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RESUMO

GUTIERREZ MF. Efeito da incorporacdo de nanoparticulas de cobre em um
sistema adesivo convencional nas propriedades microbiolégicas, mecanicas e
adesivas a dentina. [Dissertacdo — Mestrado em Odontologia — Area de
Concentracao Clinica Integrada - Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2016].

Objetivos: Este estudo avaliou o efeito da adicdo de nanoparticulas de cobre, em
diferentes concentracfes, em um sistema adesivo convencional (CON) simplificado
Ambar [FGM] sobre a atividade antimicrobiana (AAM), grau de conversao de corpos
de prova de adesivos (GC-c) e na interface de unido a dentina (GC-i), resisténcia
maxima a tracao (RT), sorcdo cumulativa de agua (SO), solubilidade (SB) e liberacao
de cobre (LC) durante 28 dias, bem como a resisténcia de unido (RU) e nanoinfiltracéo
(NI) na interface de unido a dentina nos tempos imediatos (IM) e apds 1 ano (1A).
Material e métodos: Sete sistemas adesivos experimentais foram formulados de
acordo com a adicdo de nanoparticulas de cobre (0 [controle], 0,0075, 0,015, 0,06,
0,1, 0,5 e 1%) no sistema adesivo Ambar. Foi testada a atividade antimicrobiana dos
adesivos formulados contra Streptococcus mutans por meio de ensaios de difusdo em
agar. Para GC-c, as amostras foram construidas e testadas apos 24 h por meio de
espectrofotometria no infravermelho com Transformagdo de Fourier (FTIR) e
espectroscopia de micro-Raman. Para RT, as amostras foram testadas depois de 24
horas e 28 dias. Para SO e SB, depois de confeccionados os espécimes, eles foram
armazenados em agua e as propriedades medidas por 28 dias. Para LC, as amostras
foram armazenadas em solucdo de acido nitrico a 2% e as propriedades medidas
durante 28 dias. O esmalte oclusal de trinta e cinco molares foi removido e os adesivos
foram aplicados na superficie da dentina depois de condicionamento com &acido
fosforico a 37%. Depois de restauracfes de resina composta, os espécimes foram
seccionados longitudinalmente para se obter espécimes (palitos) de resina-dentina
(0,8 mm?). Os espécimes foram testados em tensdo a 0,5 mm/min no IM ou 1A (RU).
Para NI, 2 espécimes de cada dente foram preparados e analisados em MEV e
testados no IM ou 1A. Para GC-i, 2 espécimes foram preparados e analisados sob
espectroscopia de micro-Raman. Os dados do RT foram analisados por uma anélise
de variancia de 2 fatores. Para AAM, SO, SB, e liberacdo de cobre, os dados foram
analisados por analise de variancia de fator unico, e para RU e NI os dados foram
submetidos a analise de variancia de 2 fatores para medidas repetidas. Também foi
feito o teste post hoc de Tukey para multiplas comparacdes. A significancia estatistica
foi predefinida em a = 0,05. Resultados: A adicdo de nanoparticulas de cobre
adicionou propriedades antimicrobianas aos adesivos em todas as concentracdes (p
< 0,05), e ndo influenciou a RT, SO e SB (p > 0,05). LC elevadas foram observadas
em adesivos com maior concentracdo de nanoparticulas de cobre (p < 0,05). A adi¢éo
de 1% de nanoparticulas de cobre diminuiu significativamente o GC-c e GC-i. Apés 1
ano, decréscimos significativos de RU e aumentos de NI foram observados no grupo
controle (p < 0,05). Decréscimos significativos de RU e aumentos de NI ndo foram



observados nos adesivos contendo cobre (p > 0,05). Conclusdo: A adicdo de
nanoparticulas de cobre em concentracbes de até 0,5% no sistema adesivo
convencional simplificado Ambar pode ser uma alternativa para adicionar atividade
antimicrobiana e aumentar a estabilidade a longo prazo das interfaces resina-dentina,
sem comprometer as propriedades mecanicas dos adesivos.

Palavras-chave: Dentina; Adesivos Convencionais; Resisténcia de unido; Grau de
conversao; Nanoinfiltracdo; Resisténcia a tracdo; Sorcao e solubilidade; Liberacao de
cobre; Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

GUTIERREZ MF. Effect of inclusion of copper nanoparticles in etch and rinse
adhesive systems on microbiological and mechanical properties, and the
durability of resin—dentine interfaces. [Thesis — Master of Science in Dentistry —
Concentration Area: Integrated Clinic - State University of Ponta Grossa; 2015].

Objectives: This study evaluated the effect of addition of copper nanoparticles at
different concentrations into a simplified etch-and-rinse (ER) adhesive system (Ambar
[AM]) on antimicrobial activity (AMA), degree of conversion of adhesives discs (DC-d)
and dentin-resin interface (DC-i), the ultimate tensile strength (UTS), 28-day
cumulative water sorption (WS), solubility (So) and copper release (CR) as well as
immediate (IM) and 1-year (1Y) resin—dentine bond strength (uTBS) and nanoleakage
(NL). Methods: Seven experimental adhesive systems were formulated according to
the addition of copper nanoparticles (0 [control], 0.0075, 0.015, 0.06, 0.1, 0.5 and 1%)
in AM adhesive system. We tested the antimicrobial activity of synthesized adhesives
against Streptococcus mutans using agar diffusion assays. For DC-d, specimens were
constructed and tested after 24 h for FTIR and micro-Raman spectroscopy. For UTS,
specimens were tested after 24 h and 28 days. For WS and So, after specimens build-
up, they were stored in water and the properties measured for 28 days. For CR,
specimens were stored in 2% nitric acid solution and the properties were measured for
28 days. The occlusal enamel of thirty-five molars was removed and adhesives were
applied to dentine surface after 37% phosphoric acid etching. After composite resin
build-ups, specimens were longitudinally sectioned to obtain resin—dentine bonded
sticks (0.8 mm?). Specimens were tested in tension at 0.5 mm/min in IM or 1Y (UTBS).
For NL, 2 bonded sticks from each tooth were prepared and analyzed under SEM in
IM or 1Y. For DC-i, 2 bonded sticks were prepared and analyzed under micro-Raman
spectroscopy. The yTBS and NL data of each adhesive were subjected to two-way
repeated measures ANOVA. For UTS, WS, So, copper release, DC-d and DC-i data
of each adhesive were subjected to a one-way ANOVA. Tukey’s post hoc test was
used for pair-wise comparisons (a = 0.05). Results: The addition of copper
nanoparticles provided antimicrobial properties to the adhesives at all concentrations
(p <0,05), and did not influence UTS, WS and SO (p > 0.05). Higher CR was observed
in adhesives with higher concentration of copper nanoparticles (p < 0.05). The addition
of 1% of copper nanoparticles decreased the DC-d and DC-i significantly. After 1Y,
significant reductions of yTBS and increases of NL were observed in the control group
(p < 0.05). Reductions of yTBS and increase of NL over time were not observed for
copper-containing adhesives. Conclusion: The addition of copper nanoparticles in
concentrations up to 0.5% in the simplified ER Ambar adhesive system may be an
alternative to provide antimicrobial properties, increase the long-term stability of resin—
dentine interfaces, without reducing adhesives’ mechanical properties evaluated.



Keywords: Dentin; Etch-and-rinse; Adhesives; Resin—dentine bond strength; Degree
of conversion; Nanoleakage; Ultimate tensile strength; Water sorption and solubility;
Copper release; Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Durante décadas, diversos materiais tém sido usados em restauracdes diretas
em dentes posteriores, tais como amalgama e resina composta. Nos ultimos anos,
devido a uma crescente demanda por restauracfes estéticas, resinas compostas
ganharam um papel proeminente, tornando-se o material restaurador mais
amplamente utilizado, representando 65% das restauracdes colocadas atualmente
nos Estados Unidos (Christensen ! 2010; Lynch et al. ? 2014; Rasines Alcaraz et al.
3 2014; Moraschini et al. 4 2015). Sua alta resisténcia ao desgaste, a estética natural
e a facilidade de colocacgéo torna a resina composta desejavel para ambos, pacientes
e clinicos, e seu baixo custo e maior preservacdo da estrutura dental remanescente
sadia, sdo vantagens quando comparado com as restauracdes indiretas (Brunthaler
et al. > 2003; da Rosa Rodolpho et al. ® 2006; Da Rosa Rodolpho et al. © 2011;
Opdam et al. 8 2014).

Apesar do aumento no seu uso e o significativo desenvolvimento cientifico, a
preocupacao mais importante a respeito de restauracdes adesivas diretas atualmente,
é a sua limitada durabilidade in vivo (Peumans et al. ® 2005; Heintze et al. 1° 2010),
0 que resulta em um grande gasto com assisténcia odontolégica destinada a troca
deste tipo de restauracfes, superando os 5 bilh6es de doélares anualmente nos
Estados Unidos (Jokstad et al. 1 2001; Spencer et al. 12 2010).

Dentistas ainda gastam uma quantidade significativa de tempo substituindo
restauracdes, contribuindo para o ciclo repetitivo restaurador descrito por Elderton ha
mais de 3 décadas (Elderton 13 1988). Fatores relacionados ao paciente, operador,
dente, tamanho da cavidade e materiais tém sido relatados na literatura como
potencialmente relevantes para falhas de restauracdes (da Rosa Rodolpho et al. ©
2006; Da Rosa Rodolpho et al. 7 2011; Opdam et al. 8 2014; Bernardo et al. ** 2007;
Opdam et al. > 2010), embora evidéncias sobre esses fatores ainda sejam limitadas.

A longevidade de restauracfes pode ser afetada, em especial, pelo acumulo
de biofilme e placa in vivo, em comparagdo com outros materiais restauradores (Beyth
et al. 16 2007). A producéo de &cido a partir do biofilme pode levar a céaries adjacentes
nas margem das restauracdes. Essa reincidéncia € a principal razéo para o fracasso
da restauracdo e € uma das maiores causas de sua substituicdo, estimada atualmente

entre 50-70% de todas as restauracdes realizadas (Jokstad et al. ** 2001; Deligeorgi
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et al. 1’ 2001; Featherstone ¥ 2004; Sakaguchi 1®* 2005; ten Cate 2° 2006; Demarco
et al. 21 2012).

Essa falha pode estar relacionada a falta de selamento da interface
dente/restauracdo, o que resulta na diminuicdo de resisténcia desta interface aos
agentes internos - enzimas proteoliticas - e externos - fluidos e microrganismos
(Spencer et al. 12 2010; Perdigao et al. > 2013; Tjaderhane et al. 22 2013). Esta
interface adesiva dente/restauracao é produzida pela interacado de um sistema adesivo
sobre os tecidos dentarios duros, apos a substituicdo de minerais removidos desses
tecidos por mondmeros resinosos, formando um polimero interligado micro-
mecanicamente com os substratos dentais (Nakabayashi et al. 24 1982).

