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OLIVEIRA.P.C.S. FIOS ORTODONTICOS ANTIMICROBIANOS REVESTIDOS COM
NANOPARTICULAS DE PRATA (Ag)2017. 46f. Dissertacdo ( Mestrado Profissional em
Materiais) - Fundacdo Oswaldo Aranha do Campus Trés Pocos. Centro Universitario de
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RESUMO

Este trabalho apresenta resultados obtidos a partir da insercao de nanoparticulas de
Prata em fios ortoddnticos. As nanoparticulas foram inseridas nos fios através da
sintese hidrotermal, pois se trata de um método verde para a sintese das
nanoparticulas. Foram utilizadas diferentes concentracGes de nitrato de Prata, e esta foi
utilizada a fim de promover uma agao antimicrobiana a esses fios ortodonticos. Os fios
ortodénticos (FO) foram caracterizados por diferentes ensaios fisicos-quimicos, a saber,
Difracdo de Raios-x (DRX), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV), além da realizacdo de ensaios bioldgicos, tais como
Antibiograma, e Citotoxicidade.

Os resultados obtidos mostram que houve a reducdo das particulas de Prata ao
tamanho de nanoparticulas, e que essas nhanoparticulas se apresentaram de maneira
dispersa sobre toda a superficie dos fios ortodénticos (FO). O DRX ndo evidenciou a
presenca de Nps de Prata, devido a baixa concentracdo. No ensaio do DSC, houve a
confirmacédo que a sintese hidrotérmica n&o altera as propriedades do fio, sendo indicada a
sua aplicacdo clinica. No antibiograma, o método utilizado pela literatura, ndo foi suficiente
para detectar efeito antimicrobiano, devido a area de contato ser pequena.

Ao Ensaio de Citotoxicidade FO puros e FO recoberto com nanoparticulas de

Prata ndo se mostraram toxico, sendo indicada sua aplicacao na ortodontia.

Palavras-Chave: Fios de Niti; fios antimicrobianos; nanoparticulas; sintese hidrotérmica.
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ABSTRAT

This paper presents results from the insertion of silver nanoparticles in orthodontic. The
nanoparticles were inserted in by hydrothermal synthesis, since it is a green method for
the synthesis of nanopatrticles. We used different concentrations of silver nitrate, and this
was used to promote an antimicrobial action to these orthodontic wires. The orthodontic
(FO) were characterized by different physical-chemical tests, namely, x-ray Diffraction
(XRD), differential scanning calorimetry (DSC), scanning electron microscopy (SEM), in
addition to biological trials, such as W, and Cytotoxicity.

The results obtained show that the reduction of silver particles the size of nanoparticles,
and these nanoparticles were dispersed manner over the entire surface of the orthodontic
(FO). The DRX not evidenced the presence of silver Nps, due to low concentration. DSC
testing, there was confirmation that the hydrothermal synthesis does not change the
properties of the wire, being indicated to your clinical application. In culture, the method
used in literature, was not sufficient for detecting antimicrobial effect, due to the small
contact area.

To the pure FO and FO cytotoxicity assays covered with silver nanoparticles were not

toxic, being indicated its application in orthodontics.

Keywords: NiTi wires; Antimicrobial threads; Nanoparticles; Hydrothermal synthesis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente é grande a procura nos consultérios odontolégicos, por
pacientes interessados no tratamento ortodéntico. Diversas causas justificam tal
demanda como a modernizacdo dos aparelhos, as vantagens estéticas e
funcionais que eles oferecem apdés a movimentacdo ortodontica, e a

conscientizacdo por parte da sociedade.™

Na ortodontia utilizam-se diferentes fios ortodonticos, que sao responsaveis
pela movimentacdo dentéria. Para que se tenha um melhor desempenho no
tratamento, faz se necessario que o profissional conheca cada uma das

propriedades dos fios.!*! 251120

Os materiais mais utilizados na producado de fio sdo: aco inoxidavel, ligas de
Cobalto-Cromo, ligas de titdnio do tipo beta e mais recentemente as ligas de
Niquel- Titanio (NiTi). Sendo que nesta classe as ligas de NiTi podem ser

classificadas em convencional e duas ligas superelasticas.** #!

Os fios de aco inoxidavel eram os mais utilizados na movimentacao
dentaria. Porem, atualmente, com o desenvolvimento de novas ligas metélicas, o
interesse do profissional em encurtar o tempo de tratamento, e também a
simplicidade do mesmo, fez com que o tais liga ganhassem prioridade pelos

ortodontistas.*"!

Ainda com toda a tecnologia gerando fios mais atraentes, uma grande
preocupacdo dos ortodontistas € o acumulo de placa bacteriana entre o fio e a
superficie dentaria. JA que é estabelecido que os Streptococcus mutans Ssao
responsaveis pela iniciacdo de carie e os Lactobacillus acidophilus pela

progressdo da doenca. Tal efeito faz com que o dente fique mais susceptivel a

desmineralizacdo do esmalte, gerando assim um risco maior a lesdes de carie.[*!

