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RESUMO

Infecgoes endodonticas por Escherichia coli resistentes a antimicrobianos convencionais
representam um desafio clinico relevante que pode ser superado com o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas baseadas em nanotecnologia. A utilizacdo do vanadato de
prata nanoestruturado decorado com nanoparticulas de prata (B-AgVOs3) representa uma
alternativa promissora dado o seu amplo espectro de acdo, o qual, adicionado em gel, podera
configurar um material de facil aplicac¢do intracanal para controle de infecgdes. O objetivo
deste estudo foi desenvolver um gel com B-AgVOs e avaliar sua atividade antimicrobiana
contra E. coli. O B-AgVOs foi sintetizado e caracterizado por microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Posteriormente, foram formulados os seguintes grupos de géis: sem
antimicrobiano (GO0), 0,12% p/v de B-AgVO3 (G1) e 0,12% p/v de clorexidina (G2). GO, G1
e G2 foram avaliados quanto ao pH (n=5), caracteristicas organolépticas (n = 5) e atividade
antimicrobiana contra E. coli por meio do ensaio de difusdo em agar (n = 5). O B-AgVOs;
sintetizado apresentou colora¢do amarelada e morfologia de nanocristais aciculares com a
superficie decorada com nanoesferas metalicas. Os géis apresentaram pH neutro (p = 0,450)
e caracteristicas organolépticas (aspecto e odor) semelhantes entre si, no entanto a coloragao
variou de transparente para G0, amarelo (G2) e branco (G3). Relativo a acao antimicrobiana,
G1 apresentou maior halo de inibicao (26,11 + 0,46 mm) em comparagdo com G0 e G2 (p =
0,00). Portanto, o gel desenvolvido com 0,12% p/v de B-AgVOs apresentou elevada
atividade antimicrobiana contra E. coli em comparagdo com o gel de 0,12% p/v de
clorexidina. Estes resultados incentivam futuras investigacdes sobre o potencial antibiofilme
dessa formulacao em modelos endoddnticos.

Palavras-chave: Vanadato de prata nanoestruturado. Nanoparticulas de prata. Gel. Infecgao.
Escherichia coli.

1 Introducao

A aplicacdao da nanotecnologia no campo odontoldgico permite o desenvolvimento
de novos materiais antimicrobianos para prevenc¢do e controle de infec¢des orais.[1-10] As
infec¢des endodonticas configuram-se entre as mais prevalentes na cavidade oral e estdo
associadas a aproximadamente 50% dos casos de perda dentaria.[11-14] Estas infec¢des se
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estabelecem no sistema de canais radiculares apds necrose pulpar, comumente decorrente de
lesdes profundas de carie dentaria, doenga periodontal avangada ou procedimentos
iatrogénicos.[11-14]

A colonizacao do sistema de canais radiculares ocorre pela adesdo e formagao de
biofilmes a partir de espécies comensais da cavidade oral como Streptococcus spp,
Staphylococcus spp. € Bacillus spp., assim como de bactérias gastrointestinais transitorias
como Enterococcus faeacalis e Escherichia coli.[1,6,9] A presenga de E. coli em biofilmes
multiespécies ¢ associada a elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos como
clorexidina e hidroxido de calcio, e dificulta a erradicagdo microbiana pelos métodos fisico-
quimicos convencionais de desinfec¢cdo endodontica.[11,14-16]

A E. coli ¢ um bacilo Gram-negativo predominantemente comensal do trato
gastrointestinal, no entanto, atua como patdégeno oportunista oral em condig¢des de disbiose
e contaminag¢do cruzada.[12,17-20] Confere elevado grau de patogenicidade e resisténcia
aos biofilmes orais devido sua capacidade de sobrevivéncia em microambientes com baixo
teor de nutrientes e capacidade producdo de enzimas inativadoras (p-lactamases e
carbapenemases) que degradam os antimicrobianos, formacdo de matriz extracelular
polissacaridica (EPS) que limita a penetracao de substancias quimicas, ativagdo de bombas
de efluxo que reduzem a concentragdo intracelular dos medicamentos, e de mutagdo genética
que gera cepas metabolicamente inativas que sobrevivem a elevadas concentragdes de
antimicrobianos, o que favorece a manutencao dos biofilmes endodonticos.[12,17-20]

