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RESUMO 

González CC. Efeito da adição de nanopartículas de óxido de zinco e cobre 
em um sistema adesivo universal nas propriedades adesivas e 
antimicrobianas: estudo in situ. [Dissertação]- Mestrado em Odontologia- Area 
de concentração Dentística Restauradora- Universidade Estadual de Ponta Grossa; 
2023. 

Objetivo: O estudo determinou o efeito da incorporação de nanopartículas (Np) de 
óxido de zinco e cobre (Cu/ZnONp) em um sistema adesivo universal (Ambar 
Universal APS) nas propriedades antimicrobianas e adesivas à dentina quando 
submetidos ao desafio cariogênico (DC). Material e métodos: O sistema adesivo 
experimental (0,2/5% Cu/ZnONp) e o controle (0% Cu/ZnONp) foram aplicados em 
56 terceiros molares na dentina e, distribuídos em quatro grupos (n=14) de acordo 
com a estratégia adesiva (condicionamento e lavagem [CON] ou autocondicionante 
[AUTO]). Os dentes foram restaurados com resina composta e seccionados 
longitudinalmente em espécimes no formato de “palitos”. Os espécimes de cada 
dente foram distribuídos aleatoriamente e avaliados no tempo imediato [IM] (n=7), 
e após o desafio cariogênico [DC] (n=7). Para o DC, os espécimes foram colocados 
em dispositivos palatais utilizados por 14 voluntários por duas fases de 21 dias 
cada, com um período washout de 7 dias, entre elas. Depois disso, os espécimes 
e o biofilme foram removidos. As propriedades antimicrobianas foram analisadas 
mediante a atividade antimicrobiana de unidades formadoras de colônias por 
miligrama (UFC log/mg), caracterização do biofilme por imagem do MEV, e a 
análise da microdureza Knoop (KHN) e a perda mineral (PM) dos espécimes de 
cada grupo experimental. Já para a avaliação das propriedades adesivas, foram 
testados na resistência de união a microtração (RU) e nanoinfiltração (NI), 
respetivamente, em cada tempo (IM e DC), mas para grau de conversão (GC) só 
foi no IM. Para a KHN, RU, NI os dados foram submetidos a análise de variância 
(ANOVA) de três fatores, e ANOVA de dois fatores para a PM, GC e (UFC log/mg). 
O teste post hoc de Tukey foi realizado para comparações múltiplas entre os grupos 
(α = 0,05). Resultados: A adição de CuZnONps no adesivo teve uma redução 
significativa do número das UFC tanto para estreptococos do grupo mutans como 
para fungos totais (p < 0,05). As imagens do MEV mostraram um biofilme 
tridimensional complexo com morfologia bacteriana principalmente de cocos e 
estreptococos. A adição de CuZnONps diminuiu significativamente a PM nos 20 µm 
(p=0,0002), 50 µm (p=0,0000002), e 100 µm (p= 0,000001). Após o DC, todos os 
grupos na estratégia CON diminuíram significativamente os valores de RU em 
comparação com os valores IM (p< 0,002). Não foi observada diferença significativa 
nos valores de RU na estratégia AUTO CuZnONps no IM e após o DC (p > 0,05). 
Os valores de GC não apresentaram diferenças significativas em todos os grupos 
(p=0,29). Os valores de NI do controle aumentaram significativamente comparando 
com o CuZnO após DC, independente da estratégia adesiva. Conclusão: A adição 
de CuZnONps (0,2/5%) em um adesivo universal pode proporcionar uma atividade 
antimicrobiana local e reduzir a perda mineral, aumentando suas propriedades 
adesivas em um ambiente cariogênico.  

 Palavras-chave: Cobre, óxido de zinco, placa dentária, adesivos dentinarios, 
dentina  

  



 
 

  

ABSTRACT 

González, CC. Preservation of the Adhesive Interface in a Cariogenic Oral 
Environment by Adding Zinc Oxide and Copper Nanoparticles to a Universal 
Adhesive System: An in-situ study [Dissertation]- Master of Science in Dentistry- 
Concentration Area: Restorative Dentistry- State University of Ponta Grossa; 2023. 