(32]

Este acumulo se da pela incompleta higienizagdo por parte do paciente, pela

ndo remocdo total da placa bacteriana, ja que o0 uso do aparelho e seus

dispositivos dificultam tal procedimento.®?
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Uma modificacdo importante possivel de ser realizada em um fio de NiTi
tradicional a fim de melhorar suas funcdes e torna |6 mais eficiente, é fornecer a
ele propriedades antimicrobianas. Fios ortodonticos antimicrobianos possuem
capacidade de controlar a progressao de céaries, uma vez que a presenca de

elementos antimicrobianos nesses fios pode inibir a presenca de microrganismos

que se fazem presentes na placa bacteriana aderida.®"

Nos dias atuais, a incorporacdo da nanoparticulas de Prata em diversos

dispositivos tem criados novos biomateriais, e seu uso pode oferecer novas

possibilidades ao tratamento ortoddntico.™

Existem diversos agentes antimicrobianos, porém a Prata tem seu
destaque, pois apresenta alta eficiéncia contra doencas causadas por micrébios,
como bactérias e fungos. O grande interesse da incorporacdo da Prata nos fios
ortoddnticos é devido a carie ser uma doenca bacteriana causada pelo
Streptococcus mutans (que séo responsaveis pela iniciacdo) e os Lactobacillus

acidophilus (responsaveis pela progressao da doenca).[t? 1261 (221 [14]

Métodos fisicos e quimicos podem reduzir as particulas de Prata,
transformando as em nanoparticulas. Uma caracteristica relevante das
nanoparticulas € a biocompatibilidade e dificuldade de resisténcia microbiana. Os
ions de Prata causam inibicdo no crescimento das bactérias através do seu efeito
bacteriostatico (inibicdo do crescimento) e bactericida (antibacteriano).Tais

propriedades levaram a ampliacdo dessas nanoparticulas em materiais de uso

médico e odontolégico.?® !

7

A sintese hidrotermal, € um processo onde ocorrem diversas reacdes
quimicas, por meio agquoso Ou oOrgano-aquoso, sob acdo simultanea de calor e

pressdo, e é utilizado para sintetizar as nanoparticulas de Prata.*®

Este trabalho tem como objetivo o revestimento e caracterizacdo de fios
ortodonticos usados em aparelhos ou contensdes, com propriedades
antimicrobianas através do revestimento com nanoparticulas de Prata, obtidas

pela sintese hidrotérmica.

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fios ortodonticos

Diariamente na sua rotina clinica, sdo utilizados diversos materiais pelo
ortodontista, que na maioria de casos, estdo incluidos metais ou mais
corretamente falando, ligas metélicas. Portanto para que o tratamento seja eficaz
faz se necessario que o profissional tenha conhecimento das propriedades
mecéanicas e quimicas dos fios metalicos, e também a interacdo adequada de
diversos fatores tais como fatores relacionados ao paciente, a mecanica aplicada,

aos dentes e suas estruturas de suporte participam da efetividade do movimento

ortoddntico.*312%1

A responsabilidade da movimentacdo dentaria na ortodontia atribui-se aos
fios ortoddnticos. Tais fios devem exercer forcas leves e continuas. Desta maneira
varios fatores devem ser considerados como espessura, composicao da liga
metalica, distancia intrabraquetes, atrito entre o fio e o braquete, seccdo

transversal, tipo de amarrilho, tamanho dos braquetes e a curvatura do arco.*"! %)

Algumas caracteristicas e propriedades sdo de grande valia na escolha
de um fio ideal, tais como caracteristicas de estética, biocompatibilidade,
capacidade de proporcionar baixa friccdo, formabilidade, capacidade de ser
soldado, possuir uma alta energia acumulada, baixa dureza, além de uma boa
capacidade de memoria. Para que ocorra a movimentacdo dentaria € importante

que o fio exerca uma forca leve e continua, diminuindo o potencial de desconforto

ao paciente, de reabsorcdo dentaria e também de hialinizacéo tecidual.**! %!

Existem no mercado diferentes tipos de fios. Sdo eles: fios de aco
inoxidavel, fios de cromo-cobalto, fios de beta-titanio e fios de niquel-titanio que
sédo subdivididos em uma liga convencional e duas ligas superelasticas, o que
diferem muito dos fios ortodonticos convencionais e que tem sido eleita por muitos

ortodontistas, pela simplicidade e rapidez ao tratamento 1%

Com o surgimento das ligas de NiTi na odontologia, grandes mudancas e

aprimoramentos ocorreram nas técnicas de tratamento, trazendo consideraveis
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avangos nos tratamentos ortodonticos. Tal advento deve se a Buehler que em
1963 desenvolveu a liga, e a Andreasen e Morrow (1978) que a apresentou para a

classe odontolégica.l® 71129]

O desenvolvimento das ligas NiTi ocorreu na década de 60, no laboratorio
Naval da Marinha Americana, em Silver Springs — Maryland, Estados Unidos pelo
pesquisador Wilian Bueler. Em tal ocasido foi observado o efeito memoria de
forma desse material, ou seja, essa liga tem grande capacidade de ser
deformada, dobrada, aquecida e resfriada em uma forma especifica, e retornar a
sua forma original antes do aquecimento. Entretanto, essa liga foi aplicada
somente na area de Engenharia nesta época. Foi na década de 70 que iniciou a
producao industrial da liga NiTi na Odontologia, pela empresa Unitek Corporation,

sob 0 nome comercial de Nitinol®.13! 1 [171125]

Em 1976, chegou ao mercado uma nova geracao de ligas de NiTi, que foi
caracterizada por possuir memoéria de forma e superelasticidade. Tal memoria
pode ser definida como a capacidade da liga em alterar sua estrutura atdbmica

mediante a submissdo de temperatura. Atualmente os procedimentos realizados

com tais ligas sdo praticamente padréo na clinica ortodontica.*! 28!

Os fios ortoddnticos de NiTi possuem baixa resiliéncia, assim favorecem o
movimento dentario, sdo pobres em formabilidade, portanto ndo aceitam
soldagem, apresentam maior coeficiente de atrito com braguetes quando
comparados aos de acgo, ndo aceitam dobras. Por ndo aceitarem reconformacéo

s&o vendidos em formato pré- contornados.!¥°!