Devido as limitagdes dos atuais agentes antimicrobianos utilizados para controle
microbiano, a utilizagdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) se destacam por seu amplo
espectro de agdo a partir da liberacdo de ions prata (Ag"), que se ligam aos biofilmes e
desorganizam a EPS, interagem com proteinas, lipidios e acidos nucleicos bacterianos, e
promovem ruptura da membrana celular, desnaturacdo proteica e danos ao DNA da E.
coli.[21-25] No entanto, as AgNPs apresentam elevado grau de aglomeragdo, devido
interacoes eletrostaticas de Van der Waals, o que reduz sua eficacia a longo prazo de
armazenamento.[1,4,6]

Como alternativa, foi desenvolvido o nanomaterial vanadato de prata
nanoestruturado decorado com de AgNPs (B-AgVO0s), que permite a dispersdo, elevada
esabilidade fisico-quimica das AgNPs sobre nanofios de vanadato de prata e liberacao
duradoura dos ions.[26-29] Este nanomaterial combina sinergicamente a atividade
antimicrobiana dos ions Ag* com ions vanadio (V** e V°"), que formam espécies reativas
de oxigénio (ROS) que induzem danos oxidativos a membranas, proteinas e material
genético de E. coli.[1,5,6,9,26]

Nesse contexto, a formulacdo de um gel contendo B-AgVOs apresenta-se como uma
alternativa inovadora e promissora para o controle de infec¢des endoddnticas associadas a
E. coli.[1,6] Os géis apresentam biocompatibilidade, facil formulagdo e manipulacdo, e
liberagado sustentada de principios ativos, além de aderirem as paredes do canal radicular, o
que pode favorecer a penetragao do agente antimicrobiano nos tibulos dentinarios e atua de
forma complementar ao preparo quimico-mecanico.[1,6,9,10,27,30] Assim, o objetivo deste
estudo foi desenvolver um gel a base de B-AgVOs3 e avaliar sua atividade antimicrobiana
contra E. coli.

2 Materiais e Métodos
Para a sintese do f-AgVOs foram utilizados os reagentes nitrato de prata (AgNOs3;
Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e metavanadato de amonio (NH4VOs3; Merck KGaA,

Darmstadt, Alemanha). A sintese foi realizada de acordo como descrito previamente na
literatura.[31] Solubilizou-se 0,9736 g de NH4VO3 em 200 mL de agua destilada a 65° C sob
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agitacdo magnética por 10 min e de 1,3569 g de AgNOs nas mesmas condigdes.
Posteriormente, uma reagdo de precipitacdo foi conduzida com a titulagao da solucdo de
AgNOs gota a gota a solucdo de NH4VOs3 sob agitagdo por 30 min. Apds a mistura das
solucdes descritas anteriormente, formou-se a solugao de B-AgVOs, a qual o precipitado
obtido foi filtrado a vacuo, lavado em 4gua destilada e etanol absoluto, e seco a vacuo durante
10 horas para obtencao do p6 de B-AgVOs.

O pd de B-AgVOs foi caracterizado por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) utilizando-se o microscopio JEM 100CXII (JEOL, Japao), operado em tensdao de
aceleragdo de 80 a 200 kV. As amostras foram preparadas pela dispersdo do p6 em 1 mL de
agua destilada, seguida de agitacdo manual, adi¢do de uma aliquota de 10 puL na grade do
equipamento e registro de micrografias representativas.

Para a formulagao dos géis, foram utilizados os reagentes carbopol 940 (Lubrizol,
Sao Paulo, Brasil), glicerina (Buckminster Quimica, Macatuba, Sao Paulo, Brasil), solu¢ao
de trietanolamina 20% (Smart Quimica, Franca, Sao Paulo, Brasil). Adicionalmente,
utilizou-se clorexidina pr6 andlise (PA) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) para
obtencdo de um gel como controle positivo para o ensaio microbioldgico. Foram formulados
os seguintes grupos: Gel sem antimicrobiano (GO, controle negativo), gel com 0,12%
peso/volume (p/v) de B-AgVOs (G1) e gel com 0,12% (p/v) de clorexidina (G2, controle
positivo). Os géis foram preparados a partir da dissolugdo de 0,5% p/v de carbopol 940 em
88% p/v de dgua destilada esterilizada a 70° C sob agitagdo magnética com incidéncia de
50° C durante 20 minutos. Apos a homogeneizagao do carbopol, os antimicrobianos foram
misturados manualmente em 10% p/v de glicerina e adicionados a mistura sob agitacao. Por
fim, adicionou-se 0,75% p/v de trietanolamina (TEA).