Por outro lado, a biodegradacéo das interfaces adesivas tem sido o foco de
estudos recentes e esse processo ainda nao esta completamente elucidado (Liu et al.
25 2011). No entanto, sabe-se que a biodegradacéo inicia-se com a extracdo dos
mondmeros resinosos que se infiltraram na matriz de dentina, através de espacos
vazios nanométricos cheios de agua, seguido pelo ataque enziméatico das fibrilas de
colageno expostas (Spencer et al. 12 2010; Sano %¢ 2006; Reis et al. 2’ 2013).

Cerca de 50% em volume de dentina é composto de minerais, sendo o restante
colageno do tipo | e proteinas ndo-colagenosas (30% em vol.) e 4gua (20% em vol.)
(Tjaderhane et al. 28 2012). Durante a adesédo de restauracdes de resina composta, o
componente mineral da superficie e subsuperficie da dentina é removida, ou
totalmente pelo condicionamento &cido prévio nos adesivos convencionais (CON)
(etch-and-rinse, no idioma Inglés), ou parcialmente com primers acidos em adesivos
autocondicionantes (AC) (self-etch, em inglés). A matriz de colageno exposto em
seguida, € infiltrada com mondmeros resinosos adesivos. Na realidade, os
mondmeros adesivos ndo sdo capazes de encapsular completamente a matriz de
colageno, deixando fibras de coldgeno expostas totalmente ou parcialmente, na parte
inferior da camada hibrida, sem a protecdo de resina polimerizada (Spencer et al. *?
2010; Spencer e Swafford 2° 1999; Wang e Spencer 3 2002; Wang e Spencer 3!
2003). A falta de protecdo de mondémeros resinosos e da presenca de agua deixa as
fibras de colageno desmineralizadas vulneraveis a degradacéao hidrolitica dependente
do tempo. A degradacéo das fibras de colageno e componentes hidrofilicos do adesivo
leva a destruicdo da camada hibrida e a perda de forca de unido a dentina ao longo
do tempo (Reis et al. 2’ 2013).
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Pashley e cols. foram os primeiros a demonstrar o papel de enzimas derivadas
do hospedeiro sobre a degradacéo das fibrilas colagenas por meio de analise da
atividade colagenolitica exercida por metaloproteinases (MMPs) da dentina (Pashley
et al. 32 2004). Essas MMPs ja haviam sido investigadas previamente e comprovada
sua presenca e expressdo no complexo dentina-polpa (Tjaderhane et al. 3 1998;
Sulkala et al. 3* 2001; Sulkala et al. > 2002).

Alguns autores, recentemente, estudaram em detalhe a presenca, o papel e a
funcdo das enzimas metaloproteinases (MMPs) que degradam a matriz de colageno,
e catepsinas cisteina (CTs) em dentina (Tjaderhane et al. 3¢ 2013; Vidal et al. 3" 2014).
O aumento do conhecimento sobre a funcdo dessas enzimas na degradacdo da
camada hibrida levou a extensa atividade de pesquisa com o objetivo de evitar a
atividade preoteolitica/colagenolitica na interface de unido a dentina. Essa avaliacéo
incide sobre as diferentes estratégias que tém sido desenvolvidas para controlar e
prevenir a perda do colageno da camada hibrida e forca adesiva, relacionada com
enzimas hidroliticas.

As MMPs constituem uma familia de endopeptidases zinco- e calcio-
dependentes, que sdo capazes de degradar os componentes da matriz extracelular
(Verma e Hansch 38 2007; Visse e Nagase 3° 2003), e que regulam os mecanismos
fisiol6égicos e patoldgicos dos tecidos a base de coldgeno na sua forma natural ou
desnaturada (Carrilho et al. 0 2009; Collares et al. 4t 2013). Formas latentes de
MMPs séo liberadas, a partir da dentina, apds a dissolu¢édo de compostos inorganicos,
como resultado do pH acido local. No entanto, 0 mecanismo exato de ativacdo das
MMPs em meio &cido necessita ainda ser melhor elucidado (Perdigao et al. 2> 2013).
De um modo semelhante, como observado durante o processo da doenca cérie, as
MMPs podem também ser liberadas a partir da matriz de dentina, durante o passo de
condicionamento acido (Mazzoni et al. > 2006) ou com uso de primers acidicos
(Nishitani et al. 3 2006), nos protocolos adesivos. As fibras coladgenas expostas sem
protecdo mineral tornam-se susceptiveis a degradacdo enzimatica, que pode ser
mediada por MMPs da dentina que sdo expostas e ativadas durante o ataque acido
(Pashley et al. 32 2004).

Para tentar resolver esses problemas (lesdes de carie adjacente a margem da
restauracdo e degradacao da camada hibrida), tém sido incorporados antimicrobianos
e inibidores de MMPs e CTs, ao protocolo adesivo ou incorporados aos sistemas

adesivos (Perdigao et al. 2> 2013). A clorexidina (CHX) é um agente antimicrobiano
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muito utilizado, que tem um amplo espectro de atividade contra as bactérias orais
(Mohammadi e Abbott 44 2009) e grande substantividade (Carrilho et al. ¥ 2010).
Além disso, tem sido recentemente estudada como o mais importante inibidor de
proteases (Pashley et al. 32 2004) e CTs (Scaffa et al. 46 2012) ajudando na
preservacao da camada hibrida. Por outro lado, epigalocatechina -3-galato (Du et al.
47°2012; Yun et al. 8 2004), galardina (Breschi et al. 4° 2010), tetraciclinas
(Stanislawczuk et al. %° 2011), sais de quaternario de amodnio, como o brometo de 12-
metacriloxidodecilpiridinio (MDPB) (Donmez et al. 5! 2005; Tezvergil-Mutluay et al. 52
2011) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Jacques e Hebling >3 2005; Sauro et
al. > 2009) também tém mostrado efeitos antimicrobianos e/ou inibidores das MMPs
e CTs, preservando a camada hibrida.

Alguns autores (Melo et al. °° 2013; Zhang et al. 56 2012) recentemente
estudaram a incorporacdo de quaternario de aménio dimetacrilato (QADM) e
nanoparticulas de prata (NAg) em primers e incluidos em adesivos dentinarios,
mostrando capacidade antimicrobiana, provocando uma diminui¢éo na viabilidade do
biofilme, sem interferir na resisténcia da adeséao.

As propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de prata sdo bem
estabelecidas (Kim et al. >’ 2007; Rai et al. 8 2009; Sondi e Salopek-Sondi *° 2004)
e 0s mecanismos de acao bactericida foram propostos. Contudo, as propriedades
antimicrobianas das nanoparticulas de cobre tém sido pouco estudadas, embora
tenham um potencial como agente bactericida na Odontologia (Ingle et al. ¢ 2014;
Ruparelia et al. ¢ 2008; Thneibat et al. 2 2008; Usman et al. © 2013; Argueta-
Figueroa et al. ®* 2015; Sabatini et al. ° 2015).

Yoon et al. relataram os efeitos antibacterianos de nanoparticulas de prata e
cobre usando cepas de E. coli e Bacillus subtilis, onde as nanoparticulas de cobre
demonstraram atividade antibacteriana superior em comparacdo com as
nanoparticulas de prata (Yoon et al. % 2007). Além da atividade antimicrobiana
superior, o cobre € mais barato, e mais disponivel em relagédo a prata, portanto, a
sintese de nanoparticulas de cobre tem um melhor custo-beneficio. Uma vantagem
adicional de nanoparticulas de cobre é que elas oxidam e formam nanoparticulas de
oxido de cobre, podendo facilmente misturar-se com polimeros ou macromoléculas e
sendo relativamente estaveis em termos de propriedades quimicas e fisicas (Usman
et al. 87 2012).
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Baseado no exposto, a concentracéo ideal de cobre que pode ser adicionada a
um adesivo para expressar atividade antimicrobiana e produzir interfaces de unido a
dentina estaveis, sem comprometer outras propriedades mecéanicas, deve ser
investigada. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da incorporacdo de
nanoparticulas de cobre em um sistema adesivo convencional simplificado, em
diferentes concentracdes, sobre a atividade antimicrobiana (AAM), grau de conversao
de corpos-de-prova de adesivos (GC-c) e na interface de unido a dentina (GC-i),
resisténcia maxima a tracdo (RT), sor¢cdo cumulativa de agua (SO), solubilidade (SB)
e liberacdo de cobre (LC) durante 28 dias, bem como sobre a resisténcia de unido
(RU) e nanoinfiltracdo (NI) na interface de unido a dentina, nos tempos imediatos (IM)
e apos 1 ano (1A).

As seguintes hipo6teses nulas foram testadas: (1) as diferentes concentracfes
de cobre néo irdo resultar em diferencas nas propriedades mecanicas do adesivo; (2)
as diferentes concentracdes de cobre nao irdo resultar em diferencas na resisténcia

de unido e nanoinfiltragcdo, nos tempos imediatos (IM) e apés 1 ano (1A).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da incorporacdo de nanoparticulas
de cobre em diferentes concentracbes, em um sistema adesivo convencional

simplificado, nas propriedades microbioldgicas, mecanicas e adesivas a dentina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracbes de cobre (0%;
0,0075%; 0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%) em um sistema adesivo convencional

simplificado (Ambar-FGM) na atividade antimicrobiana.

2.2.2. Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracfes de cobre (0%;
0,0075%; 0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%) em um sistema adesivo convencional
simplificado (Ambar-FGM) na resisténcia maxima a tracédo, sor¢do, solubilidade e a
liberacdo de cobre ao longo do tempo.

2.2.3. Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de cobre (0%;
0,0075%; 0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%) em um sistema adesivo convencional
simplificado (Ambar-FGM) nas propriedades adesivas (grau de conversao, resisténcia

de unido, nanoinfiltragcdo) no tempo imediato.

2.2.4. Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentragbes de cobre (0%;
0,0075%; 0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%) em um sistema adesivo convencional
simplificado (Ambar-FGM) nas propriedades adesivas (resisténcia de uniéo,

nanoinfiltragéo) ao longo do tempo.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, com parecer sob nimero 1.065.446 (Anexo
A).

3.1. CARACTERIZAQAO DAS NANOPARTICULAS DE COBRE

As nanoparticulas de cobre (99.9% puro, 40-60 nm, SkySpring Nanomaterials,
Inc., Houston, TX, EUA) foram caracterizadas morfologicamente (microscopia de forca
atdmica [AFM], potencial Z, microscopia eletrdnica de varredura por efeito de campo

[FEG]) e guimicamente (espectroscopia de energia dispersiva de raios X [EDS]).