Na ortodontia, as reacfes bioldgicas € um fator importante na selecdo dos
dispositivos utilizados no tratamento. Com isso faz se necesséario a utilizagdo de
materiais que apresentem biocompatibilidade, baixa toxicidade, baixo indice de
alergia e hipersensibilidade, a fim de evitar qualquer alteracdo no sistema
imunoloégico do paciente. Portanto um biomaterial deve apresentar algumas
caracteristicas para que se torne ideal, como ser biocompativel, resistentes a
grandes impactos, ter variedades deformas e tamanhos, e capacidade de atuar na
interface biolégica do sistema melhorando qualquer dispositivo que interfira de

forma negativa ao organismo. 2% €1%°]
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Com o advento de novas ligas no mercado como ligas de NiTi, que
apresentam diferentes propriedades mecanicas, o ortodontista obteve recursos
adicionais para a obtencdo do controle sobre a magnitude da for¢ca aplicada no
tratamento ortodéntico. Atualmente as ligas superelasticas e com memoria de

forma sdo amplamente usadas pelos ortodontistas, sendo praticamente padréo

nos consultérios odontolégicos.?? 231125]

Nos ultimos anos, a utilizacdo de superelasticidade tem sido selecionada
pelos ortodontistas para iniciar os movimentos dentarios na primeira fase do
tratamento, por ser considerada biologicamente compativel com tais movimentos,
por incluir a capacidade de melhor adaptacdo na ranhura do braquete, propiciando

simplicidade e rapidez ao tratamento e envolvendo a fase de alinhamento e

nivelamento.*3 23]

As ligas de NiTi possuem algumas caracteristicas que as tornam atraentes
como alta elasticidade, boa resisténcia e baixa rigidez. Essas propriedades fazem
como que os fios apresentem maior resisténcia a deformacado permanente e que

retornem a sua forma original apés o uso.®?

A mecanica ortodontica consiste no acumulo de energia elastica e
transformacdo dessa energia em trabalho mecanico, gerando assim a
movimentagdo dentaria. Para ter controle do movimento dentario, o ortodontista
necessita da aplicagdo de um sistema de forcas especifico, direcionado por
acessorios tais como os fios ortoddnticos. Apesar do vasto numero de fios
ortodénticos no mercado, os mais utilizados sdo: o aco inoxidavel; as ligas de

niquel-titanio (NiTi) que podem ser superelasticos, termodinamicos e com adicéo

de cobre; as ligas de Titanio tipo beta e as estéticas de compésitos.*3 %!

E muito importante que o profissional conheca cada uma das propriedades
dos fios para a melhor selecdo no tratamento. Na aparelhagem fixa, a fase mais
importante consiste no alinhamento e nivelamento, e necessita de forcas leves e
continuas para produzir um movimento dentario eficiente e com o minimo de

repercussdo para os dentes e tecidos de suporte.3125/ 14
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Atualmente é possivel o ortodontista utilizar arcos de secc¢do transversal
retangular com mddulos de elasticidade adequados, com capacidade de
manter o controle sobre a posicao radicular, mesmo durante as fases iniciais da
terapia ortodéntica. Por estarem com contato direto com a mucosa bucal por um
periodo de tempo, é imprescindivel que os fios sejam resistentes a corrosdo, ndo
permitam a liberacdo de ions na cavidade bucal e ndo gerem respostas alérgicas,

sendo compativeis com os tecidos bucais.! % %!

Para que a movimentacdo ortoddntica seja efetiva, faz se necesséario a
interacdo adequada de fatores relacionados ao paciente, a mecéanica que se aplica
aos dentes e estruturas de suporte, e 0 mais importante, aos fios ortodénticos. Por
anos, os fios de aco inoxidavel eram os eleitos para o tratamento ortodéntico,
porem com o0 advento de novos fios que atuam encurtando o tempo de cadeira,
bem como do tratamento como um todo, aumentou o interesse dos profissionais

por tais ligas metalicas novas.™"

Para uma eficaz correcdo ortodbntica é necessario a coeréncia dos fios

ortodbnticos juntamente com um Otimo diagnostico e planejamento, assim

minimizando o periodo de tempo clinico de tratamento.™"

2.2 LesOes de mancha branca e incidéncia de carie

7

Atualmente é consideravel o avanco da ortodontia em diferentes casos,
porém uma questao ainda continua a ser um efeito colateral negativo e de grande
preocupacao pelos ortodontistas, que € a alta incidéncia de manchas brancas em

torno de braquetes e bandas, pés tratamento ortoddntico.?

O grande acumulo de placa bacteriana entre o fio e a superficie dentaria,
expde o dente em maior risco de desmineralizagdo do esmalte, exacerbando

assim o risco de lesbes de céries. Os aparelhos ortoddnticos impedem uma

correta técnica de higiene, responsavel pela remoc&o total desta placa.? %

Lesdes de mancha branca sao consideradas areas de descalcificacédo local
do esmalte e se apresenta com uma opacidade branca leitosa sem formacgéo de
cavidades. Tal processo pode ser atribuido a incompleta remoc¢do de placa
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bacteriana pela dificuldade de higienizacdo oral, que faz como que ocorra uma
diminuicdo do pH inclinando o equilibrio desmineralizacdo-remineralizacdo para a
perda de mineral (desmineralizacéo), que aumenta a susceptibilidade de céarie, ja
que alguns grupos bacterianos como Streptococcus mutans e Lactobacillus

acidophilus fermentam acglcares para criarem um ambiente acido, que ao longo do

tempo, induzem ao desenvolvimento da carie dentaria.*?

A prevencdo da desmineralizacdo durante o tratamento ortoddntico ainda é
um desafio enfrentado pelos ortodontistas, apesar da moderna evolucdo em
prevencao de céaries. Considera-se que a dificuldade de higiene, gera um acamulo
de placa bacteriana, e consequentemente o desenvolvimento de lesdes de

mancha branca ao redor de braquetes, ja que ap6s a completa colocacdo do

aparelho ortoddntico fixo uma mudanca na flora bucal ocorre.?