Os géis foram caracterizados quanto ao pH e as caracteristicas organoléticas de
acordo com as diretrizes do International Council for Harmonization of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH).[32] Para isso, foram avaliados 5
g de GO, G1 e G2 (n=5). O pH foi mensurado utilizando-se pHmetro (PHTEK Ultrabasic,
Denver Instrument Company, Estados Unidos) calibrado com solug¢des tampdo com valores
de pH 4,0 e 7,0. As caracteristicas organolépticas foram analisadas de forma qualitativa por
unico operador no mesmo ambiente quanto ao aspecto, cor e odor das amostras.

Para o ensaio antimicrobiano de difusdo em agar contra E. coli (ATCC 27853) foram
utilizados os meios de cultura dgar Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi, Sao José dos Pinhais,
Parana, Brasil) e Mueller Hinton (MH, Kasvi, Brasil). A cepa foi obtida a partir de cultura
recente em agar BHI e cultivada em estufa microbiologica (DeLeo, B2DG, Brasil) a 37° C
até seu crescimento exponencial. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 6000 rpm por
5 min, o sobrenadante descartado e o pellet lavado duas vezes em Phosphate Buffered Saline
(PBS), contendo os sais: NaCl, KCI, Na2HPO4 e KH2PO4. O in6culo de E. coli foi ajustado
em PBS para aproximadamente 1 x 10® unidades formadoras de coldonias por mililitro
(UFC/mL) por meio da leitura da densidade opticaem um espectrofotometro (Multiskan GO,
Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) a um comprimento de onda de 625 nm.

Utilizou-se o meio de cultura 4gar MH para formagao de uma camada base contendo
12 mL esterilizado, o qual foi foi adicionado em placas de Petri (90 mm?) e, posteriormente,
adicionadou-se uma camada de 8 mL do meio inoculado (1 x 10" UFC/mL). Apds a
solidificacdo do meio de cultura, foram perfurados pogos de 5 mm de diametro
perpendicularmente as placas e 0,5 mg dos géis (n=10) foram adicionados aos pocos.

As placas de Petri foram incubadas a 37° C e ap6s 24 h, a formacdo do halo de
inibi¢ao foi registrada por fotografias com camera profissional com lente de 4,8 — 144 mm
(ILCE7M3K/B, Sony, Toquio, Japao). As fotografias foram exportadas para o software
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos), onde o
diametro do halo de inibicao foi mensurado (Figura 13).
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Os dados quantitativos foram analisados utilizando-se o software IBM SPSS
Statistics® (Version 20.0, SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Inicialmente, foi aplicado
o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo dos dados e o de Levene para verificar
a homogeneidade de variancias. Aplicou-se os teste ANOVA de 1 fator e pds teste de Tukey
para comparagao entre grupos no ensaio de difusdo em agar e avaliagdo de pH. Empregou-
se nivel de significancia de 5%. Os dados qualitativos foram descritos.

3 Resultados

A sintese do B-AgVOs foi realizada e obteve-se um pé de coloragdo amarelo claro.
Observou-se por MET que os nanofios de vanadato de prata apresentaram didmetro médio
de 150 nm e comprimento de ordem micro, revestidos por particulas semiesféricas metalicas
de prata de 35 nm (Figura 1).

Figura 1. Micrografia eletronica de transmissdo do vanadato de prata nanoestruturado
decorado com nanoparticulas de prata (

I

Relativo ao pH das formulagdes, GO e G1 apresentaram pH neutro e estatisticamente
semelhantes (p = 0,450) (Tabela 1)

Tabela 1. Média £ desvio padrao dos valores de pH dos géis. GO (gel sem antimicrobiano)
e G1 (gel com 0,12% p/v de B-AgVO03).

Gel pH

GO0 7,15+0,35

G1 7,22+ 0,56
Valor de p 0,450

Relativo as caracteristicas organolépticas, os géis recentemente preparados (GO, G1
e (G2) apresentaram-se visualmente viscosos, homogéneos e inodoros. GO apresentou
coloracdo transparente, G1 coloragdo amarelada com particulas dispersas em sua matriz e
G2 coloracao branca.

Biomateriais: Desenvolvimento e Aplicagdes dos Biomateriais. Editores: Carlos N. Elias, Roberto H. Monteiro, Bruno M. de Souza,
Nathalia R. O. H. Pereira, Marvin Nascimento. 1. Editora, Recife: Even3, 2025. Doi: 4



™~BioMat

Laboratério de Biomateriais
INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA - IME
Quanto a atividade antimicrobiana contra E. coli, G1 apresentou maior halo de
inibicdlo em comparacdo com GO e G2 (p = 0,00). GO nao apresentou atividade
antimicrobiana (Tabela 2).