Objective: This study aimed to evaluate the effect of copper and zinc oxide 
nanoparticles (Cu/ZnONp) added into a universal adhesive system (Ambar 
Universal APS, FGM) on the antimicrobial and dentin bonding properties when 
submitted to a cariogenic challenge in-situ. Methods and materials: The 
experimental adhesive, (0.2/5% Cu/ZnONp), and the control (0% Cu/ZnONp) were 
applied to enamel-free fifty-six third molars distributed into four groups (n=14) based 
on the adhesive strategy (etch and rinse [ER] and self-etch [SE]). Teeth were 
restored with composite resin, and longitudinally sectioned into resin-dentin beam-
like specimens which were randomly allocated to an immediate evaluation (IM, 
24hrs) and to a cariogenic challenge (CC). For CC, specimens were placed in an 
intra-oral palatal device used by 14 volunteers for two phases of 21 days each with 
a washout period of 7 days, after the first 21 days and followed by biofilm harvest 
and specimen removal. Antimicrobial properties were assessed against several 
microorganisms with colony forming units per milligram (CFU,log/mg), biofilm 
characterization by SEM imaging, Knoop microhardness (KHN), and mineral loss 
(ML). Bonding properties were evaluated through microtensile bond strength (µTBS) 
and nanoleakage (NL) for IM and after CC; degree of conversion (DC) was 
assessed only for IM.  For KHN, µTBS and NL it was used a three-way ANOVA and 
a two-way ANOVA for ML, DC, and (CFU,log/mg). Tukey's post-hoc test (α = 0.05) 
for multiple comparison was applied. Results: The addition of CuZnONps in the 
adhesive led to a significant reduction in CFU count for both mutans streptococci 
and total fungus (p <0.05). SEM imaging showed biofilm with complex three-
dimensional morphology, primarily cocci and streptococci. The addition of CuZnO 
significantly decreased ML at 20 µm (p=0.0002), 50 µm (p=0.0000002), and 100 µm 
(p= 0.000001). After CC, all groups in the ER strategy, significantly decreased the 
μTBS values compared to (IM) values (p < 0.002). No significant difference in μTBS 
values for the SE CuZnO at IM and after CC was observed (p> 0.05). DC values 
showed no significant differences on all groups (p= 0.29). NL values of control 
significantly increased compared CuZnO after CC, regardless of the adhesive 
strategy. Conclusion: The addition of CuZnONps (0.2/5 wt%) into a universal 
adhesive may provide a local antimicrobial activity and reduce mineral loss, 
increasing its bonding properties under a cariogenic environment.  

Keywords: Copper, Zinc oxide, Biofilm, Dentin, Dental Adhesives  
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1 INTRODUÇÃO 
Ao longo do tempo, a cárie dentária tem permanecido como um desafio 

predominante no campo da odontologia. De acordo com o Global Burden of 

Disease Study, a cárie não tratada foi classificada como a doença mais prevalente, 

com cerca de 2,3 bilhões de casos estimados de 1990 a 2017, afetando indivíduos 

de todas as idades em todo o mundo (Bernabe et al. 1  2020). A fase inicial da cárie 

dentária é caracterizada pelo distúrbio do equilíbrio da desmineralização e da 

remineralização da hidroxiapatita nos dentes, (Mazzoni et al. 2  2015; Pitts et al. 3  

2017) e o desenvolvimento posterior é influenciado por uma combinação 

multifatorial de exposição frequente aos carboidratos da dieta, higiene oral 

inadequada e acúmulo de biofilme cariogênico (Pitts et al. 3  2017; Bowen 4  2016). 

O produto final predominante do metabolismo do açúcar dentro do biofilme 

cariogênico é o ácido láctico, causando uma redução no pH do biofilme, abaixo de 

5,5, levando a dissolução de cristais minerais, aumentando a porosidade do 

esmalte e facilitando a subsequente destruição da porção orgânica, resultando em 

cavitação dentária (Mazzoni et al. 2  2015; Pitts et al. 3  2017). 

A resina composta, associada a um sistema adesivo, é considerada o 

material de primeira eleição em restaurações direitas, devido a suas propriedades 

estéticas e bom desempenho clínico (Demarco et al. 5  2017). No entanto, elas não 

conseguem neutralizar o ambiente ácido do biofilme resultante da atividade 

metabólica das bactérias e permitem o crescimento de bactérias cariogênicas, 

levando a um maior acúmulo de placa com mudanças na composição que 

favorecem as bactérias nocivas em prejuízo das benéficas, que podem se tornar 

suscetíveis a cáries secundárias (Nedeljkovic et al. 6  2016). Nesse sentido, uma 

revisão sistemática recente (Heintze et al. 7  2022) relatou uma taxa de falha anual 

ao redor de 2% para restaurações com resina composta em dentes posteriores, 

causado por cáries secundárias agora conhecidas como cáries adjacentes à 

margem da restauração (CAMR) (Machiulskiene et al. 8  2020). 

