverd ser submedda a apreciacio de um CEP”. s
atribuicles do CEP 30 de papel consulthvo @ educative, visands conirfoulr para a
gualidade das pesguisas, bem como a valorizacdo do pesquisador, que recebe o
reconhecimento de que sua proposta & eticamente adequada. Para esdanecimentos
ge dividas e reclamacles em relagdo 3 ética oo projelo entrar em contaio com o
Comite de Etica em da Universidade Federal de Alagoas (CEPAUFAL),
colegleds Inerdisciplingr & Independente que cefende o5 INberesses dos paricipantes
da pesguisa dentro de padrles &ticos, de acordo com a5 dsposicies da Resolucdo
45612 do Conselho Nadoral de Zalde e 5uas complementanes”.

=2 T
terto compreendido perfeftamente tudo © gue me fol Informado sobre @ minha

part#]af.fm no menclonado estydo & esfando consclenie dos meus direlbas, das

minnas responsabilidades, dos rscos @ 005 beneficios gue a minha pariclpagdo
Implicam, concordo em odele participar e para Isso eu DOU O MEU

CONSENTIMENTO 3EM QUE PARA 1550 EU TENHA SIDO FORGADO oOU

CBRIGADD.

ETES
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Enderego dios, as) responaave(l,is) pela peaqulza [OERIGATORIO):
Instibulgac: Universidade Federal de Alagoas, Campus AC SimBss,
Enderego: Av. Lourival Melo Mota, SN, Tabulelre do Martins,

Cldage/CEP: CEP: 37072-570, Macelg, Alagoas, BraslL
Telefone: Telefone: 82 3214 6714

Contato de urgencla: Srja). Teresa de Lisleux Guedes Ferrelra Labo
Enderego: Avenlda Don Antdnlko Branddo, n 354,

Compilemenio: Grand parc farol, bloco 2, apio 702

CldadefCEP: MacelalaL, 57051-190

Telefone: B2 9 9167-4244

E-malk: Teresalgfichoggmall.com

ATENCAOD: O Comird de Elica da UFAL anallsou & aprovow esfe projelo de pesguisa.
Para obfer mals Informagdes a respeko desle projefo de pesquisa, Infovmarn

ocoméncias Iregulares ou 0ancsas durante 3 sua parmicipacdo no estudo, difa-se 0:
Comite de Etlca em Pesguisa da Universidade Federal de Alagoas

Predio do Centra de Interesse Comunftansa (CIC), Témes , Campus AL C.
Simfes, Cldade UniversiRara
Telefone: 3214-1041 — Horarlo de Atendimento: das 800 as 12:000s.

E-mall; comiiedecticaufalfl gmall.com

Maceld, de ce

Assiratura ou mpressao dedlosoopica | Mome = Assinaiurs do Pesgulssdor pelo =studo (Rubricar
oo, a) wolonbar|o,a) ou PEsporsiyed az demals paginas)
legal & rubrizar a5 demals folhas

afa
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APENDICE B - Prospeccéo tecnoldgica realizada neste trabalho

Foi realizado uma prospeccao tecnoldgica sobre o tema abordado neste
trabalho, no periodo entre 20 de julho de 2020 a 20 de agosto de 2020. A fim de se
alcancar os objetivos propostos nesta pesquisa. Foram utilizadas as seguintes bases
de dados, Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI, Espacenet — Latipat,
Patentscope, que sao bases de dados online e gratuitas de buscas de patentes e
pedidos de patentes em portugués e espanhol. Os descritores utilizados para esta
busca foram traduzidos para o idioma da base de dados. Além dessas bases em
portugués, foi realizada uma busca nas bases de dados da World Intellectual Property
Organization (WIPO), European — Espacenet; The Lens; Patentscope; USPTO -
United States Patent and Trademark Office; JPO — Japan Patent Office. A coleta de
dados foi realizada utilizando os termos descritos na Tabela 8 para os descritores em
portugués e Tabela 9 para os descritores em inglés, e as buscas foram facilitadas pela
utilizacdo da Classificacdo Internacional de Patentes — ICP (do inglés IPC -
Internacional Patentes Classification), sendo considerados os documentos de
patentes que apresentassem esses termos da Tabela 8 e 9 ou titulos no resumo.
Foram realizadas as leituras dos resumos encontrados com a finalidade proposta e,
guando necessario, a patente na integra. Além disso as buscas avancadas foram
separadas quando obtiveram duas ou mais palavras pelos operadores boleanos
“‘“AND” e “OR” e com ICP determinado em A61K, que se referem a produtos com
finalidade médica e odontoldgica.

Para o desenvolvimento de uma prospeccéao tecnoldgica, os métodos devem

ser divididos em: monitoramento, que acompanha a evolucdo e mudanca da
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tecnologia de forma continua e sistematica; previsédo, permitindo assim projetar novas
tendéncias com base em informagdes anteriores; visibilidade, possibilitando assim a
antecipacdo de novas tecnologias mediante o uso das informac¢des adquiridas
anteriormente por especialistas (CARUSO TIGRE, 2004).