Tabela 1. Média + desvio padrao dos valores halo de inibigdo (mm) dos géis. GO (gel sem
antimicrobiano), G1 (gel com 0,12% p/v de B-AgVOs3) e G2 (gel de 0,12% p/v de
clorexidina). B Letras maitisculas iguais representam semelhanca estatistica.

Gel Halo de inibi¢ao (mm)
GO 0+04

Gl1 26,11+0,46B

G2 8,8+1,14°€

4 Analise e Discussao

A sintese do B-AgVOs resultou na formag¢do de um nanomaterial com estrutura
cristalina acicular cuja superficie foi decorada com nanoesferas metalicas de AgNPs (Figura
1), semelhante ao reportado previamente na literatura, o que favorece a liberagdo controlada
de ions Ag", V¥ e V7, responsaveis pela atividade antimicrobiana.[1,4-7,9]

Em relagdo ao pH das formulacdes, os grupos GO e G1 apresentaram valores
semelhantes estatisticamente e proximos ao neutro (Tabela 1). A manutencao do pH neutro
¢ atribuida a adicdo de TEA, um agente neutralizante que interage com 0s grupos
carboxilicos acidos do espessante carbopol, de modo a formar um sal de amonio quaternario
que estabiliza o pH e contribui para a manutencdo da viscosidade dos géis.[6,9,10] Esse
resultado indica que a formulagao apresenta pH adequado para aplicagdo oral € no sistema
de canais radiculares, assim como favorece estabilidade fisico-quimica do gel e evita
degradacdo do principio ativo.[6,9,10] A incorporacdo do B-AgVO; ndo promoveu
modificagdes significativas no pH da formulagdo, o que reforca sua viabilidade para uso
clinico em terapias endodonticas.[6,9,10]

Quanto as caracteristicas organolépticas, a coloragdo amarelada e a presenca de
particulas dispersas no gel G1 confirmam a incorpora¢do do nanomaterial, enquanto a
homogeneidade e viscosidade adequadas indicam boa dispersao do B-AgVO3 na matriz de
carbopol.[6,9,10] Essas caracteristicas sdao fundamentais para garantir estabilidade e
liberacdo controlada do agente ativo, fatores que influenciam diretamente a eficacia
antimicrobiana de formulacdes topicas.[6,9,10]

O ensaio de difusdo em agar mostrou que Gl apresentou halo de inibicao
significativamente maior (26,11 + 0,46 mm) em comparacdo com G2, o que evidencia a
elevada eficacia antimicrobiana do nanomaterial frente a E. coli (Tabela 2). Estes resultados
indicam que o B-AgVOs;, em baixa concentragdo, possui potencial antimicrobiano superior
a clorexidina, considerada padrdo ouro em diferentes aplicacdes odontologicas e biomédicas,
mas que atua de maneira bacteriostatica na concentracao utilizada.[9,10] Esta superioridade
deve-se ao mecanismo de agao multimodal do B-AgVOs3, baseado na liberagao sinérgica de
fons prata e vanadio.[1,4-8,26-29] Os ions Ag" interagem com proteinas da membrana
celular, desestabilizam sua integridade e interferem em processos respiratorios, enquanto 0s
ions vanadio (V*" e V°") inibem enzimas redox e induzem estresse oxidativo.[1,4-8,26-29]
Além disso, a morfologia unidimensional dos nanofios facilita o contato com a parede
bacteriana e potencializam o efeito antimicrobiano.[1,4-8,26-29]

Assim, os resultados obtidos demonstram que a incorporacao do f-AgVOs3 em gel ¢
uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
destinados ao controle de infecgdes endoddnticas. O material apresentou estabilidade fisico-
quimica, neutralidade de pH e forte atividade contra E. coli, sendo a ac¢do superior acdo da
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clorexidina. Estudos complementares poderdo fortalecer estes achados ao avaliar a
biocompatibilidade, citotoxicidade e eficacia frente a biofilmes multiespécies, assim como
sua associacao com o preparo quimico-mecanico do sistema de canais radiculares, condi¢des
que melhor simulam o ambiente clinico endodontico.

5 Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos, o gel desenvolvido com 0,12% p/v de B-AgVOs
apresentou elevada atividade antimicrobiana contra E. coli em comparagdo com o gel de
0,12% p/v de clorexidina. Estes resultados incentivam futuras investigagdes sobre o
potencial antibiofilme dessa formulacao em modelos endodonticos.
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