A cárie adjacente à margem da restauração compartilha fatores de risco 

semelhantes com lesões primárias, incluindo a presença de biofilme cariogênico 

(Askar et al. 9  2020). Um dos principais microrganismos associados é o bem-

conhecido Streptococcus mutans (S.mutans) (Jokstad 10  2016), o qual tem um alto 

potencial cariogênico devido à capacidade de transportar e metabolizar 
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carboidratos em ácidos orgânicos (acidogenicidade) e de proliferar em condições 

de baixo pH (aciduricidade) (Lemos et al. 11  2019). No entanto, outros 

microrganismos encontrados no biofilme cariogênico podem influenciar a 

progressão da lesão cariosa, ou a acúmulo do biofilme, como o Lactobacillus spp., 

Actinomyces spp., Bifidobacterium spp., Prevotella spp. e outros (Mo et al. 12  2010; 

Chenicheri et al. 13  2017; Lamont et al. 14  2018; Kreth et al. 15  2020). Nesse 

contexto, as CAMRs também desempenham um papel importante na degradação 

do material, especialmente na interface dente- adesivo. A interface adesiva, é muito 

suscetível à biodegradação hidrolítica e enzimática pela ação de esterases 

bacterianas cariogênicas e assim como das metaloproteinases da matriz (MMPs), 

acelerando a degradação e a subsequente falha, (Frassetto et al. 16  2016; Van 

Meerbeek et al. 17  2020) sendo considerado o ponto mais fraco nas restaurações 

compostas (Spencer et al. 18  2019). 

Uma das alternativas para diminuir a degradação da interface adesiva pela 

ação bacteriana e também ter  efeito de atuar nos fatores locais do desenvolvimento 

das lesões de cárie, é com o desenvolvimento de materiais restauradores com 

características antimicrobianas (Spencer et al. 18  2019; Chen et al. 19  2018), por 

meio da incorporação de nanopartículas (Np) metálicas (Chen et al. 19  2018; 

Agnihotri et al. 20  2020). As CuNp tem se destacado por ser economicamente mais 

acessíveis que outras e apresentar propriedades antimicrobianas significativas, 

inibindo a formação do biofilme (Xu et al. 21  2022). De acordo com estudos in vitro, 

a incorporação de CuNp pode fornecer propriedades antimicrobianas ao sistema 

adesivo e reduzir a degradação da interface, sem afetar as propriedades mecânicas 

do adesivo (Gutiérrez et al. 22  2017; Gutiérrez et al. 23  2017). Além disso, a adição 

de CuNp pode melhorar as propriedades adesivas e mecânicas da interface, 

mesmo sob desafio cariogênico in situ (Vidal et al. 24  2022). Recentemente, um 

estudo clínico demonstrou que as CuNp não afetam o desempenho clínico de 

restaurações em lesões cervicais não cariosas após 48 meses (Matos et al. 25  

2023). 

Por outro lado, a adição de nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) nos 

sistemas adesivos também tem sido estudada, principalmente por favorecer a 

remineralização da dentina e reduzir a degradação da interface mediada pelas 

MMPs sem alterar as propriedades adesivas (Toledano et al. 26  2022).  Nesse 

contexto, estudos in vitro tem demonstrado que a combinação de CuNp e ZnONp 
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e a incorporação delas no sistema adesivo em concentrações de 0,2/5% em peso 

é uma alternativa viável para fornecer propriedades antimicrobianas contra o S. 

mutans sem efeitos citotóxicos importantes e estabilizar a interface adesiva, tanto 

na dentina hígida quanto na dentina afetada por cárie (Gutierrez et al. 27  2019; 

Gutiérrez et al. 28  2019). 