3.1.1. Analise Morfoldgica

3.1.1.1. Microscopia de forga atdbmica (AFM)

O tamanho das nanoparticulas de cobre foi analisado em um microscoépio de
forca atbmica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) da marca Shimadzu (SPM-
9600: Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). As imagens foram obtidas no modo
contato intermitente, empregando-se um cantiléver com constante elastica de
aproximadamente 0,06 N/m (valor nominal) e uma ponta com raio de

aproximadamente 12 nm (modelo SNL-10). A taxa de varredura foi de 1 Hz.

3.1.1.2. Z-Sizer

O tamanho das nanoparticulas de cobre foi analisado pelo Zetasizer (Nano-
Zs90 Nanoseries; Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido), usando
espalhamento dindmico de luz com um angulo de 90°, medindo a difusdo das
particulas movendo-se por movimento Browniano, e convertendo o tamanho e a

distribuicdo de tamanhos utilizando a relagéo de Stokes Einstein.

3.1.1.3. Microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo (FEG)

O tamanho das nanoparticulas de cobre foi analisado em um microscopio
eletrénico de varredura por efeito de campo (FEG) (MIRA3 LM; Tescan, Warrendale,
PA, EUA). Foi utilizado uma tensao de aceleracao de elétrons de 10 kV e ampliacéo

das imagens em 40 e 60 kx. A partir das fotomicrografias obtidas pelo FEG, foi
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possivel determinar o tamanho médio das particulas pelo programa de computador
Mira™ do FEG.

3.1.2. Anélise composicional

3.1.2.1. Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)

A andlise por EDS foi realizada para determinar a pureza das nanoparticulas
de cobre, medindo a porcentagem de cobre das nanoparticulas em po, e para
determinar se existe mistura com outros elementos. Para efetuar a andlise

composicional foi utilizado FEG acoplado com EDS.
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3.2. SISTEMAS ADESIVOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram formulados adesivos experimentais utilizando o sistema adesivo
convencional simplificado Ambar [AM] (FGM Prod. Odont., Ltda, Joinville, SC, Brasil),
com solvente a base de agua e etanol. Esse adesivo é convencional simplificado, ou
seja, preconiza a técnica de condicionamento acido previamente a aplicacdo do
adesivo e se apresenta em um unico frasco. A Tabela 1 mostra a sua composicéo

detalhada, modo de aplicacdo e numero de lote.

Tabela 1. Sistema adesivo utilizado, composicado, modo de aplicagdo e numero de lote

Adesivo Composicao Modo de aplicagéo Numero de lote
Ambar Mondmeros 1. Aplicar &cido fosférico na dentina 260714
(AM — FGM Prod. metacrilatos por 15 s. 260813
Odontoldgicos, (UDMA e MDP), 2. Lavar por 15 s. Secar com papel
Joinville, SC, Brasil) fotoiniciadores, absorvente. Manter a dentina Umida

co-iniciadores, 3. Aplicar vigorosamente duas

estabilizadores, camadas de adesivo por 20 s (10 s

nanoparticulas por cada camada)

de silica inerte e 4. Aplicar suavemente jato de ar por

etanol 10 s para evaporar o solvente

5. Polimerizar por 10 s

UDMA = Urethanedimethacrylate; MDP = methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate. Fonte: O autor.

O sistema adesivo selecionado sofreu acréscimo em sua formula original de
nanoparticulas de cobre (99.9% puro, 40-60 nm, SkySpring Nanomaterials, Inc.,
Houston, TX, EUA) em diferentes concentracdes (% em peso): 0 % (controle, material
comercial), 0,0075%, 0,015%, 0,06%, 0,1%, 0,5% e 1%. Inicialmente, um estudo piloto
foi realizado utilizando as concentragbes de 0,0075, 0,015 e 0,060%. As
nanoparticulas de cobre foram adicionadas ao adesivo por agitacdo em um misturador
Speedmix (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA). O estudo foi dividido em quatro etapas

descritas a seguir:



(i)

(ii)

(iii)

(iv)
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avaliacao do potencial microbioldgico e grau de conversao de corpos de

prova de adesivo (Diagrama 1).

avaliacdo de resisténcia méaxima a tracdo, sorcdo e solubilidade,
liberacdo de cobre em corpos de prova de adesivo, imediata e apos 28

dias (Diagrama 1).

avaliacdo imediata das propriedades adesivas, resisténcia de uniéo,

nanoinfiltracdo e grau de conversado (Diagrama 2).

avaliacdo ao longo do tempo (1 ano) da resisténcia de unidao e
nanoinfiltragéo (Diagrama 2).
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CORPOS DE PROVA DE ADESIVO

atividade grau de resisténcia sorcao / liberacar
antimicrobiana CONvVersao maxima tragao solubilidade de cobre
difusao FTIR Raman imediata 28 dias 0-28 dias 0-28 dia
(n=3) (n=3) (n=3) (n=5) (n=5) (n=10) (n=5)
Etapa 2
Figura 1. Diagrama explicativo das etapas 1 e 2 do trabalho. Fonte: O Autor.
grau de resisténcia nfiltraca resisténcia nfiltraca
conversao de unido nanoinfifiraceo de uniao hanginfiltrag<:0
Raman imediata imediata 1 ano 1 ano

¢

{n=2 p/dente)

¢

(n=10 pldente)

+

{n=2 p/dente)

¢

(n=10 p/dente)

+

{n=2 p/dente)

Etapa 3

Etapa 4

Figura 2. Diagrama explicativo das etapas 3 e 4 do trabalho. Fonte: O autor.
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3.3. EXPERIMENTO 1 (Etapa 1)

3.3.1. Teste de atividade antimicrobiana (AAM)

Nesta etapa foi testada a atividade antimicrobiana frente a Streptococcus
mutans (S. mutans), de corpos de prova feitos com o0s adesivos experimentais
contendo as diferentes concentracdes de cobre (Bottino et al. 8 2013; Feitosa et al.
69 2014).

3.3.1.1. Confeccao dos corpos-de-prova

Trés corpos de prova de adesivo (CPA) de cada condicao experimental (n=3)
foram produzidos em uma matriz metalica cilindrica (5,0 mm de didmetro e 1,0 mm de
espessura; Odeme Prod Odont Ltda, Joacaba, SC, Brasil). Aplicou-se vaselina na
base da matriz, em seguida, uma matriz de poliéster foi colocada em contato com a
base da matriz. Depois de isolar a matriz com vaselina, os adesivos experimentais
foram gotejados dentro da matriz até o completo preenchimento. Todas as bolhas de
ar visiveis dos adesivos foram cuidadosamente retiradas com auxilio de um
microaplicador (Microbrush® FGM, Prod. Odont. Ltda, Joinvile, SC, Brasil). Em
seguida, eles foram submetidos a evaporacao do solvente com jato de ar livre de 4gua
por 40 s a uma distancia de 10 cm.

Uma matriz de vidro foi colocada sobre o adesivo e a superficie foi fotoativada
com um aparelho fotopolimerizador a base de LED por 60 s com uma intensidade de
1200 mW/cm? (Radii-cal, SDI, Bayswater, Victoria, Australia). A densidade de energia
adotado (4,8 J/icm?) permitiu a remocdo dos espécimes da matriz sem sofrer
deformacéo permanente. Os CPA foram removidos cuidadosamente da matriz com o
auxilio de uma lamina de bisturi, sendo também removidas todas as rebarbas de
adesivo (Figura 3). Todos os materiais utilizados para a confecgdo dos CPA foram
esterilizados, para evitar contaminacdo. Os CPA foram armazenados a 37°C por 24
h, e desinfetados por meio de exposicao a luz ultravioleta (30 min/lado).
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Figura 3. Confeccéo de corpos de prova de adesivo (CPA). Fonte: O autor.

3.3.1.2. Teste de difusdo em agar

Os trés CPA por cada condicdo experimental (n = 3) foram testados contra
culturas de S. mutans semeadas em agar BHI (Agar infusdo cérebro e coragdo, Kasvi,
Curitiba, PR, Brasil)(Figura 4). S. mutans foi cultivado aerobicamente em caldo de soja
triptico (Disco Laboratories, Detroit, MI, EUA) durante 24 h em 5% de CO2z a 37°C. Em
seguida, 100 uL da suspenséo bacteriana foi semeada sobre BHI para criar o cultivo
(Gregson et al. " 2012; Huang et al. "* 2012) e os CPA foram colocados. O diametro
da zona de inibicdo de crescimento em torno de cada CPA foi determinada em
milimetros, com um paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa,
Toquio, Japdo), apos 96 h de incubacdo em condi¢cdes microaerofilicas a 35 + 0,5°C.

Os testes foram realizados em triplicata.
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PICAL FORMULA (9/1)
Zrain Heart, Infusion from 17.5; Peptone 10.0; Glucose 2.0;
Sodium Chloride 5.0; Disodium Phosphate 2.5; Agar 15.0.

l pH74+02at25°C

Figura 4. Agar infusdo cérebro e corac&o utilizado no estudo. Fonte: O autor.

3.3.2. Grau de conversao (GC) de corpos-de-prova de adesivo (in vitro)
3.3.2.1. Espectrometria no infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Uma gota (10 pL) da solucdo de adesivo de cada uma das concentracdes
estudadas foram colocados individualmente entre tiras de acetato de 8 mm x 8 mm
para obter uma pelicula fina de aproximadamente 8 mm de didmetro. Antes de cobrir
as gotas de adesivo com as tiras de acetato, foi aplicado sobre elas um jato de ar (10
S) para permitir a evaporacao do solvente.

Um espectro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR; IRPrestige-
21, Shimadzu, Toquio, Japdo) do material ndo polimerizado foi registrado e, em
seguida as amostras foram fotoativadas durante 10 s a 1200 W / cm? (Radii-cal, SDI,
Bayswater, Victoria, Australia). Cada amostra foi cuidadosamente removida com uma
lamina de bisturi fina e armazenada durante 24 h em ambiente escuro e seco, até que
a andlise FTIR do GC foi realizada. O espectro foi obtido com 32 varreduras a 1 cm
de resolucé&o por o método de transmissao. A percentagem de ligagdes carbonicas
duplas que nao reagiram (% C = C) foi determinada a partir da razao das intensidades
de absorbancia de C = C alifatica (altura do pico, a 1640 cm™) contra o padrao interno,

antes e depois da polimerizacdo do espécime. A absorbancia da ligacdo aromatica
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carbono-carbono (altura do pico a 1610 cm) foi usada como um padréo interno. O
GC foi determinado subtraindo a % de C = C de 100%. Trés amostras foram testadas

para cada grupo.

