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RESUMO

A carie dentdria ¢ a doenca bucal mais prevalente na populagdo causada, principalmente,
pela bactéria Streptococcus mutans (S mutans). O diaminofluoreto de prata (DFP) é um
cariostatico ja consolidado no mercado, porém com inconveniente formag¢do de manchas
escuras. O Nano Fluoreto de Prata (NSF) surgiu como alternativa promissora, contra a carie
com menor risco de escurecimento dentario. Entretando, ainda héa necessidade de investigar a
sua acdo antimicrobiana e o grau penetracao desses agentes dentro dos tubulos dentindrios. Este
estudo visou avaliar o potencial cariostatico e a penetrabilidade do NSF nas concentragdes de
600 ppm e 2000 ppm, comparando-os com cariostaticos comerciais. Foram utilizados 16
molares humanos extraidos, seccionados em discos de dentina de 1mm (n=16) e divididos em
seis grupos: controle negativo (CN), controle positivo (CP), Nano fluoreto de prata 600 ppm
(NSF600) e 2000 ppm (NSF2000), Advantage Arrest 38% (DFP38%) e Cariostop
30%(DFP30%). Os discos de dentina foram esterilizados e posteriormente inoculados com S.
mutans, em seguida, tratados com os agentes cariostaticos. As amostras foram exploradas por
Microscopia Eletronica de Varredura. Houve reducdo significativa de S. mutans nos grupos
tratados com NSF, em comparagdo ao CP. Ambos os agentes do DFP formaram precipitados
nos tibulos, impedindo a quantificacdo bacteriana. Para o grau de penetrabilidade, obteve-se:
NSF2000 (0,96 mm), DFP38% (0.79mm), DFP30% (0.78mm) e NSF600 (0,32 mm). Assim,
as formulagdes do NSF obtiveram eficécia antibacteriana contra S. mutans, com destaque para
a seguranca clinica do NSF600 devido a menor penetracdo. Novos estudos sao imprescindiveis
para contribui¢do com essa pesquisa.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata; streptococcus mutans; dentina; diaminofluoreto de

prata.



ABSTRACT

Dental caries is the most prevalent oral disease in the population, primarily caused by
the bacterium Streptococcus mutans (S. mutans). Silver diamine fluoride (SDF) is a well-
established cariostatic agent on the market; however, it presents the inconvenient formation of
dark stains. Nano Silver Fluoride (NSF) has emerged as a promising alternative against caries,
with a lower risk of tooth discoloration. Nevertheless, it is still necessary to investigate its
antimicrobial action and the degree of penetration of these agents into the dentinal tubules. This
study aimed to evaluate the cariostatic potential and the penetrability of NSF at concentrations
of 600 ppm and 2000 ppm, comparing them with commercial cariostatic agents. Sixteen
extracted human molars were used, sectioned into 1 mm dentin discs (n=16), and divided into
six groups: negative control (NC), positive control (PC), Nano Silver Fluoride 600 ppm
(NSF600) and 2000 ppm (NSF2000), Advantage Arrest 38% (SDF38%), and Cariostop 30%
(SDF30%). The dentin discs were sterilized and subsequently inoculated with S. mutans, then
treated with the cariostatic agents. The samples were examined using Scanning Electron
Microscopy. A significant reduction of S. mutans was observed in the groups treated with NSF
compared to the PC. Both SDF agents formed precipitates in the tubules, preventing bacterial
quantification. Regarding the degree of penetration, the following results were obtained:
NSF2000 (0.96 mm), SDF38% (0.79 mm), SDF30% (0.78 mm), and NSF600 (0.32 mm). Thus,
the NSF formulations demonstrated antibacterial efficacy against S. mutans, with emphasis on
the clinical safety of NSF600 due to its lower penetration. Further studies are essential to
contribute to this line of research.

Keywords : silver nanoparticles ; dentin ; streptococcus mutans; silver diamine fluoride.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Avalia¢do dos grupos CN(A), CP(B), NSF 600(C), NSF 2000(D), DFP30% (E), DFP
38% (F) por MEV. Nota-se, auséncia de microrganismos em A e presenca nas imagens B, C,
D, em E e F ¢ perceptivel dentro dos tibulos dentinarios aglomerados luminodos, totalmente
distintos das bactérias, apresentando-se mais luminosos como materiais inorganicos. ........... 20
Figura 2 Analise de EDS dos grupos DFP38% e DFP30%. Nas imagens A e B respectivamente,
as imagens sdo coradas em azul para prata (Ag) e em vermelho para cloro (Cl), em C ¢ possivel
observar a regido sem identificacdo os dos elementos presentes, em D ¢ apresentada apenas a
identificacdo da Ag dentro dos tibulos dentindrios e na imagem E apenas o CI, em F ¢

apresentada a junc¢do dos elementos presentes, simbolizados pelas cores azul e vermelho

formando um tom de VIOIEta.........cc.coiiiiiiiiiiiii e 21
Figura 3 Média da quantificag@o bacteriana por grupo. ........ceeeveerueerieerieenieenieeseeeieesveeeees 21
Figura 4 Perfil das amostras 1 (A) e 2 (B) do controle positivo imagem por MEV. .............. 22
Figura 5 Amostras 1, 2 e 3 dos agentes NSF600 (A, B e C) e NSF2000 (D, E e F)............... 22
Figura 6 Grafico de comportamento dos dados (m/T) g-g plot.........cccceeeeeecvieiienceienienieanen. 23

Figura 7 Amostra 2 de NSF2000 imagens feitas em MEV por sinal de SE e BSE. Na imagem
A ¢ possivel ver a profundidade marcada em amarelo da amostra tratada com NSF2000, ¢ visto
que o grau de profundidade foi alto atingindo a amostra toda, em “B” observa-se as
nanoparticulas geradas dentro dos tibulos dentindrios em uma por¢do mais distante da
superficie, a medida da profundidade foi contabilizada até onde tinham particulas protocolo de
medig¢do, registra-se até onde tem nanoparticulas, observa-se nanoparticulas menores. ......... 24
Figura 8 Amostra 2 de NSF600 imagem de MEV (SE e BSE). Na imagem “A” ¢ possivel ver
a profundidade marcada em amarelo da amostra tratada com NSF600, em “B” observa-se as
nanoparticulas geradas dentro dos tubulos dentindrios, observa-se nanoparticulas maiores e

menores. Na imagem “C” tem a captura da nanoparticula “unida” a uma S. mutans. ............. 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 MateriaiS AVAlIAGOS. ....uneeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeaeaeaeaeaaaaaeaanas 17

Tabela 2 Resultados do teste post-hoc de Dunn. .........cccceeveeeciiiiiiniienieniieeeeeeee, 23



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ . ...ininncnncnscinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 12
2 OBUJETIVO ..uiiiiiiisenstineisnissicenssncssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 14
2.1 ODJEtivo Geral....eeeicecueicscnricssnricssnnessssncsssncssssssssssssssssesssssssssssosssssosssssssssssssssssssssssssns 14
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS ccuuererrrricrsericssnrcsssnncssnncssnncssanicssssessssssssssesssssosssssossssssssssssssssssssns 14
3 METODOLOGIA ....uuoouiriiiuensicenssicssicssissncssissssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 15
3.0 CONSIAEIACHES FHiCAS cvcvrrerrcrcrrrerersesesesesesssesesssesssssssssssssssssssesssssssssssasssssssssssssassosssess 15
3.2 Desenho Do EStUAO ceeeieeiiieininniinninninnnensnecsnessncsssessnssssesssessssessssssssssssassssessasses 15
3.3 Localizacao D0 EStUAO.....cccovrrrreeeerreccecrrssssnaeeeecccsssssnsassassecsssssssssssssssscsssssssnnassssssssssssss 15
3.4 Preparo Das AMOSIIaS....cceiiervricssnrecssnncsssncssssscssssssssssesssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssns 15
3.4.1 Protocolo De INOCULAGAO .................ccc.ooeeeeeeeeeeeieeeeeeeeee e 16
3.4.2 Tratamento DAS AMOSIFAS. ...........cc.cccocuieieiiaiie ettt 16
3.5 ANALISE EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA..................... 17
3.6 CONTAGEM DE BACTERIAS E ANALISE ESTATISTICA .....ccovveveenrenrcnnnenne 18
4 RESULTADOS . ..ccutiiiitiininiisenssiessnssecssecsssssnsssissssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 19
4.1 Analise De Microscopia Eletronica De Varredura (IMevV) .......cccceevercsecssnrcsnncsnscsanens 19
4.2 Analise ESTatiStiCa ...cuueivveeirenisrensenssnnnsnnnssencssenssancssessnssssesssnssssssssassssesssassssssssassssessasses 23
4.3 Grau De Penetrabilidade De Prata Nos Tubulos Dentinarios .........ccceecerercneccscnrecenns 24
5 DISCUSSAQ ....ouiucnncissinsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
6 CONCLUSAQ ..uuurcnrcinscissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29

REFERENCIAS ....ouiimninniuncsnsessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 30

APENDICE A — INTRUMENTO DE COLETA .......ovuesuerrerreeressesnssnesssessessessessesses 33

ANEXO A - NORMAS DA REVISTA BRAZILIAN ORAL RESEARCH............ 37



12

1 INTRODUCAO

A carie dentdria ¢ a condi¢do de saide mais comum em todo o mundo, segundo a
Organizacao Mundial de Saiude. Em torno de 43% das criangas pré-escolares sdo afetadas por
essa doenga globalmente, com variagdes geograficas.'? E possivel descrever a carie como um
processo dinamico de desmineralizagdo e remineralizagdo, gerado pelo metabolismo bacteriano
sobre os tecidos dentérios.> Varios micro-organismos participam desta patogénese, como o
Streptococcus mutans (S. mutans), o Lactobacillus spp € o Actinomyces spp, sendo o S. mutans
o principal associado a patologia.* O S. mutans apresenta-se em formato de cocos com 0,5 a
0,75 micrometros, mas em condi¢des acidas ou quando isolados da dentina cariada podem se
apresentar em formato de bastonetes de 1,5 a 3 micrometros.’ Terapias tém sido propostas para
reverter o processo carioso, como orientacdo de higiene bucal, aplicagdo topica de fluor,
restauragdes € aplicagdo de diaminofluoreto de prata (DFP).%7 Este se apresenta como uma
alternativa, eficaz, conservadora menos invasiva e vantajosa em caso de dificuldades
comportamentais.

Os ions de prata (Ag") interagem com grupos sulfidrila das proteinas e com DNA das
bactérias, alterando a liga¢ao de hidrogénio, inibindo processos respiratorios, sintese da parede
e divisdo celular, levando a morte e eventual lise da célula.” A prata possui agdo antimicrobiana
e alta toxicidade contra estes micro-organismos, ¢ quando utilizada em baixas concentragdes, ¢
inofensiva as células humanas.!®!"12 O diaminofluoreto de prata possui além da agdo
antimicrobiana, uma a¢do remineralizadora através da deposicdo de fluorapatita na estrutura
dental.!3

Particulas de prata em tamanhos menores seriam mais eficientes devido a sua maior area
superficial por volume, o que permite maior contato com as células microbianas.!'*
Nanoparticulas de prata foram pesquisadas e desenvolvidas como alternativas promissoras para
o manejo de caries, oferecendo novas possibilidades no tratamento.!> Nesse sentido, o Nano
Fluoreto de Prata (NSF) foi formulado contendo particulas de prata de tamanho nanométrico,
quitosana e fluoreto. Assim, combinam propriedades preventivas e antibacteriana sem causar
pigmentagdo dental devido ao tamanho de suas particulas.®!* Esta nova substancia é segura para

1012 com bons resultados em estudos

ser usada em seres humanos e possui um baixo custo
laboratoriais e clinicos.!®!! Além disso, ¢ eficaz em inibir a adesdo e o crescimento de bactérias
cariogénicas, além de reduzir a desmineraliza¢do, sem causar manchas pretas significativas e
em uma concentragdo de prata menor que no DFP. 61718 Entretanto, a a¢do antimicrobiana

deste componente contra Streptococcus mutans e sua penetrabilidade em tubulos dentinérios
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dental em dentes permanentes, bem como sua capacidade de inibir a penetracdo e proliferacao
destes microrganismos, ainda nao foram totalmente esclarecidos.