Não obstante a literatura mostra resultados promissores da atividade 

antimicrobiana e os efeitos positivos das CuNp e ZnONp na interface adesivo-

dentina, esses baseados em estudos in vitro, os quais tem a desvantagem de gerar 

um ambiente cariogênico mais agressivo, quando comparado a um estudo in situ 

(Ferracane 29  2017). Por outro lado, a maioria de análises antimicrobianos são 

feitos com cultivos de uma ou duas espécies (S. mutans e S. aureus) de forma 

isolada. Certamente, para representar uma situação clínica mais específica, onde 

existe um biofilme com vários espécimes bacterianos interagindo, um estudo in situ 

é muito mais promissor (Nedeljkovic et al. 30  2017), permitindo a simulação do 

comportamento do material em condições reais, aumentando a relevância clínica 

da informação obtida (Ferracane 29  2017) (Hollanders et al. 31  2018). Assim, o 

objetivo do estudo é determinar se a incorporação de CuZnONp em concentrações 

de 0,2/5% em um sistema adesivo universal melhora as propriedades 

antimicrobianas e adesivas à dentina quando submetido ao desafio cariogênico in 

situ. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 LONGEVIDADE DAS RESTAURAÇÕES  

Diversos materiais restauradores resinosos têm sido desenvolvidos com o 

objetivo de devolver função e estética aos dentes que perderam parte de sua 

estrutura mostrando um bom comportamento clínico ao longo do tempo (Heintze et 

al. 7  2022). Um desses materiais é a resina composta, que associada a um sistema 

adesivo, é considerada o material de primeira eleição em restaurações direitas. No 

entanto, a taxa de falha anual dessas restaurações é na média geral ao redor de 

3%, sendo a cárie secundária, chamada também de cárie adjacente à margem da 

restauração, uma das principais causas de falha (Demarco et al. 32  2023). A falha 

das restaurações por cárie secundária leva a trocar de mais da metade das 

restaurações, diminuindo a longevidade delas (Eltahlah et al. 33  2018) . 

As lesões de cárie secundárias são definidas como lesões adjacentes à 

margem da restauração. Essas lesões de cárie, assim como na cárie primaria, tem 

um processo multifatorial e complexo, envolvendo o material que foi utilizado para 

restaurar. Portanto, existem três situações em que as cáries secundárias podem 

ocorrer: 1) associada com uma restauração defeituosa, 2) associada com uma 

restauração intacta, e 3) não estar associada com uma restauração, mas com uma 

lesão cariosa ativa no dente adjacente (Askar et al. 9  2020).  

Nas três situações, os fatores de evolução são os mesmos da cárie dental: 

biofilme cariogênico, carboidratos fermentáveis, desbalanço da perda mineral, e 

perda de tecidos duros (Ferracane 29  2017), enquanto acontece a degradação 

enzimática dos materiais restauradores. Durante o processo de degradação da 

interface adesivo-dentina, as bactérias começam a ter uma participação prejudicial, 

devido a atividade enzimática das esterases bacterianas que aceleram o processo 

de degradação pela atividade enzimática das metaloproteinases da matriz (MMPs) 

ou pela hidrolises e lixiviação do adesivo (Spencer et al. 34  2019). 

O S. mutans, além de ser conhecido como um dos principais 

microrganismos do biofilme associado às lesões de cárie adjacente à margem das 

restaurações, ser acidogênico e acidurico (Jokstad 10  2016), é considerado 

também como um microrganismo com alta afinidade pela resina composta, seja 

devido aos monômeros que não foram polimerizados ou pela rugosidade superficial 

do material que ajuda na adesão bacteriana (Delaviz et al. 35  2014). O processo de 

colonização das bactérias cariogênicas começa com as espécies de bactérias 
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predominantes parte da microbiota oral, como a Veillonella, Actinomyces, 

Streptococcus, Neisseria e outros microrganismo aeróbicos (Mosaddad et al. 36  

2019). Esses microrganismos são importantes porque ajudam a manter a higiene 

oral evitando que agentes patogênicos se estabeleçam na superfície oral. 

Entretanto eles devem permanecer em um equilíbrio, que quando é interrompido 

por mudanças de estilo de vida, ou alterações da biologia da boca; as espécies 

patogénicas dominam sobre as comensais (Pitts et al. 3  2017). Entre os principais 

patógenos associados com a cárie dental está conformado por algumas bactérias 

gram-positivas como as: Bifidobacterium dentium, Bifidobacterium adolescentis, 

Streptococcus mutans, Scardovia wiggsiae, Bifidobacterium longum, 

Selenomounas spp, Prevotella spp. Lactobacillus spp (Pitts et al. 3  2017; Mosaddad 

et al. 36  2019).  