Intensidade Relativa (u.a.)
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Figura 5. Espectros (FTIR) representativos, obtidos do sistema adesivo Ambar ndo polimerizado, e ap6s
sua fotoativagdo. As setas indicam os picos de referéncia (1610 cm) e reativo (1640 cm). Fonte: O
autor

3.3.2.2. Espectrometria micro-Raman

Trés CPA (n=3) de cada condicdo experimental foram produzidos (como
descrito para a atividade microbiologica) para analise do grau de conversao, medido
por meio de espectrometria de micro-Raman (Senterra equipment, Bruker Optik
GmbH, Ettlingen, Baden-Wirttemberg, Alemanha). Antes das analises, o

equipamento foi calibrado para redefinir o zero utilizando padrées de silicio com
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valores de coeficientes conhecidos. As analises foram realizadas sob os seguintes
parametros: laser de Nebnio com 532 nm de comprimento de onda a 5 mW de
poténcia; resolucido espacial de = 3 uym; resolucdo espectral de =5 cm?, com 10 s de
tempo de acumulacéo e 5 coadi¢cbes, em magnificacdo de 20X para um laser de = 1
pum de didmetro. A analise iniciou obtendo-se os espectros com os picos de referéncia
dos adesivos nao polimerizados (np). Para isso, cada sistema adesivo n&o
polimerizado (np) foi dispensado em uma placa de vidro, a qual foi levada ao
espectrofotdmetro para leitura conforme os parametros ja descritos.

A leitura dos adesivos polimerizados (p) foi realizada diretamente nos corpos
de prova. Considerando as ligacdes duplas dos carbonos alifaticos (1639 cm, pico
reativo, no qual sdo detectadas as mudancas) e aromaticos (1609 cm™, pico
referéncia, estdvel sem mudancgas). Para ambas as andlises (np e p) foram
determinados os valores da integrada (i) e a altura (a) dos picos registrados utilizando
o software do equipamento Opus Spectroscopy 6.5 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen,
Baden-Wirttemberg, Alemanha).

Assim, o GC das ligacbes duplas do monémero convertido em polimero foi

calculado de acordo com a seguinte formula: (Stanislawczuk et al. > 2014)

I Reativo (p)ie3e/ 1 Referéncia(p)igoo

GC % =|1-— - P
& [ Reativo(np),g39/1 Referéncia(np)goq

x 100

As anédlises espectrais foram obtidas de trés sitios aleatoriamente selecionados
em cada CPA. A partir disso, foi possivel a obtencdo das médias de cada CPA, as
quais foram utilizadas na andlise estatistica (n = 3). As leituras iniciais (np) também

foram realizadas em triplicata.
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Figura 7. Espectros (micro-Raman) representativos, obtidos do sistema adesivo Ambar néo polimerizado,
e apo6s sua fotoativacdo. As setas indicam os picos de referéncia (1609 cm-1) e reativo (1639 cm-1). Fonte:
O autor.
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3.4. EXPERIMENTO 2 (Etapa 2)

3.4.1. Teste de resisténcia maxima a tragéo (RT)

Dez CPA (n=10) de cada condicdo experimental foram produzidos em uma
matriz metalica no formato de ampulheta (10 mm de comprimento, 2 mm de largura,
e 1 mm de profundidade; Odeme Prod Odont Ltda, Joagaba, SC, Brasil). Aplicou-se
vaselina na base da matriz, em seguida, uma matriz de poliéster foi colocada em
contato com a base da matriz. Depois de isolar a matriz com vaselina, os adesivos
experimentais foram gotejados dentro da matriz até o completo preenchimento. Todas
as bolhas de ar visiveis dos adesivos foram cuidadosamente retiradas com auxilio de
um microaplicador (Microbrush® FGM, Prod. Odont. Ltda, Joinvile, SC, Brasil). Em
seguida, eles foram submetidos a evaporacao do solvente com jato de ar livre de agua
por 40 s a uma distancia de 10 cm.

Uma matriz de vidro foi colocada sobre o adesivo e a superficie foi fotoativada
com um aparelho fotopolimerizador a base de LED por 60 s com uma intensidade de
1200 mW/cm? (Radii-cal, SDI, Bayswater, Victoria, Australia). A densidade de energia
adotado (4,8 J/icm?) permitiu a remocdo dos espécimes da matriz sem sofrer
deformacgéo permanente. Os CPA foram removidos cuidadosamente da matriz com o
auxilio de uma lamina de bisturi, sendo também removidas todas as rebarbas de

adesivo (Figura 8).

Figura 8. Confecgéo de corpos de prova de adesivo (CPA), para teste de resisténcia maxima a tracéo
Fonte: O autor.
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Metade dos espécimes (n=5) foi testada imediatamente [IM] ap0s o preparo e
a outra metade (n=5) depois de ser armazenados em agua por 28 dias [28d] a 37°C.
Os espécimes foram fixados individualmente em garras de Geraldeli aplicando em
cada um dos extremos do CPA cola de cianoacrilato gel (Loctite Superbonder Power
Easy Gel, Henckel, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). Apés o tempo de polimerizacédo da
cola, as garras com os CPA foram acopladas na maquina de ensaios universal (Instron
3343; Instron Norwood, Mass, EUA) e estes foram testados por tracdo a uma
velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga de 100 N até rompimento da interface
(Stanislawczuk et al. 3 2014) (Figura 9).

Figura 9. Sequéncia para o teste de maxima resisténcia a tragédo. Fonte: O autor.

3.4.2. Sorcdo de 4gua (SO) e solubilidade (SB)

Dez discos de adesivo de cada condicao experimental (n=10) foram produzidos
(como descrito para a atividade microbiologica).

A especificacdo ISO 4049 foi empregada na determinacédo da SO e SB ("#; Ito
et al. 7> 2005; Malacarne et al. 7® 2006; Reis et al. 77 2007). Imediatamente apods a
polimerizacdo, os espécimes foram colocados em dessecadores, os quais foram

transferidos para uma estufa pré-condicionada a 37°C, e deixados em repouso por 5
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dias. Depois disso, foram pesados em intervalos de 24 h até que a variacdo de massa
entre dois dias consecutivos fosse menor que 0,2 mg. Um paquimetro digital foi usado
para medir a espessura e o diametro dos espécimes, com precisédo de 0,01 mm, para
calcular o volume (V) de cada amostra (em mm?).

Em seguida, cada espécime foi colocado num eppendorf selado contendo 10
mL de agua destilada (pH 7,2) a 37°C. Apos intervalos de 1, 2, 3,4,5,6,7,8he 1, 2,
3,4,5,6,7,14, 28 dias de tempo de armazenamento, cada espécime foi removido da
estufa e deixado a temperatura ambiente durante 30 min. Em seguida, as pegas foram
lavadas em agua corrente, limpas delicadamente com um papel macio e absorvente,
e pesadas em uma balanca analitica (m2), retornando para os frascos com 10 mL de
agua fresca.

Apés o tempo de armazenamento de 28 dias, as amostras foram secas em
dessecadores contendo silica gel a 37°C, as quais permaneceram em repouso
durante 10 dias ou até que as variagcdes de massa fossem inferiores a 0,2 mg,
obtendo-se uma massa constante (m3). Em seguida, foi medido cada resultado de
massa contra a massa pré-eppendorf (ml) para o calculo da variagdo da massa
depois de cada intervalo de tempo fixo, durante os 28 dias de armazenamento em
agua. Foram relacionadas as mudancas na massa contra o tempo de armazenamento
para obter a cinética de SO durante todo o periodo de armazenamento em agua. A
SO e a SB ao longo dos 28 dias de armazenamento de agua foram calculados
utilizando as seguintes férmulas : SO = (m2 -m3) / Ve SB=(ml-m3)/V

(Stanislawczuk et al. 3 2014).

3.4.3. Comportamento de liberacdo do cobre a partir de corpos de prova de

adesivos

Foi utilizada uma série de solugcbes padrao contendo O; 0,25; 0,50; 0,75 e 1
ppm (mg-L-1) de cobre para se obter uma curva com uma regressao linear entre 0s
valores de absorgéo e concentracdes de cobre, usando espectrometria de absorcéo
atomica de chama (AA240FS Fast Sequential Atomic Absorption Spectrometer; Varian
Inc., Lake Forest CA, EUA). Confirmou-se a absorbancia maxima de cobre em 324,8
nm (Figura 10).

Foram produzidos quatro novos CPA de cada material, armazenados
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individualmente em 10 mL de uma solucédo pré-misturada de agua ultra pura e de
acido nitrico, em concentracdo de 2% (V/V) de HNOs. Em intervalos de tempo
apropriados (1,3e12hel,3,5,7, 14, 21 e 28 dias), utilizou-se 1 mL dessas solu¢des
de armazenamento, ao qual foram adicionados 100 pL de acido nitrico, e em
seguida,foi completado até um volume final de 5 mL com &gua ultra pura. Foram
obtidos os valores de absorcdo dessas solucbes em 324,8 nm, os quais foram
convertidos para quantidade de cobre (software SpectrAA CFR; Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA), considerando a curva analitica de regressao linear. Uma
quantidade igual de solugdo de HNOs a 2% foi adicionada nas solugbes de
armazenamento para substituir o volume removido. Depois de cada adicdo da solucao
de HNOs3 a 2%, foi feita uma correcdo mateméatica (Correcdo de Bolton) para

compensar a diluigcdo.

“ Calibration Parameters o
Method: Cu (Flawne) e
Cal. Set 15
Curwe Fit = Hew Raticnal aor
Calibration Hode = Concentration
Characteristic Conc = 0.0% mg<L
r = 0.999% aoe
Conc = A& a%
(-0. 65726 = h = & + 0.105%4 = & + 0.080%9)
CAL ZERD 000 0. ooo7? o o1 -0.01 nod .
STAWDARD 1 0. 2% 0.0204 0.25 0. 0o -
STANDARD 2 0.50 0.0423 0.50 0. 00 y = 0.0846x + 0.0002
STANDARD 3 075 00644 076 -0 01 a0y RZ = 0.99987
STANDARD 4 1.00 0.og48 0. 9% 0.01
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Figura 10. Curva analitica de regressao linear de cobre, a partir de solu¢des padrdo na
faixa de 0 a 1 ppm. Fonte: O autor.

A liberacdo cumulativa foi obtida para 28 dias e foi representada como ppm
(mg/L) de cobre liberado de cada condig&o experimental.

A avaliacdo matematica dos perfis de liberacédo in vitro foi realizada pelo ajuste
dos dados experimentais ao modelo monoexponencial, ao modelo biexponencial, ao
modelo de ordem zero, ao modelo de Weibull e ao modelo Monolag (Tabela 2),
considerando os resultados do critério de selecdo de modelo (MSC), do coeficiente de
correlacdo, do ajuste grafico e da coeréncia dos valores encontrados para as

constantes de velocidade para cada modelo.
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Tabela 2. Modelos matematicos relacionados aos experimentos de liberacdo de cobre:

Modelo Equacéo
Monoexponencial %D = 100(1-e™)
Biexponencial %D = 100[1-(Ae™ + Be™A)]
Ordem zero %D = kt

Weibull %D = 100[1-e~¥TD)¥]
Monolag %D = 100[1-e~*(t=¥)]

Onde: % D, o porcentual do farmaco dissolvido no tempo; t, k, a e B, as constantes cinéticas de
dissolucgéo verificadas; A e B, as concentracgdes iniciais do farmaco que contribuem para as duas fases
de dissolucao; TD, o tempo no qual 63,2 % do farmaco é dissolvido; b, o pardmetro relacionado as
caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica. Fonte: O autor.

O modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas ou lei das poténcias foi também
aplicado, permitindo a obtencdo dos parametros a e n, com a finalidade de ampliar a
informacé&o sobre o mecanismo de liberacéo do cobre a partir dos corpos de prova de

adesivo (Stanislawczuk et al. 2 2014).

ft=at"

Onde: a, a constante que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas
da forma farmacéutica; n, o expoente de liberacdo que € indicativo do mecanismo de
liberacéo; ft representa a fracao do farmaco dissolvido no tempo t.

Para sistemas esféricos, a lei das poténcias apresenta duas interpretacdes
fisico-quimicas distintas. Quando n assume um valor inferior a 0,43, isso indica que a
liberacdo da substancia é controlada por difusdo (mecanismo de transporte Fickiano).
Quando n é superior a 0,85, indica que a liberagcéo € controlada pelo inchamento do
polimero (transporte caso Il ou mecanismo de transporte ndo-Fickiano). Valores de n
entre 0,43 e 0,85 estdo relacionados com a sobreposicdo de ambos os fendbmenos,
denominado de transporte anémalo (Siepmann e Peppas @ 2001; Siepmann e
Peppas "° 2001). Os métodos modelo-dependentes destinados a avaliacdo dos perfis
de liberagdo foram aplicados com o auxilio do software MicroMath Scientist® (verséo
2.01, SL, EUA). O software MathWorks Matlab® R2012a (Natick, MA, EUA) foi
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utilizado para obter um intervalo de tempo necessario para se atingir uma liberacao
de 50% do cobre liberado.
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3.5. EXPERIMENTO 3 (Etapa 3 e 4)

3.5.1. Preparacéo dos dentes e procedimentos adesivos

Trinta e cinco molares humanos livres de carie, obtidos do pacientes com
idades entre 18 e 35 anos, foram utilizados. O presente estudo foi aprovado a
Comisséo de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o
namero de parecer 1.076.906 (Anexo A).

Os dentes foram desinfetados em cloramina 0,5% e armazenados em agua
destilada trocada semanalmente até sua utilizacdo, em um prazo maximo de até 3
meses apos extracdo. Com o auxilio de uma politriz (Arotec E, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil) e usando lixa de carbeto de silicio de granulacdo #180, sob irrigacdo constante,
foi retirado o esmalte oclusal e planificada a superficie dos molares até exposicao da
dentina. As bordas periféricas de esmalte foram totalmente desgastadas com pontas
diamantadas no 4137 (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) em alta rotacéo e
irrigacdo constante, deixando unicamente tecido dentinario. A seguir, as superficies
de dentina foram polidas manualmente sob irrigacao por 60 s para a padronizacdo da
smear layer utilizando lixas de carbeto de silicio de granulacdo #600 (Extec, Enfield,
Connecticut, EUA) (Figura 11).

A B C

Figura 11. Preparo da superficie de dentina. (A) dente higido; (B) superficie oclusal planificada e em
dentina; (C) desgaste de todas as bordas periféricas de esmalte. Fonte: O autor
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O adesivo em todas as concentragdes, foi aplicado segundo as indicacdes do
fabricante (Tabela 1). Os sistemas adesivos foram fotoativados por 10 s usando o
mesmo aparelho fotopolimerizador anteriormente descrito (Figura 12). Apds o0s
procedimentos adesivos, todos os dentes foram restaurados com uma resina
composta microhibrida de restauracdo (Opallis, FGM Produtos Odontolégicos,
Joinville, SC, Brasil) em trés incrementos de 1 mm, sendo cada incremento fotoativado
por 40 s com o mesmo aparelho fotopolimerizador (Radii-cal, SDI) (Figura 13). Um
anico operador realizou todos os procedimentos adesivos. Cinco dentes foram

utilizados para cada grupo experimental.

Figura 12. Estratégia adesiva convencional. (A) condicionamento &cido; (B) lavagem e secagem; (C)
aplicacdo do adesivo; (D) secagem para evaporacdo do solvente; (E) aplicacdo de segunda camada
do adesivo; (F) fotoativagcdo. Todos os procedimentos realizados segundo as indica¢gfes do fabricante,
0s quais estdo discriminados na Tabela 1. Fonte: O autor.
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Figura 13. Restauracdo dos dentes ap0s aplicacdo das variaveis adesivas. (A) Colocacdo da resina
composta; (B) adaptacdo de cada incremento (3); (C) fotoativacdo de cada incremento. Fonte: O
autor.

Os dentes restaurados foram armazenados em agua destilada a 37° C por 24
h e levados a uma maquina de corte (Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Bluff, lllinois,
EUA). Com ajuda de um disco diamantado (15 HC-4in, Buehler Ltd., Lake Bluff, Illinois,
EUA), sob irrigagdo a 300 rpm, os dentes foram seccionados em cortes
perpendiculares no eixo “x” e outra no eixo “y”, obtendo-se espécimes no formato de
“palitos” com uma area de secgdo transversal de 0,8 + 0,1 mm? (Figura 14). O nimero
de falhas prematuras (FP) por dente durante a preparacdo dos palitos foi registrada.
A area de seccéo transversal foi medida com um paquimetro digital e registrada para
0 subsequente calculo de microtracdo (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa,
Toquio, Japao). A metade dos palitos de cada dente foi selecionada aleatoriamente
para ser testados imediatamente [IM] (24 h) e o restante apés 1 ano [1A] de
armazenamento em agua destilada a 37°C. A agua destilada foi trocada e seu pH foi

monitorado mensalmente.



48

@)

A00REN.

M TTETTNS
4
CARFEITNE T E

Figura 14. Sequéncia de corte para a obtencdo dos palitos. (A) superficie oclusal das coroas de resina
compostas pintadas com caneta marcadora permanente para identificacdo dos palitos de cada grupo.
(B) dente fixado com cera pegajosa ao dispositivo da maquina de corte montada com um disco
diamantado; (C) duas sequéncias perpendiculares de corte, uma no eixo x e outra no eixo y, permitiram
a obtencao dos palitos para o teste de resisténcia de unido. Fonte: O autor.

3.5.2. Teste de resisténcia de unido a dentina por microtracao (RU)

Os palitos obtidos foram colados individualmente em garras de Geraldeli
(Odeme Biotechnology, Joacaba, Santa Catarina, Brasil) (Perdigdo et al. 8 2002)
aplicando em cada um dos extremos do palito cola de cianocrilato gel (Loctite
Superbonder Power Easy Gel, Henckel, Sado Paulo, Sdo Paulo, Brasil) de forma a nao
contaminar a interface dente-restauragdo. Apos o tempo de polimerizacdo da cola, as
garras com os palitos foram acopladas na maquina de ensaios universal (Instron 3343;
Instron Norwood, Mass, EUA) e estes foram testados por tracdo a uma velocidade de

0,5 mm/min com célula de carga de 100 N até rompimento da interface (Figura 15).
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Figura 15. Sequéncia para o teste de microtracdo. (A) mensuracdo da largura e da espessura do
mesmo palito, com paquimetro digital, para o célculo da area da interface adesiva. (B) cola de
cianocrilato em gel (que permite controle da aplicagdo). (C) aplicacdo da cola nas extremidades do
palito, protegendo a interface e posicionamento do palito nas garras de microtracao deixando a interface
adesiva no espaco central da garra; (D) adaptacdo das garras na maquina de ensaios universais apos
a polimerizacéo da cola. Fonte: O autor.

Utilizando uma lupa esteoreoscopica com 100x de magnificacdo (Olympus
SZ40, Shinjuku-ku, Téquio, Japéo), a falha de cada palito foi classificada segundo o

tipo de fratura como:

* Adesiva, falha na interface adesiva dente/restauracao;

» Coesiva em dentina, falha exclusivamente em dentina;

» Coesiva em resina, falha exclusivamente em resina composta;

» Adesiva/Mista, falha na interface adesiva dente/restauragdo, mas que incluiu
falha coesiva dos substratos vizinhos;

 Falhas prematuras, palitos que quebraram antes dos testes.
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3.5.3. Avaliacdo da Nanoinfiltracdo (NI) por meio de microscopia

eletrénica de varredura (MEV)

Trés palitos provenientes de cada dente para os tempos IM e 1A, foram
reservados para analise de NI. Utilizando eppendorfs (OA12, Odeme Biotechnology,
Joacaba, SC, Brasil), os palitos foram imersos em uma solucéo aquosa (pH=7,0) de
nitrato de prata amoniacal 50% em peso (Tay et al. 8 2002) e armazenados por 24 h
em auséncia de luz. Apés o tempo de infiltragcdo, os palitos foram lavados com agua
destilada abundantemente e imersos em solucéo reveladora (Kodak, Rochester, Nova
lorque, EUA) por 8 h sob luz fluorescente, para a reducéo dos ions de prata ao longo
das nanoporosidades da interface de uniéo.

Depois, os palitos foram novamente lavados em agua corrente e fixados com
cianocrilato em stubs de aluminio para facilitar o polimento uniforme das amostras,
gue foi realizado em uma politriz de bancada (ALM 4, Arotec, Cotia, Sao Paulo, Brasil)
sob escoamento continuo da dgua com lixas de granula¢gées 1000, 1200, 1500, 2000,
2500 e 4000 e pastas diamantadas com granulacdes decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25
um (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA). Entre cada lixa e as pastas de polimento, as
amostras foram lavadas em cuba ultrassénica por 8 min seguidos de escoamento de
agua sobre a superficie por 2 min. As amostras foram deixadas entdo, por 30 min em
cuba ultrassonica. Para o processo de desidratacdo as amostras foram deixadas em
um dessecador contendo silica coloidal por 24 h para, entdo, serem metalizadas em

carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) (Figura 16).
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Figura 16. Preparacao de amostras para NI: (A) palitos imersos em uma solu¢éo aquosa de nitrato de
prata (pH=7,0) armazenados por 24 h sob total escuriddo; (B) apds lavagem, imersos em solucao
reveladora por 8 h sob luz fluorescente; (C) palitos revelados, montados em stubs de aluminio para
facilitar o polimento uniforme; (D) palitos dessecados em silica por 24 h; (E) palitos metalizados para a

anélise de MEV (F). Fonte: O autor.

