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RESUMO

GUTIERREZ MF. Efeito da incorporacio de nanoparticulas de zinco e cobre em
dois sistemas adesivos universais, nas propriedades biolégicas, mecéanicas e
adesivas a dentina higida e artificialmente afetada por cérie. [Tese — Doutorado
em Odontologia — Area de Concentracdo Clinica Integrada - Universidade Estadual
de Ponta Grossa; 2018].

Objetivos: Este estudo avaliou o efeito da adicdo de nanoparticulas de oxido de zinco
e cobre, em diferentes concentracdes, em dois sistemas adesivos universais, nas
propriedades biolégicas, mecanicas e adesivas a dentina higida e artificialmente
afetada por carie. Material e métodos: Seis sistemas adesivos universais
experimentais foram formulados de acordo com a adicdo de nanoparticulas de oxido
de zinco e cobre (ZnO/CuNp) (0% zinco/0% cobre [controle], 5% zinco/0,1% cobre,
5% zinco/0,2% cobre) no sistema adesivo Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona]
e Ambar Universal [AMB; FGM]. Foi testada a atividade antimicrobiana (AAM) dos
adesivos formulados contra Streptococcus mutans por meio de ensaios de difusdo em
agar, a citotoxicidade (CTX) sobre células Saos-2 e o potencial de inibicdo de MMP-
2, -8 e -9 por meio do teste de fluorescéncia. Para resisténcia maxima tracao (RMT)
e microdureza (MD), as amostras foram testadas depois de 24 h e 28 dias. Para o
grau de conversao (GC) in vitro as amostras foram construidas e testadas apos 24 h
por meio de espectrofotometria no infravermelho com Transformacdo de Fourier
(FTIR) e espectroscopia de micro-Raman. Para sorcdo (SO) e solubilidade (SB),
depois de confeccionados os espécimes, eles foram armazenados em agua e as
propriedades medidas por 28 dias. Para liberacdo de zinco/cobre (LZC), as amostras
foram armazenadas em solucdo de acido nitrico a 2% e as propriedades medidas
durante 28 dias. O esmalte oclusal de duzentos e dezesseis dentes foi removido e 0s
adesivos foram aplicados na superficie da dentina higida e artificialmente afetada por
cérie, na estratégia convencional e autocondicionante. Depois de restauracées em
resina composta, os espécimes foram seccionados longitudinalmente para se obter
espécimes (palitos) de resina-dentina (0,8 mm?). Para resisténcia de unido (RU), os
espécimes foram testados em tensdo a 0,5 mm/min no tempo imediato (IM). Para
nanoinfiltracdo (NI), 2 espécimes de cada dente foram preparados e analisados em
MEV e testados no IM. Para microinfiltracdo (M), 2 espécimes de cada dente foram

preparados e analisados em microscopio confocal e testados no IM. Para GC in situ,



2 espécimes foram preparados e analisados sob espectroscopia de micro-Raman. A
significancia estatistica foi predefinida em a = 0,05. Resultados: A adi¢do de
nanoparticulas de zinco e cobre adicionou propriedades antimicrobianas aos adesivos
em todas as concentracdes (p < 0,05), sem aumentar a citotoxicidade, ou influenciar
negativamente a RMT, MD, GC in vitro e GC in situ (p > 0,05). O efeito da adi¢éo de
nanoparticulas de oxido de zinco e cobre sobre a SO e SB foi dependente do sistema
adesivo. LZC elevadas foram observadas em adesivos com maior concentracéo de
nanoparticulas de zinco e cobre (p < 0,05). No tempo imediato, a adicdo de
nanoparticulas de oxido de zinco e cobre ndo influenciou negativamente os valores
de RU (p > 0,05), mas diminuiu os valores de NI em todos os grupos (p < 0,05), quando
aplicados de modo convencional e autocondicionante, em dentina higida e
artificialmente afetada por carie. Adicionalmente, a combinagcédo de nanoparticulas de
zinco e cobre mostrou ter atividade anti-MMP -2, -8 e -9. Conclusdo: A adicdo de
Zn/CuNp em sistemas adesivos universais pode ser uma alternativa para fornecer
propriedades antimicrobianas e aumentar a estabilidade das interfaces resina-dentina,
tanto higida quanto artificialmente afetada por carie, sem riscos biolégicos e sem
reduzir as propriedades mecanicas.

Palavras-chave: Zinco; Cobre; Nanoparticulas; Dentina; Adesivos universais;

Propriedades bioldgicas; Propriedades mecéanicas; Propriedades adesivas.



ABSTRACT

GUTIERREZ MF. Effect of inclusion of zinc and copper nanoparticles in two
universal adhesive systems on biological and mechanical properties, and the
durability of resin—dentine interfaces on sound and artificially caries-affected
dentin. [Thesis — Doctorate in Dentistry — Concentration Area: Integrated Clinic - State
University of Ponta Grossa; 2018].

Objectives: This study evaluated the effect of addition of zinc oxide and copper
nanoparticles (ZnO/CuNp) in different concentrations into two universal adhesives
systems, on biological, mechanical and adhesive properties on sound and artificially
caries-affected dentin. Materials and methods: ZnO/CuNp (0% [control]; 5/0.1 and
5/0.2 wt%) were added in Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] and Ambar
Universal [AMB; FGM]. The antimicrobial activity (AMA) was evaluated against
Streptococcus mutans. For cytotoxicity (CTX), Saos-2 cell-line was used, and the anti-
MMP -2, -8 and -9 activity of the ZnO/CuNp was evaluated. For ultimate tensile
strength (UTS) and microhardness (MH), specimens were tested after 24h and 28d.
For in vitro degree of conversion (DC), specimens were evaluated after 24h by Fourier
Transformed Infrared (FTIR) and micro-Raman spectroscopy. For water sorption (WS)
and solubility (So), specimens were tested for 28d. For zinc oxide/copper release
(ZnO-CuR), the samples were stored in 2% nitric acid solution and the properties
measured for 28d. The occlusal enamel of two hundred and sixteen teeth was removed
and the adhesives were applied to the surface of sound and artificially caries-affected
dentin, in etch-and-rinse and self-etch strategy. After, composite resin build-ups,
specimens were sectioned to obtain resin—dentine sticks. It was evaluated in resin-
dentine microtensile bond strength (MTBS), nanoleakage (NL), microleakage
evaluation by confocal laser scanning microscopy (ML) and in situ DC after 24h of
water storage. ANOVA and Tukey’s test were applied (a = 0.05). Results: The addition
of ZnO/CuNp increase AMA when compared to control (p<0.05) without increasing
cytotoxicity (p>0.05) or negatively influencing UTS, MH, in vitro DC and in situ DC
(p>0.05). The effect of the addition of ZnO/CuNp on the WS and SO was adhesive
system dependent. High ZnO-CuR was observed in adhesives with highest
concentration of ZnO/CuNp (p <0.05). uTBS values were maintaining with ZnO/CuNp
addition. However, lower NL (p<0.05) and ML was observed for ZnO/CuNp groups. In
addition, ZnO/CuNp present anti-MMP-2, -8 and -9 activity. Conclusions: The addition



of ZnO/CuNp in the tested concentrations in universal adhesive systems may be an
alternative to provide antimicrobial activity and improves the integrity of the hybrid
layer, without jeopardizing biological, adhesives and mechanical properties.

Keywords: Zinc; Copper; Nanoparticles; Dentin; Universal adhesives; Biological
properties; Mechanical properties; Bonding properties.
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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 colocacdo tornam a resina composta desejavel para pacientes e
clinicos (Khalichi et al. > 2004), 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. 7 2006; Da Rosa Rodolpho
etal. ® 2011; Opdam et al. ® 2014). Apesar do aumento no seu uso e o significativo
desenvolvimento cientifico, a preocupacdo mais importante a respeito de
restauracfes adesivas diretas atualmente, € a sua limitada durabilidade in vivo
(Peumans et al. 1° 2005; Heintze et al. * 2010), o que resulta em um grande gasto
com assisténcia odontoldgica destinada a troca deste tipo de restauracédo, superando
os 5 bilhdes de délares anualmente nos Estados Unidos (Jokstad et al. 2 2001;
Spencer et al. 1 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 # 1988). Fatores relacionados ao paciente, operador,
dente, tamanho da cavidade e materiais tém sido relatados na literatura como
potencialmente relevantes para falhas das restauracdes (da Rosa Rodolpho et al. ’
2006; Da Rosa Rodolpho et al. 8 2011; Opdam et al. ® 2014; Bernardo et al. > 2007;
Opdam et al. ** 2010), embora evidéncias sobre esses fatores ainda sejam limitadas.

A longevidade de restauracdes pode ser afetada, em especial, pelo acumulo
de biofilme e placa in vivo, em comparacdo com outros materiais restauradores (Beyth
et al. ¥’ 2007). A producdo de &cido a partir do biofilme pode levar a céarie adjacente
nas margens das restauracdes. Essa reincidéncia € a principal razdo para o fracasso
da restauracado e € uma das maiores causas de sua substituicdo, estimada atualmente

entre 50 e 70% de todas as restauracdes realizadas (Jokstad et al. 12 2001; Deligeorgi
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et al. ¥ 2001; Featherstone 1° 2004; Sakaguchi ?° 2005; ten Cate 2! 2006; Demarco
et al. 22 2012).

Essa falha pode estar relacionada a falta de selamento da interface
dente/restauracdo, o que resulta na diminuicdo de resisténcia nessa regido aos
agentes internos - enzimas proteoliticas - e externos - fluidos e microrganismos
(Spencer et al. ¥ 2010; Perdigao et al. 22 2013; Tjaderhane et al. >* 2013). Essa
interface adesiva dente/restauracdo € produzida pela interacdo de um sistema
adesivo sobre os tecidos dentarios duros, apés a substituicdo de minerais removidos
desses tecidos por monémeros resinosos, formando um polimero interligado micro-
mecanicamente com os substratos dentais (Nakabayashi et al. 2> 1982).

Por outro lado, a biodegradacdo das interfaces adesivas tem sido o foco de
estudos recentes e esse processo ainda nao esta completamente elucidado (Liu et al.
%6 2011). No entanto, sabe-se que a biodegradacdo inicia-se com a extracdo dos
mondmeros resinosos que se infiltraram na matriz de dentina, através de espacos
vazios nanomeétricos cheios de agua, seguido pelo ataque enzimatico das fibrilas de
colageno expostas (Spencer et al. ** 2010; Sano 2’ 2006; Reis et al. 226 2013).

Cerca de 50% do volume dentinario € composto de minerais, sendo o restante
colageno do tipo I, proteinas ndo-colagenosas (30% em vol.) e agua (20% em vol.)
(Tjaderhane et al. 2 2012). Durante a adeséo de restauracées de resina composta, o
componente mineral da superficie e subsuperficie da dentina € removido, ou
totalmente pelo condicionamento acido prévio nos adesivos convencionais (CON)
(etch-and-rinse, do Inglés), ou parcialmente com primers acidicos em adesivos
autocondicionantes (AC) (self-etch, do inglés). A matriz de colageno exposta em
seguida, € infiltrada com monémeros resinosos adesivos. Na realidade, os
mondmeros adesivos ndo sdo capazes de encapsular completamente a matriz de
colageno, deixando fibras de coladgeno expostas totalmente ou parcialmente, na parte
inferior da camada hibrida, sem a protecdo de resina polimerizada (Spencer et al. 3
2010; Spencer e Swafford 3 1999; Wang e Spencer 3* 2002; Wang e Spencer *?
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. 28 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 coldgenas por meio de analise da
atividade colagenolitica exercida por metaloproteinases (MMPs) da dentina (Pashley
et al. 3 2004). Essas MMPs ja haviam sido investigadas previamente e comprovada
sua presenca e expressdo no complexo dentino pulpar(Tjaderhane et al. 3¢ 1998;
Sulkala et al. 3 2001; Sulkala et al. 3¢ 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 cisteinas catepsinas (CTs) em dentina (Tjaderhane et al. 3 2013; Vidal et al. %
2014). O aumento do conhecimento sobre a funcéo dessas enzimas na degradacéo
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 avaliagcao
incide sobre as diferentes estratégias que tém sido desenvolvidas para controlar e
prevenir a perda do colageno da camada hibrida e for¢ga adesiva, relacionada com
enzimas hidroliticas.

As MMPs constituem uma familia de endopeptidases zinco- e calcio-
dependentes, que séo capazes de degradar os componentes da matriz extracelular
(Verma e Hansch %° 2007; Visse e Nagase “° 2003), e que regulam os mecanismos
fisiologicos e patologicos dos tecidos a base de colageno na sua forma natural ou
desnaturada (Carrilho et al. 4t 2009; Collares et al. > 2013). Formas latentes de
MMPs séo liberadas, a partir da dentina, apos a dissolu¢éo de compostos inorganicos,
como resultado do pH acido local. No entanto, 0 mecanismo exato de ativacdo das
MMPs em meio acido necessita ainda ser melhor elucidado (Perdigao et al. 2 2013).
De um modo semelhante, como observado durante o processo da doenca carie, as
MMPs podem também ser liberadas a partir da matriz de dentina, durante o passo de
condicionamento acido (Mazzoni et al. 43 2006) ou com uso de primers acidicos
(Nishitani et al. 4 2006) nos protocolos adesivos. As fibras colagenas expostas sem
protecdo mineral tornam-se susceptiveis a degradacdo enzimética, que pode ser
mediada por MMPs da dentina que sédo expostas e ativadas durante o ataque acido
(Pashley et al. 3 2004).