Assim o mapeamento foi iniciado e analisado pelo niumero absoluto dos
documentos de patentes em cada banco de dados de acordo com cada termo

pesquisado. Podemos verificar na Tabela 11 os descritores em portugués e na Tabela

12 os descritores em inglés, que foram utilizados na pesquisa.

Tabela 11. Registros da pesquisa realizada para a prospeccao tecnologica para os

descritores em portugués.

ESPACENET - Latipat INPI  WIPO - PATENTSCOPE

“Adesivo dental” OR “nanoparticulas de 25 49 12
prata”

“Adesivo dental” 7 11 20
“Prépolis vermelha” 22 194 14
“Prépolis vermelha de Alagoas” 2 2 7
“Nanoparticulas de prata” 18 46 12
“Adesivo dental” AND propolis” 0 0 0
“Adesivo dental” AND nanoparticulas” 1 1 2
“Adesivo dental” AND “nanoparticulas de 0 0 0
prata”

Fonte: O autor (2021).

Os resultados contidos na Tabela 11 demonstram que o INPI, possui o maior

numero de deposito de patentes referentes aos termos pesquisados, com um total de

303 documentos, de acordo com esta pesquisa. Seguidos pela PATENTSCOPE e

LATIPAT, com 175 e 67 respectivamente.

De acordo com o termo pesquisado “PROPOLIS VERMELHA”, o INPI obteve

maiores resultados de patentes depositadas do que o ESPACENET ou

PATENTSCOPE, isso se da pela propolis vermelha ser um material abundante no
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Brasil e especialmente na regido nordeste do pais, embora em outros paises também
podemos encontrar outros tipos de prépolis verde, marrom, por isso o nimero alto de
patentes e estudos com este material no INPI.

Analisando 0 mesmo termo pesquisado, na base de dados ESPACENET —
LATIPAT, foi encontrado 22 depdésitos de patentes com este descritor no titulo ou
resumo. Dentre elas destacam-se a patente de nimero BR1020180036663 (A2),
referindo-se a um colutério contendo prépolis vermelha para combate de infec¢des da
cavidade oral. A patente de niumero BR102017021229 (A2), referindo-se a um gel
dermocosmeético incorporado com propolis vermelha para tratamento da acne vulgar.
A patente de niumero BR102017011097 (A2), referindo-se ao desenvolvimento de
dentifricios incorporados com propolis vermelha associado a outros compostos para
controle de microrganismos orais, e prevencao de carie dentéria e gengivite.

Ja para o termo “nanoparticulas de prata”, a base de dados do ESPACENET
— LATIPAT, obteve-se 17 depdsitos. Na analise das patentes, destacam-se a patente
de numero: BR102016031050 (A2), referindo-se a uma composicdo contendo
nanoparticulas de prata biogénica utilizando 6leo de copaiba com atividade
antibacteriana. Essa composicao utiliza-se da sintese biogénica ou sintese verde,
adquirindo uma maior vantagem pelas caracteristicas do 6leo que estdo aderidas na
superficie destas nanoparticulas, o que confere caracteristicas diferenciadas. A
patente de numero BR102013013996 (A2), referindo-se a uma formulacéo
antisséptica contendo nanoparticulas de prata para uso odontolégico, onde trata-se
de uma composicdo com nanoparticulas associadas ou ndo a compostos quimicos,
como potencial bactericida e ou bacteriostatico, aplicado na odontologia (endodontia
e/ou periodontia) no combate a diferentes tipos de bactérias que contaminam e que

sdo causadoras das principais periapicopatias endodobnticas, objetivando a
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antissepsia do canal radicular. A patente de nimero BR102012027335 (A2), referindo-
se a uma composi¢cao envolvendo nanoparticulas de prata, quitosana e antibiéticos
com potencial antibacteriano combinado. A referida patente diz respeito a confecgéo
de um material que possui atividade antibacteriana e potencial de aplicacdo no
controle de bactérias Gram positivas e Gram negativas, resistentes ou que
apresentem sensibilidade diminuida a antibidticos. A patente de numero
BR102017017454 (A2), refere-se a uma formulagéo para tratamento da candidiase
orofaringea contendo nanoparticulas de prata obtidas através de extrato de
caesalpina férrea, tratando-se de um fitoterapico nanoparticulado em gel para
empresas de produtos odontolégicos, com a finalidade de tratamento da candidiase
oral.

Na andlise do termo “Adesivo dental” com ICP A61K, obtivemos 7 resultados
encontrados na base de dados do ESPACENET-Latipat, uma delas de numero
BRPI06036634(A) adesivo dental de um componente, contendo nanoparticulas
autocorrosivas, endurecidas pela luz, esta invencdo demonstra um material adesivo
gue possui nanoparticulas de dioxido de silicio (SiO2) com tamanho entre 5 a 100nm.