Estdo presentes na placa niveis mais elevados de bactérias acidogénicas
principalmente Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus , que fazem com
que o ocorra a diminuicdo do pH, levando assim a progressdo de céries. As
manchas brancas tornam se visiveis em tornos dos braquetes dentro de 1 més
apos a colocacédo do aparelho, embora a formacéo de caries geralmente levam em

torno de 6 meses, e é comumente vistas nas superficies vestibulares e gengivais

dos elementos dentarios.

2.3 Aimportancia das nanoparticulas de Prata

A nanociéncia ou nanotecnologia pode ser definida como um processo de
transformacdo dos materiais em escala nanométrica, que variam de 0,1 a 100 nm,
apresentando suas propriedades e comportamentos comparados aos materiais

em escala macroscopica. As nanoparticulas tem o tamanho menor do que 100
nm.[711211[5]

A manipulagdo da matéria nos niveis atdbmico e molecular pode ser
definida como nanotecnologia. A nanobiotecnologia € a combinacdo entre a
nanotecnologia e a biotecnologia, sendo esta muito importante, pois traz a

sociedade varios beneficios utilizados em medicina, agricultura, eletrénica,
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cosméticos, meio ambiente etc. As nanoparticulas de Prata apresentam grande
potencial de matar germes e atuam em sinergia, por isso sdo amplamente usadas.
Estudos comprovaram que as nanoparticulas de Prata apresentam alta eficiéncia
contra doencas causadas por microbios como bactérias (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginoa) e fungos (micose de pele) e Candida

albicans.®

Atualmente tem sido utilizado o recobrimento de nanoparticulas de Prata na
superficie de materiais utilizados em aplicacbes biomédicas, com isso, surgem

novos modelos de biomateriais. As nanoparticulas de Prata destacam por

conterem amplo espectro e propriedades antimicrobianas. '8 1161 (28]

O uso de nanoparticulas em ortodontia pode oferecer novas possibilidades
ao tratamento ortodontico, porém, alguns estudos mais aprofundados devem
investigar o desempenho a longo prazo do material a ser utilizado tal como os

possiveis problemas de seguranca (toxicidade) que podem ser associados ao

tamanho das nanoparticulas.™

Com o surgimento de bactérias resistentes aos antibiéticos, alguns metais
em forma de nanoparticulas se tornaram bastaste atraentes. Ha uma
probabilidade menor das bactérias desenvolverem resisténcias as nanoparticulas

metdlicas do que aos antibiéticos convencionais.?!

Varios agentes antimicrobianos exercem papéis importantes, porém a
Prata é um elemento quimico de destaque. A Prata atua na inativacdo de
microrganismos através da interagdo com suas enzimas, proteinas ou DNA, para
qgue haja o bloqueio da proliferacéo celular ou a divisdo celular. Uma ligacdo da
Ag as células bacterianas negativas faz com que ocorra a alteracdo da

funcionalidade da membrana celular, assim impedindo a regeneracao

bacteriana.'?

A Prata é bem conhecida pela sua atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e negativas, fungos, protozodrios e alguns virus. Os fios
revestidos de Prata apresentam propriedades anti-aderentes eficaz contra

Lactobacillus acidophilus. As superficies de revestimento de Prata podem ser
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obtidos por diferentes métodos como: deposicdo de vapor fisico, eletrodeposicéo,

nao eletrolitico e metalurgia.?"

Uma caracteristica muito importante para a atividade bactericida da Prata
€ decorrente da interacdo entre a carga negativa da parede celular da bactéria e
as cargas positivas das nanoparticulas de Prata. Desta forma um aumento da
permeabilidade da célula na membrana da bactéria as deixa incapaz de regular o
transporte ente o plasma bacteriano e o exterior da célula o que resulta na sua
morte. Neste caso os ions de Prata provocam a libertacdo de ions K+ estrutura

das bactérias, assim o plasma bacteriano é um sitio alvo importante para os ions

de Prata.[*01126]

Industrias eletrénica, quimica e médicas utilizam pds de Prata de tamanhos
ultrafinos, devido as propriedades Unicas, como elevada condutividade elétrica e
térmica, elevada resisténcia a oxidacdo e a acdo bactericida. A Prata em
comparacdo ao iodo apresenta maior durabilidade, elevada estabilidade de

temperatura e volatilidade reduzida.?®

Desde tempos antigos sabe que os ions de Prata (Ag) causam um efeito
antimicrobiano para uma vasta gama de microrganismos, como bactérias Gram-
positivas e negativas, fungos, protozoarios e certos virus. Hoje este

elemento em sua forma catiénica é usado na Medicina em diversas aplicacdes,

como na area ortoddntica, em cateteres e para cicatrizacéo de queimaduras.™®

FENG et al (2000) demonstrou que as bactérias possuem sua
superficie carregada negativamente e, quando em contato com o cation de
Prata, os ions interagem com a membrana bacteriana, causando descontrole
hidroeletrolitico na célula e desequilibrando a utilidade de suas enzimas. O
revestimento de Prata dificulta a adesado de microrganismos nos fios e 0s ions
de Prata invadem o citoplasma e se acumulam como granulos em vacuolos, em
membranas citoplasmaticas e, finalmente, na regido do DNA, impedindo sua

replicacéo e, consequentemente, o crescimento bacteriano.
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2.4 Sintese hidrotermal

Nos ultimos anos tem se desenvolvido varios métodos para a preparagcao
de nanoparticulas de Prata. A grande maioria deles necessita da utilizacdo de
solventes organicos toxicos e agentes redutores, tais como borohidreto de sédio
B4 N, N- dimetilformamida ¥, e/ou um agente de protetor coldide/surfactante.
No entanto, todos estes reagentes quimicos trazem riscos de seguranca

ambientais e biolégicos por serem altamente reativos.