Para tentar resolver esses problemas (lesdes de carie adjacente a margem da
restauragdo 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. 22 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 4> 2009) e grande substantividade (Carrilho et al. 46 2010).
Além disso, tem sido recentemente estudada como o mais importante inibidor de
proteases (Pashley et al. 3 2004) e CTs (Scaffa et al. 4’ 2012) ajudando na
preservacao da camada hibrida. Por outro lado, epigalocatechina -3-galato (Du et al.
48 2012; Yun et al. ¥ 2004), galardina (Breschi et al. *® 2010), tetraciclinas
(Stanislawczuk et al. ®* 2011), sais de quaternario de amoénio, como o brometo de 12-
metacriloxi dodecil piridinio (MDPB) (Donmez et al. 2 2005; Tezvergil-Mutluay et al.
53 2011) e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Jacques e Hebling % 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. " 2012) recentemente
estudaram a incorporacdo de quaternario de aménio dimetacrilato (QADM) e
nanoparticulas de prata em primers e em adesivos dentinarios, mostrando
capacidade antimicrobiana, provocando uma diminuicdo na viabilidade do biofilme,
sem interferir na resisténcia da adesao.

As propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de prata sdo bem
estabelecidas (Kim et al. ®® 2007; Rai et al. > 2009; Sondi e Salopek-Sondi © 2004)
e 0s mecanismos de acdo bactericida foram propostos. Contudo, as propriedades
antimicrobianas das nanoparticulas de cobre tém sido pouco estudadas, mesmo
apresentando um potencial como agente bactericida na Odontologia (Ingle et al. !
2014; Ruparelia et al. 52 2008; Thneibat et al. ¢ 2008; Usman et al. 4 2013; Argueta-
Figueroa et al. ® 2015; Sabatini et al. ¢ 2015; Gutierrez et al. 7 2017; Gutierrez et
al. 8 2017).

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 comparagdo com as
nanoparticulas de prata (Yoon et al. % 2007). Além da atividade antimicrobiana
superior, o cobre € mais barato, e mais disponivel em relacdo 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, as quais podem facilmente misturar-se com polimeros ou
macromoléculas e serem relativamente estaveis em termos de propriedades quimico-

fisicas (Usman et al. © 2012).
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A incorporagdo de cobre também foi avaliada em varios materiais dentarios,
como o ionémero de vidro (Renne et al. "' 2017), adesivos dentais (Argueta-Figueroa
etal. % 2015; Sabatini et al. % 2015; Gutierrez et al. ¢ 2017; Gutierrez et al. %8 2017)
e até mesmo em implantes dentérios (Gosau et al. > 2016; Rosenbaum et al. 3
2017). Dentro dos adesivos dentarios, estudos recentes utilizaram nanoparticulas de
cobre e avaliaram seu efeito na durabilidade da interface dentina-resina, mostrando
gue a incorporacédo de cobre ajuda a manter a integridade da camada hibrida apés 2
anos (Gutierrez et al. 87 2017).

O zinco, por sua vez, pode ser usado para proteger as fibrilas colagenas da
atividade de metaloproteinases e cisteinas catepsinas (Santos et al. "4 2001; Osorio
etal. ® 2011; Ito et al. ’® 2002; Altinci et al. /" 2017). Estudos anteriores (Carrilho et
al. 4t 2009; Toledano et al. "® 2013; Toledano et al. 7° 2012; Osorio et al. & 2011;
Barcellos et al. 8' 2016) observaram a durabilidade da interface resina-dentina quando
o zinco foi adicionado a adesivos comerciais. As MMPs exigem que os ions Zn?*
mantenham a estrutura terciaria apropriada e os locais ativos funcionais (Tezvergil-
Mutluay et al. 8 2010), porém o zinco pode se unir em locais de clivagem de
colagenase em moléculas de colageno que protegem o colageno da atividade das
metaloproteinase, reduzindo a degradacdo do colageno mediada pelas mesmas
(Toledano et al. "® 2013; Toledano et al. ”® 2012). A incorporagéo de Zn em adesivos
comerciais também resultou na formacéo de cristais de hidroxiapatita nas fibrilas de
colageno, favorecendo a mineralizacdo da dentina (Toledano et al. ° 2012), (Osorio
etal. 7> 2011; Toledano et al. ”® 2012), podendo inibir a desmineralizacdo da mesma
(Takatsuka et al. 8 2005) e a remineralizacédo do esmalte (Lynch et al. 8 2011).

No entanto, qualquer alteracdo na composicao quimica dos sistemas adesivos
envolve possiveis falhas mecanicas e fisico-quimicas e riscos biolégicos. Portanto, a
insercdo de zinco em sistemas adesivos como alternativa para preservar a
longevidade da restauracdo, apesar de ter resultados promissores, requer novas
revisdes, devido a possibilidade de alteracdo das propriedades bioldgicas, fisico-
guimicas e mecéanicas dos sistemas adesivos e, consequentemente, 0 seu
desempenho clinico.

Baseado no exposto, a concentragao ideal de zinco e cobre que pode ser
adicionada a um adesivo universal para expressar atividade antimicrobiana e produzir
interfaces de unido a dentina estaveis, sem comprometer outras propriedades

mecanicas, deve ser investigada. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito



28

da incorporagdo de nanoparticulas de zinco e cobre em dois sistemas adesivos
universais, em diferentes concentracdes, sobre a atividade antimicrobiana,
biocompatibilidade e capacidade de inibichio de metaloproteinases, resisténcia
maxima a tracdo, microdureza, grau de conversao, sorcao, solubilidade e liberacdo de
cobre ao longo do tempo, bem como sobre as propriedades adesivas (resisténcia de
unido, nanoinfiltracdo, microinfiltracdo, grau de conversdo, nanodureza e presenca de
zinco e cobre na interface) sobre dentina higida e artificialmente afetada por carie, no
tempo imediato.

Foram testadas as seguintes hipéteses nulas: (1) as diferentes concentracdes
de zinco e cobre ndo irdo resultar em diferencas nas propriedades biol6gicas do
adesivo (2) as diferentes concentracdes de zinco e cobre néo irdo resultar em
diferencas nas propriedades mecéanicas do adesivo; (3) as diferentes concentracdes
de zinco e cobre ndo irdo resultar em diferencas na resisténcia de uniéo,
nanoinfiltracdo, microfiltracao e grau de conversao in situ na camada hibrida, no tempo

imediato.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da incorporacdo de nanoparticulas
de zinco e cobre em diferentes concentracdes, em dois sistemas adesivos universais,
nas propriedades biologicas, mecanicas e adesivas a dentina higida e artificialmente
afetada por cérie.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da combinacdo de nanoparticulas de zinco e cobre (5%
zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) na atividade antimicrobiana, citotoxicidade e

capacidade de inibicdo de metaloproteinases (MMPs) 2, 8 e 9.

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de nanoparticulas de
zinco e cobre (0%; 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) em dois sistemas
adesivos universais Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] e Ambar Universal

[AMB; FGM] na atividade antimicrobiana e citotoxicidade.

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracbes de nanoparticulas de
zinco e cobre (0%; 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) em dois sistemas
adesivos universais Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] e Ambar Universal
[AMB; FGM] na resisténcia maxima a tracdo, microdureza, grau de conversao in vitro,

sorc¢ao, solubilidade e liberacdo de cobre ao longo do tempo.

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de nanoparticulas de
zinco e cobre (0%; 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) em dois sistemas
adesivos universais Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] e Ambar Universal
[AMB; FGM] aplicados no modo convencional sobre dentina higida, nas propriedades
adesivas (resisténcia de unido, nanoinfiltracdo, microinfiltracdo e grau de conversao

in situ) no tempo imediato.
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Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de nanoparticulas de
zinco e cobre (0%; 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) em dois sistemas
adesivos universais Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] e Ambar Universal
[AMB; FGM] aplicados no modo autocondicionante sobre dentina higida, nas
propriedades adesivas (resisténcia de unido, nanoinfiltracdo, microinfiltracdo e grau

de converséo in situ) no tempo imediato.

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de nanoparticulas de
zinco e cobre (0%; 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) em dois sistemas
adesivos universais Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] e Ambar Universal
[AMB; FGM] aplicados no modo convencional sobre dentina artificialmente afetada
por carie, nas propriedades adesivas (resisténcia de unido, nanoinfiltracao,

microinfiltracdo e grau de conversao in situ) no tempo imediato.

Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracbes de nanoparticulas de
zinco e cobre (0%; 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre) em dois sistemas
adesivos universais Prime&Bond Active [PBA; Dentsply-Sirona] e Ambar Universal
[AMB; FGM] aplicados no modo autocondicionante sobre dentina artificialmente
afetada por carie, nas propriedades adesivas (resisténcia de unido, nanoinfiltracéo,

microinfiltracdo e grau de conversao in situ) no tempo imediato.



31

3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pela Comiss&o de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Brasil) sob o parecer nUmero 2.399.496,
(Anexo A) e pela Comiss&o de Etica em Pesquisa da Universidade do Chile (Chile)
(Anexo B). Este estudo foi financiado parcialmente pela Comissdo Nacional de
Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica (CONICYT em espanhol), Chile, sob o projeto
namero 1170575 do Fundo Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(FONDECYT em espanhol).

3.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE ZINCO E COBRE

As nanoparticulas de zinco (99.8% puro, 10-30 nm, SkySpring Nanomaterials,
Inc., Houston, TX, EUA, www.ssnano.com) e cobre (99.9% puro, 40-60 nm, SkySpring
Nanomaterials, Inc., Houston, TX, EUA, www.ssnano.com) foram caracterizadas
morfologicamente (microscopia de forca atbmica [AFM], Z-sizer, microscopia
eletrbnica de varredura por efeito de campo [FEG]) e quimicamente (espectroscopia
de energia dispersiva de raios X [EDS]). A Tabela 1 mostra as propriedades das

nanoparticulas de zinco e cobre.

Tabela 1. Caracteristicas e especificacdes das nanoparticulas de zinco e cobre.

Tipo de particulas/namero de o
_ Especificacdes
lote/fabricante

Pureza: 99.8% metalico

Aparéncia: Nano-pé branco ~ amarelo claro
Tamanho médio de particula: 10-30 nm
Area especifica da superficie: 30-50 m?/g

Nanoparticulas de Zinco (Zn)
8410DL
Skyspring nanomaterials, Inc*

Pureza: 99.9% metalico
Aparéncia: Nano-p6 preto.

Nanoparticulas de Cobre (Cu) Tamanho médio de particula: 40-60 nm
0820XH Area especifica da superficie: 12 m?/g
Skyspring nanomaterials, Inc* Morfologia: esférico

Densidade aparente: 0.19 g/cm?
Densidade real: 8.9 g/cm?

(*) www.ssnano.com
Fonte: O Autor.
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3.1.1. Analise Morfologica

3.1.1.1. Microscopia de forga atdbmica (AFM)

O tamanho das nanoparticulas de cobre foi analisado em um microscépio de
forgca atbmica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) da marca Shimadzu (SPM-
9600: Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). As imagens foram obtidas no modo
contato intermitente, empregando-se um cantilever 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 relacéo 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 aceleracéo de elétrons de 10 kV e ampliacdo
das imagens em 40 e 60 kx. A partir das fotomicrografias obtidas pelo FEG, foi
possivel determinar o tamanho médio das particulas pelo programa de computador
Mira™ do FEG.

3.1.2. Analise 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 zinco e cobre, medindo a porcentagem de zinco e cobre das nanoparticulas em
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po, e para determinar se existe mistura com outros elementos. Para efetuar a andlise

composicional foi utilizado FEG acoplado com EDS.

3.2. SISTEMAS ADESIVOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram formulados adesivos experimentais utilizando dois sistemas adesivos
universais (Ambar [FGM] e Prime&Bond Active [Dentsply-Sirona]. Esses adesivos
podem ser utilizados com a técnica de condicionamento acido previamente a
aplicacdo do adesivo (convencional; CON), ou com a técnica sem condicionamento
acido previamente (autocondicionante; AC) e se apresentam em um unico frasco. A
Figura 1 mostra os adesivos universais utilizados, e a Tabela 2 mostra a sua

composicéo detalhada, modo de aplicagdo e numero de lote.

Figura 1. Adesivos universais utilizados neste estudo.