Além disso, o S. mutans pode interagir com outras espécies no biofilme oral 

pudendo ser sinergistas, promovendo o crescimento de microrganismos; ou 

antagonistas, inibindo o crescimento de outras bactérias (Lemos et al. 11  2019). 

Alguns microrganismos que podem ser beneficiados pelo S. mutans, são os fungos, 

como a Candida albicans. quem consegue se aderir ao biofilme por uma enzima 

(GtfB) secretada pôr o S. mutans. Ao mesmo tempo pode secretar farnesol que 

ajuda na produção dos polissacáridos extracelulares do S. mutans, aumentando a 

patogenicidade dele (Lemos et al. 11  2019). 

2.2 SISTEMAS ADESIVOS  

Historicamente os sistemas adesivos foram evoluindo desde a proposição 

de Buonocore com a técnica de condicionamento ácido (Buonocore 37  1955), e a 

posterior formação da “camada híbrida”, uma estrutura composta pelos monômeros 

resinosos do adesivo infiltrados na rede de colágeno de dentina e a polimerização 

deles (Nakabayashi et al. 38  1982), até o desenvolvimento da oitava geração, a 

última geração representada pelos adesivos universais. Esses adesivos podem ser 

aplicados no modo de condicionamento e lavagem, modo autocondicionante, ou no 

modo de condicionamento seletivo (Van Meerbeek et al. 17  2020; Perdigão et al. 39  

2021). O principal monômero funcional utilizado na composição dos adesivos 

universais é o 10-MDP, o qual condiciona a dentina e promove uma adesão química 

ao substrato, formando ligações iônicas com a hidroxiapatita (HAp) resultado em 

nanocamadas de sal de 10-MDP-Ca (Yoshida et al. 40  2004).  
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Em toda situação clínica, a dentina e o esmalte são os principais substratos 

para a adesão. O esmalte é um substrato seco sem vitalidade contendo 92% de 

mineral HAp, sendo ideal para formar uma boa adesão com os materiais resinosos. 

As retenções micromecânicas dos adesivos com o esmalte resulta na difusão dos 

monômeros resinosos nas micro porosidades deixado pelo ácido. Enquanto, a 

dentina é um tecido complexo, composto pela HAp 45% (mineral) e por proteínas 

33% e 22% água, sendo inevitavelmente úmida, pelo que a adesão neste substrato 

resulta mais complexa (Perdigão 41  2020). 

Indiferentemente da estratégia adesiva empregada, a eficácia do processo 

adesivo está intrinsecamente ligada à formação da camada híbrida, resultando em 

uma adesão contínua e estável entre o adesivo e a dentina. Dessa maneira, a 

camada híbrida desempenha um papel crucial, atuando como a primeira linha de 

defesa contra substâncias e patógenos que poderiam infiltrar e comprometer a 

integridade da restauração. Infelizmente, a camada híbrida é instável e susceptível 

a degradação ao longo do tempo, sendo considerada o ponto mais vulnerável na 

interface adesivo-dentina (Spencer et al. 34  2019). 

2.3 DEGRADAÇÃO DA CAMADA HÍBRIDA  

A degradação da interface adesiva é considerada como a desorganização 

e solubilização de fibras colágenas com a hidrólises do adesivo resinoso (Mokeem 

et al. 42  2023). Existem dois mecanismos principais para a degradação adesiva: a 

degradação hidrolítica e a degradação enzimática.  

A degradação hidrolítica acontece porque a dentina é um meio hidrofílico, 

as moléculas de água do ambiente começam se difundir por meio dos extremos 

livres hidrolíticos dos monômeros que ficaram dentro da matriz durante a 

fotopolimerização, resultando na separação de fases hidrolíticas no adesivo 

(Spencer et al. 43  2010; Frassetto et al. 44  2016). Além disso, as enzimas chamadas 

esterases, encontradas principalmente na saliva e produto das bactérias, 

hidrolisam as ligações éster dos materiais com metacrilato, acelerando a 

degradação adesiva e reduzindo a resistência de união (Frassetto et al. 44  2016). 