A sintese hidrotermal é definida como um processo onde reacfes
guimicas ocorrem em meio aquoso ou organo-aquoso, sob a aplicacdo simultanea
de calor e pressao, e € também conhecida como "método verde". Tal método é
utilizado para sintetizar as nanoparticulas de Prata e atender a crescente demanda

de aplicacéo das nanoparticulas na biomedicina.®®

Devido as vantagens no processamento de materiais nanoestruturados
para uma grande variedade de aplicacfes tecnoldgicas como produtos eletrénicos,
ceramicos, biomédicos e biofotbnicos, a sintese hidrotermal vem sendo uma das
mais importantes ferramentas para o avanco de tais processamentos. A técnica
atua como uma das técnicas mais atrativas para o processamento de materiais

nano-hibridos e nanocompoésitos, além de auxiliar no processo de

monodisperséo e alta homogeneidade das nanoparticulas.™

O termo "hidrotermal® pode ser definido como uma reacdo quimica
heterogénea na presenca de um solvente (seja ele aquoso ou ndo aquoso) acima

da temperatura ambiente e sobre pressdo maior que 1 atm em um sistema

fechado.™

Por possuirem diversas vantagens em relacdo aos outros meétodos, 0s
processos hidrotérmicos podem ser utilizados para a obtencdo de produtos com
alta homogeneidade e altos graus de pureza, obtencdo de cristais simétricos,
compostos estaveis com propriedades Unicas; requer uma menor temperatura de
sinterizacdo; possui a capacidade de produzir materiais com grande variedade de

composi¢des quimicas; requer baixa energia; possui tempo de reacao rapido, entre
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muitas outras aplicagdes. A Figura 1 ilustra um reator comumente utilizado no

processo de sintese hidrotermal.®

Fig 1. Reator utilizado no processo de sintese hidrotermal.
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Fonte: Adaptado de Byrappa & Adschiri (2007).

O uso de temperaturas de reacdo relativamente baixa, a maior
homogeneidade de fase e controle da morfologia das particulas, a reduzida
aglomeracao das particulas formadas, a distribuicdo uniforme do tamanho das
particulas, além da ndo utilizacdo de solventes toxicos, sdo algumas das
vantagens dos processos hidrotérmicos sobre as vias de sintese de

nanoparticulas convencionais. Com isso tal processo tem sido aplicado com

sucesso na sintese de diferentes nano-materiais.® 711371

Alguns processos ja foram utilizados na preparacdo de nanoparticulas,
mas até entdo, estes apresentaram riscos citolégicos e ambientais. Um
processo vantajoso na obtencdo dessas nanoparticulas € a sintese hidrotermal,
técnica que vém sendo bastante utilizada na nanotecnologia devido ao fato de
nao ser prejudicial ao meio ambiente, j& que gera residuos quimicos em
baixissimas quantidades, e devido a relativa facilidade de producéo, criando
grandes quantidades de amostras. Neste processo reacdes quimicas ocorrem
em meio aguoso Oou organo-aquoso, sob aplicacdes simultaneas de calor e

pressao. Bl

Atualmente é a técnica mais utilizada no processamento de materiais

nano- hibridos e nanocompdsitos, auxiliando também na dispersdo e alta
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homogeneidade das nanoparticulas. Na presenca de um solvente aquoso ou
nao aquoso, em condi¢bes de temperatura acima da ambiente e sob presséo
maior que 1 atm, essa técnica apresenta vantagens na producdo de materiais

com composicao quimica variada, além de requerer baixa energia e ter o tempo

de reacdo relativamente rapido.?

Suas vantagens ainda vao além: a técnica hidrotermal é ideal para o
processamento de pés muito finos com alta pureza e controlada estequiometria,
com distribuicdo de particulas de morfologia controlada, apresentando menos
defeitos, alta cristalinidade, excelente reprodutibilidade e alta reatividade, além
de facilidade de sinterizacdo. Seu mecanismo se resume da seguinte maneira: a
solugdo contendo elementos que se querem processar entra em contato com
a parede de um reator hidrotérmico que € aquecido por fonte externa via
conducéo térmica. Isso cria correntes de conveccgdo no interior da solucéo, o que
a mantém sob constante agitacdo até que se alcance um equilibrio térmico. O
sistema recebe pelo aquecimento energia suficiente para a reducédo da Prata ao
tamanho de nanoparticula, que pode entdo ser inserida nos materiais em que

se deseja utiliza-|4.% 7 11

Uma nova perspectiva se destacou no século 21, que foi a tecnologia
hidrotérmica. A Figura 2 demonstra que tal tecnologia reune todas as
importantes tecnologias para a formacdo da tecnologia hidrotermal, como a
geotecnologia, biotecnologia, nanotecnologia e tecnologia de avanco de

materiais.

Fig. 2. Tecnologia hidrotermal no século 21.

Nanotecnologia

Fonte: Adaptado de Byrappa & Adschiri (2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéao de fios ortoddnticos de Niquel-titanio

Para essa avaliacao foram utilizados 40 arcos ortodénticos superelésticos
de niquel-titanio pré contornados, de duas marcas distintas. Foram selecionados
20 arcos da marca Abzil, classificada como (MA) e 20 arcos da marca
Orthometric, classificada como (MO). Da MA o0s arcos apresentaram
0,017"x0,025" de seccéo e foram do lote 1410600410. Da MO os arcos também
apresentaram 0,017"x0,025" de secc¢éo e foram do lote 026712001.Ambos com
recomendacao de utilizacdo na arcada superior. A figura 3 mostra o arco da MA.