' UNIVERSAL
iCtive”

NVERSAL ADHESIVE

Sistema Adgsivo Auloﬁnnt{iclmﬂ‘
.. bara Esmalte e Dentina
Secting Adnesive System for Enamel i 08
Adhesivo Autograbante para EsmateyDESE

N 2eOrdar 606.67.34!

e 2
o Sy (FGM)

Fonte: Prime&Bond Active: https://www.dentsplysirona.com; Ambar Universal:
https://mwww.fgm.com.br




Tabela 2. Sistema adesivo utilizado, composi¢édo, modo de aplicacdo e namero de lote
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Sistema adesivo universal,
numero de lote e pH

Composicéao (*)

Modo de aplicacéo
Convencional

Modo de aplicacéao
Autocondicionante

Prime&Bond Active

(PBA — Dentsply-Sirona,
Konstanz, Baden-Wirttemberg,
Alemanha)

(1703000452)

pH=~25

Ambar Universal

(AMB — FGM Prod.
Odontoldgicos, Joinville, Santa
Catarina, Brasil)

(310516)

pH=2,6 - 3,0

Acido fosférico modificado com
acrilato de resina, acrilato
multifuncional, acrilato bifuncional,
acrilatos acidicos, isopropanol,
iniciadores, estabilizadores, agua
(10-MDP e PENTA)

Monémeros metacrilatos (UDMA
e 10-MDP), fotoiniciadores, co-
iniciadores, estabilizadores,
nanoparticulas de silica inerte,
etanol e 4gua

1. Aplicar acido fosférico na
dentina por 15 s.

2. Lavar por 15 s. Secar com suave
jato de ar e papel absorvente.
Manter a dentina Umida.

3. Aplicar vigorosamente uma
camada de adesivo por 10 s.

4. Aplicar suavemente jato de ar
por 10 s para evaporar o solvente

5. Polimerizar por 10 s.

1. Aplicar &cido fosférico na
dentina por 15 s.

2. Lavar por 15 s. Secar com suave
jato de ar e papel absorvente.
Manter a dentina Umida.

3. Aplicar vigorosamente duas
camadas de adesivo por20s (10 s
por cada camada).

4. Aplicar suavemente jato de ar
por 10 s para evaporar o solvente

5. Polimerizar por 10 s.

1. Aplicar vigorosamente uma
camada de adesivo por 10 s

2. Aplicar suavemente jato de ar
por 10 s para evaporar o solvente
3. Polimerizar por 10 s

1. Aplicar vigorosamente duas
camadas de adesivo por 20 s (10
s por cada camada)

2. Aplicar suavemente jato de ar
por 10 s para evaporar o solvente
3. Polimerizar por 10 s

(*) UDMA = Uretano dimetacrilato; MDP= metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato; PENTA= monofosfato de dipentaeritriol penta acrilato.

Fonte: O Autor.



Os sistemas adesivos selecionados sofreram um acréscimo em sua férmula

original de nanoparticulas de zinco e cobre em diferentes concentragfes (% em peso):

0% (controle, material comercial); 5% zinco/0,1% cobre; 5% zinco/0,2% cobre.

Inicialmente, um estudo piloto foi realizado utilizando as concentragbes de 5% de

zinco, 0,1% cobre e 0,2% cobre. As nanoparticulas de zinco e cobre foram

adicionadas aos adesivos por agitacdo em um misturador Speedmix (Buehler Ltd.,

Lake Bluff, IL, EUA). O estudo foi dividido em quatro etapas descritas a seguir (Figura

2):

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Avaliacdo do potencial microbiolégico, citotoxicidade e potencial
inibitério de metaloproteinases -2, -8 e -9.

Avaliacdo de resisténcia maxima a tracdo, microdureza, grau de
conversao in vitro, sorcao e solubilidade e liberacdo de cobre em corpos

de prova de adesivo.

Avaliacdo imediata das propriedades adesivas de resisténcia de uniao,
nanoinfiltracdo, analise da microinfiltracdo e grau de converséao in situ

sobre dentina higida.

Avaliacdo imediata das propriedades adesivas de resisténcia de uniéo,
nanoinfiltracdo, analise da microinfiltracdo e grau de conversao in situ

sobre dentina artificialmente afetada por carie.



36

Figura 2. Diagrama explicativo das etapas do trabalho.

Experimento 1
Propriedades Bioldgicas

i N\

Atividade Inibicao de resisténcia
Antimicrobiana Metaloproteinases maxima a tragao

| | | |

difusao fluorescéncia imediata 28 dias

/

Citotoxicidade

n=3 n=6

Experimento 2
Propriedades Mecanicas

/ N

microdureza grau de conversao sorcao/ liberagédo de
in vitro solubilidade zinc/cobre
imediata 28 dias FTIR Raman 0-28 dias 0-28 dias
n=5 n=5 n=3 n=3 n=10 n=5

Experimento 3
Propriedades Adesivas a Dentina Higida

/N

Convencional Autocondicionante

7 7NN

resisténcia  nanoinfiltragao microinfiltracdo grau de conversdo
de unido in situ
imediata imediata imediata Raman
n=7 n=2 n=2 n=2
p/dente p/dente p/dente p/dente

Fonte: O Autor.

Experimento 4

Propriedades Adesivas a Dentina Artificialmente
Afetada por Carie

/N

Convencional Autocondicionante

7 A NN

resisténcia  nanoinfiltragao microinfiltracdo grau de converséo
de uniao in situ
imediata imediata imediata Raman
n=7 n=2 n=2 n=2
p/dente p/dente p/dente p/dente

3.3. EXPERIMENTO 1 (PROPRIEDADES BIOLOGICAS)

3.3.1. Teste de atividade antimicrobiana (AAM)

Nesta etapa foi testada a atividade antimicrobiana frente a Streptococcus

mutans (S. mutans), das nanoparticulas de zinco/cobre em solucdo aquosa, assim

como incorporadas nos adesivos experimentais (Bottino et al. 8 2013; Feitosa et al.

8 2014).

3.3.1.1. Teste de difusdo em agar

S. mutans foi cultivado aerobiamente em caldo de soja triptico (Difco
Laboratories, Detroit, MI, EUA) durante 72 h em 5% de CO> a 37°C. Em seguida, 100

uL da suspenséo bacteriana foi semeada sobre BHI (Agar infusdo cérebro e coragéo,
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Kasvi, Curitiba, PR, Brasil) para criar o cultivo (Gregson et al. 8 2012; Huang et al. 8
2012).

O método de difusao foi utilizado para medir a sensibilidade de S. mutans aos
grupos de adesivos experimentais (descritos acima) e a uma solucdo aquosa de
nanoparticulas nas mesmas concentracdes descritas para 0os adesivos experimentais
(0% [controle, Agua destilada]; 5/0,1 e 5/0,2).

Discos de papel de filtro de 5 mm de diametro foram preparados a partir do
papel de filtro Whatman n°1, colocados numa placa de petri e esterilizados numa
estufa de ar quente a 160 °C durante 2 h. Posteriormente, os discos foram
impregnados de acordo com o seguinte: 1) com 20 pL de cada solugdo aquosa e
colocado imediatamente sobre a placa; 2) com 20 yL de cada adesivo experimental,
evaporando o solvente por 15 s e colocado imediatamente sobre as placas; 3) com 20
pL de cada adesivo experimental, evaporando o solvente por 15 s e fotopolimerizado
por 20 s com uma fonte de luz LED a 1.000 mW/cm? (VALO, Ultradent Products, South
Jordan, UT, EUA), e colocado imediatamente sobre as placas.

As placas foram incubadas em jarra anaerdébica (5% CO2) por 48 h a 37 °C. O
diametro da zona de inibicdo de crescimento em torno de cada amostra foi
determinado em milimetros, com um paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo,
Kanagawa, Toquio, Japdo), apds 48 h de incubacéao em condi¢cdes microaerofilicas a

35 + 0,5 °C. Os testes foram realizados em triplicata.

3.3.2. Ensaios de Citotoxicidade (CTX)

3.3.2.1. Cultura de células

Células da linhagem Saos-2 (ATCC® HTB-85 ™) foram utilizadas para a
determinacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de zinco/cobre em solucéo
aguosa, assim como incorporadas nos adesivos experimentais, tal como descrito para
teste de atividade antimicrobiana.

As células Saos-2 foram cultivadas em meio DMEM (do inglés Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; BI
Biological Industries) e 1% de solucao de estreptomicina + penicilina (10.000 U/100

pMg/mL) em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2e 95% de ar a 37 °C.
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O meio foi trocado a cada 2-3 dias. ApGs atingirem a confluéncia de 70%, as
células foram lavadas com solugéo salina tamponada de fosfato (PBS; Thermo Fisher
Scientific) e separadas com uma solucao de tripsina-EDTA a 0,05% durante 5 min
(Thermo Fisher Scientific). Uma fracdo de células foi corada com uma solucéo azul de
tripan (Sigma-Aldrich, Munique, Alemanha) e quantificadas em camara

hemocitométrica de Neubauer, para o posterior plaqueamento.

3.3.2.2. Estimulacao celular

Todos os experimentos de estimulacdo foram realizados em placas de 96
pocos em triplicata, e repetidos ao menos por quatro vezes. Apos isso, 10.000 células
por pogo foram semeadas e incubadas por 24 h. As células foram incubadas com trés
diferentes diluicbes (1, 0,1 e 0,01% v/v) dos adesivos experimentais e solucdes
aquosas em 100 uL de meio de cultura de células por 24 h a 37 °C (Kraus et al. 8°
2017). A incubacdo com meio de cultura simples foi utilizada como controle de
viabilidade de 100%, enquanto o metanol a 20% foi utilizado como controle de

apoptose.

3.3.2.3. Avaliacao da citotoxicidade usando o teste MTT

A citotoxicidade celular foi determinada utilizando o kit de ensaio de
Proliferacdo Celular Vybrant® MTT (Thermo Fisher Scientific). Apds estimulacdo por
24 h, o meio foi removido e substituido por 100 pL de meio de cultura fresco. Dez pL
de solucdo estoque de MTT 12 mM (preparado de acordo com as instrucdes do
fabricante) foram adicionados a cada poco e incubados a 37 °C durante 2 h. Depois
disso, 100 pL de solucdo de SDS-HCI (preparada de acordo com as instru¢fes do
fabricante) foram adicionados a cada po¢o e completamente misturados por
pipetagem. A microplaca foi incubada a 37 °C por 4 h, seguida pela medicdo da
absorbancia a 490 nm com correcdo de 670 nm de comprimento de onda num leitor
de microplacas. A viabilidade celular foi calculada e normalizada para o controle (=
100%).
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3.3.3. Atividade anti-MMP

Os ensaios de atividade anti-MMP foram conduzidos utilizando MMP-2, MMP-
8 e MMP-9 recombinantes com kits de ensaio fluorimétrico (SensoLyte; AnaSpec,
Fremont, CA, EUA) (Hashimoto et al. ®® 2015) seguindo as recomendacdes do
fabricante. As ZnO/CuNp em concentracdes de 5/0,1 e 5/0,2 e MMPs ativas (pre-
incubadas com APMA 10 mM) foram misturadas com substrato peptideo de
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia 5-FAM / QXLTM 520 (FRET)
em tampao de ensaio utilizando placas de 96 pocos. Para o peptideo FRET intacto, a
fluorescéncia de 5-FAM foi extinta por QXL 520. Como consequéncia da clivagem em
2 fragmentos separados pelas MMPs, a fluorescéncia de 5-FAM foi recuperada e
monitorizada em comprimentos de onda de excitacdo/emissdo (490/520 nm,
respectivamente). Depois de 1 h de incubacao, a fluorescéncia foi lida por um leitor
de microplaca (Synergy HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT, EUA) e expresso
como unidades relativas de fluorescéncia. MMPs ativas diluidas foram usadas como
controles positivos (C+), 25 uM de llomastat foi utilizado como controle de inibicdo
(C-), e compostos de teste controle sem MMP foram adicionados para avaliar a sua
auto-imunofluorescéncia. Seis amostras de cada grupo foram realizadas para cada
ensaio de MMP.
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3.4. EXPERIMENTO 2 (PROPRIEDADES MECANICAS)

3.4.1. Teste de resisténcia maxima a tragao (RMT)

Dez corpos de prova de adesivo (CPA) (n=10) de cada condi¢cdo experimental
foram produzidos em uma matriz metélica no formato de ampulheta (10 mm de
comprimento, 2 mm de largura, e 1 mm de profundidade; 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 evaporacéo

do solvente com jato de ar livre de agua por 40 s a uma distancia de 10 cm.

Figura 3. Confeccao de corpos de prova de adesivo (CPA), para teste de resisténcia maxima

a tracao

Fonte: Gutiérrez, 2016.

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
1000 mW/cm? (VALO, Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA). A densidade de
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energia adotada (4,8 J/cm?) permitiu a remocédo dos espécimes da matriz sem sofrer
deformagé&o 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).

Metade dos espécimes (n=5) foi testada imediatamente [IM] apds o preparo e
a outra metade (n=5) depois de ser armazenados em agua por 28 dias [28 d] 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). Ap6s o tempo de polimerizacéo da
cola, as garras com os CPA foram acopladas na maquina de ensaios universal
(Kratos Dinamémetros, Cotia, Sdo. Paulo, Brasil) e estes foram testados por tracao a
uma velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga de 100 N até rompimento da
interface (Stanislawczuk et al. °* 2014) (Figura 4).

Figura 4. Sequéncia para o teste de maxima resisténcia maxima a tracao.

Fonte: Gutiérrez, 2016.

3.4.2. Microdureza Knoop (MD)

Cinco CPA de cada condicdo experimental (n=5) foram produzidos em uma
matriz metalica cilindrica (5,0 mm de diametro e 1,0 mm de espessura; Odeme Prod
Odont Ltda, Joacaba, SC, Brasil). Aplicou-se vaselina na base da matriz, em seguida,
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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 &gua 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
1000 mW/cm? (VALO, Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA). A densidade de
energia adotado (60 J/cm?) permitiu a remocao 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 5).

Figura 5. Confeccédo de corpos de prova de adesivo (CPA) para o teste de microdureza.

Apés a preparacdo, os espécimes foram armazenados em um frasco escuro

Fonte: Gutiérrez, 2016.

durante 24 h. Os espécimes foram entdo testados apds 24 h [IM] e depois de ser

armazenados em agua por 28 dias [28 d] a 37°C, num microdurémetro HMV 2
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(Shimadzu, Toquio, Japao) equipado com uma ponta indentadora Knoop. Foram
realizadas cinco medidas em cada espécime com uma carga de 10 g por 15 s. A
primeira medig&o foi realizada no centro do CPA. As outras quatro medidas foram
realizadas 100 um e 200 ym para a esquerda e para a direita da primeira. Os valores
obtidos para o mesmo espécime foram calculados para fins estatisticos (Martins et al.
92.2014).