Por outro lado, a degradação das fibras colágenas na camada híbrida ocorre ao 

longo do tempo em um meio asséptico causado pelas proteinases da matriz 

dentinária. O processo começa porque as irregularidades na superfície colágena 

são difíceis que sejam infiltradas em sua totalidade pelos monômeros (Frassetto et 

al. 44  2016) As fibras que ficam expostas são mais vulneráveis a atividade das 
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MMPs, enzimas intrínsecas dependentes de zinco e cálcio que atuam sobre a 

dentina desmineralizada após o condicionamento ácido sem a presença de 

bactérias (Pashley et al. 45  2004). Adicionalmente estudos demostraram que os 

ácidos bacterianos além de desmineralizar os tecidos dentários podem ativar 

posteriormente as MMPs. (Mazzoni et al. 2  2015).  

2.4 MATERIAIS ADESIVOS PARA PREVENIR A DEGRADAÇÃO DA INTERFACE 

ADESIVA  

Atualmente existem algumas propostas de possíveis materiais adesivos 

para prevenir a degradação da interface e ter um melhor desempenho clínico. Um 

deles é a adição de moléculas antibacterianas (Guo et al. 46  2022). As esterases 

bacterianas na cavidade oral são uma das causas da biodegradação, pelo que 

moléculas antibacterianas poderiam diminuir a presença de bactérias adjuntas nas 

restaurações. Uma das possíveis moléculas podem ser medicamentos químicos 

como a clorexidina, flúor, triclosan, amônio quaternário, biopolímeros de chitosan, 

e alguns antibióticos como a vancomicina e o metronidazol (Nedeljkovic et al. 47  

2015). No entanto, a maioria dos compostos solúveis podem ter um efeito de 

explosão onde grandes quantidades são liberadas em pouco tempo e depois 

diminui sua concentração deixando possivelmente a estrutura do material porosa 

(Nedeljkovic et al. 47  2015).  

Nesse sentido, uma proposta viável seria a incorporação de nanopartículas 

metálicas, tais como a prata, cobre, óxido de titânio, e o óxido de zinco. As 

nanopartículas (Np) de óxidos metálicos além de ter propriedades antimicrobianas-

anticariogênicas diminuem a formação do biofilme e podem melhorar as 

propriedades mecânicas dos materiais dentais (Balhaddad et al. 48  2021). O 

processo do efeito antimicrobiano pode acontecer porque pode liberar iones que 

interacionam com os patógenos orais inibindo o crescimento e liberar ions para 

diminuir a desmineralização dentária. Uma vantagem dessa alternativa, é que as 

bactérias tem menor probabilidade de adquirir resistência, em comparação com 

outros antibióticos específicos (Allaker 49  2010). A forma das Np, também podem 

ser consideradas como uma vantagem, elas podem ser capazes de superar a 

diversidade do ambiente oral por seu balanço iônico no fluido bucal (Nizami et al. 
50  2021).  
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2.5 NANOPARTÍCULAS DE COBRE E ÓXIDO DE ZINCO  

Recentemente as Np de óxido de zinco, um composto inorgânico insolúvel, 

o foram estudadas. Na odontologia essas Np tanto do tamanho micro como do 

tamanho nano podem ser utilizadas como recheio inorgânico nos materiais 

dentários, como resinas compostas, adesivos, selantes e cimentos. Em específico 

as nanopartículas têm demostrado atividade antimicrobiana superior que as 

partículas maiores contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Balhaddad 

et al. 48  2021). Pode ser por sua alta proporção da área de superfície ao volume, 

tendo uma alta percentagem de átomos na superfície do material aumentando a 

reatividade superficial (Balhaddad et al. 48  2021). Alguns estudos da incorporação 

de ZnO nos adesivos mostraram uma significante redução bacteriana contra um 

biofilme oral, quando é incorporado 7,5% (Garcia et al. 51  2021). Em especial 

podem inibir o crescimento do S. mutans, e podem ajudar na prevenção de cáries 

(Nizami et al. 50  2021). Além disso, uma análise zimográfico determinou que podem 

reduzir a expressão de algumas MMPs, reduzindo a degradação de colágeno da 

dentina. Uma razão pode ser porque o zinco tem um rol estrutural nas proteínas, 

fazendo uma mudança sutil na conformação do colágeno protegendo as zonas 

sensíveis e expostas para as MMPs (Elkassas e Arafa 52  2017). Também pode ter 

uma influência nas vias de sinalização estimulando um efeito metabólico na 

mineralização dos tecidos duros. Pelo que a inibição da MMPs na interface adesivo-

dentina poderia proteger a parte cristalina das fibras colágenas da degradação 

sendo mais propensas na remineralização (Elkassas e Arafa 52  2017). A adição de 

nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) nos sistemas adesivos também tem sido 

estudada, principalmente por favorecer a remineralização da dentina e reduzir a 

degradação da interface mediada pelas MMPs sem alterar as propriedades 

adesivas (Toledano et al. 26  2022).  