As interfaces resina-dentina foram analisadas em um microscopio eletrénico de
varredura de emissao de campo (VEGA SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA) em modo
de elétrons retroespalhados. Um operador, que desconhecia a origem dos palitos a
serem analisados, realizou trés fotomicrografias com aumento 1200X da interface
dente-restauragao de cada um dos palitos, sendo uma no centro e outras duas 3 um
a esquerda e a direita do centro, para padronizar a aquisicdo das imagens. A
porcentagem relativa de nitrato de prata nas areas ocupadas pela camada hibrida e
camada de adesivo foram consideradas na mensuracao automatizada da NI utilizando
o Image J software para Mac OS (National Institutes of Health, EUA) (Schneider et al.
82 2012) operado por apenas um avaliador, o qual desconhecia a que grupo
experimental pertencia a imagem. Assim, foram obtidas as médias dos valores

percentuais de NI dos palitos, no tempo IM e apos 1A.
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3.5.4. Grau de conversao (GC) de adesivo na interface de unido a dentina

Trés palitos por cada dente foram selecionados aleatoriamente e submetidos
ao teste de GC. Previamente ao teste, os palitos receberam breve polimento com lixa
de SiC de granulacdo 4000 (Buehler Ltd., Lake Bluff, lllinois, EUA) no sentido contrario
a interface de unido, durante 30 s. A seguir os palitos foram lavados em cuba
ultrassonica (Dabi Atlante — 3L, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil) por 10 min e
armazenados em agua destilada a 37°C por 24 h antes da leitura de GC.

A andlise de GC foi realizada na camada hibrida com um espectrofotdmetro de
micro-Raman (Senterra equipment, Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha). Antes das andlises, o equipamento foi calibrado para
redefinir o zero utilizando padrdes de silicio com valores de coeficientes conhecidos.
As andlises foram realizadas sob os seguintes parametros: laser de Neénio com 532
nm de comprimento de onda a 20 mW de poténcia; resolugdo espacial de = 3 um;
resolugdo espectral de = 5 cm™, com 30 s de tempo de acumulagéo e 6 co-adicées,
em magnificacdo de 100X para um laser de = 1 ym de didmetro. A analise iniciou
obtendo-se os espectros com os picos de referéncia dos adesivos nao polimerizados
(np). Para isso, cada sistema adesivo foi dispensado e misturado em uma placa de
vidro, a qual foi levada ao espectrofotdmetro para leitura conforme os parametros ja
descritos. A leitura dos adesivos polimerizados (p) foi realizada diretamente na
camada hibrida. Considerando as ligaces duplas dos carbonos alifaticos (1639 cm™,
pico reativo, para os quais foram verificadas mudancas) e aromaticos (1609 cm™, pico
referéncia, estaveis sem mudancas). Para ambas as andlises (np e p) foram
determinados os valores da integrada (I) dos picos registrados utilizando o software
do equipamento Opus Spectroscopy 6.5 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha). Assim, o GC das liga¢des duplas do monémero convertido

em polimero foi calculado com a seguinte formula:(Stanislawczuk et al. 72 2014)

I Reativo (p)ie3s/ 1 Referéncia(p)isps

GC% = |1— . P
& I Reativo(np),g39/1 Referéncia(np)yggq

x 100

As analises espectrais foram obtidas de trés sitios aleatoriamente selecionados

na regiao intertubular da camada hibrida de cada palito (Figura 18). A partir disso foi
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possivel a obtencédo das médias de cada dente, as quais foram utilizadas na analise

estatistica (n = 3). As leituras iniciais (np) também foram realizadas em triplicata.
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Figura 17. Avaliacdo de grau de conversd@o do adesivo, na zona da camada hibrida, na interface de
uniéo a dentina. Fonte: Hass, 2015.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

As médias e desvios-padrao da RT (MPa), SO (%), SB (%) e liberacéo de cobre
(% e ppm) foram calculados para todas as condi¢gdes experimentais. Os dados do RT
foram analisados por uma analise de variancia de 2 fatores com concentracdo de
cobre e periodo de armazenamento como o0s principais fatores. Para SO, SB, e
liberacdo de cobre, os dados de 28 dias foram analisados por analise de variancia de
fator anico (concentracdo de cobre). Para RU e NI, a unidade experimental no estudo
foi 0 hemi-dente, uma vez que metade do dente foi testado IM e a outra metade foi
testada apds 1A de armazenamento em agua. Os valores de RU e de NI de todos os
palitos do mesmo hemi-dente foi a média para fins estatisticos. Os dados de RU (MPa)
e NL (%) de cada adesivo foram submetidos a analise de variancia de 2 fatores para
medidas repetidas. A medida repetida foi o dente. Também foi feito o teste post hoc
de Tukey para multiplas comparacdes. A significancia estatistica foi predefinida em a
=0,05
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RESULTADOS

Testes morfoldgicos e composicionais

As analises morfologicos conduzidas por microscopia de forca atémica (AFM),

potencial Z, microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo (FEG)(Figuras

18 a 20) mostraram um tamanho de particulas entre 117 e 265 nm, sendo observada

uma aglomeracdo das particulas na imagem de FEG. A andlise composicional

(espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)) revelou que a amostra tem

uma alta percentagem de atomos de cobre, sem contaminagdo com outros elementos
(Figura 21).

117.16
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Figura 18. Tamanho de particula medido através de microscopia de forga atdbmica (AFM). Fonte: O autor.
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Figura 19. Histograma de tamanhos de particula e sua frequéncia (%), medido através de Zeta Sizer. Fonte:
O autor.
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Figura 20. Tamanho de particula medido através de microscopio eletrénico de varredura por efeito de campo
(FEG). Fonte: O autor.
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Figura 21. Andlise composicional das nanoparticulas de cobre, obtida por Espectroscopia de energia
dispersiva de raios X (EDS). Fonte: O autor.
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4.1. Atividade antimicrobiana (AAM)

A Tabela 3 mostra que, quando testados pelo método de difusédo em agar, todos
os adesivos com alguma concentragdo de cobre demonstraram atividade

antimicrobiana contra S. mutans, com halos de inibicdo entre 7,63 =1,03 e 11,94

*+0,47 mm, quando comparado com o controle (0O % de cobre).

Tabela 3. Resultados dos halos de inibigéo, obtidos com os adesivos contendo nanoparticulas
de cobre contra S. mutans

Microrganismo Cobre (%)
Streptococcus

0 (CT) 0,0075 0,015 0,060 0,1 0,5 1
mutans

Diametro dos
4,94 A 7,63 B 8,22 B 9,08 B 10,81 C 1154C 11,94C
halos (mm) n=3

Desvio Padréo 0,47 1,03 0,96 0,63 0,90 0,81 0,47

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0.05). Fonte: O autor.

4.2. Grau de conversao (GC) dos corpos de prova de adesivo (in vitro)

Os resultados de grau de conversado dos corpos de prova, tanto testados pelo
método de FTIR, quanto testados pelo método de espectrometria micro-Raman, estao
apresentados na Tabela 4.

No método de FTIR, ndo se verificou diferenga significativa entre os grupos
estudados (p = 0,05). No método de micro-Raman, observou-se uma diminuicdo
significativa do grau de converséo no grupo do adesivo com nanoparticulas de cobre
em concentracao de 1% (p < 0,05), quando comparado com 0s outros grupos, tanto
na avaliagdo da altura do pico, quanto na avaliacéo da integrada. A comparacéo entre
a medida da integrada e da altura do pico ndo mostrou diferencga significativa (p 2
0.05).
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Tabela 4. Médias e desvios-padrao dos dados do grau de conversao (GC, %), obtidos em cada
condigéo experimental, por meio de FTIR e micro-Raman (integrada [i] e altura [a]) (*):

: Método
Adesivo : : :
FTIR Micro-Raman (i) Micro-Raman (a)

0% (controle) 40,44 £+ 1,53 A 95,97 £0,26 a 95,92 +1,60 a
0,0075% 42,15+ 2,88 A 94,95 +0,88 a 95,69 £0,38 a
0,015% 42,14 +1,40 A 93,27 £0,08 a 92,25+0,36 a
0,060% 42,21 £0,90 A 94,31 +0,49 a 91,70+ 0,34 a
0,1% 42,90 £ 0,29 A 9253+1,21a 91,02 +£0,50 a
0,5% 40,58 £ 1,51 A 92,56 £ 0,68 a 91,87 £0,29 a
1% 4291 +0,45 A 72,64 £3,06b 74,77 £+4,42 b

(*) As comparacdes séo validas so dentro de cada método. Para cada método, letras mailsculas ou minusculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor.

4.3. Resisténcia maxima a tracao (RT)

Os resultados de resisténcia maxima a tracao, testados apos 24 h (IM) e depois
de 28 dias (28d), estdo apresentados na Tabela 5. Para RT, ndo foram registradas
diferencas significativas entre as concentracdes de nanoparticulas de cobre, nem

entre os tempos de armazenamento (p = 0,05).

Tabela 5. Médias e desvios-padrao dos dados do resisténcia maxima a tracdo (RT, Mpa), obtidos em
cada condigéo experimental (*)

Tempo
Adesivo
24 h 28 dias

0% (controle) 14,28 £+ 3,74 A 12,02+ 1,32 A
0,0075% 15,06 £ 3,82 A 14,82 + 2,40 A
0,015% 16,50+ 2,15 A 16,03 £1,00 A
0,060% 13,33+ 1,68 A 13,25+ 1,83 A
0,1% 16,07 £ 3,35 A 16,01+ 1,45 A
0,5% 1430+ 4,11 A 14,05+ 2,22 A
1% 13,21 +£4,09 A 13,10+ 2,48 A

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p 2 0,05). Fonte: O autor.
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4.4. Sorcéo de agua (SO) e solubilidade (SB)

Para SO, a adicdo de nanoparticulas de cobre ndo alterou a sor¢céo de 4gua do
adesivo Ambar (p = 0,05). Entretanto, para SB, foram observadas diferencas

significativas entre o controle e todos os grupos experimentais (p < 0,01) (Tabela 6).

Tabela 6. Sorcdo de agua e solubilidade (ug/mm?) das condicdes experimentais aos 28 dias de
armazenamento em agua (*)

Adesivo Sorcédo de agua (ug/mm?) Solubilidade (ug/mms3)
0% (controle) 104,0£179A 596 £1,7a
0,0075% 101,154 A 58,3+0,5Db
0,015% 100,8 5,7 A 58,0+ 0,8 b,c
0,060% 98,786 A 57,5+0,4 b,c
0,1% 110,458 A 57,2+0,5¢c,d
0,5% 98,2+6,7 A 56,4+0,4d.e

1% 1032+7,8 A 56,0+0,3 e

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor.