3.4.3. Grau de conversao (GC) de corpos-de-prova de adesivo (in vitro)

3.4.3.1. Espectrometria no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Uma gota (10 pL) da solucdo de adesivo de cada uma das concentracfes
estudadas foram colocados individualmente entre tiras de acetato de 8 mm x 8 mm
para obter uma pelicula fina de aproximadamente 8 mm de diametro. 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 com uma intensidade de 1000
mW/cm? (VALO, Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA). Cada amostra foi
cuidadosamente removida com uma lamina de bisturi fina e armazenada durante 24
h em ambiente escuro e seco, até que a analise FTIR do GC fosse realizada. O
espectro foi obtido com 32 varreduras a 1 cm? de resolucdo pelo método de
transmissao. A percentagem de ligacfes carbdnicas duplas que ndo reagiram (% C =
C) foi determinada a partir da raz&do das intensidades de absorbancia de C = C alifatica
(altura do pico, a 1640 cm™) contra o padréo interno, antes e depois da polimerizacéo
do espécime. A absorbancia da ligacdo aromatica 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 (Figura 6).
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Figura 6. Espectros (FTIR) representativos, obtidos dos sistemas adesivos néo
polimerizados, e apés sua fotoativacao.
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Fonte: Gutiérrez, 2016.

3.4.3.2. Espectrometria micro-Raman

Trés CPA (n=3) de cada condicdo experimental foram produzidos (como
descrito para microdureza) para analise do grau de conversao, medido por meio de
espectrometria de micro-Raman (Senterra equipment, Bruker Optik GmbH, Ettlingen,
Baden-Wirttemberg, Alemanha) (Figura 7). Antes das analises, o equipamento foi
calibrado para redefinir o zero utilizando padrdes de silicio com valores de coeficientes
conhecidos. As analises foram realizadas sob os seguintes parametros: laser de
Nednio com 532 nm de comprimento de onda a 5 mW de poténcia; resolucéo espacial
de = 3 uym; resolugdo espectral de = 5 cm, com 10 s de tempo de acumulacéo e 5
coadicdes, em magnificacdo de 20X para um laser de = 1 ym de didmetro. A andlise

iniciou obtendo-se o0s espectros com 0s picos de referéncia dos adesivos nao
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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 ligagGes duplas dos carbonos alifaticos (1639 cm, pico
reativo, no qual sdo detectadas as mudancas) e aromaticos (1609 cm, pico
referéncia, estavel sem mudancas) (Figura 8). Para ambas as analises (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 férmula:(Stanislawczuk et al. °* 2014)

I Reativo (p)ie3e/ 1 Referéncia(p)isos
[ Reativo(np),g3q/1 Referéncia(np)igoo

GC % = |1 x 100

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

foram realizadas em triplicata.
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Figura 7. Espectrdbmetro micro-Raman utilizado neste estudo.

Fonte: http://www.horiba.com

Figura 8. Espectros (micro-Raman) representativos, obtidos dos sistemas adesivos ndo
polimerizados, e apés sua fotoativacao.
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As setas indicam os picos de referéncia (1609 cm™) e reativo (1639 cm™?).
Fonte: Gutiérrez, 2016.



47

3.4.4. Sorcao de agua (SO) e solubilidade (SB)

Dez CPA de cada condicdo experimental (n=10) foram produzidos (como
descrito para microdureza).

A especificacdo ISO 4049 foi empregada na determinacéo da SO e SB (*3; Ito
et al. ® 2005; Malacarne et al. % 2006; Reis et al. °®® 2007). Imediatamente apds a
polimerizacdo, os espécimes foram colocados em dessecadores, 0s quais foram
transferidos para uma estufa pré-condicionada a 37°C, e deixados em repouso por 5
dias. Depois disso, foram pesados em intervalos de 24 h até que a variagdo 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 precisdo de 0,01 mm, para
calcular o volume (V) de cada amostra (em mm?3).

Em seguida, cada espécime foi colocado num eppendorf selado contendo 10
mL de agua destilada (pH 7,2) a 37°C. Apos intervalosde 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 pecas 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.

Apdés 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 variacdes 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 célculo da variacdo 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 formulas: SO = (m2 - m3) / Ve SB=(ml-m3)/V
(Stanislawczuk et al. °* 2014).
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3.4.5. Comportamento de liberacdo do zinco e cobre a partir de corpos de prova de

adesivos

Foi utilizada uma série de solu¢des padrdo contendo 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1
ppm (mg-L') de zinco e cobre para se obter uma curva com uma regresséao linear
entre os valores de absor¢cdo e concentragcdes de zinco e cobre, usando
espectrometria de absorcdo atdmica de chama (AA240FS Fast Sequential Atomic
Absorption Spectrometer; Varian Inc., Lake Forest, CA, EUA). Confirmou-se a
absorbancia maxima de zinco em 213,9 nm e de cobre em 324,8 nm (Thermo Fisher
Scientific °7).

Foram produzidos cinco novos CPA de cada material, os quais foram
armazenados individualmente em 10 mL de uma solugéo pré-misturada de agua ultra
pura e de acido nitrico, em concentracao de 2% (V/V) de HNOs. Em intervalos de
tempo apropriados (1,3 e 12he 1, 3,5, 7, 14, 21 e 28 dias), utilizou-se 1 mL dessas
solucdes de armazenamento, ao qual foram adicionados 100 pL de &cido nitrico, e em
seguida, foi completado até um volume final de 5 mL com agua ultrapura. Foram
obtidos os valores de absor¢cdo dessas solu¢cdes em 213,9 nm e 324,8 nm, 0s quais
foram convertidos para quantidade de zinco e cobre (software SpectrAA CFR; Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA), considerando a curva analitica de regressao
linear. Uma quantidade igual de solugdo de HNO3z a 2% foi adicionada nas solugdes
de armazenamento para substituir o volume removido. Depois de cada adicdo da
solucéo de HNO3s a 2%, foi feita uma corregdo matematica (Corregcéo de Bolton) para
compensar a diluicdo. A liberacdo cumulativa foi obtida para 28 dias e foi representada
como ppm (mg/L) de zinco e cobre liberado de cada condicdo experimental.

A avaliacdo matematica dos perfis de liberacao 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 3),
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.



Modelo

Equacéo

Monoexponencial

Biexponencial

%D = 100(1-e™)

%D = 100[1-(Ae™ + Be )]
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Tabela 3. Modelos mateméticos relacionados aos experimentos de liberacdo de oxido de
zinco e cobre

Ordem zero %D = kt
Weibull %D = 100[1-e~tTD)P]
Monolag %D = 100[1-e (9]

Onde: % D, o porcentual do farmaco dissolvido no tempo; t, k, a e 8, as constantes cinéticas de
dissolucdo verificadas; A e B, as concentracdes iniciais do farmaco que contribuem para as duas fases
de dissolucdo; TD, o tempo no qual 63,2 % do farmaco é dissolvido; b, o parametro 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 obtencéo dos parametros a e n, com a finalidade de ampliar a
informac&o sobre o mecanismo de liberacdo do 6xido de zinco e cobre a partir dos

corpos de prova de adesivo seguindo a seguinte formula
— n
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 liberacao; ft representa a fracdo do farmaco dissolvido no tempo t.

Para sistemas esféricos, a lei das poténcias apresenta duas interpretacfes
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 liberacéo € controlada pelo inchamento do
polimero (transporte caso Il ou mecanismo de transporte nao-Fickiano). Valores de n
entre 0,43 e 0,85 estdo relacionados com a sobreposi¢cdo de ambos os fendmenos,

denominado de transporte andmalo (Siepmann e Peppas ® 2001; Siepmann e
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Peppas %° 2001). Os métodos modelo-dependentes destinados a avaliagdo dos perfis
de liberacéo foram aplicados com o auxilio do software MicroMath Scientist® (versdo
2.01, SL, EUA). O software MathWorks Matlab® R2012a (Natick, MA, EUA) foi utilizado
para obter um intervalo de tempo necessario para se atingir uma liberacdo de 50% do
zinco e do cobre liberado
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3.5. EXPERIMENTO 3 (PROPRIEDADES ADESIVAS A DENTINA)

Duzentos e dezesseis molares humanos livres de carie, obtidos de pacientes
com idade entre 18 e 35 anos, foram utilizados. 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 ap0ds extracdo. Com o auxilio de uma
politriz (Arotec E, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) e usando lixa de carbeto de silicio de
granulacdo #180, sob irrigagdo constante, foi retirado o esmalte oclusal e planificada
a superficie dos molares até exposicéo da dentina (Figura 9). Apés isso, os dentes
foram aleatoriamente assinados em dois grupos (n = 108). No primeiro grupo foram
realizados os procedimentos adesivos sob dentina higida. No segundo grupo, foi
realizada uma indugéo microbioldgica de carie, e os procedimentos adesivos foram

realizados sob dentina afetada por cérie.

Figura 9. Preparo da superficie de dentina (desgaste do esmalte oclusal)

A B

(A) dente higido; (B) superficie oclusal planificada em dentina.
Fonte: Gutiérrez, 2016.
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3.5.1. Preparo dos dentes higidos

As bordas periféricas de esmalte (n = 108) foram totalmente desgastadas com
pontas diamantadas n° 4137 (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) em alta
rotacdo e irrigacdo constante, deixando unicamente tecido dentinario. A seguir, as
superficies de dentina foram polidas manualmente sob irrigacdo por 60 s para a
padronizacdo da smear layer utilizando lixas de carbeto de silicio de granulacao #600
(Extec, Enfield, Connecticut, EUA) (Gutierrez et al. 8 2017)(Figura 10).

3.5.2. Preparo dos dentes cariados artificialmente

LesOes artificiais foram induzidas na superficie oclusal dos 91 dentes, usando
0 método microbioldgico descrito por Marquezan (Marquezan et al. 1 2009) et al. Em
todas as superficies do dente, com excecdo da superficie oclusal, o esmalte
circundante foi mantido para evitar a formacéo de lesdes de carie nestas regides. Os
espécimes foram esterilizados e depois transferidos assepticamente a um tubo falcon
estéril com a solucao de carie artificial. A solucéo foi composta de: 3.7 g de agar de
infusdo de cérebro-coracdo (BHI) (Sigma Aldrich, St Luis, Misuri, EUA), 0,5 g de
extrato de levedura (Sigma Aldrich, St Luis, Misuri, EUA), 2.0 g de sacarose, 1.0 g de
glucose por cada 100 mL de agua destilada e 100 yL de cultivo primario de
Streptococcus mutans (ATCC25175), com um pH ao redor de 4.0. Cada dente foi
imerso individualmente em 25 mL da solugcdo de céarie em um tubo falcon. Os
espécimes foram incubados em 5% de CO2 a 37°C em uma jarra microaerofilica (BBL,
GasPak system, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, EUA). A cada 48 h os espécimes
foram transferidos a um novo tubo falcon contendo uma solucdo de carie artificial
nova. Apoés 14 dias, os espécimes foram esterilizados e lavados com agua destilada
(Marquezan et al. 1°° 2009).

Posteriormente, as bordas periféricas de esmalte foram totalmente
desgastadas com pontas diamantadas n® 4137 (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo,
Brasil) em alta rotacéo e irrigacdo constante, deixando apenastecido dentinario. A
seguir, as superficies de dentina foram polidas manualmente sob irrigacdo por 30 s
para a eliminacdo da dentina infetada por cérie, utilizando lixas de carbeto de silicio
de granulacdo #600 (Extec, Enfield, Connecticut, EUA) (Figura 10).
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Figura 10. Preparo da superficie de dentina (desgaste do esmalte proximal).

A B

(A) superficie oclusal planificada em dentina; (B) desgaste de todas as bordas periféricas de esmalte.
Fonte: Gutiérrez, 2016.

3.5.3. Procedimentos adesivos

Os adesivos em todas as concentracdes, foram aplicados segundo as
indicacbes do fabricante (Tabela 2) (Figura 11). Os sistemas adesivos foram
fotoativados por 10 s usando um aparelho fotopolimerizador a base de LED com uma
intensidade de 1000 mW/cm? (VALO, Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA)
(Figura 11). Apoés os procedimentos adesivos, todos os dentes foram restaurados com
uma resina composta microhibrida (Opallis, FGM Produtos Odontolégicos, Joinville,
SC, Brasil) em trés incrementos de 1 mm, sendo cada incremento fotoativado por 40
s com 0 mesmo aparelho fotopolimerizador (VALO, Ultradent Products, South Jordan,
UT, EUA) (Figura 12). Um unico operador realizou todos os procedimentos adesivos.

Cinco dentes foram utilizados para cada grupo experimental.
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Figura 11. Estratégia adesiva

JA g(;.fﬁ C
-
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(A) condicionamento &cido; (B) lavagem e secagem; C) aplicacdo do adesivo; (D) secagem para
evaporacao do solvente; (E) aplicacdo de segunda camada do adesivo; (F) fotoativacdo. Todos os
procedimentos realizados segundo as indicacfes do fabricante, os quais se mostram na Tabela 1.
Fonte: Gutiérrez, 2016.

Figura 12. Restauracao dos dentes apdés aplicacdo das variaveis adesivas.