Por outro lado, o cobre apresenta um amplo potencial antimicrobiano, 

contra bactérias Gram negativas e Gram positivas. Existem três possíveis 

mecanismos de ação antibacteriana: primeiro a acumulação de Np na membrana 

da bactéria alterando sua permeabilidade e removendo as proteínas da membrana, 

lipopolisacáridos e biomoléculas intracelulares dissipando a energia dos prótons no 

plasma da membrana. Segundo espécies que reagem ao oxigênio processam uma 

reação pós-oxidativa utilizando os ions e prejudicando as estruturas celulares. 

Terceiro, como as partículas de prata que são incorporadas nos polímeros, podem 
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liberar ions diminuindo a produção da adenosina trifosfato e a replicação do DNA 

para seu efeito bactericida (Xu et al. 21  2022; Allaker 49  2010).  

De acordo com estudos in vitro, a incorporação de CuNp pode fornecer 

propriedades antimicrobianas ao sistema adesivo e reduzir a degradação da 

interface, sem afetar as propriedades mecânicas do adesivo (Gutiérrez et al. 22  

2017; Gutiérrez et al. 23  2017). Além disso, a adição de CuNp pode melhorar as 

propriedades adesivas e mecânicas da interface, mesmo sob desafio cariogênico 

in situ (Vidal et al. 24  2022). Recentemente, um estudo clínico demonstrou que as 

CuNp não afetam o desempenho clínico de restaurações em lesões cervicais não 

cariosas após 48 meses (Matos et al. 25  2023). 

Com o objetivo de combinar as vantagens das duas nanopartículas, 

recentes estudos mostraram que as CuZnONp em concentrações de 0,2/5% 

adicionadas num sistema adesivo fornecem propriedades antibacterianas 

significativas contra o S. mutans, sem gerar algum risco de citotoxicidade nem 

alterar as propriedades adesivas. Também se observou que as CuZnONp podem 

inibir os tipos de MMP-2, MMP-8, e MMP-9, mantendo a estabilidade da interface 

adesiva numa dentina hígida e afetada por cáries. (Gutierrez et al. 27  2019; 

Gutiérrez et al. 28  2019)   

Não obstante a literatura mostra resultados promissores da atividade 

antimicrobiana e os efeitos positivos das CuNp e ZnONp na interface adesivo-

dentina, esses baseados em estudos in vitro, os quais tem a desvantagem de gerar 

um ambiente cariogênico mais agressivo, quando comparado a um estudo in situ 

(Ferracane 29  2017).  Assim, o objetivo do estudo é determinar se a incorporação 

de CuZnONps em concentrações de 0,2/5% em um sistema adesivo universal 

melhora as propriedades antimicrobianas e adesivas à dentina quando sometido 

ao desafio cariogênico in situ. 
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3 OBJETIVOS E HIPÓTESES  

3.1 OBJETIVO GERAL  

Determinar o efeito da incorporação de nanopartículas de óxido de zinco e 

cobre (CuZnONp) em um sistema adesivo universal na atividade antimicrobiana e 

na preservação das propriedades adesivas à dentina quando submetido ao desafio 

oral cariogênico. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Examinar a eficácia da adição de CuZnONp em um sistema adesivo universal 

na atividade antimicrobiana quando submetido ao desafio oral cariogênico.  

- Avaliar a eficácia da adição de CuZnONp em um sistema adesivo universal na 

diminuição da perda mineral em dentina quando submetido ao desafio oral 

cariogênico.  

- Determinar a eficácia da adição de CuZnONp em um sistema adesivo universal 

na melhora da resistência de união quando submetido ao desafio oral 

cariogênico.  

- Avaliar a eficácia da adição de CuZnONp em um sistema adesivo universal na 

diminuição da nanoinfiltração da interface adesivo-dentina num ambiente oral 

cariogênico. 

- Avaliar a eficácia da adição CuZnONp em um sistema adesivo universal na 

melhora do grau de conversão do adesivo na interface adesivo-dentina. 