Portanto, ¢ objetivo deste estudo avaliar o potencial antibacteriano e o grau de
penetrabilidade do Nano Fluoreto de Prata 600 e 2.000 ppm (UFPE, Pernambuco, Brasil)
quando comparado a outros agentes cariostaticos: diaminofluoreto de Prata 30% (Cariestop,
Biodinamica / Parand, Brasil) e 38% (Advantage Arrest / Elevate Oral Care Florida, EUA).

As hipdteses nulas testadas sdo (I) ndo ha diferenca na diminui¢do da proliferacao
bacteriana nos tubulos dentindrios pelos agentes cariostaticos testados e (II) ndo ha diferenga

no grau de penetracdo do NFP quando comparados aos agentes comerciais.
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2  OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial antibacteriano do Nano Fluoreto de Prata nas concentragdes 600

ppm e 2000 ppm contra o Streptococcus mutans em dentina cariada artificialmente.

2.2 Objetivos Especificos

I. Analisar através da Microscopia eletronica de varredura (MEV) o crescimento
bacteriano nos tubulos dentinarios com e sem tratamento do nano fluoreto de prata.

II. Comparar por meio de MEV, o potencial de penetracdo dos agentes nos tibulos

dentinarios.
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3 METODOLOGIA
3.1 Consideracées Eticas
Antes de ser iniciado, o referido estudo foi submetido e aprovado pelo comité de Etica

em Pesquisa em seres Humanos de acordo com a resolucdo No 466/12 do Conselho Nacional

de Saude (Parecer: 2.577.182).

3.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo laboratorial in vitro.

3.3 Localizacao do estudo

A presente pesquisa foi desenvolvida do Laboratorio de Biomateriais Dentarios
(BIODEN) e no Laboratério de Compostos Hibridos e Coloides (CHICO) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

3.4 Preparo das amostras

Para andlise do potencial antibacteriano dos agentes testados foram utilizados 16
molares humanos extraidos por razdes terapéuticas (doenga periodontal ou terceiros molares).
Os dentes passaram por inspe¢do visual sendo excluidos aqueles com presenca de carie,
fraturados, com trincas ou fissuras ou que passaram por qualquer intervengdo restauradora.
Apos aplicacdo dos critérios de elegibilidade, os dentes foram divididos aleatoriamente em 6
grupos, sendo distribuidas n=2 para os controles (negativo e positivo) e n=3 para os tratamentos.

Os dentes foram mantidos armazenados em agua destilada sob refrigeragdo. Foram
limpos com curetas periodontais, seguido de limpeza com solug¢do de Cloramina T 5%. Discos
de dentina n=16 foram seccionadas a partir de cada dente, usando um disco diamantado sob
refrigeragdo em maquina de corte (ISOMET, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA).

Ap0s a seccdo das amostras, as laminas foram regularizadas uniformemente com 1mm
de espessura com lixas d’agua (#600 e #1.200). Apos obtencdo dos discos de dentina, as
amostras foram tratadas com EDTA por 10 minutos para remoc¢ao da smear layer e abertura
dos tibulos dentinarios. Em seguida, as amostras foram lavadas com agua destilada e foram
inseridas em cuba ultrassonica por dois ciclos de 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
autoclavadas imersas em agua destilada por 15 minutos a 120 °C e tiveram uma de suas faces
laterais e inferior pintadas com verniz (esmalte de unha, Risqué, Sao Paulo, Brasil), de modo
que apenas a superficie da dentina coronéria ficasse exposta. Em seguida, as amostras foram

inseridas em placas Petri de poliestireno mantidas em uma camara sob luz UV, por 1 hora, para
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eliminar possiveis bactérias presentes nas amostras ap6s a manipulagdo e pintura. As amostras
foram divididas em 6 grupos: controle positivo (CP), controle negativo (CN), Advantage Arrest
38% (DFP38%), Cariostop 30% (DFP30%), Nano fluoreto de prata 600 ppm (NSF 600), Nano
fluoreto de prata 2000 ppm (NSF 2000).

3.4.1 Protocolo de inoculagdo bacteriana

Os microrganismos (S. mutans) foram adquiridas da Fundagdo André Toscelo
Campinas/SP. As cepas foram isoladas de dentina cariada e misturada com Agar de infusdo de
cérebro e coragdo (BHI), CEPA: S. mutans ACTT 25175. A repicagem das bactérias foi feita
usado 1 microlitro do BHI Agar adicionado a SL de BHI liquido e mantido por 24h a 37°C em
estufa. A colonia de S. mutans foi misturada a saliva artificial, sendo essa feita de acordo com
o protocolo de crescimento de biofilme.*¢ Para contaminagdo das amostras com a S.mutans, foi
feito uma propor¢ao de 100uml da S. mutans para 500umL de saliva para cada amostra.

Para que todas as amostras tenham niveis comparaveis de contaminacao, os discos de
dentina foram contaminados com Streptococcus mutans adaptando o protocolo proposto por
Ma et al** e modificado por Hamama, Yiu; Burrow®, utilizando S. mutans em vez de
Enterococcus faecalis. Foram adicionados 500 microlitros da suspensdo bacteriana a cada tubo
de ensaio e centrifugados a 3150 g durante 10 minutos. As amostras foram tratadas com os

agentes (Tabela 1) e em seguida foram incubadas a 37 °C em caldo BHI durante 120 horas.

3.4.2 Tratamento das Amostras
Os grupos testes e controle bem como o protocolo de tratamento das amostras, estdo

sintetizadas na Tabela 1.
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Tabela 1 Materiais avaliados.