Fig.3 Arco ortodéntico da marca Abzil (MA)

Fonte: Propria autoria

3.2 Classificagdo dos Fios Ortoddnticos

Os FO foram classificados conforme as marcas Abzil e Orthometric, e
de acordo com a concentracdo de nanoparticulas de Prata, evidenciados na
tabela 1.
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MARCA ABZIL (MA) MARCA ORTHOMETRIC (MO)

CONCENTRACAO (mol.) CONCENTRACAO (mol.)

MA CTRL ~ MO CTRL -
SEM ADICAO DE PRATA SEM ADICAO DE PRATA
AMOSTRA CONTROLE AMOSTRA CONTROLE

MA1L 10" MO1 10"
MA2 10° MO2 102
MA3 10°® MO3 10°®

Tabela 1.Concentracdo de nanoparticulas de Prata das marcas MA e MO

10°
3.3 Revestimento dos fios ortodénticos de Niquel-titAnio por insercdo de

nanoparticulas de Prata

Foram realizados ensaios pela reducdo "in situ" das nanoparticulas de
Prata nos fios ortodénticos, e como percursor da Prata o AgNOj; foi eleito. O
método da sintese hidrotermal foi utilizado para a reducéo "in situ" dos ions Ag+, e
em tal procedimento foi utilizado um reator similar a uma autoclave, representado
na figura 4, para que ocorra o controle da pressdo e temperatura durante a
sintese. O objetivo da utilizacdo do reator hidrotérmico foi controlar a morfologia, o

formato e disperséo das nanoparticulas (NPs) de Prata.

Os fios ortodonticos previamente lavados foram colocados sob agitagéo por
um periodo de 3 horas a 160 rpm em agitador IKA KS 130 Basic, juntamente
com 30 mL da solucéo de AgNOs3. Apds o periodo de agitacdo, foram transferidas
para o recipiente de teflon do reator hidrotermal, mostrado na Figura 4,
juntamente com a solucdo utilizada durante a agitacdo. Apés a montagem do
reator, este foi colocado em estufa a 120°C por um periodo de 4 horas, seguindo
metodologia adaptada de Yang et al. (2000). Apés o periodo de reacdo
hidrotermal, os fios foram lavados com agua destilada para a retirada do excesso

de solugdo. Foram utilizadas solugcbes de AgNO; em trés concentracdes

diferentes: 10, 102 e 10 mol.
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Fig.4 Reator hidrotérmico utilizado para a insercao das nanoparticulas de Prata nos fios ortodonticos

Fonte: Prépria autoria.

3.4. Caracterizacdo fisico-quimica e biolégica dos fios ortoddnticos de
Niquel- titanio

Os nanocompdsitos foram caracterizados por diversas técnicas, incluindo
Difratometria de Raios-X (DRX), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), além da realizacdo de ensaios
biolégicos, tais como Antibiograma e Citotoxicidade.

3.4.1 Difratometria de raios-X (DRX)

Tal técnica permite a realizacdo de estudos estruturais em materiais,
determinando sua estrutura cristalina e sua fracdo percentual cristalina.
Possibilita a determinacdo da célula unitaria de um dado elemento. Os
difratogramas de Raios X foram obtidos utilizando-se um difratdmetro Rigaku
RINT2000 demonstrado na figura 5, com poténcia de 40 kV, 50 mA. Detector:

26



D/teX Fendas com divergéncia de 0,25 graus e Soller primaria e secundaria
de 2,5° de divergéncia. O comprimento de onda K; = 1,5406 A e k, = 1,5444 A,
I/l; = 0,5. A regido de 2 medida: 1 a 60°. O modo de medidas foi de varredura
continua de 4°min, 2 = 0,020°. Tal ensaio foi realizado no Laboratério de
Quimica UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP.

Fig.5 Difratbmetro Rigaku RINT2000

Fonte: Laboratério de Quimica UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP

3.4.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O método de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) & o mais
frequentemente empregado para analises térmicas. Tal técnica permite identificar
as temperaturas de transicao de fase e a quantidade de energia liberada ou
absorvida durante o resfriamento e/ ou aquecimento. As curvas DSC foram
obtidas em DSC1 da Mettler, demonstrado na figura 6, com massa de 3 mg,
cadinho de aluminio. Atmosfera inerte de nitrogénio, e fluxo de 70mL/mg. As
analises foram realizadas no Instituto de Quimica da UNESP em Araraquara-SP e
UNIARA-SP.
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Fig.6 Calorimetro Mettler

Fonte: Instituto de Quimica da UNESP em Araraquara-SP e UNIARA-SP.

3.4.3 Microscopia eletrbnica de varredura

Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) € uma das principais
ferramentas disponiveis para o estudo da estrutura fina da morfologia de materiais.
As micrografias foram obtidas no microscopio eletrdnico modelo JEOL JMF-6700F
(Field Emission.Scanning Electron Microscopy), demonstrado na figura 7. A
amostra foi colocada em suporte de cobre, recoberta com uma camada de ouro
com espessura de 1nm durante 60 segundos; tensdo de 3KV e corrente de 9,5
MA. As andlises foram realizadas no Instituto de Quimica da UNESP em
Araraquara-SP e UNIARA-SP.
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Fig.7 Microscoépio eletrénico modelo JEOL JMF-6700F (Field Emission.Scanning Electron
Microscopy)

Fonte: UNESP/Araraquara

3.4.4 Antibiograma dos fios ortoddnticos de Niquel-titanio revestidos de
Prata

Tal ensaio foi realizado através de teste por contato.

Cepas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus — ATCC 25923) e
Gram-negativas (Escherichia coli - ATCC 25922) foram semeadas em TSB (Triptic
Soy Broth) marca OXOID e incubadas por um periodo suficiente para atingir a
escala turbidimétrica 0,5 de MacFarland, correspondente a 1,5x10® UFC
(Unidades Formadoras de Colénias)/mL.