(A) Colocacédo da resina composta; (B) adaptac@o de cada incremento (3); (C) fotoativacdo de cada
incremento.
Fonte: Gutiérrez, 2016.
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Os dentes restaurados foram armazenados em agua destilada a 37° C por 24
h e levados a uma méaquina de corte (Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Bluff, lllinois,
EUA). Com ajuda de um disco diamantado (15 HC-4in, Buehler Ltd., Lake Bluff, lllinois,
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 secgéo transversal de 0,8 + 0,1 mm? (Figura 13). O nimero
de falhas prematuras (FP) por dente durante a preparacéo dos palitos foi registrada.
A area de seccao transversal foi medida com um paquimetro digital e registrada para
0 subsequente célculo de microtracdo (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa,

Toquio, Japéo).

Figura 13. Sequéncia de corte para a obtencéo dos palitos.

A B
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v

(A) superficie oclusal das coroas de resina compostas pintadas com caneta marcadora permanente
para identificagdo 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: Gutiérrez, 2016.
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3.5.4. Teste de resisténcia de unido a dentina por microtragédo (RU)

Os palitos obtidos foram colados individualmente em garras de Geraldeli
(Odeme Biotechnology, Joacaba, Santa Catarina, Brasil) (Perdigdo et al. 1°* 2002)
aplicando em cada um dos extremos do palito cola de cianocrilato gel (Loctite
Superbonder Power Easy Gel, Henckel, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil) de forma a nado
contaminar a interface dente-restauracédo. Apds o tempo de polimerizacédo da cola, as
garras com os palitos foram acopladas na maquina de ensaios universal
(Kratos Dinamémetros, Cotia, Sdo. Paulo, Brasil) e estes foram testados por tragao a
uma velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga de 100 N até rompimento da
interface (Figura 14).

Figura 14. Sequéncia para o teste de microtracao.

A

(A) mensuragéo 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 aplicacédo). (C)
aplicacdo da cola nas extremidades do palito, protegendo a interface e posicionamento do palito nas
garras de microtracdo deixando a interface adesiva no espaco central da garra; (D) adaptacdo das
garras na maquina de ensaios universais apés a polimerizacao da cola.

Fonte: Gutiérrez, 2016.
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Utilizando uma lupa esteoreoscopica com 100x de magnificacdo (Olympus
SZ40, Shinjuku-ku, Toquio, 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.

3.5.5. Avaliacdo da Nanoinfiltracdo (NI) por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Dois 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 solucdo aquosa (pH=7,0) de
nitrato de prata amoniacal 50% em peso (Tay et al. 12 2002) e armazenados por 24
h em auséncia de luz. Apos o tempo de infiltracédo, os palitos foram lavados com agua
destilada abundantemente e imersos em solucao 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 agua com lixas de granulacdes 1000, 1200, 1500, 2000,
2500 e 4000 e pastas diamantadas com granula¢cdes decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25
pum (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 ultrassénica. Para o processo de desidratagdo 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 15).
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Figura 15. Preparag&o de amostras para nanoinfiltracéo

A B

(A) palitos imersos em uma solucdo aquosa de nitrato de prata (pH=7,0) armazenados por 24 h sob
total escuridao; (B) apés 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 analise de MEV (F).

Fonte: Gutiérrez, 2016.

As interfaces resina-dentina foram analisadas em um microscopio eletréonico 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 ym
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 mensuracdo automatizada da NI utilizando
o Image J software para Mac OS (National Institutes of Health, EUA)(Schneider et al.
103 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.
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3.5.6. Analise da interface de unido e microinfiltragdo por meio de Microscopia

Eletrbnica Confocal Laser (Ml)

Para este teste, previamente a restauracdo dos dentes, a resina e o adesivo
foram misturados com 0.2 % (peso) de Rhodamina B (Sigma Aldrich, EUA) com o
intuito de serem detectados na analise em Microscopia Eletronica Confocal Laser
(MECL). Uma vez obtida uma mistura homogénea destes materiais, os procedimentos
restauradores foram realizados como descrito no item 3.5.3.

Dois dentes foram aleatoriamente alocados em cada um dos grupos
experimentais, tanto em dentes higidos, quanto em dentes afetados por céarie. Apés
24 h da restauracao dos dentes, todos os espécimes foram cortados longitudinalmente
até obter 2 fatias de 1,2 mm de espessura. Uma das fatias foi imersa numa solugao
de fluoresceina (Sigma Aldrich, EUA) ao 0,1 % (peso) por 4 h. ApGs este tempo, todos
0s espécimes foram limpos em cuba ultrassénica com agua destilada por 8 min e
finalmente polidos utilizando lixas de carbeto de silicio de granulacdo #1200 (Extec,
Enfield, Connecticut, EUA)O por 1 min (Toledano et al. 1% 2014; Sauro et al. 1% 2012).

Um microscépio eletrénico confocal a laser MECL (Leica TCLS, Leica,
Heidelberg, Alemanha) equipado com uma lente de imersdo em 0Oleo de 63x/.4 NA,
um laser de Ar/Kr em modo de excitacado de 488-nm (excitacdo da Fluoresceina), e
um laser de He/Ne em modo de excitacdo de 568-nm (excitacdo da Rhodamina B) foi
empregado para analise das interfaces adesivas. A emissao fluorescente foi coletada
a 512-538 e 585-650 nm, respectivamente. Duas regides diferentes de cada fatia
foram selecionadas apds feita uma analise geral da amostra com visao de 0,75 x de
zoom ao longo do espécime. Imagens O6pticas da reflexdo da fluorescéncia e da
Rhodamina B foram capturadas a partir da sub-superficie do espécime, com 5 ym e
10 um de profundidade (intervalos Z de 5 pm) abaixo da superficie externa da amostra
e convertidas em imagens Unicas usando o programa de processamento de imagem
Leica LAS X (Leica, Heidelberg, Alemanha) (Sauro et al. 1% 2012). A configuracédo do
sistema foi padronizada e usada ao mesmo nivel durante todo o estudo. Em seguida,

as imagens foram avaliadas qualitativamente por dois avaliadores. (Figura 16).
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Figura 16. Representacédo da captura da imagem nos canais dos lasers do CSLM.

T -
568-nm (Rhodamina B) 488-nm (Fluoresceina)

A) Excitacdo do Laser 568 nm (Rhodamina B). B) Excitacao do laser 488 nm (Fluoresceina). C)
Superposicdo de Imagens A + B.
Fonte: O Autor.

3.5.7. Grau de conversao (GC) de adesivo na interface de unido a dentina

Dois dentes foram aleatoriamente alocados em cada um dos grupos
experimentais, tanto em dentes higidos, quanto em dentes afetados por carie. Apés
24 h da restauracao dos dentes, todos os espécimes foram cortados longitudinalmente
até obter 2 fatias de 1,2 mm de espessura.

As fatias (n = 2) foram selecionadas aleatoriamente e submetidas ao teste de
GC. Previamente ao teste, as fatias receberam breve polimento com lixa de SiC de
granulacdo #4000 (Buehler Ltd., Lake BIluff, lllinois, EUA) no sentido contrario a
interface de unido, durante 30 s. A seguir as fatias foram lavados em cuba ultrass6nica
(Dabi Atlante — 3L, Ribeirdo Preto, Sdo 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 espectrofotébmetro 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 Nebnio
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com 532 nm de comprimento de onda a 20 mW de poténcia; resolucio espacial de =
3 um; resolucido espectral de = 5 cm, com 30 s de tempo de acumulacéo e 6 co-
adicdes, em magnificagdo de 100x para um laser de = 1 ym de diametro. A analise
iniciou obtendo-se o0s espectros com 0s 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 espectrofotdbmetro para leitura conforme os
parametros jA descritos. A leitura dos adesivos polimerizados (p) foi realizada
diretamente na camada hibrida. Considerando as ligacées 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
analises (np e p) foram determinados os valores da integrada (1) 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
mondmero convertido em polimero foi calculado com a seguinte formula:
(Stanislawczuk et al. 1 2014)

I Reativo /1 Referéncia(p
acon—|1— ‘ (p)isao f enc (P)1600 100
I Reativo(np),g39/1 Referéncia(np)yggq

As analises espectrais foram obtidas de trés sitios aleatoriamente selecionados
na regido intertubular da camada hibrida de cada palito (Figura 17). A partir disso foi
possivel a obtencdo 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 conversdo do adesivo, na zona da camada hibrida, na

interface de unido & dentina.
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Fonte: Hass, 2015.

Dois palitos provenientes de cada dente para os tempos IM e 1A, foram

reservados para analise de EDS, para identificacdo da presenca de zinco e cobre na

camada hibrida. A analise foi realizada em um microscopio eletrénico de varredura
por efeito de campo (FEG) (MIRA3 LM; Tescan, Warrendale, PA, EUA). Foi utilizado

uma tensédo de aceleracéo de elétrons de 10 kV e ampliacdo das imagens em 40 e 60

kx.
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

As médias e desvios-padrao da AAM (mm), CTX (%), atividade anti-MMP
(URF), RMT (MPa), MD (KNH) GC in vitro e in situ (%), SO e SB (ug/mm?) e liberacdo
de cobre (% e ppm), assim como os dados de RU (MPa) e NL (%) foram calculados
para todas as condi¢cbes experimentais. Os dados de AAM, atividade anti-MMP, GC
in vitro e in situ, SO, SB e liberacdo de zinco e cobre os dados foram analisados por
uma analise de variancia de 1 fator. Os dados de CTX, RT e MD foram analisados por
uma andlise de variancia de 2 fatores. Para RU e NI, 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

comparagdes. A significancia estatistica foi predefinida em a = 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. TESTES MORFOLOGICOS E COMPOSICIONAIS

As analises morfoldgicas conduzidas por microscopia de forca atbmica (AFM),
Z-size, microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (FEG) (Figuras 18 a
20) mostraram um tamanho de particulas entre 48 e 58 nm pra o zinco e entre 117 e
265 nm pra o cobre. A analise composicional (espectroscopia de energia dispersiva
de raios X (EDS)) revelou que as amostras apresentaram alta percentagem de &tomos
de zinco (Figura 21a) e de cobre (Figura 21b), sem contaminagcdo com outros

elementos.

Figura 18. Tamanho de particula medido através de microscopia de forca atbmica (AFM).
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Figura 19. Histograma de tamanhos de particula e sua frequéncia (%), medido através de
Zeta Sizer.
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Figura 20. Tamanho de particula medido através de microscopio eletrénico de varredura por
efeito de campo (FEG).
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Figura 21. Andlise composicional das nanoparticulas de zinco (a) e cobre (b), obtida por
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS).

a E [zn] I Espectro 1
15— Espectro 1
] Elemento Weight% Atomic%
- (0] 27,7 8,6

cps/eV

Zn 72,3 91,4
Total: 100 100

w

Joa ool s 33

o

b (Gl I Espectro 1

40

Elemento Weight% Atomic %

3 0 7,7 23
B Cu 92,3 97,9 A
Total: 100 100

4
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4.2. EXPERIMENTO 1 (PROPRIEDADES BIOLOGICAS)

4.2.1. Atividade antimicrobiana (AAM)

A Tabela 4 mostra que, quando as nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre
foram diluidas em agua destilada, mostraram uma grande atividade antimicrobiana
contra S. Mutans. Quando foram incorporadas no adesivo, e 0 adesivo nao foi
polimerizado, as duas concentracbes de nanoparticulas de zinco/cobre mostraram
atividade antimicrobiana quando comparadas com o controle, em ambos sistemas
adesivos. Quando o adesivo foi polimerizado, sé a concentracdo de 5/0,2 mostrou
atividade antimicrobiana quando comparado com o controle, em ambos sistemas

adesivos.

Tabela 4. Média e desvio padrao do tamanho dos halos de inibi¢do contra S. mutans, obtidos

em cada condicdo experimental.

Prime&Bond Active Ambar Universal
Concentracéo Solucéo

Nao ) ) N&o . .
Zn/Cu (%) aguosa ) ) Polimerizado ] ] Polimerizado

polimerizado polimerizado

0 (controle) 5,73+ 0,02 A 9,2+0,94 6,7+05¢2 8,1+0,3A 57+04a
5/0,1 15,77 £ 0,33 s 12,9+0,6°8 7,9+0,73P 11,1+12B 6,7+0,8a,b
5/0,2 17,34+ 1,193 13,0+1,08 8,8+0,9° 12,0+1,0B 76+0,6b

(*) As comparacdes sdo validas s6 dentro de cada coluna. Para cada coluna, letras maiusculas,
minUsculas, sobescritos ou superscritos iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey
test, p = 0,05).
Fonte: O Autor

4.2.2. Ensaios de Citotoxicidade (CTX)

Quando as nanoparticulas de zinco e cobre foram diluidas em agua destilada,
s6 a mais alta concentracao de zinco/cobre (5/0,2) mostrou uma grande citotoxicidade
guando comparada com o controle (dgua destilada) nas 3 diluicbes (Tabela 5; 1 (p <
0,01), 0,1 (p < 0,05), e 0,01 viv% (p < 0,05) respectivamente). Nao foram observadas
diferencas entre as diluicdes (Tabela 5; p > 0,05). Quando comparado com o controle
de viabilidade (meio de cultura), nenhum grupo mostrou diferencas significativas
(Tabela 5; p > 0,05) (Figura 22A).
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Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Prime&Bond Active, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 mostraram uma significativa maior
citotoxicidade quando comparados com o adesivo controle s6 na diluicdo de 0,01%
v/v. (Tabela 5; p<0,001). Em relacéo as dilui¢bes, as de 1 e 0,1% v/v mostraram mais
citotoxicidade quando comparadas com a diluicdo 0,01% v/v, em todos 0s grupos
(Tabela 5; p < 0,001). Quando comparado com o controle de viabilidade (meio de
cultura), diluigdes 0,1 e 1% mostraram uma maior citotoxicidade em todos 0s grupos
(Tabela 5; p < 0,05) (Figura 22B).