4.5. Comportamento de liberacdo do cobre a partir dos corpos de prova de

adesivo

A curva analitica de regressdo linear, entre os valores de absorbéancia e as
concentracbes de cobre, apresentou um coeficiente de correlagdo de r = 0,99987,
sendo adequada para determinar a liberacdo de cobre dos adesivos. Foi realizada
uma avaliacdo matematica dos perfis de liberacao in vitro e foi selecionado o melhor
modelo, considerando o coeficiente de correlacédo (r), o critério de sele¢cdo de modelo
(MSC), o ajuste grafico e a coeréncia dos valores encontrados para as constantes de
velocidade para cada modelo, sendo a equacao biexponencial a mais adequada para
explicar os resultados experimentais. A Figura 22 resume as taxas de liberagcdo de

cobre, enquanto que a Tabela 7 mostra os dados de ajuste ao modelo biexponencial.
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Figura 22. Liberagdo de cobre (ppm acumulativo) de todas as condi¢cdes experimentais, apds 28 dias de
armazenamento em solucdo aguosa de 2% de acido nitrico. Fonte: O autor.

Tabela 7. Dados de liberagdo de cobre a partir dos corpos de prova de adesivo, ajustados a
equacdao biexponencial

0,0075% 2,84 0,9879 6,62 x 102 3,81x10°
0,015% 3,69 0,9948 7,02 x 102 3,68 x 10°
0,060% 3,40 0,9952 3,91 x 107 3,02 x10°
0,1% 4.24 0,9893 8,80 x 102 3,54 x 104
0,5% 3,59 0,9932 1,33 x 102 2,96 x 10
1% 4,16 0,9962 4,8037 23,59 x 102

(*) MSC, Critério de selecdo de modelo; R, coeficiente de correlacdo; a e B, constantes cinéticas.
Fonte: O autor.
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Tabela 8 mostra a liberagcdo acumulada total de cobre (% e ppm) apés 28 dias
para todas as condi¢cGes experimentais. Os CPA contendo 0,0075 e 0,015 % liberaram
mais do 18% do seu cobre apds 28 dias de armazenamento em uma solug¢do aquosa
ao 2% de acido nitrico. Os CPA dos outros grupos experimentais sé liberaram um
maximo de um 0,07%. Por outro lado, a andlise estatistica da concentracdo em ppm
de cobre liberado revelou diferencas significativas entre varias concentracdes de
cobre (p < 0,05).

Tabela 8. Liberagdo de cobre em % e ppm de todas as condi¢cdes experimentais, apds 28 dias de
armazenamento em solucdo aquosa de 2% de acido nitrico (*)

: Liberagdo de cobre
Adesivo -
% da concentragdo inicial ppm

0,0075% 0,28+0,010 A 0,209 £ 0,008 a
0,015% 0,18+0,010B 0,280+0,012 a,b
0,060% 0,07+£0,001C 0,411+0,007 b
0,1% 0,07+£0,001C 0,665+0,075c¢c
0,5% 0,07+£0,001C 3,424 £+0,026d
1% 0,06 £0,001 C 5572+£0,128 e

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor.

Foi realizada uma avaliacdo matematica dos perfis de liberacdo pelo modelo
de Korsmeyer-Peppas, os diferentes grupos mostraram valores de n de 0,42 (0,0075%
cobre), 0,21 (0,015% cobre), 0,23 (0,060% cobre), 0,29 (0,1% cobre), 0,31 (0,5%
cobre) e 0,25 (1% cobre), apds 28 dias. Portanto, todas as concentracdes avaliadas

apresentaram liberagdo segundo um mecanismo de difusdo Fickiana.

4.6. Teste de resisténcia de unido a microtracdo (RU), nanoinfiltracdo (NI) e

grau de conversao (GC) do adesivo na interface de unido a dentina

4.6.1. Resisténcia de unido a microtracao (RU)

Os resultados de resisténcia de unido a microtragdo, testados apés 24 h (IM) e

apos 1 ano estao apresentados na Tabela 9. Verificou-se um aumento significativo da
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resisténcia de unido a microtracdo no grupo do adesivo com cobre em concentracdes
de 0,1 e de 0,5% no tempo imediato, quando comparadas com o controle (p < 0,05).
Apés 1 ano, decréscimo significativo de RU foi observado no grupo controle (p < 0,05).
Decréscimo significativo de RU apds um ano ndo foi observado nos adesivos contendo
cobre (p = 0,05).

Tabela 9. Médias e desvios-padrédo dos dados de resisténcia de unido a dentina (RU, Mpa) no tempo
imediato e apés um ano (*)

Adesivo LENES

24 h 1 ano
0% (controle) 3458 +£2,99 A 2659+ 1,01 E
0,0075% 39,37 +1,76 AB 40,37 + 2,18 A,B
0,015% 40,35+ 3,03 A,B 40,08 + 2,16 A,B
0,060% 39,18+ 1,52 AB 42,36 £ 2,78 B,C
0,1% 42,82 +1,92B,C 43,03 £ 0,63 B,C,D
0,5% 50,64 +3,10 D 48,60 +2,45C,D
1% 37,37 +4,70 AB 39,63 +2,95AB

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor.

4.6.2. Nanoinfiltragdo (NI) na interface de unido a dentina

Os resultados de nanoinfiltracdo (NI) na interface de unido a dentina, testados
depois de 24 h de armazenamento em agua (IM), estédo apresentados na Tabela 10.
Nenhum dos grupos testados apresentou uma interface livre de nanoinfiltragéo.
Observou-se uma diminuicdo da nanoinfiltracdo no grupo do adesivo com cobre em
concentracbes de 0,1; 0,5 e 1% no tempo imediato, quando comparados com o0
controle (p < 0,05). Apos 1 ano, um aumento significativo de NI foi observado no grupo
controle (p < 0,05). Aumento significativo de NI ndo foi observado nos adesivos

contendo cobre ap6és um ano (p = 0,05) (Figura 23).
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Tabela 10. Médias e desvios-padrdo dos dados de nanoinfiltracdo (NI, %), obtidos em cada
condicao experimental, no tempo imediato e apos 1 ano (*)

0% (controle) 17,51 £ 2,66 A 29,71 £459D

0,0075% 11,09+ 3,48 AB,C 13,89 + 3,15 A,B
0,015% 10,91+ 2,30 AB,C 13,03 +5,10 A,B
0,060% 10,56 + 1,05 A,B,C 12,90+ 2,35A,B
0,1% 8,99 +0,33B,C 9,58 +0,84 B,C
0,5% 451+191C 6,67 £1,98 C

1% 588+249 C 9,31+2,29B,C

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor.
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4.6.3. Grau de conversao (GC) do adesivo na interface de unido a dentina

Os resultados de grau de converséo (GC) do adesivo na interface de unido a
dentina, testados depois de 24 h de armazenamento em agua (IM), estdo
apresentados na Tabela 11. Registrou-se uma diminuicdo significativa do grau de
conversdo no grupo do adesivo com cobre em concentragcdo de 1%, quando

comparado com 0S outros grupos experimentais e o controle (p < 0,05).

Tabela 11. Médias e desvios-padréo dos dados de grau de converséo (GC, %), obtidos em cada
condicdo experimental, no tempo imediato (*)

0% (controle) 96,17+ 1,79 A
0,0075% 96,87 £0,45 A
0,015% 95,33+0,50 A
0,060% 95,36 +155 A
0,1% 9482+1,12 A
0,5% 9350+256 A
1% 85,63+3,42 B

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor.
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5. DISCUSSAO

A incorporagdo de nanoparticulas nos materiais dentarios tem sido
extensamente estudada nos ultimos anos. A incorporacdo de nanoparticulas de prata
em cimentos resinosos e adesivos dentarios tem mostrado grande capacidade
antimicrobiana, bem como melhoria nas propriedades mecanicas e adesivas (Melo et
al. % 2013; Zhang et al. 6 2012). Nanoparticulas de ouro também tém demostrado
uma importante atividade antimicrobiana (Hashimoto et al. 8 2015), embora tenham
sido estudadas apenas em solucao aquosa e ndo incorporadas em adesivos ou algum
outro material dentario. Nesse panorama, 0 uso de nanoparticulas de cobre em
materiais dentarios nao tem sido muito explorado, embora exista suas potencialidades
(Argueta-Figueroa et al. 8 2014).

Neste estudo, a incorporacao de nanoparticulas de cobre na formulacédo de um
adesivo convencional simplificado (Ambar) mostrou uma grande atividade
antimicrobiana sobre S. mutans, em todas as suas concentragdes (0,0075; 0,015;
0,060; 0,1; 0,5 e 1%) quando comparado com o adesivo controle (0% de cobre), como
foi demostrado em outros estudos com concentracdes similares (Argueta-Figueroa et
al. ¢ 2015; Sabatini et al. > 2015).

Trabalhos prévios ja tinham relatado os efeitos antibacterianos de
nanoparticulas de prata e cobre (Ruparelia et al. 2 2008; Yoon et al. 56 2007), usando
cepas de E. coli, S. aureus e B. subtilis, nos quais as nanoparticulas de cobre
demonstraram atividade antibacteriana superior, em comparacdo com as
nanoparticulas de prata (Yoon et al. % 2007). Uma vantagem adicional das
nanoparticulas de cobre é que elas sofrem oxidacdo e formam nanoparticulas de
oxido de cobre, podendo facilmente misturar-se com polimeros ou macromoléculas e
sendo relativamente estaveis em termos de propriedades quimicas e fisicas (Usman
etal. 87 2012).

As nanoparticulas de cobre tém uma atividade antimicrobiana que é tamanho-
e concentracdo-dependente (Duran et al. 8 2010; Prabhu et al. 8 2010). O
mecanismo pelo qual as nanoparticulas de cobre exercem o seu efeito antibacteriano
nao estd muito esclarecido, mas Schrand e cols. mencionam que o efeito das
nanoparticulas de cobre pode ser devido a interagcdes com grupos -SH que conduzem
a desnaturacgdo das proteinas bacterianas (Schrand et al. 8 2010). As nanoparticulas

de cobre exercem seu efeito sobre a membrana celular devido a sua afinidade com
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aminas e grupos carboxila presentes na superficie celular (Ren et al. 8 2009). Apés
entrar na ceélula, nanoparticulas podem ligar-se a moléculas de DNA e alterar a
estrutura helicoidal por reticulagdo dentro e entre as cadeias de acidos nucleicos. Os
ions de cobre no interior das células bacterianas também podem interromper
processos bioquimicos (Kim et al. 8 2000). Uma teoria mais recente é a chamada
teoria do “efeito cavalo de troia” (trojan horse effect), onde as nanoparticulas séo
capazes de promover degradacdo/corrosao no ambiente acido dos lisossomos (pH
5,5) ou proteases, que converte metais a ions, e portanto, substancias toxicas. A
liberacao intercelular de ions livres gera um elevado volume de espécies reativas de
oxigénio em mitocéndrias ou pode induzir o mau funcionamento de outras organelas
(Sabella et al. ®® 2014). O mecanismo exato antimicrobiano das nanoparticulas de
cobre ndo est4, portanto, totalmente conhecido e deve de ser elucidado.