Foram adicionados 5 mL da suspensdo bacteriana na escala 0,5 de
MacFarland em tubo Falcon, juntamente com um fragmento do fio controle (area
1cm®), e o mesmo foi feito com cada amostra teste, nas diferentes concentracdes
testadas. O tubo foi incubado sob agitacdo em estufa BOD, marca Marconi, a 35 °C
por um periodo de 24 horas. Em seguida, 100 pL da suspenséo foram semeados em
uma placa de Petri contendo agar Agar Mueller Hinton, marca Difco, com o auxilio
de uma alca de Drigalski. A placa foi incubada em estufa bacteriol6gica, marca
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Marconi, a 37 °C por 18 horas. Apdés o periodo de incubacdo, foi realizada uma
andlise quantitativa para a avaliacdo do numero de col6nias crescidas. Tal ensaio foi
realizado no Laboratério de Quimica da UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP.

Fig.8: Esquema do procedimento a ser realizado nos testes bioldgicos dos fios
ortoddnticos com e sem adicdo de Prata

Fios com Ag

Fios sem Ag

Fonte: Propria autoria

3.4.5 Citotoxicidade

As células foram semeadas em placa de cultura de 96 pocos, mantidas em
meio de cultura enriquecido com SBF e antibiéticos e encubadas em estufa 37°C
em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico, por 24

horas.

As amostras mediam 1 cm e pesava aproximadamente 25mg. Os extratos
foram preparados utilizando a concentragdo 25mg/mL e mantido em estufa
37°C por 24 horas.

Apés 24 horas, o meio de cultura foi substituido por 100uL dos extratos.
Foram preparadas triplicata. E mantidos em estufa 37°C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico, por 24 horas.

Apbs 24 horas os pocgos foram lavados com PBS 1X, e foram adicionados
50 uL de MTT, a placa foi novamente incubada em estufa 37°C por 4 horas. ApGs
4 horas, 100 uL de isopropanol foram adicionados aos po¢os e homogeneizados

delicadamente para a solubilizac&o dos cristais de formazan.

Os valores de densidade 6ptica (DO) obtidos em um comprimento de onda
(A\) de 570 nm num espectrofotometro foram convertidos em percentagens de



viabilidade celular relativa amostra controle negativo. Tal ensaio foi realizado no
Laboratorio de Quimica da UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP.

A tabela 2 mostra a linhagem celular, as células e o meio de cultura

depositadosem cada fio.
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Amostras Linhagem celular Células/pocgo Meio de cultura
(1) FO 10 CRTL + DMEM (Gibco/
Thermofisher), suplementado com
(2) FO 10-? Soro Bovino Fetal (SBF)(nutricell) e
MC3TE (Pré 4 enicilina e estreptomicina 10U/mL
Osteoblasto) 1x10 P ) P
(3) FO 10-3 (sigma)
(4) FO Controle (CTRL) CRTL — DEM + 25% de DMSO

Tabela 2: Linhagem celular, as células e o meio de cultura depositados em cada fio.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentam resultados obtidos a partir da insercdo de
nanoparticulas de Prata em fios ortodonticos (FO). As nanoparticulas foram
sintetizadas in situ usando o FO por meio da sintese hidrotermal. Foram
utilizadas diferentes concentra¢des de nitrato de Prata, e esta foi utilizada a fim
de promover uma acdo antimicrobiana a esses fios. Os FO foram
caracterizados por diferentes ensaios fisico-quimicos, a saber, Difratometria de
Raios-X (DRX), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV), além da realizacdo de ensaios bioldgicos, tais

como Antibiograma e Citotoxicidade.

4.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

As fases cristalinas foram identificadas com o banco de dados PDF-2,

conforme se observa no difratograma Rigaku RINT2000.

Para as amostras MA1 e MA CTRL foram identificadas as fases NiTiO3
(PDF 77-152), NiTi (PDF 65-4572) e Ni3Ti30 (PDF 75-399), representadas na figura
9 como era de se esperar, devido a composi¢cao quimica dos fios ortodonticos. A

presenca das Nps de Ag nado foram evidenciadas, provavelmente devida a baixa

concentracdo de Prata, ou o tempo de aquisicao utilizado nessa medida.

Fig 9: DRX MAl1 e MA CTRL
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Fonte: Laboratorio da UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP
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Para as amostras MO1 e MO CRTL foram identificadas as respectivas fases
NiTiO3 (PDF 77-152), NiTi (PDF 65-4572), confirmando a composi¢do quimica do
fio. Observou-se ainda um pico com pequena intensidade relativo a presenca de
Nps de Ag.

Para ambas os filamentos utlizados, os dados de DRX ainda permitem
inferir que o processo hidrotermal ndo alterou de maneira significativa os perfis dos
difratogramas dos filamentos, e que pode de fato ser um processo utilizado para a

producéo de fios antimicrobianos.

Fig 10: DRX MO1 e MO CTRL
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Fonte: Laboratério da UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP

4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

No presente ensaio foram realizados estudos nas amostras controle e com

concentragéo de 10-1 de Ag, demonstrados nas figuras 11 (a-b) e 12 (a-b).

Nas amostras MA CTRL pode se observar uma curva similar tanto nas
amostras controle quanto na amostra com adicdo de nanoparticulas de Prata
mostrando uma transicdo perto de 14,11°C. Os picos exotérmicos da MA CTRL
foi de 7,85°C e MA1 de 7,10°C e nos picos endotérmicos na MA CTRL foi de
14,11 °C e MA1 12,97°C. Portanto tal ensaio mostrou que a presenca de Nps de
Ag apds a sintese ndo alterou as propriedades do fio sendo interessante a sua

aplicacdo clinica.
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Fig 11: (a) amostra MAL, (b) amostra MA CTRL
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Fonte: Laboratorio da UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP

Nas amostras MO CTRL e MOL1, os resultados demonstraram que o
processo hidrotérmico ndo gerou alteracdo mesmo apdés a adicdo de
nanoparticulas de Prata. Embora o pico exotérmico da MO CTRL ter sido 16,5°C e

a MO1 ter sido 7,85°C, nos picos endotérmicos das duas amostras se mostraram



na mesma faixa de 14,11°C. Portanto conclui se que ha uma pequena alteracao,
mas nada que influencie na faixa operacional do fio.