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Ambar Universal, nenhuma diferenca em citotoxicidade foi observada entre os grupos
5/0,1 e 5/0,2 e o adesivo controle, em nenhuma das diluigcbes (Tabela 5; p > 0,05).
Em relacéo as dilui¢cdes, as de 1 e 0,1% v/v mostraram mais citotoxicidade quando
comparadas com a diluicdo 0,01% v/v, em todos os grupos (Tabela 5; p < 0,001).
Quando comparado com o controle de viabilidade (meio de cultura), diluicdes 1 e 0,1%
mostraram uma maior citotoxicidade em todos os grupos (Tabela 5; p < 0,01) (Figura
22C).

Figura 22. Resultados de citotoxicidade das nanoparticulas de zinco e cobre, incorporadas

em agua destilada e nos adesivos experimentais.
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Tabela 5 - Média e erro padréo de células viaveis (%), obtidas em cada condicdo experimental, em células Saos-2 (*,**)

Concentragéo o . . .
¢ Solucédo aquosa Prime&Bond Active Ambar Universal
ZnO/Cu
Diluigdes
¢ 1 0,1 0,01 1 0,1 0,01 1 0,1 0,01
(%)
o o 128,32+ 8,158 126,83 + 8,46 B 136,03 + 5,68 A 244+159C 2055+3,10C 107,45+4,01A 017+0,17c  4,40+0,85b,c 98,75 + 4,00 a
controle
= = = # # = # # =
‘o 142,21 +5,45% 127,22+ 10,338 133,16 + 4,80 A 089+042C 17,89+223C 71,63+10,87B 0,00+0,00c 11,08+3,26bc  103,88+5,02a
5/0,1
= = = #* #* = # # =
5 /0.2 61,35 + 22,05 € 62,71 17,27 € 71,24 + 17,58 B¢ 579+259C 12,88+215C 58,09+ 11,25B 1,71+1,63bc  13,25%3,11b 97,77+3,82a
' = = = #* #* = # # =

(*) As comparacdes sdo validas s6 dentro de cada solucdo/adesivo. Medias identificadas com a mesma letra mailscula, mindscula e sobrescritas indicam resultados
estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05)

(**) As comparagfes sdo validas s6 dentro de cada solugdo/adesivo. Medias identificadas com o signo igual (=) indicam resultados estatisticamente similares com o controle de
viabilidade celular (100%) (Dunn’s test, p = 0,05)

Fonte: O Autor
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4.2.3. Atividade anti-MMP

Para MMP-2, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 apresentaram valores significativamente
menores de fluorescéncia quando comparados com o0 controle positivo, mostrando
atividade inibitoria (p < 0,01). N&o foram detectadas diferencas significativas entre os
grupos 5/0,1 e 5/0,2 e o controle de inibicdo (p > 0,05) (Figura 23).

Para MMP-8, o grupo 5/0,2 apresentou valores significativamente menores de
fluorescéncia quando comparado com o controle positivo, mostrando atividade
inibitéria (p < 0,01). O grupo 5/0,1 ndo apresentou atividade inibitéria (p > 0,05). Nao
foram detectadas diferencgas significativas entre os grupos 5/0,1 e 5/0,2 e o controle
de inibicéo (p > 0,05) (Figura 23).

Para MMP-9, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 apresentaram valores significativamente
menores de fluorescéncia quando comparados com o controle positivo, mostrando
atividade inibitoria (p < 0,01). O grupo 5/0,1 apresentou valores significativamente
maiores de RFU quando comparado com o controle de inibicdo e o grupo 5/0,2 (p <
0,05) (Figura 23).

Figura 23. Resultados da atividade anti-MMPs das nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre.
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4.3. EXPERIMENTO 2 (PROPRIEDADES MECANICAS)

4.3.1. Resisténcia maxima a tracdo (RMT)

Os resultados de resisténcia maxima a tracéo, testados apos 24 h (IM) e depois
de 28 dias (28d), estdo apresentados na Tabela 6.

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Prime&Bond Active, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
5/0,1 e 5/0,2 quando comparados ao adesivo controle, apds 24 e apoés 28 dias (p >
0,05). Uma diminuicao significativa na resisténcia maxima a tracao apds 28 dias de
armazenamento de agua foi observada em todos os grupos (p < 0,001).

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no Ambar
Universal, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 apresentaram maiores valores de resisténcia
maxima a tragcdo quando comparados com o adesivo controle, apos 24h e 28 dias (p
< 0,001). Nao foram observadas diferencas significativas na resisténcia maxima a

tracdo apos 28 dias de armazenamento de agua, em nenhum grupo (p > 0,05).

Tabela 6. Médias e desvios-padrdo dos dados de resisténcia maxima a tracdo (RMT, Mpa),

obtidos em cada condic&o experimental (*)

Concentragéo Prime&Bond Active Ambar Universal

ZniCu (%) 24h 28 dias 24 h 28 dias

0 (controle) 5,97+0,32 A 3,35+0,34B 17,20+ 1,67 a 17,00+ 154 a
5/0,1 5,77+ 0,79 A 3,57+0,40B 23,85+1,01b 2294+1,76 b
5/0,2 6,97 + 1,38 A 3,60 + 0,66 B 24,00+ 0,94 b 23,85+1,68b

(*) As comparacdes sdo validas s6 dentro de cada adesivo. Letras mailsculas e mindsculas iguais
indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor
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4.3.2. Microdureza Knoop (MD)

Os resultados de microdureza, testados apds 24 h (IM) e depois de 28 dias
(28d), estdo apresentados na Tabela 7.

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Prime&Bond Active, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes
grupos, tanto no tempo imediato quanto apds 28 dias (p = 0,63).

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Ambar Universal, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 apresentaram maiores valores de
microdureza Knoop quando comparados ao adesivo controle, apés 24 e 28 dias (p <
0,01).

Tabela 7. Médias e desvios-padrdao dos dados de microdureza (KHN), obtidos em cada
condicao experimental (*)

Concentracéo Prime&Bond Active Ambar Universal

ZniCu (%) 24 h 28 dias 24 h 28 dias

0 (controle) 12,09 + 0,22 A 14,49 + 1,38 A 8,02+0,14 A 10,73+ 0,60 a
5/0,1 12,33+0,254 14,45 + 1,07 A 13,24 +0,83B 17,86 £ 0,77 b
5/0,2 12,76 £1,31 4 14,15+ 0,36 A 16,71 +1,36 C 21,54 +0,54 c

(*) As comparag0Oes sdo vélidas s6 dentro de cada adesivo. Letras mailsculas, mindsculas, sobrescritas
ou subscritas iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor

4.3.3. Grau de conversédo (GC) de corpos-de-prova de adesivo (in vitro)

FTIR: Nao foram detectadas diferencas significativas entre os diferentes grupos
guando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo Prime &

Bond Active (Tabela 8; p = 0,20) ou no adesivo Ambar Universal (Tabela 8; p = 0,84).

Micro-Raman: Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas
no adesivo Prime&Bond Active ndo foram detectadas diferencas significativas entre

os diferentes grupos (Tabela 8; p = 0,76).
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Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Ambar Universal, foram observados valores significativos de grau de conversao

guando comparados ao adesivo controle (Tabela 8; p < 0,001).

Tabela 8. Médias e desvios-padrao dos dados de grau de conversdo, obtidos em cada
condicdo experimental, por meio de FTIR e micro-Raman (*)

Concentraco Prime&Bond Active Ambar Universal

ZniCu (%) FTIR micro-Raman FTIR micro-Raman
0 (controle) 52,33+1,044 69,61+ 0,37 a 67,69+ 3,70 A 92,06 +0,59 a
5/0,1 54,59+ 1,50 A 71,28 5,22 4 68,86 + 2,09 A 95,74+0,51b
5/0,2 55,17 £ 2,44 A 71,48 +2,49 , 68,58 £ 0,92 A 95,82+0,35b

(*) As comparac6es sédo validas s6 dentro de cada coluna. Letras mailsculas, mindsculas, sobrescritas
ou subscritas iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor

4.3.4. Sorcéo de agua (SO) e solubilidade (SB)

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Prime&Bond Active, para a sor¢cao cumulativa de agua aos 28 dias, foram observados
valores significativamente maiores nos grupos 5/0,1 e 5/0,2 quando comparados ao
adesivo controle (Tabela 9; p = 0,001). Para a solubilidade, apenas o grupo 5/0,2
apresentou solubilidade significativamente maior que o adesivo controle (Tabela 9; p
<0,05).

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no adesivo
Ambar Universal, apenas o grupo 5/0,2 apresentou sor¢cdo cumulativa de agua
significativamente maior do que o adesivo controle (Tabela 9; p <0,01). Todos os
adesivos Ambar Universal contendo nanoparticulas de zinco/cobre apresentaram

solubilidade significativamente menor do que o adesivo controle (Tabela 9; p =0,001).
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Tabela 9. Médias e desvios-padrdo dos dados de sorcdo de dgua e solubilidade (ug/mm?)
aos 28 dias de armazenamento em agua, obtidos em cada condi¢éo experimental (*)

Concentragéo Prime&Bond Active Ambar Universal

Zn/Cu (%) Sorcédo de agua Solubilidade Sorcéo de agua Solubilidade
0 (controle) 260,52 + 16,09 # 92,82+7,752 110,75+ 9,93 A 140,19 £ 12,96 a
5/0,1 323,72 +43,30 8 99,05 + 6,44 ab 118,19+ 8,76 A,B 71,12+8,34b
5/0,2 374,77 + 22,66 ¢ 107,01 +11,66° 125,68 + 8,68 B 73,27 +6,11 b

(*) As comparag0es sao validas so dentro de cada coluna. Letras mailsculas, mindsculas e sobrescritas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor

4.3.5. Comportamento de liberacdo do zinco e cobre a partir de corpos de prova de

adesivos

A curva analitica de regresséao linear, entre os valores de absorbéancia e as
concentracfes de zinco e cobre, apresentou um coeficiente de correlacdo de r =
0,99987 e r =0,99981, sendo adequada para determinar a liberac&o de zinco e cobre
dos adesivos. Foi realizada uma avaliacdo matematica dos perfis de liberacéo in vitro
e foi selecionado o melhor modelo, considerando o coeficiente de correlacdo (r), o
critério de selecdo de modelo (MSC), o ajuste grafico e a coeréncia dos valores
encontrados para as constantes de velocidade para cada modelo, sendo a equacéo
biexponencial a mais adequada para explicar os resultados experimentais. Tabela 10
e 11 mostra os dados de ajuste ao modelo biexponencial. A Figura 24 e 25 resume

as taxas de liberacdo de zinco e cobre

Tabela 10. Médias e desvios-padrdo dos dados de liberagdo de zinco e cobre a partir dos
corpos de prova de adesivo Prime&Bond Active, ajustados & equagéo biexponencial

Zinco e cobre Modelo biexponencial *

no adesivo (%) MSC R a (h?) B (hh)
5/0,1 Zinc 4,01 0,995 6,07 x 102 1,81 x10*
5/0,1 Copper 8,75 0,996 4,73 x 102 1,76 x 10*
5/0,2 Zinc 3,96 0,998 5,15 x 102 1,77 x 10*
5/0,2 Copper 6,50 0,994 7,79 x 1072 1,69 x 10*

(*) MSC, Critério de selecao de modelo; R, coeficiente de correlacéo; a e B, constantes cinéticas.
Fonte: O Autor.
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Tabela 11. Médias e desvios-padrdo dos dados de liberacdo de zinco e cobre a partir dos
corpos de prova de adesivo Ambar Universal, ajustados a equacgéo biexponencial

Zinco e cobre

Modelo biexponencial *

no adesivo (%) MSC R a (hl) /5 (hl)
5/0,1 Zinc 5,61 0,998 6,69 x 102 1,76 x 10*
5/0,1 Copper 9,60 0,997 5,81 x 102 1,71 x 10*
5/0,2 Zinc 4,92 0,996 8,65 x 102 1,58 x 10*
5/0,2 Copper 6,94 0,997 5,57 x 102 1,88 x 10*

(*) MSC, Critério de selecao de modelo; R, coeficiente de correlacéo; a e 8, constantes cinéticas.

Fonte: O Autor.