Com relacdo as propriedades mecanicas, todos os adesivos com diferentes
concentracdes de cobre, adsorveram/absorveram quantidades significativas de agua,
principalmente no primeiro dia de armazenamento (Tabela 6), tal como em estudos
anteriores (lto et al. 7> 2005; Malacarne et al. ’® 2006; Reis et al. 77 2007). Isso sugere
a interacdo da formulacdo com soluc¢des hidrofilicas, compativeis com a dentina
desmineralizada imida. Os monémeros mais comuns em sistemas adesivos dentarios
sdo hidrofilicos (Van Landuyt et al. °* 2007) e os seus polimeros resultantes sdo mais
propensos a SO (Ito et al. 7> 2005; Malacarne et al. 6 2006; Reis et al. 77 2007; Fabre
et al. 2 2007) do que os polimeros hidrofébicos. O adesivo Ambar ndo contém HEMA
na sua composicao, o que explica a baixa SO quando comparado com outros adesivos
(Stanislawczuk et al. "> 2014; Stanislawczuk et al. 7 2014). Neste estudo, a adicdo
de cobre nao afetou as propriedades de RT e SO, mas diminuiu a SB e, portanto, ndo
tornou os adesivos mais propensos a degradacdo precoce, sendo este 0 primeiro
estudo a relatar essas propriedades. Concentracdes de até 1% de cobre parecem
deixar a RT e SO de adesivos comerciais inalteradas, ou melhoradas, como no caso
da SB.

Com respeito a liberacdo de cobre (ppm), foi observada uma liberagéo inicial
rapida, provavelmente atribuivel ao cobre na superficie exterior. Isso foi seguido por
um periodo mais longo de libertagdo lenta, mas continua, o que garante o efeito
prolongado. A liberacdo imediata pode ajudar a atingir a concentragéo eficaz de cobre
na interface do adesivo, ao passo que a liberacdo controlada pode manter essa

concentracéo eficaz de cobre por um longo tempo. Para todos os adesivos contendo
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cobre, o0 expoentes de liberacéo (n) calculado a partir do modelo Korsmeyer-Peppas
resultou em valores menores do que 0,43. Isso indica que 0 mecanismo que rege a
liberacdo de cobre nos primeiros 28 dias foi de difusédo Fickiana (Siepmann e Peppas
8 2001; Siepmann e Peppas ° 2001), caracterizado pelo movimento molecular
sistematico do cobre desde areas de alta concentracdo para areas de baixa
concentracdo (Manadas et al. 3 2002).

Embora a liberacdo de cobre a partir de uma matriz polimérica para um
ambiente aquoso possa ser diferente da liberacdo de cobre de uma camada fina de
adesivo ao substrato desmineralizado e mineralizado, e ndo se possa extrapolar 0os
presentes resultados ao que poderia acontecer in vivo, este é o primeiro estudo que
demonstra a liberag@o de cobre e o seu comportamento a partir da matriz polimérica
de um adesivo.

No presente estudo, ndo foram observadas redu¢des no grau de conversao dos
grupos experimentais em relacdo ao controle (tanto em corpos de prova como na
interface de unido a dentina), excetuando o grupo com uma concentracao de 1% de
cobre (Tabelas 4 e 9). Esse resultado é provavelmente devido ao fato de que baixas
concentracbes de cobre (até 0,5%) ndo interferem com a equilibrada mistura
mondmero / solventes, assim como ndo agem como um plastificante dentro da rede
de polimero. No caso do grupo 1%, depois de 4 meses, pode-se verificar que o
adesivo comeca a gelificar dentro do frasco, o que pode atrapalhar a polimerizacéo e
explicar os menores valores de grau de conversdo. Além disso, o cobre mostrou ter
um bom grau de compatibilidade quimica quando foi adicionado em um sistema
adesivo (Argueta-Figueroa et al. ® 2015; Sabatini et al. 8 2015).

No entanto, a descoberta mais promissora do presente estudo é que a
incorporacdo de nanoparticulas de cobre entre 0,0075 e 0,5% produz sistemas
adesivos capazes de prevenir a degradacao das interfaces de unido a dentina depois
de 1 ano de armazenamento em agua, quando comparados com o adesivo livre de
cobre utilizado no grupo controle. As interfaces de unido a dentina produzidas com o
adesivo controle mostraram reducfes de RU de aproximadamente 23% e aumentos
de NI de 70% ap6s 1 ano de armazenamento de agua. Estes resultados séo
explicados pela atividade das colagenoliticas e gelatinoliticas da dentina parcialmente
desmineralizada apés a aplicacéo de adesivos convencionais (Mazzoni et al. 4> 2006)
devido ao ativacdo de MMPs (Mazzoni et al. #2 2006; Nishitani et al. #* 2006; Mazzoni

et al. ®* 2012) e o papel complementar das CTs na degradacéo do colageno (Vidal et



68

al. 37 2014; Tersariol et al. ® 2010; Nascimento et al. % 2011). Isto é responsavel
pela auto-degradacao das fibrilas de colageno parcialmente infiltradas (Pashley et al.
32 2004) e a reducdes da resisténcia de unido ao longo do tempo. Além disso,
verificou-se um aumento significativo da resisténcia de unido a microtragdo no grupo
do adesivo com cobre em concentracdes de 0,1 e de 0,5%, e uma diminuicdo da
nanoinfiltracdo no grupo do adesivo com cobre em concentracfes de 0,1; 0,5 e 1%,
no tempo imediato, quando comparadas com o controle. Também, n&o foi observado
decréscimo significativo de RU nem aumento significativo de NI, apos 1 ano, nos
adesivos contendo cobre (Tabelas 9 e 10).

Esses resultados podem ser explicados pela literatura de duas maneiras. A
primeira indica que o cobre tem capacidade de inibicdo especificamente para MMP-2
(de Souza et al. °” 2000), presente na dentina. Porém, estes resultados podem ser
controversos, ja que existem estudos que mostram que o cobre, utilizado como
complexo de cobre-tripeptideo, poderia, pelo contrario, aumentar os niveis de MMP-
2, (Simeon et al. % 1999; Simeon et al. ®® 2000). Por outro lado, esses estudos
também mencionam que o complexo de cobre-ripeptideo poderia aumentar a
secrecdo de inibidores tissulares de MMPs, especificamente TIMP-1 e TIMP-2, que
vdo inibir preferentemente a MMP-9 e MMP-2, respectivamente (Simeon et al. *°
2000).

Por outro lado, tem estudos que indicam que o cobre pode aumentar a
resisténcia da rede de colageno, devido a que a enzima reticuladora de colageno, a
lisila-oxidase (LOX), € cobre dependente, tendo assim o cobre um efeito indireto como
agente reticulador (cross-linker) (Marelli et al. 10 2015; Rucker et al. 9% 1998). Isto
poderia ajudar a aumentar a resisténcia do colageno e deixa-lo menos susceptivel aos
efeitos das enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPSs) e catepsinas
cisteina (CTs).

Com relacdo a isso, sdo necessarios novos estudos que avaliem também o
efeito das nanoparticulas de cobre sobre essas enzimas, para verificar se existe algum

efeito de inibicdo quando s&o incorporadas em um sistema adesivo.
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6. CONCLUSAO

A adicao de nanoparticulas de cobre em concentragfes de 0,0075 até 0,5% no
sistema adesivo convencional simplificado Ambar pode ser uma alternativa para
adicionar atividade antimicrobiana contra S. mutans, assim como também aumentar
a estabilidade a longo prazo das interfaces resina-dentina, sem comprometer as

propriedades mecénicas dos adesivos.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da incluséo de nanoparticulas de cobre em sistemas adesivos convencionais.

Pesquisador: Paulo Vitor Farago

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 44731915.3.0000.0105

Instituicdo Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.065.446
Data da Relatoria: 28/05/2015

Apresentagdo do Projeto:

Reincidéncia de carie adjacentes as margens é a biodegradacao das interfaces adesivas tem sido o foco de

estudos recentes. Para tentar resolver

esses problemas, tem sido incorporados antimicrobianos e inibidores de MMPs e CTs, ao protocolo adesivo

ou aos adesivos. Alguns autores

recentemente estudaram a incorporacdo de nanoparticulas de prata (NAg) em adesivos dentinarios, mas a
incorporagdo de nanoparticulas de cobre

ndo tem sido estudada.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre, variando a concentracdo, em diferentes sistemas adesivos
como forma de possibilitar uma maior

durabilidade das restauracbes adesivas.

Objetivo Secundario:

Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre sobre a resisténcia maxima a tracdo (RT) dos adesivos.
Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre

sobre a solubilidade (SO) dos adesivos. Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre sobre a
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sorcdo de agua (SA) dos adesivos. Avaliar a incluséo

de nanoparticulas de cobre sobre a resisténcia de unido a microtracdo (RU) da interfase resina-dentina.
Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de

cobre sobre a nanoinfiltracdo (NI) da interfase resina-dentina. Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre
sobre o grau de conversdo (GC) do

adesivo na interfase resina-dentina

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o apresenta riscos para os pesquisadores.

Beneficios:

Os Beneficios para a ciéncia serdo o possivel desenvolvimento de um adesivo que poderia ser usado para

manter a estabilidade da camada hibrida

na interfase resina-dentina. Aquele adesivo representa uma contribuicdo social e cientifica na area de
Materiais Dentarios e Cariologia

Comentérios e Considera¢des sobre a Pesquisa:

O objetivo deste estudo serd avaliar o efeito da incorporacéo de nanoparticulas de cobre, em diferentes
concentracdes, em

diferentes sistemas adesivos convencionais, nas propriedades de resisténcia maxima a tracdo (RT), sor¢ao
de agua (SA), solubilidade (SO),

resisténcia de unido a microtracdo (RU), nanoinfiltracdo (NI) e grau de conversdo (GC). As nanoparticulas
serdo incluidas nos sistemas adesivos

Ambar [AM] (FGM) e Single Bond Universal [SBU] (3M). Para RT (n = 8 para cada grupo), as amostras de

adesivo serdo construidas numa matriz

metalica em forma de ampulheta. Metade das amostras serdo testadas depois de 24 horas e apos 6, 12 e

18 meses de armazenamento em agua.

Para SA e SO (n = 7 para cada grupo), discos de adesivos serdo preparados em uma matriz metélica. Apds

a desidratacdo, os espécimes serédo

pesados e armazenados em &gua destilada para avaliagdo da SA, SO e liberagcdo cumulativa de cobre.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Falta a carta de doacdo dos dentes molares no banco de dentes

Necessario definir o numero real de dentes molares a serem utilizados
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Recomendacgdes:
De acordo com as consideracdes dos termos obrigatorios

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Pendencia de acordo com a falta a carta de doagdo dos dentes molares no banco de dentes
Necessério definir o numero real de dentes molares a serem utilizados

Situacdo do Parecer:

Pendente

Necessita Apreciagcdo da CONEP:
Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

PONTA GROSSA, 15 de Maio de 2015
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