Grupos Composicio Tratamento

CP: Controle Positivo - Os discos de dentina foram
inoculados com S. mutans, mas ndo
receberam tratamento com 0s
agentes cariostaticos

CN: Controle Negativo - Os discos de dentina que ndo
entraram em  contato com
microrganismos nem receberam
tratamento com 0S  agentes
cariostaticos

NSF600: Nano Fluoreto de Prataa | 600 ppm de nanoparticulas de
600ppm (UFPE, Pernambuco, | prata; quitosana e fluoreto de sodio.
Brasil)

NSF2000: Nano Fluoreto de Prata | 2000 ppm de nanoparticulas de
a 2000ppm (UFPE, | prata; quitosana e fluoreto de sodio.
Pernambuco,Brasil)

Aplicacdo de uma gota do agente
com auxilio de microbrush durante
2 minutos. Seguido de lavagem
DFP38: Diaminofluoreto de prataa | Diaminofluoreto de Prata aquoso, | com dgua destilada.

38%/ Advantage Arrest agua deionizada.

(Elevate Oral Care, Florida, EUA)
DFP30: diamino fluoreto de prata a Acido Fluoridrico, Nitrato de Prata,

30%/Cariestop 30% (Biodinamica | Hidroxido de Amoénia e Agua
/ Brasil) Deionizada.

Fonte: Autoria propria.

3.5 Anadlise em Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise em Microscopia Eletronica de Varredura (n=3), as amostras foram imersas
em solugdo de glutaraldeido a 2,5% em tampdo de cacodilato de sodio a 0,1 mol - L', com pH
ajustado em 7,4. As amostras foram lavadas em agua destilada por 10 minutos e secos em papel
absorvente. Sequencialmente, as amostras foram desidratadas em series crescentes em etanol
nas concentracoes: 25% (10 minutos), 50% (10 minutos), 75% (10 minutos), 95% (10 minutos)
e 100% (10 minutos). Apds secarem naturalmente, as amostras foram estabilizadas em stubs
com fita dupla face de carbono e metalizados com fina camada de carbono em aparelho de
metalizacdo a vacuo (Bal-Tec AG, Blazers, Liechtenstein). As amostras foram analisadas em
microscopio eletronico de varredura (FEG MIRA3, TESCAN) por um operador previamente
calibrado e cego em relagdo a que amostra estava sendo analisada, assim foram adquiridas as
imagens com aumento de 1000x de regides representativas de cada grupo. Foram avaliadas a
superficie das amostras com maior concentragdo de microrganismos e que permitissem uma
melhor visualizacdo dos tubulos de forma linear para auxiliar a quebra das amostras.

Logo apos, as amostras foram quebradas ao meio em regides com maior concentracao
de microrganismos, foram montadas novamente em suportes metalicos para microscopia

eletronica (stubs), mas desta vez com a parte interna da dentina virada para cima, com o objetivo
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de observar o interior dos tibulos dentindrios. As amostras seguiram para o processo de
metalizacdo com fina camada de carbono e foi feita a microscopia, adquirindo-se imagens de
regides com tibulos mais lineares e com maior concentragao de bactérias.

A andlise de penetracdo dos agentes nos tubulos foi feita no proprio MEV, adquirindo
imagens consecutivas a partir da regido proxima a superficie da dentina (onde foi feita a quebra)
até o final da amostra (parte mais distante da superficie). Para essa analise, o tipo de detector
utilizado no MEV foi o de elétrons retroespalhados (BSE), que permite uma diferenga de
contraste entre elementos quimicos mais pesados e mais leves, tornando possivel a identificagao
da prata na dentina. Foram feitos ajustes de energia de tensdo de aceleragdo entre 5kV e 10 kV,
para melhor identificacdo da prata, seguindo o protocolo feito por Andrade, Rosenblantt e
Galembeck!®. Para refinar a identificagdo dos corpos presentes nas imagens, utilizou-se
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), que mostra todos os elementos quimicos
presentes em uma determinada regido da amostra e em que local da imagem eles estdo presentes

em maior concentragao.

3.6 Quantificaciao bacteriana e analise estatistica

A quantificacdo no crescimento bacteriano nos tubulos dentinarios foi feita através do
software ImageJ?>. Foram selecionadas dreas com presenga de microrganismos e regides livres
dentro dos tibulos dentindrios, e feita a razao entre a 4rea com microrganismos pela area total
do tibulo (m/T) em 5 regides (imagem MEV) diferentes de cada amostra.

A fim de verificar se a distribuicdo dos valores das razdes m/T dos grupos controle
positivo, NSF600 e NSF2000 seguem uma distribuicdo semelhante a distribui¢ao normal, foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk e o grafico quantil-quantil. Apds os resultados do teste de
normalidade, foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis, post-hoc de Dunn e de Mann-
Whitney para testar (i) a semelhanca estatistica entre as medianas dos trés grupos CP, NSF600
e NSF2000, uma vez havendo diferenga estatistica, (ii) em quais grupos ha diferenca, e se (iii)
ha diferenga significativa entre as distribuicdes das amostras NSF600 e NSF2000,
respectivamente. Para detalhes consultar 38340,

Foi admitido a confiabilidade de 95% para todos os testes. Esses foram executados em

linguagem Python utilizando os pacotes Scipy?® Pandas?! Numpy?? Matplotlib®* e Scikit-

posthoc.2*
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4 RESULTADOS
4.1 Anadlise de Microscopia Eletronica de varredura (MEYV)

Os resultados da proliferacdo bacteriana dentro dos tiibulos dentinarios ndo permitiram
a comparacao entre os grupos do nano fluoreto de prata NSF600 e NSF2000 com os grupos do
diaminofluoreto de prata DFP38 e DFP30%, pois em ambos os cariostaticos comerciais (DFP38
e DFP30%) a identificacdo das bactérias nas imagens de MEV foi prejudicada pela formagao
de grandes precipitados dentro dos tubulos a partir dos agentes (Figuras 1 e 2). A hipotese € que
ha algum nivel de crescimento bacteriano dentro dos tibulos, entretanto, para efetuar essa
quantificagdo, seria mais indicado utilizar um tipo de microscopia que permitisse identificar as
bactérias mesmo em meio aos precipitados, como por exemplo uma microscopia de
fluorescéncia. A partir de andlise por EDS, o mapeamento apontou haver predominancia de
cloro e prata na regido dos precipitados (Figura 3), atribuindo-se possivelmente a formagao do
sal cloreto de prata (AgCl).