Tabela 12. Liberacdo de cobre em % e ppm de todas as condi¢fes experimentais, apos 28
dias de armazenamento em solucdo aquosa de 2% de acido nitrico (*)

Liberagao de 6xido de zinco

Liberacdo de cobre

Adesivo % da concentracao % da concentracao
S ppm e ppm
inicial inicial
5/0,1 Prime&Bond Active 0,0074 £ 0,0005 A 3,723+ 0,29 A 0,0364 = 0,0065 A 0,364 £ 0,67 A
5/0,2 Prime&Bond Active 0,0078 £ 0,0010 A 3,897+£041A 0,0458 + 0,0022 B 0,916 +0,18 B
5/0,1 Ambar Universal 0,0030 £ 0,0003 a 1,537+0,24 a 0,0221 +0,0032 a 0,221 £0,03a
5/0,2 Ambar Universal 0,0037 £ 0,0005 a 1,860 £ 0,25 a 0,0410 +0,0039 b 0,820+ 0,04 b

(*) As comparagfes sdo vélidas so dentro de cada coluna e dentro de cada sistema adesivo. Letras
mailsculas ou mindsculas iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05)

Fonte: O Autor.
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Figura 24. Liberacdo de cobre (ppm acumulativo) de todas as condicdes experimentais, apos
28 dias de armazenamento em solucao aquosa de 2% de &cido nitrico (Adesivo Prime&Bond

Active).
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Figura 25. Liberacao de cobre (ppm acumulativo) de todas as condicbes experimentais,
apos 28 dias de armazenamento em solucao aquosa de 2% de acido nitrico (Adesivo Ambar

Universal).
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4.4. EXPERIMENTO 3 (PROPRIEDADES ADESIVAS A DENTINA)

4.4.1. Resisténcia de unido a microtracdo (RU)

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no sistema
adesivo Prime & Bond Active e Ambar Universal, e os adesivos foram aplicados tanto
em dentina higida quando em dentina artificialmente afetada por carie, ndo foram
observadas diferencas significativas na resisténcia de unido a microtragdo no tempo
imediato entre todos 0s grupos, em ambas as estratégias adesivas (Tabela 13 e 14;
p > 0,05). Quando foram comparadas as estratégias adesivas entre si, foram
observados valores significativamente menores na estratégia autocondicionante
guando comparada com a estratégia convencional no grupo 5/0,1 do adesivo Prime &
Bond Active (dentina higida) (Tabela 13; p < 0,05), e no grupo controle do adesivo
Ambar Universal (dentina higida e artificialmente afetada por carie) (Tabela 14; p <
0,05).

Tabela 13. Médias e desvios-padrao dos dados de resisténcia de unido a dentina (RU, Mpa),
obtidos em cada condicdo experimental no sistema adesivo Prime&Bond Active (*)

Concentracéo Higida Artificialmente afetada por céarie
Zn/Cu (%) Convencional Autocondicionante Convencional Autocondicionante
0 (controle) 51,16 +4,12 A 47,04 £3,92 AB 27,7+59a 30,6+3,4a
5/0,1 50,34+ 6,78 A 46,63 £ 5,83 B 28,3+53a 29,0+6,4a
5/0,2 53,54+ 5,65 A 47,61 +4,11 AB 27,2+5,0a 30,7+4,3a

(*) As comparacdes sdo vélidas s6 dentro de cada tipo de dentina. Letras mailsculas ou mindsculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor

Tabela 14. Médias e desvios-padrao dos dados de resisténcia de unido a dentina (RU, Mpa),
obtidos em cada condicdo experimental no sistema adesivo Ambar Universal (*)

Concentracao Higida Artificialmente afetada por céarie
Zn/Cu (%) Convencional Autocondicionante Convencional Autocondicionante
0 (controle) 46,19+ 2,63 A 38,43+3,65B 30,3+x254a 18,9+6,3b
5/0,1 46,13+ 5,89 A 41,96 +5,29 A,B 30,1+5,45a 244+3,4ab
5/0,2 48,15+ 552 A 42,32 +4,21 AB 33,6552 a 249+28ab

(*) As comparacdes sao validas s6 dentro de cada tipo de dentina. Letras mailsculas ou mindsculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor
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4.4.2. Nanoinfiltragéo (NI)

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no sistema
adesivo Prime & Bond Active e Ambar Universal, e os adesivos foram aplicados tanto
em dentina higida quando em dentina artificialmente afetada por céarie, foram
observados valores de nanoinfiltracdo significativamente menores entre 0s grupos
5/0,1 e 5/0,2 quando comparados com o adesivo controle, em ambas as estratégias
adesivas (Tabela 15 e 16; p < 0,05). Quando foram comparadas as estratégias
adesivas entre si, foram observados valores de nanoinfiltragdo significativamente
menores na estratégia autocondicionante quando comparada com a estratégia
convencional no grupo controle do adesivo Ambar Universal (dentina higida e
artificialmente afetada por carie) (Tabela 15 e 16; p < 0,05) (Figuras 26 e 28)

Tabela 15. Médias e desvios-padrdo dos dados de nanoinfiltracdo (NI, %), obtidos em cada
condi¢éo experimental no sistema adesivo Prime&Bond Active (*)

Concentracéo Higida Artificialmente afetada por carie
Zn/Cu (%) Convencional Autocondicionante Convencional Autocondicionante
0 (controle) 19,42+251 A 18,12+ 4,52 A 13,1+2,7a 140+2,7a
5/0,1 12,31+2,26 B 10,48+2,82B 8,1+16b 85+14b
5/0,2 10,29+2,21 B 9,92+1,90B 7,3+1,8b 7,3+16b

(*) As comparacdes sdo validas sé dentro de cada tipo de dentina. Letras maidsculas ou mindsculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor.

Tabela 16. Médias e desvios-padrdo dos dados de nanoinfiltracdo (NI, %), obtidos em cada
condi¢é@o experimental no sistema adesivo Ambar Universal (*)

Concentracéo Higida Artificialmente afetada por carie
Zn/Cu (%) Convencional Autocondicionante Convencional Autocondicionante
0 (controle) 15,49+ 481 A 10,45+1,19B 132+4,1a 72+27b
5/0,1 7,00+2,07C 6,56 +0,89 C 4,0+1,3b,c 32+x1]1c
5/0,2 4,33+0,97C 6,89+0,61C 34+13c 3,0+£0,6c¢C

(*) As comparacdes sdo vdlidas s6 dentro de cada tipo de dentina. Letras mailsculas ou mindsculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor.
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4.4.3. Anadlise da interface de uni&do e microinfiltracdo

Os resultados qualitativos de microfiltracdo na interface de unido a dentina,
testados ap6s 24 h de armazenamento em 4gua, em dentina higida e artificialmente
afetada por carie estdo apresentados nas Figuras 27 e 29, para os adesivos Ambar
Universal e Prime&Bond Active, respetivamente. Podemos observar que existe uma
correlacdo com os resultados mostrados pelo teste de nanoinfiltracdo. As imagens de
CSLM mostraram areas de infiltracdo na base da camada hibrida em todos os grupos,
tanto na dentina higida quanto na dentina cariada, observando-se maiores areas de

infiltrac&o de corante no grupo controle

4.4.4. Grau de converséo (GC) de adesivo na interface de uni&o a dentina

Quando as nanoparticulas de zinco/cobre foram incorporadas no sistema
adesivo Prime & Bond Active e Ambar Universal, e os adesivos foram aplicados tanto
em dentina higida quando em dentina artificialmente afetada por carie, apenas foram
observadas diferencas significativas no grau de conversdo imediato no adesivo
Ambar, entre todos os grupos, em ambas as estratégias adesivas, sO na dentina
higida. (Tabela 17 e 18; p > 0,05). Quando foram comparadas as estratégias adesivas

entre si, ndo foram observadas diferencas.
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Tabela 17. Médias e desvios-padrdo dos dados de grau de converséao in situ (GC, %), obtidos
em cada condicdo experimental no sistema adesivo Prime&Bond Active (*)

Concentragao Higida Artificialmente afetada por carie
Zn/Cu (%) Convencional Autocondicionante Convencional Autocondicionante
0 (controle) 69.32+0.18 A 66.55+4.90 A 545+29a 53.4+3.8a
5/0,1 70.08+0.48 A 66.41+1.29 A 55.0+0.8a 555+1.8a
5/0,2 70.89+£0.72 A 68.23+2.32A 545+26a 554+7.2a

(*) As comparag6es sao validas s6 dentro de cada tipo de dentina. Letras mailsculas ou mindsculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor.

Tabela 18. Médias e desvios-padrdo dos dados de grau de converséo in situ (GC, %), obtidos
em cada condigao experimental no sistema adesivo Ambar Universal (*)

Concentracéo Higida Artificialmente afetada por carie
Zn/Cu (%) Convencional Autocondicionante Convencional Autocondicionante
0 (controle) 71.95+0.29 B 71.10+2.52B 63.4+1.3a 62.4+22a
5/0,1 76.82+4.60 A 7491+2.13AB 65.9+2.7a 63.6+3.6a
5/0,2 77.62+3.93 A 75.77+2.89 A 65.2+4.5a 65.3+2.1a

(*) As comparacdes sdo validas s6 dentro de cada tipo de dentina. Letras mailsculas ou minusculas
iguais indicam resultados estatisticamente similares (Tukey test, p = 0,05).
Fonte: O Autor.
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Figura 26. Imagens (MEV) representativas da interface de unido a dentina higida e afetada por carie, obtidas em cada condicdo experimental, no adesivo
Prime&Bond Active.

Prime&Bond Active

Artificialmente afetada por carie
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RE, resina; CH, camada hibrida; DE, dentina.
Fonte: O Autor.
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Figura 27. Imagens (CSLM) representativas da interface de uniao a dentina higida e afetada por cérie, obtidas em cada condi¢cao experimental, no adesivo
Prime&Bond Active.
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RE, resina; CH, camada hibrida; DE, dentina.
Fonte: O Autor.



Figura 28. Imagens (MEV) representativas da interface de unido a dentina higida e afetada por carie, obtidas em cada condi¢do experimental, no adesivo
Ambar Universal.
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Fonte: O Autor.
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Figura 29. Imagens (CSLM) representativas da interface de unido a dentina higida e afetada por cérie, obtidas em cada condi¢cdo experimental, no adesivo
Ambar Universal.
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Fonte: O Autor.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo foi capaz de demonstrar que a combinacdo de ZnONp e
CuNp apresenta propriedades antimicrobianas contra S. mutans. Varios estudos
mostraram as propriedades antimicrobianas de ZnONp (Soren et al. 17 2018;
Hernandez-Sierra et al. 1% 2008) e CuNp (Amiri et al. 1% 2017; Ramazanzadeh et al.
110 2015) como entidades Unicas contra S. mutans, mas ndo ha muitas evidéncias
sobre se a combinagc&do melhora o efeito sinergicamente. Um estudo anterior (Kaali et
al. 11 2011) descobriu que a presen¢a de Zn?* ou Cu?* como ions individuais em
biomateriais ndo resulta em atividade antimicrobiana significativa, mas a combinacéo
Zn?*-Cu?* diminuiu o nimero de bactérias viaveis (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Candida tropicalis) na superficie de biomateriais,
mostrando que os ions metéalicos sdo mais eficazes no combate de bactérias em

conjunto do que como entidades unicas.

No presente estudo, para solucdo aquosa, todas as combinacbes de
ZnO/CuNp (5/0,1 e 5/0,2) apresentaram propriedades antibacterianas contra S.
mutans significativamente superiores ao controle, assim como foi anteriormente
demostrado para outras bactérias (Wang et al. 12 2016). Estes resultados sugerem
gue as solucbes aquosas contendo ions metalicos combinados tiveram efeitos
antibacterianos sinérgicos. No entanto, os mecanismos antibacterianos sinérgicos

subjacentes dos ions metalicos multicomponentes requerem investigacdes adicionais.

Por outro lado, existem estudos que demonstraram atividade antimicrobiana
contra S. mutans de adesivos dentais incorporando ZnONp (Saffarpour et al. '3 2016)
e CuNp (Argueta-Figueroa et al. ° 2015; Sabatini et al. ¢ 2015; Gutierrez et al. 8’
2017; Gutierrez et al. ® 2017). No entanto, a capacidade antimicrobiana da
combinacgéo de ZnO/CuNp incorporada no mesmo adesivo dental nunca foi avaliada.
No presente estudo, observamos que, quando os adesivos ndo foram polimerizados,
todas as solucdes contendo ZnO/CuNp apresentaram propriedades antibacterianas
contra S. mutans significativamente superiores ao controle, diferentemente quando os
adesivos foram polimerizados onde apenas o0s grupos 5/0,2 apresentaram
propriedades antibacterianas significativamente maiores que o respectivo controle. A
auséncia de potencial antimicrobiano observado para os grupos 5/0,1 é contrario aos
resultados de estudos anteriores quando as mesmas concentracdes de ZnONp (5%)
(Saffarpour et al. 13 2016) e CuNp (0,1%) (Gutierrez et al. ¢ 2017; Gutierrez et al. %8
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2017) foram incorporadas em adesivos convencionais. Diversas diferencas
metodoldgicas podem ser responsaveis por essas diferencas. Por exemplo, neste
estudo foram utilizados discos de papel de filtro com uma espessura de 180 pm
(Sigma-Aldrich, Munique, Alemanha), impregnados com cada adesivo experimental,
evaporando o solvente e fotopolimerizados. Essa fina camada de adesivo, uma vez
polimerizada, deve comprometer a capacidade de difusdo dos ions metalicos nessa
concentracdo. De qualquer forma, nés escolhemos esse método porque acreditamos
qgue ele reflete com mais fidelidade o que acontece na pratica clinica, simulando a
espessura do sistema adesivo ao aplicar o adesivo na superficie dentinéaria.