Fig 12: (a) amostra MO1, (b) amostra MO CTRL
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4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A figura 13 apresenta resultado de MEV para a amostra MA. Conforme
observado nas imagens (a-b), o FO apresenta uma superficie porosa. Entretanto,
para todas as amostras de FO modificadas pela sintese hidrotérmica com nitrato
de Prata, observa- se claramente particulas de Prata distribuidas de forma
homogénea por toda a superficie do FO. A presenca de Ag se diferencia devido ao
brilho, evidenciada pelos pontos brancos observados nas imagens. Todas as
amostras de Fio modificadas com Prata possuem o metal em escala nanométrica,

com tamanhos inferiores a 20 nm.

Fig 13. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura: MA CTRL (a-b), MA1 (c-d), MA2 (e-f), MA3
(g-h).
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Fonte: Laboratério da UNESP Araraquara-SP e UNIARA-SP

A figura 14 apresenta resultado de EDS para as amostras MA CTRL, MA1, MA2 E
MA3.

Conforme observado na imagem, o FO apresenta composicdo quimica
compativel com aquela sugerida pelos fabricantes. A presenca dos elemento Ni e
Ti fica evidenciada sobre toda a superficie dos FO. O EDS para toda as amostras
de FO modificadas pela sintese hidrotérmica com nitrato Prata confirmam a
insercdo do elemento Ag nos FO. A presenca dos elemento Ni e Ti também ficou
evidenciada sobre toda a superficie dos FO, mostrando que a sintese hidrotérmica
ndo causa nenhum destrui¢éo nos FO.
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Fig 14. Resultado de EDS para todas as amostras MA CTRL, MA1, MA2 e MA3.
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4.4  Antibiograma dos fios ortodénticos de Niquel-titanio revestidos de
Prata

No presente ensaio, os fios ndo se mostraram antimicrobianos devido a

area de contato ser pequena, como demonstrado na figura 15.
O ensaio foi feito apenas para a amostra MA.

O meétodo utilizado pela literatura, ndo foi suficiente para detectar efeito

antimicrobiano, devido a area de contato ser pequena.

Fig 15: Antibiograma realizado pelo modo contato amostras MA CTRL, MA1, MA2 e MA3.

Fonte: Propria Autoria



45 Citotoxicidade

A figura 16 mostra os valores de densidade Optica (DO) obtidos em um
comprimento de onda (A) de 570 nm num espectrofotometro, convertidos em
percentagens de viabilidade celular relativa amostra controle negativo. Nos
ensaios para o controle negativos foram utilizados DMEM + soro bovino feral +

antibioticos, e para o controle positivo foram utilizados DMEM + 25% DE DMSO.

Ao Ensaio colorimétrico de Citotoxicidade os FO puros e FO recobertos com
nanoparticulas de Prata ndo se mostraram toxico, sendo indicada sua aplicacao
na ortodontia. Quanto mais viavel a porcentagem de células, menos toxico serao
os FO.

Tanto os FO puros quanto aos revestidos com Prata, ndo apresentaram
acao citotoxica comparados ao controle positivo.
Fig 16: Valores de densidade o6ptica (DO) obtidos em um comprimento de onda (A) de 570 nm

num espectrofotometro, convertidos em percentagens de viabilidade celular relativa amostra controle
negativo
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5. CONCLUSAO

Os fios ortodénticos contendo nanoparticulas de Prata foram preparadas
por meio da sintese hidrotermal, um -método verde para a reducdo de
particulas a tamanhos nanométricos. Esse meétodo mostrou-se bastante
eficiente, uma vez que apresentou particulas de Prata de tamanhos inferiores a
20 nm.

Tal método hidrotérmico é realizado sem agentes quimicos, tendo

indicagdo de uso na odontologia.

Nos ensaios de DSC, para as amostras MA e MO, mostraram que a
presenca de Nps de Ag apoés a sintese nao alterou as propriedades do fio sendo

interessante a sua aplicacao clinica.

Os resultados obtidos por MEV comprovam que as NPs de Prata foram
inseridas nos fios ortoddnticos, e que as mesmas se apresentaram de

maneira dispersa e homogénea sobre os FO.

N&o houve alteracdes na espessura do FO e ocorreram formacdes de
nanoparticulas de Prata independentes da concentracdo, com isso, demonstrou

que a sintese hidrotérmica ndo causa nenhuma destruicao nos FO.

A utilizacdo da sintese hidrotermal para a reducdo das particulas de
Prata em tamanho nanométricos pode ser um diferencial na ortodontia devido

ndo utilizagdo de solventes orgéanicos toxicos e agentes redutores.

No antibiograma, o método utilizado pela literatura, ndo foi suficiente
para detectar efeito antimicrobiano, devido a area de contato ser pequena,

portanto € sugerido um préximo ensaio com a utilizacdo de outras tecnologias.

Ao Ensaio de Citotoxicidade FO puros e FO recobertos com
nanoparticulas de Prata ndo se mostraram téxico, sendo indicada sua
aplicacado na ortodontia. Quanto mais viavel a porcentagem de células, menos

toxico serdo os FO.
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Conclui se que os fios ortodonticos revestidos com nanoparticulas de
Prata tém indicacdo clinica por ndo apresentarem toxicidade ao meio bucal e

também que a sintese hidrotérmica néo altera as propriedades dos fios.
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