Na andlise de EDS (Figura 2), os mapas elementares correspondentes aos elementos
cloro e prata (azul e vermelho, respectivamente) mostram a predominancia das cores dentro dos
tubulos dentindrios, onde estd presente o precipitado observado na imagem de MEV. A
sobreposicao dos dois mapas com a imagem de MEV resultou na cor roxa, com maior
intensidade na regido onde esta o agregado. Sendo o roxo a jun¢do do vermelho com o azul, a
andlise aponta para a presenga de AgCl dentro dos tiibulos, na regido onde esta o agregado de
prata produzido pelos agentes de DFP utilizados nesse estudo.

Os produtos da proliferacao bacteriana dentro dos tibulos dentinarios de CP, NSF 600
ppm e NSF 2000 ppm, podem ser observados na Figura 4 e 5, diferindo do controle negativo
(Figura 1.A), nota-se menor proliferacdo bacteriana para os grupos de tratamento com
nanoparticulas (Figura 4). Os resultados da quantificagdo dos microrganismos por grupo estao

na Figura 3.
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Figura 1 Avaliacdo dos grupos CN(A), CP(B), NSF 600(C), NSF 2000(D), DFP30% (E), DFP 38% (F) por MEV.
Nota-se, auséncia de microrganismos em A e presenca nas imagens B, C, D, em E e F ¢ perceptivel dentro dos
tubulos dentinarios aglomerados luminodos, totalmente distintos das bactérias, apresentando-se mais luminosos

como materiais inorganicos.
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Figura 2 Analise de EDS dos grupos DFP38% e DFP30%. Nas imagens A e B respectivamente, as imagens sdo
coradas em azul para prata (Ag) e em vermelho para cloro (Cl), em C € possivel observar a regido sem identificagdo
os dos elementos presentes, em D ¢ apresentada apenas a identificagdo da Ag dentro dos tubulos dentinarios e na
imagem E apenas o Cl, em F ¢ apresentada a juncdo dos elementos presentes, simbolizados pelas cores azul e
vermelho formando um tom de violeta.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 3 Média da quantificag@o bacteriana por grupo.
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Figura 4 Perfil das amostras 1 (A) e 2 (B) do controle positivo imagem por MEV.
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4.2 Analise estatistica
Os dados ndo seguem uma distribui¢do normal. Na Figura 5 est4 apresentado gréafico de

comportamento dos dados em (m/T) de cada grupo.

Figura 6 Grafico de comportamento dos dados (m/T) g-q plot.
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Além de identificar comportamento andmalo na distribuicdo dos quantis na Figura 5.
Ao analisar o resultado do p-valor do teste de Shapiro Wilk (p-valor = 0.93, 0,19 e 0,04, para
CP, NFP600 e NFP2000, respectivamente), podemos confirmar que os dados do grupo
NSF2000 nao segue uma distribuicdo normal. Por isso, foram usados testes paramétricos. Esses
mostraram que ha significancia estatistica entre os grupos, o grupo controle difere dos grupos
de tratamento. Para o teste Kruskal Wallis o p-valor estd na ordem de 10->, menor que o nivel
de significancia (a) 0,05. Assim, indica haver diferenga estatisticamente significativa entre pelo
menos um dos grupos comparados. Em busca de obter informagdes sobre quais grupos diferem
de si, apos o teste de Kruskal Wallis foi aplicado o teste post-hoc de Dunn, cujo resultados se

encontram na Tabela 3.

Tabela 2 Resultados do teste post-hoc de Dunn.

Cp NSF2000 NSF600
Cp 1 <0.001 0.39
NSF2000 <0.001 1 0.39
NSF600 <0.001 0.39 1

O teste post-hoc de Dunn faz comparag¢des multiplas indicando que o grupo CP difere
de maneira expressiva de ambos os grupos, porém ndo ha diferenga entre os tratamentos
testados das nanoparticulas. Ambos mesmo com concentragdes diferentes atuam,
estatisticamente, na mesma maneira no combate aos microrganismos. A fim de confirmar esse

comportamento, foi aplicado o teste de Mann-Whitney entre os grupos de tratamento NSF600
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e NSF2000, o resultado do p-valor = 0,266. O teste de Mann-Whitney confirma que ndo ¢

possivel afirmar haver distin¢ao estatistica entre esses dois tratamentos neste conjunto amostral.

4.3 Grau de penetrabilidade de prata nos tibulos dentinarios

Os agentes testados apresentaram padrdes de penetracdo semelhantes, com entidades
compostas por prata penetrando através dos tabulos dentinarios em sentido da polpa dentaria.
Entretanto, os produtos de prata sdo distintos. Os agentes do DFP formam um agregado de prata
em tamanhos maiores com a aparéncia de ser um sal AgCl, como visto nas Figuras 1 e 2. Eles
penetraram uma média de 0.79 mm e 0.78 mm para o DFP38% e DFP30%, respectivamente.
Nas amostras do NSF, por outro lado, observa-se uma presenca continua de nanoparticulas de
prata dentro dos tibulos, que penetram uma média de 0.96 mm para o grupo NSF2000,
aproximadamente a amostra toda, e em menor grau de penetrabilidade para o grupo NSF600,
cuja média obtida foi de 0.32 mm. O método para a obtencdo dessas medidas ¢ mostrado nas

Figuras 7 e 8.

Figura 7 Amostra 2 de NSF2000 imagens feitas em MEV por sinal de SE e BSE. Na imagem A ¢ possivel ver a
profundidade marcada em amarelo da amostra tratada com NSF2000, ¢ visto que o grau de profundidade foi alto
atingindo a amostra toda, em B observa-se as nanoparticulas geradas dentro dos tubulos dentinarios em uma porgao
mais distante da superficie, a medida da profundidade foi contabilizada até onde tinham particulas protocolo de
medigdo, registra-se até onde tem nanoparticulas, observa-se nanoparticulas menores.
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Figura 8 Amostra 2 de NSF600 imagem de MEV (SE ¢ BSE). Na imagem A ¢ possivel ver a profundidade
marcada em amarelo da amostra tratada com NSF600, em B observa-se as nanoparticulas geradas dentro dos
tabulos dentindrios, observa-se nanoparticulas maiores e menores. Na imagem C tem a captura da nanoparticula
“unida” a uma S. mutans.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as formulagdes contendo nanoparticulas de prata
associadas ao fluoreto e quitosana possuem potencial inibitério da proliferacdo bacteriana
dentro dos tibulos dentinarios em dentina cariada artificialmente por S. mutans. A analise
qualitativa das imagens obtidas por MEV demonstraram uma menor presenga de
microrganismos dentro dos tubulos dentinarios em comparacdo ao grupo controle, uma média
de 6%, com contagem de até 0% em algumas regides em ambas as formulacdes testadas.