As maiores propriedades antibacterianas contra S. mutans dos grupos 5/0,2 do
gue o respectivo adesivo controle pode ser explicado porque as nanoparticulas de
oxido de zinco e, particularmente neste caso, as nanoparticulas de cobre, tem uma
atividade antibacteriana que é dependente do tamanho e concentragdo (Azam et al.
114 2012; Pandiyarajan et al. 5 2013; Almoudi et al. ¢ 2018; Padmavathy e
Vijayaraghavan 17 2008). A medida que aumentamos a concentracdo de
nanoparticulas de cobre duas vezes, pode ser que 0s ions metalicos de cobre possam
difundir e, eventualmente, arrastar ions metalicos de Oxido de zinco. Varios
mecanismos tém sido propostos pelos quais as ZNONp e CuNp poderiam exercer seu
efeito antimicrobiano (Palza ¥ 2015; Dizaj et al. *'® 2014; Hajipour et al. *?° 2012;
Raghunath e Perumal 12! 2017; Sabella et al. 1?2 2014). Uma teoria mais recente é
chamada de “efeito cavalo de Tréia”, onde o ambiente lisossdbmico acido (pH 5,5) &
capaz de promover a degradacao/corrosdo das nanoparticulas, que converte 0s
metais em ions e, portanto, em substancias toxicas. Além disso, o efeito das ZnONp
e CuNp nem sempre dependem da bactéria que internaliza as nanoparticulas; essas
nanoparticulas podem alterar localmente os microambientes préximos as bactérias e
produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) ou aumentar a solubilidade das
nanoparticulas, o que pode induzir o mau funcionamento de outras organelas,
interagcdes com grupos —SH das principais enzimas microbianas, levando a
desnaturacdo das proteinas bacterianas e dano ao DNA, alterando a replicacdo do
DNA dos microrganismos (Dizaj et al. *°* 2014; Sabella et al. 2> 2014; Heinlaan et
al. 123 2008).

Neste estudo, a viabilidade da linhagem de células semelhantes a osteoblastos

Saos-2 foi testada. Varios estudos mostraram o potencial de citotoxicidade das ZnONp
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(Saptarshi et al. 24 2015; Seker et al. 12> 2014) e CuNp (Ingle et al. 8¢ 2014; Wang
et al. % 2012), mas pouca atencdo tem sido dada aos efeitos da co-exposicédo. As
interacdes entre esses materiais podem ocorrer no nivel das nanoparticulas, mas as
nanoparticulas de cada metal também podem influenciar os processos ou a toxicidade
causada pelos ions liberados pelas outras. Nesse sentido, um estudo recente mostrou
gue o acumulo de grandes quantidades de ZnONp na linhagem de hepatoma humano
HepG2 (Li et al. **” 2015) e na linhagem de hepatoma de peixes PLHC-1 (Hernandez-
Moreno et al. 18 2016) altera as membranas celulares e a citotoxicidade das CuNp é
aumentada. Isso poderia explicar por que o grupo 5/0,2 apresentou alta citotoxicidade
guando comparado ao controle (dgua destilada) nas trés diluicbes (1, 0,1 e 0,01 v /
v%). Por outro lado, quando comparado com o controle de viabilidade (meio de
cultura), ndo foram observadas diferengcas com os grupos experimentais. De acordo
com a normatizacao 1SO 10993-5, se a viabilidade for reduzida para menos de 70%,
o material apresenta potencial citotoxico (ISO '?° 2009), portanto, apesar de ndo haver
diferencas significativas com o controle de viabilidade, no caso de solu¢des aquosas,

0 grupo 5/0,2 nas diluicdes 1 e 0,1 v/v% seria citotoxico.

No caso dos adesivos, o teste de viabilidade é muito importante porque foi
relatado que componentes biologicamente ativos e ndo polimerizados dos sistemas
adesivos podem difundir pelos tabulos dentinarios subjacentes e atingir o tecido
pulpar, e podem modificar o metabolismo celular da polpa quando os materiais sao
usados em cavidades profundas apesar de existir uma barreira de dentina
(Koulaouzidou et al. 13 2009; Sengun et al. 31 2011). Para os adesivos Prime & Bond
Active e Ambar Universal, ndo foram observadas diferencas na citotoxicidade entre as
concentracfes de ZnO/CuNp e o controle (material comercial), nas diluicbes de 1 e
0,1 v/iv%. Além disso, quando comparado com o controle de viabilidade (meio de
cultura), diferencas significativas foram observadas em todos os grupos nas diluices
1 e 0,1 viv%. Isso pode ser explicado, pois os adesivos dentais sdo altamente
citotoxicos, devido aos mondmeros em sua composi¢cdo, que podem mascarar a
capacidade citotoxica das ZnONp e CuNp. Varios estudos mostraram o potencial
citotoxico de varios mondmeros (Kraus et al. 8 2017; Ratanasathien et al. 132 1995).
Por exemplo, os adesivos Prime & Bond Active e Ambar Universal contém 10-MDP, o

gual foi mostrado que exerce efeitos comparaveis aos do monémero TEGDMA com
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hY

relacdo a citotoxicidade, diferenciagcdo odontoblastica e resposta inflamatéria em

células de polpa dental humana (Kim et al. 13 2015).

Entretanto, algumas diferencas também foram observadas entre os sistemas
adesivos testados. Para o adesivo Prime&Bond Active, ndo foram observadas
diferencas significativas em todos os grupos na diluicdo de 0,01 v/v%, quando
comparados com o controle de viabilidade. No entanto, de acordo com a normatizagéo
ISO 10993-5 mencionada acima, o grupo 5/0,2 apresentou potencial citotoxicidade
(58% de viabilidade celular). Além disso, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 apresentaram maior
citotoxicidade quando comparados ao controle (material comercial).

Estes resultados podem ser explicados em termos da solubilidade do adesivo
Prime&Bond Active, porque a adicdo de 5/0,1 e 5/0,2% de ZnO/CuNp aumentou a
solubilidade do adesivo e, portanto, ions de 6xido de zinco e cobre podem difundir e
exercer seu efeito citotoxico combinado. Este aumento na solubilidade pode ser
explicado pela presenca de isopropanol, um solvente altamente sollivel em agua (**%)
na composicdo adesiva (Dentsply Sirona FAQs '%%). No entanto, o Prime & Bond
Active também apresentou aumento da sor¢cdo de agua com a adicdo de ZnO/CuNp.
Provavelmente, no caso do Prime & Bond Active, a adicdo de ZnO/CuNp nao produz
uma boa mistura quimica entre as nanoparticulas e os componentes do adesivos,
aumentando a sor¢cao de agua e, consequentemente, a eluicdo de alguns monémeros
inadequadamente polimerizados e outros componentes de resina junto com as

nanoparticulas.

Por outro lado, para Ambar Universal ndo foram observadas diferencas
significativas em todos os grupos na diluicdo de 0,01% v/v, e ndo foram observadas
diferencas na citotoxicidade entre as concentracdes de ZnO/CuNp e o controle
(material comercial), e estes resultados podem ser explicados pela baixa sor¢cdo de
agua e solubilidade que os grupos 5/0,1 e 5/0,2 apresentaram em relacéo ao controle,
0 que significa que as nanoparticulas ndo sao liberadas tdo rapidamente, néo

produzindo efeito citotéxico.

Apesar de ndo ser objetivo do presente estudo fazer uma comparacao entre 0s
adesivos universais, observa-se que a sor¢ao de agua do Prime & Bond Active é mais
que o dobro do Ambar Universal, sugerindo uma maior hidrofilicidade, o que pode ser
explicado pela presenca do mondmero monofosfato de dipentaeritriol penta acrilato

(PENTA), um monémero de resina muito hidrofilico que pode ter contribuido para a
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maior sor¢cdo de agua. Além disso, os grupos 5/0,1 e 5/0,2 no Prime&Bond Active
mostraram mais sor¢do de agua que o controle. No entanto a microdureza e o grau
de conversao in vitro e in situ de Prime&Bond Active ndo foram significativamente

afetados pela adicdo de ZnO/CuNp.

Varios estudos mostraram que a microdureza € aumentada quando particulas
de zinco ou cobre sdo incorporadas em sistemas adesivos (Gutierrez et al. ¢ 2017;
Pomacondor-Hernandez et al. 3¢ 2015) porque pode existir uma correlacéo positiva
entre a fracdo volumétrica da carga e a microdureza de materiais a base de resina
(Chung e Greener '3 1990), desde que particulas de carga sdo mais duras que a
fase organica do material. No caso de Prime&Bond Active, a maior sorcdo de agua
nos grupos 5/0,1 e 5/0,2 poderia influenciar negativamente o efeito das particulas de
ZnO/CuNp na microdureza, explicando os valores de microdureza similares entre os

grupos ZnO/CuNp e o controle.

Por outro lado, a adicdo de ZnO/CuNp no adesivo Ambar Universal apenas
produz um ligeiro aumento na absorcdo de agua, o0 que permitiria as nanoparticulas
aumentar a microdureza devido ao seu efeito como carga. O mesmo efeito pode
ocorrer para a resisténcia maxima a tracao e grau de conversao, onde a leve sor¢cao
de agua dos grupos 5/0,1 e 5/0,2 no adesivo Ambar Universal ndo neutraliza o efeito
catalitico do cobre, o que pode melhorar os graus de polimerizacao e reagao escura,
formando redes reticuladas homogéneas de baixa tensédo dentro do adesivo (Song et
al. ¥ 2016), aumentando a resisténcia maxima a tracdo e o grau de conversao in

vitro e in situ em ambas as estratégias adesivas.

Embora algumas diferencas significativas nas propriedades mecéanicas dos
sistemas adesivos testados possam ser influenciadas pela adicdo de ZnO/CuNp, para
ambos o0s sistemas adesivos universais, todos o0s grupos contendo ZnO/CuNp
apresentaram valores semelhantes de resisténcia de unido resina-dentina e uma
diminuicdo significativa dos valores de nanoinfiltracdo para ambas as estratégias
adesivas. A nanoinfiltracdo evidencia os defeitos na interface resina-dentina que
podem constituir vias de degradacao da unido resina-dentina ao longo do tempo. Os
ions de nitrato de prata ocupam espacgos do tamanho nanémetricos ao redor das
fibrilas de colageno desprotegidas, onde o adesivo ndo conseguiu se infiltrar ou onde

a agua residual/solvente nado foram deslocados (Tay et al. > 2005).
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Varias hipéteses podem ajudar a entender os resultados da nanoinfiltracéo.
Isso pode ser explicado porque o cobre pode aumentar a forca da rede de colageno,
um dos componentes da camada hibrida, porque a enzima de reticulagdo de
colageno, a lisil oxidase (LOX), é dependente de cobre (Marelli et al. 14° 2015; Rucker
et al. 14t 1998) e, assim, o cobre tem um efeito indireto como um agente reticulador.
Outro estudo mostrou que, a incorporacédo do ZnONp resultou na formacao de cristais
de apatita nas fibrilas de colageno, favorecendo a mineralizacéo da dentina (Toledano
et al. ® 2013) e melhorando o efeito de reticulacdo. Essa acéo reticuladora de ambas
as nanoparticulas sozinhas pode aumentar a resisténcia do colageno, deixando-o
menos suscetivel aos efeitos de enzimas proteoliticas, como MMPs e CTs, diminuindo
indiretamente a nanoinfiltracdo imediata, assim como foi anteriormente mostrado em
adesivos com nanoparticulas de cobre (Gutierrez et al. 87 2017; Gutierrez et al. ©
2017) e zinco sozinho (Toledano et al. 4> 2017; Almeida et al. 4 2017).

Além disso, no presente estudo, demonstramos que a combinagdo de ZnONp
e CuNp inibe as MMP-2, MMP-8 e MMP-9, 0 que ajudaria a manter a estabilidade da
interface resina dentina, tanto higida como artificialmente afetada por carie ao longo
do tempo. Nesse sentido, avaliagcdes de longevidade em termos de estabilidade da
camada hibrida (resisténcia de unido e nanoinfiltracdo) sdo necessarias para avalar
estes resultados. Por outro lado, novos estudos ainda sdo necessarios para avaliar se
as interfaces adesivas contendo ZnO/CuNp s&o menos propensas a degradacao sob

condicBes mais desafiadoras, como em ambientes cariogénicos ou erosivos.
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6. CONCLUSAO

A adicdo de nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre em concentracdes de até
5/0,2% em dois sistemas adesivos universais € uma abordagem viavel e pode ser
uma alternativa para fornecer propriedades antimicrobianas e inibidoras de MMPs, e
aumentar a estabilidade das interfaces resina-dentina, sem reduzir as propriedades

mecanicas.
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resisténcia maxima a tragao (RT), sor¢do de agua

(SA), solubilidade (SO), resisténcia de unido a microtragdo (RU), nanoinfiltragdo (NI) e grau de conversao
(GC). As nanoparticulas serao incluidas

nos sistemas adesivos Ambar Universal [AM] (FGM) e Prime&Bond Active [PBA] (Dentsply). Para RT (n =7
para cada grupo), as amostras de

adesivo serdo construidas numa matriz metalica em forma de ampulheta. Metade das amostras serao
testadas depois de 24 horas e apds 6, 12 e 18

meses de armazenamento em agua. Para SA e SO (n = 7 para cada grupo), discos de adesivos serao
preparados em uma matriz metélica. Apds a

desidratacdo, os espécimes serdo pesados e armazenados em agua destilada para avaliagéo da SA, SO e
liberacdo cumulativa de cobre. Para

liberacdo de cobre (n = 7 para cada grupo), mensuracdes espectrofotométricas da solugdo de
armazenamento serdo realizadas para examinar a

cinética da liberac@o de cobre. Para RU e NI, serdo utilizados 240 molares extraidos que terdo uma
superficie plana de dentina exposta, e divididos

aleatoriamente em 12 grupos (n=10) por adesivo ([AM] e [PBA]). Seguir-se-a a sequéncia clinica indicada
pelo fabricante de cada sistema adesivo.

Apos a aplicagéo do adesivo, serdo confeccionadas restauracées de resina composta em camadas. Em
seguida, os espécimes seréo preparados e

submetidos a testes de microtrac@o e nanoinfiltragcdo em 24 horas [IM] e 12 meses [1A] de armazenamento
em agua a 37°C.
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