Os resultados contidos na Tabela 12 demonstram que o THE LENS, obteve
0s maiores resultados referente aos termos de busca utilizados nesta pesquisa,
mesmo com classificacdo ICP para precisao dos resultados deste trabalho, isso se da
pelo fato do The Lens ser um recurso de pesquisa online, gratuito, fornecido pela
Cambia, uma organizacao internacional independente sem fins lucrativos dedicada a
democratizacdo da inovacdo, permitindo a busca de mais de 10 milhdes de
documentos de patentes de texto completas, incluindo patentes e pedidos nos
Estados Unidos, patentes e pedidos australianos, patentes Europeias e pedidos de

tratado de Cooperacao de patentes (PCT).
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Tabela 12. Registros da pesquisa realizada para a prospeccéo tecnoldgica para 0s

descritores em inglés.

ESPACENET- THE US JAPAN WIPO -
EUROPEAN LENS PT PATENTS PATENTSCO

O PE
"dental adhesive" AND "silver 10 394 7 19 28
nanoparticles"
"dental adhesive" OR "silver 1305 934.3 496 X 1909
nanoparticles” 85 7
“Dental adhesive” AND "green 1274 1.863 1 0 0
synthesis"
“Dental adhesive” 3 065 81 966 140 2660
“Silver nanoparticles” 146 749 400 1 1909

8
“Red propolis” 33 5 4 0 27
“Dental adhesive” AND 125 509 121 0 391
“nanoparticles”
“Green synthesis of silver 0 22 0 0 20
nanoparticles”
"green synthesis of silver 0 0 0 0 0
nanoparticles" AND "dental
adhesive"
“Green synthesis” AND “silver 0 59 76 0 38
nanoparticles”

Fonte: O autor (2021).

Como demonstrado na Tabela 12 o somatério das patentes encontradas foi
de 938.067, seguido da WIPO — World Intelectual Property Organization, em
portugués OMPI — Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual, isso se da pelo
fato de que a OMPI € uma entidade internacional de direito internacional publico com
sede na Suica e integrante do sistema das nacdes unidas. A direcao estratégica e as
atividades da OMPI séo definidas por seus Estados membro e atualmente sdo 192
estados associados ou seja 90% doa paises do mundo, por isso a grande quantidade
de patentes depositadas neste banco de dados. Na pesquisa como exemplificado na
Tabela 12, demonstra que o somatorio de patentes da WIPO para estes descritores
totaliza 6982, seguidos pela USPTO, ESPACENET e JAPAN PATENTS.

Caracterizando a pesquisa do The Lens, com o descritor “Dental adhesive”

AND “silver nanoparticles”, na leitura e andlise das patentes, observou-se um amento
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do interesse no tema no ano de 2017 com 7 depoésitos de patentes diferentes

relacionadas ao tema, como demonstrado na Figura 31.

2017

2013

2015

2016

2015

2012

2014

Publicagoes por ano
s
3]
=
I |

2018

Figura31. Grafico demonstrativo das publicacfes entre o ano de 2013 e 2020, referente ao
tema “Dental adhesive” AND “silver nanoparticles”, na base de dados The Lens. Fonte:
Adaptado de The Lens(2021).

Na pesquisa observou-se que nao ha registros de patentes relacionadas com
os descritores: “Adesivos dentais” AND “Nanoparticulas de prata”; em todas as bases
de dados pesquisadas no Brasil. Ja nos descritores em inglés “DENTAL ADHESIVE"
AND "SILVER NANOPARTICLES" foram encontrados 8 arquivos envolvendo

“n

patentes depositadas fora do Brasil. Nos descritores “'green synthesis of silver
nanoparticles" AND "dental adhesive™ que € onde obtemos o foco do nosso projeto
nao obtivemos nenhum arquivo com esses descritores, onde podemos concluir o

ineditismo do trabalho, e que se trata de um produto inovador.
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ANEXOS

ANEXO A — PROTOCOLO DE APROVACAO
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ANEXO B — CADASTRO NO SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO
GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO - SISGEN

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A88DA2B

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n° 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A88DA2B

Usuario: Isabel Cristina Celerino de Moraes
CPF/CNPJ: 277.732.994-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Impossibilidade de identificagao

Titulo da Atividade: Estudos de caracterizagiao, avaliagado de propriedades bioldgicas e
aplicagoes da propolis vermelha brasileira em Odontologia

Equipe

Isabel Cristina Celerino de Moraes Porto Universidade Federal de Alagoas

Ticiano Gomes do Nascimento Universidade Federal de Alagoas

Izabel Cristina Gomes de Mendonga centro Universitario CESMAC

José Marcos dos Santos Oliveira Universidade Federal de Alagoas

Lilian Maria Santos Silva Universidade Federal de Alagoas

Dayse Chaves Cardoso de Almeida Centro Universitario CESMAC

Resultados Obtidos

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao
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