Do ponto de vista estatistico, a avaliacdo inicial dos dados demonstrou auséncia de
normalidade na distribui¢do (Figura 5) conforme o teste de Shapiro-Wilk, com p- valor inferior
a0.05. Tal caracteristica conduziu a escolha de testes ndo paramétricos para garantir a qualidade
das andlises e ndo comprometer a interpretacdo dos resultados. A hipdtese nula para o teste de
Kruskal-Wallis foi rejeitada (p < 0.05), indicando haver diferenca estatistica entre os
tratamentos feitos com nanoparticulas de prata e o grupo controle. Essa diferenga foi
confirmada pelo teste post-hoc de Dunn, demostrando uma significativa entre as razdes m/T
das amostras com tratamento (NSF600 e NSF2000) e o CP, reforcando o potencial
antibacteriano contra a S. mutans para ambas as concentragdes dos agentes.

Sabe-se que nanoparticulas menores tém um maior poder antimicrobiano devido a maior
adesdo e penetrabilidade a matriz dentinaria conforme.®!* Ao comparar as formulagdes de NSF
a 600 ppm contendo tamanhos distintos de nanoparticulas (70 nm e <10 nm) e NSF a 2000 ppm
(<10 nm) a formulacao do NSF 2000 apresentou uma menor contagem bacteriana em relacio a
NSF 600 (Tabela 2) (Figura 4). No entanto, a andlise estatistica dos pares, realizada por meio
dos testes post-hoc de Dunn e do teste de Mann—Whitney (p >0.05), ndo indicou diferenca
estatistica entre as formulac¢des, ndo sendo possivel, portanto, refutar a semelhanca de ambas.
Isso sugere que o aumento da concentragdo pode ndo ser necessario para alcancar o efeito
bacteriostatico desejado. Anteriormente a formulacdo de 1500 ppm (8 nm a 10 nm) teve,
também, seu perfil bacteriostatico semelhante ao do NSF 600 ppm, sem contato com a polpa
dentéaria®>e com baixo perfil citotoxico.!?

Além dos resultados in vitro apresentados, a eficacia do NSF encontra respaldo em
estudos clinicos prévios realizados em dentes deciduos, que demonstraram redugdo
significativa da carie ativa e da atividade microbiana, principalmente para S. mutans e
lactobacilos, com o uso de nanoparticulas associadas ao fluoreto e quitosana em concentragdes

variadas (400 ppm, 600 ppm, 1500 ppm). 2>2627 Tais achados corroboram o potencial
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terapéutico dessas formulagdes, ndo apenas no controle da microbiota cariogénica, mas também
na possivel remineralizagdo da dentina afetada.

O mecanismo antimicrobiano do NSF pode ser explicado pela liberag¢do tardia de
nanoparticulas e formacdo de ions de prata que danificam a membrana celular das bactérias,
pela capacidade dos ions prata de interagirem com proteinas e DNA bacterianos, promovendo
desnaturagdo de enzimas, ruptura da parede celular e lise bacteriana.?®*® Em uma revisdo
sistematica o microrganismo S. mutans foi o mais frequente nas pesquisas com nanoparticulas
de prata, destacando seus efeitos antimicrobianos, apresentando inibi¢do de crescimento
bacteriano e adesdo de biofilme, além de propiciar remineralizagdo dentinaria.!'®

Os resultados deste estudo se alinham, também, com os estudos de Devi et al.'* e
Shaema e colaboradores'®, que demonstraram que nanoparticulas de prata associadas ao
fluoreto possuem alta eficacia antimicrobiana contra S. mutas, mesmo em concentragdes mais
baixas do que os agentes convencionais a base de DFP. A acdo antimicrobiana das
nanoparticulas foi eficaz mesmo em concentragdes significativamente menores, refor¢ando o
potencial do NSF como uma alternativa terapéutica menos agressiva e esteticamente mais
aceitavel.!®

E importante destacar que a contagem bacteriana e um possivel potencial cariostatico
dos agentes comerciais DFP30% e DFP38% ndo puderam ser comparados nesse estudo, devido
a formagdo de precipitado de cloreto de prata (AgCl) (Figuras 1E e 1F) dentro dos tubulos
dentinarios, conforme evidenciado pela andlise de EDS (Figura 2). O DFP reage com o cloreto
presente na saliva o que explica a formagédo do sal, no estudo de Kaur e colaboradores® foi
visto a formagdo de AgCl, esse era reduzido a prata metalica, o que foi usado para justificar a
coloracdo escurecida apds o uso de cariostaticos a base de DFP. A coloragdo escura ¢ o efeito
adverso do uso do DFP e pode ser justificado pela formagao de sais de prata como cloreto de
prata.'s

A formacdo desse precipitado nao inibe o potencial antimicrobiano dos agentes de DFP
contra S. mutans em dentina cariada, o uso do DFP tem embasamento cientifico e ganhou
atencao nao apenas em dentes deciduos, mas também na denti¢do permanente para o tratamento
de carie em dentina e tratamento de carie radicular. Em um estudo feito em idosos com lesdes
de carie radicular houve diminuicao significativa de proliferacdo de microrganismo S. mutans
apos duas semanas de aplicagdo, os dentes apresentaram maior dureza de superficie, menor
sensibilidade e coloragdo escurecida.”

O agente DFP38% tem indicagdo para prevencao de hipersensibilidade dentinaria,

existem evidéncias de presenca de aglomerados de prata dentro dos tubulos dentinérios
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proximas a regido de aplicacdo e essa formagdo pode estar relacionada a sua agdo
dessensibilizante, ja que a obliteracao dos tiibulos dentinarios ¢ um dos mecanismos essenciais
para o tratamento de hipersensibilidade dentinéria.’!

A limitagdo desse estudo foi ndo ter mecanismos para comparacdo do potencial
cariostatico contra S. mutans dos cariostaticos a base de DFP com os a base de NSF. Em um
ensaio clinico para carie na primeira infancia ndo houve diferenga estatistica entre os
tratamentos com NSF e DFP38%, ambos tiveram beneficios potenciais, chamando atengdo para
o NSF por ndo manchar os dentes como opgdo mais aceitavel para os pacientes e pais.>? Porém,
ainda ha necessidade de estudos robustos e de acompanhamento prolongado para a comparagao.

Outro aspecto relevante do ensaio em questdo foi a avaliagdo da profundidade de
penetragcdo dos agentes nos tibulos dentindrios. O NSF2000 demonstrou maior penetracao
(média de 0.96 mm) que o NSF600 (0.32 mm), o que pode ser explicado pelo maior gradiente
de concentracdo e, possivelmente, pela melhor dispersdo das nanoparticulas na matriz
dentinaria, sendo o NSF600 considerado, nesse estudo, mais seguro para uso em cavidade com
0.5 mm da popa dentéria.

Paralelamente os agentes DFP apresentaram penetracdo semelhante com formagao de
agregados densos de sais de prata. Essa avaliagdo foi vista por MEV e nano-tomografia para
visualizacdo da penetrabilidade da prata dentro dos tabulos dentinarios, foi encontrado em torno
de 761 um? de prata dentro dos tabulos e em até 50 um de profundidade foi encontrada prata
profundidade segura para dentes com cavidades com pelo menos Imm da polpa dentaria.*

Por outro lado, essa elevada penetrabilidade pode aumentar o risco de contato com a
polpa dentdria, levantando preocupacdes sobre citotoxicidade. Estudos com células
odontoblastdides demonstraram reducgdo na viabilidade celular e nos n6dulos de mineralizagao
ap0s exposi¢do aos agentes a base de DFP."?No presente estudo ndo foi possivel quantificar a
concentragdo de prata por amostra, mas ao analisar as imagens a formacao exacerbada dentro
dos tibulos dentinarios das amostras dos agentes a base de DFP pode ser notada. Foi visto,
também, a progressdo da prata em sentido de nivel pulpar e coloracdo escura dentro dos tubulos
dentindrios que passaram pelo tratamento com DFP o que pode ser mais um alerta para
citotoxicidade desses produtos em cavidades profundas.’

E relevante a importancia de continuar a pesquisa sobre as nanoparticulas de prata
associadas ao fluoreto e quitosana e suas aplicagdes no tratamento de céries, buscando um
equilibrio entre eficdcia clinica e aceitabilidade estética. O desenvolvimento de agentes
remineralizastes de alta qualidade ¢ fundamental para aprimorar o manejo das lesdes cariosas e

promover a saude bucal.
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6 CONCLUSAO

As formulagdes NSF a 600 ppm e 2000 ppm demonstraram alto potencial
antimicrobiano contra Streptococcus mutans, uma bactéria-chave na etiologia da cérie dentaria.
O NSF 600 ppm teve menor grau de penetragdo nos tubulos dentinarios em comparagdo aos
tratamentos comerciais e a formulacdo NSF 2000, indicando ser seguro para uso clinico e nao
ser necessario aumento da concentragdo para ter o perfil cariostatico desejado. Ainda assim, sao
necessarios estudos adicionais que comparem diretamente a agdo cariostitica e a
penetrabilidade dentinaria das formulagdes testadas, a fim de confirmar e ampliar os achados

deste estudo.
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Apresentacao do Projeto:
Atividade Antibacteriana do Fluoreto de Nanoparticula de Prata Contra Streptococcus Mutans em Tabulos
Dentinarios

O projeto de pesquisa de mestrado em Odontologia pela UPE se propde a analisar as reagbes de
substancias utilizadas no tratamento da cérie - Fluoreto de Nanoparticula de Prata em relagédo ao uso do
diamino fluoreto de prata (12% e 30%) e do fluoreto de prata (35% - e avaliar quais delas reagem de
maneira mais adequada no tratamento desta doenga. As substancias serdo analisadas e avaliadas em
dentes molares que foram extraidos por indicacéo terapéutica e que sejam doados pelos pacientes tratados
por odontélogos das clinicas da UPE. Serdo abordados para doacdo dos molares, 90 pacientes apés
diagnostico e tratamento dentario de extracdo realizados pelos dentistas das clinicas da UPE. Os
pesquisadores nao realizardo o procedimento de extracdo. Nem fardo a abordagem aos pacientes para
doacgao dos molares antes do diagnostico e do tratamento de extragdo. Os dentes seriam descartados em
lixo adequado nas clinicas e, através da pesquisa, passam a ser utilizados para fins de produgéo de
conhecimento em Laboratérios especificos da Faculdade de Odontologia da UPE e do Departamento de
Medicina Tropical da UFPE.

Localizagéo do Estudo
A pesquisa seré realizada no centro de pesquisa em biomateriais (CPqB) da Faculdade de
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Odontologia de Pernambuco (FOP/UPE), e no Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

Populacdo

Participardo voluntariamente desta pesquisa, adultos, na faixa etaria de 18 a 64 anos de idade, que
possuam indicagcado de exodontia molares.

Tamanho da Amostra

Para a avaliagdo do potencial antibacteriano, a amostra envolvida nesta pesquisa sera composta por 15
molares permanentes extraidos, tomando como base o tamanho amostral de estudos semelhantes (MA et
al., 2011; WANG et al., 2012; HAMAMA; YIU; BURROW, 2014; HAMAMA,; YIU; BURROW, 2015). A unidade
amostral serd composta por 30 fragmentos de dentina coronaria obtidas das regides interproximais (mesiais
e distais) as quais seréo divididas aleatoriamente em 6 grupos (n=5).

Para a avaliagdo das alteracdes de cor apds utilizagdo dos agentes cariostaticos, serédo utilizados 60
molares permanentes extraidos. O tamanho da amostra foi baseada em estudos semelhantes (KARADAS;
SEVEN, 2014; CORREIA et al., 2017). A unidade amostral para esta avaliagéo sera de 60 blocos de dentina
coronaria os quais serdo divididas aleatoriamente em 4 grupos (n=15).

Selegéo da Amostra

Os pesquisadores frequentardo as clinicas da FOP/UPE onde s&o realizadas as extragdes dentarias
(Clinicas de Atencao Basica Il e lll, Clinica de Alta e Média Complexidade Il e servigo de Cirurgia e
Traumatologia Buco-maxilo-facial). Somente apés toda a rotina das respectivas clinicas quanto ao
procedimento de extragcdo, realizado pelos profissionais responsaveis da clinica, os pacientes serdes
abordados pelos pesquisadores. Desta forma, toda deciséo clinica e intervengdo ndo sera realizada e nem
sera executada por nenhum dos pesquisadores deste estudo.

Critérios de Inclusao

- Pacientes adultos com idades entre 18 e 64 anos;

- Que passaram por exodontia de molares de quaisquer lados por indicagdes terapéuticas.

Critérios de Exclusao

- Presenca de tecido cariado ou restaura¢des nos elementos dentarios;

- Presenca de fraturas, trincas ou fissuras na por¢ao coronaria dos dentes.

A abordagem aos pacientes atendidos se dara nos consultérios individuais de cada clinica. Ap6s devida
identificagcdo, os pesquisadores esclarecerdo aos pacientes sobre a pesquisa em questdo e serdo
questionados se desejam doar o dente extraido para uso na pesquisa. Aceitando, os mesmos seréo
convidados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido préprio para
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doagdo de amostras biolégicas para a constituicdo do Biorrepositério.

O Biorrepositorio sera estabelecido conforme descrito na Resolugdo CNS n°. 441 de 2011. Assim, o material
biol6gico humano armazenado em Biorrepositorio € do participante da pesquisa, permanecendo sua guarda
sob a responsabilidade institucional. O doador podera a qualquer momento requerer a devolugédo do devido
orgéo.

Objetivo da Pesquisa:

+ Geral

Avaliar o potencial antibacteriano do Fluoreto de Nanoparticula de Prata contra o Streptococcus Mutans e
seu potencial de pigmentacdo dental em dentina cariada artificialmente em relacdo ao diamino fluoreto de
prata (12% e 30%) e fluoreto de prata (35%).

« Especificos

I. Analisar qualitativamente por meio de microscopia confocal de varredura a laser a morte celular do
Streptococcus mutans em dentina cariada artificialmente ap6s a aplicagdo dos agentes cariostaticos;
Il. Mensurar através de analise histomorfométrica a area de bactérias vivas e mortas presentes nas imagens
geradas pela microscopia confocal;

Il. Avaliar quantitativamente as alterac6es de cor das estruturas dentarias ap6s a utilizacdo dos
cariostaticos por meio de Espectrofotémetro digital (Vita Easy Shade / Wilcos).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Quanto aos riscos envolvidos, podemos citar o risco de possivel constrangimento ao ser abordado pelo
pesquisador. Este risco serd minimizado com conversas particulares, nos locais individuais de atendimento.
Sempre deixando claro para o doador que ele ndo terd nenhum prejuizo caso ndo queira doar. Esses dentes
ao invés de serem descartados em lixo biolégico, serdo doados para utilizagdo em pesquisa. Os doadores
serdo esclarecidos que os dentes serdo seccionados, para que na eventualidade de virem a requerer o
devido 6rgdo do Biorrepositorio. Os procedimentos cirtrgicos de extragdes dentarias nao serdo realizados
por esta equipe de pesquisa. Os dentes serdo coletados nas Clinicas de Atencédo Basica Il e I, Clinica de
Alta e Média Complexidade Il e servico de Cirurgia e Traumatologia Buco-maxilo-facial. Sendo assim, os
riscos inerentes as exodontias nao serao de responsabilidade do presente projeto.
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« Beneficios

Os beneficios que a pesquisa apresenta é permitir a classe odontolégica um maior conhecimento acerca do

comportamento de diversos agentes cariostaticos. Sendo estes de extrema importancia, por serem materiais

de facil manipulagéao e aplicagéo, que permitem diminuir ou paralisar a proliferacdo bacteriana. Aplicavel

principalmente, em &reas com pouco acesso aos atendimentos odontol6gicos.

Comentarios e Considerac6es sobre a Pesquisa:

E um estudo que pode facilitar o uso de substancias no tratamento da carie em grupos com menos acesso a

tratamento dentario tendo, portanto, um significado social que pode ser considerado relevante na diminui¢céo

da proliferacao da carie.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os termos obrigatérios (TCLE, Carta de Anuéncia, Termo de Confidencialidade, Termo de Concesséo)

foram apresentados de forma a atender as normativas de ética em pesquisa com seres humanos.

Recomendacdes:
N&o ha recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
N&o héa pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O pleno acompanha o parecer do relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/03/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1093723.pdf 17:46:49
Outros CURRICULO_LUIS_FELIPE.pdf 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
17:45:41 | Espindola Castro

Outros CURRICULO_GABRIELA_QUEIROZ.pd| 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
f 17:45:06 | Espindola Castro

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
Assentimento / 17:44:02 | Espindola Castro
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Justificativa de TCLE.pdf 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
Auséncia 17:44:02 | Espindola Castro
Declaragéo de CONFIDENCIALIDADE.jpeg 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
Pesquisadores 17:43:42 | Espindola Castro
Declaragéo de CONCESSAOCPQB.jpeg 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
Instituicéo e 17:42:35 |Espindola Castro
Infraestrutura
Declaragéo de CONCESSAOBIOFILME.jpeg 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
Instituicéo e 17:42:01 |Espindola Castro
Infraestrutura
Declaragéo de ANUENCIA jpeg 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
Instituicéo e 17:41:23 |Espindola Castro
Infraestrutura
Projeto Detalhado / |PRE_PROJETO_PLATAFORMA_BRAS| 15/03/2018 [Luis Felipe de Aceito
Brochura IL.docx 17:40:46 |Espindola Castro
| Investigador
Folha de Rosto FOLHA_ROSTO_PDF.pdf 15/03/2018 |Luis Felipe de Aceito
17:39:19 [Espindola Castro
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