3.3 HIPÓTESES NULAS  

1. A incorporação de nanopartículas de óxido de zinco e cobre em um 

sistema adesivo universal não fornecerá atividade antimicrobiana em um 

ambiente oral cariogênico, quando comparado a um adesivo sem 

nanopartículas. 

2. A incorporação de nanopartículas de óxido de zinco e cobre em um 

sistema adesivo universal não influenciará nas propriedades adesivas à 

dentina em um ambiente oral cariogênico, quando comparado a um adesivo 

sem nanopartículas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL 

O respectivo estudo foi desenhado como in situ, crossover e duplo cego 

(voluntários e evaluador), aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa, número de parecer 4.383.692 (Anexo A). 

Este estudo foi desenhado para facilitar a acumulação de biofilme de 14 voluntários, 

em duas fases de 21 dias, sob condições de um desafio cariogênico induzido pela 

exposição à sacarose.   

4.1.1 Formulação do sistema adhesivo  

O sistema adesivo Ambar Universal APS, em base ao solvente de etanol, 

(FGM Prod. Odont. Ltda, Joinville, SC, Brasil) foi utilizado no presente estudo com 

o modo de condicionamento e lavagem e autocondicionante. O grupo controle foi o 

material comercial disponível sem nenhuma modificação. Para o grupo 

experimental foram pesadas 0,2/5% de CuZnONp (SkySpring Nanomaterials, Inc., 

Houston, TX, EUA). Depois a incorporação das nanopartículas à solução do 

adesivo foi feita por agitação em um misturador Speedmix (Buehler Ltd., Lake Bluff, 

IL, EUA) em um quarto escuro por 60s. A tabela 1 e a figura 1 mostra a composição 

e modo de aplicação dos materiais utilizados. 

 

Figura 1.  Adesivo Universal APS utilizado  

 

 

 

 

 

Fonte: FGM Prod. Odont. Ltda, Joinville, SC, Brasil   
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Tabela 1. Materiais utilizados, número de lote, composição, e modo de aplicação. 

Material 
[Número de lote] 

Composição Modo de aplicação 

Condac 37% (FGM 

Prod. 

Odontológicos, 

Joinville, SC, Brasil) 

[260122] 

Acido fosfórico a 
37%, 

Condicionamento e 
lavagem 

1. Aplicar ácido 
fosfórico por 15 s na 
superfície da 
dentina. 

2. Lavar por 15 s. 
3. Secar com um jato 

de ar. 
4. Aplicar 

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

5. Aplicar um suave 
jato de ar por 10 s 
para evaporar o 
solvente. 

6. Fotopolimerizar por 
10 s a 1200 
mW/cm2. 

Autocondicionante 
 

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

2. Aplicar um suave jato 
de ar por 10 s para 
evaporar o solvente. 

3. Fotopolimerizar por 10 
s a 1200 mW/cm2. 

Ambar Universal 

APS (FGM Prod. 

Odontológicos, 

Joinville, SC, Brasil) 

[080622] 

10-MDP, 
monômeros 
metacrílicos, 
fotoiniciador 
(APS), 
nanopartículas de 
sílica, etanol, co-
iniciadores e 
estabilizantes 

10-MDP = 10- metacriloiloxidecil dihidrogenofosfato. Fonte: O autor 

4.1.2 Cálculo amostral 

O cálculo amostral geral para o estudo in situ, precisou de dois cálculos 

amostrais independentes. O primer cálculo amostral foi para o número de 

voluntários, baseado no teste de Unidades Formadoras de Colônias (UFC).  Foi 

utilizado como referência um artigo in situ (Melo et al. 53  2013) que avaliou uma 

resina com propriedades antimicrobianas. Os dados do grupo controle e do grupo 

experimental foram colocados no website https://www.sealedenvelope.com/. Onde 

foi 9 para o grupo controle e 5 para o grupo experimental com um α de 5%, e um 

poder de 90%. O resultado foi de 12 voluntários, mas por uma de 20%, esse número 

subiu para 14 voluntários (n=14). O segundo cálculo amostral foi para o número de 

dentes, baseado no teste de Resistência de União (RU). Se utilizou outro artigo de 

um estudo in situ (Vidal et al. 24  2022), que utilizou um adesivo universal. Os dados 

do grupo controle 22,8 Mpa e do grupo experimental 28,7 Mpa, com um α de 5%, 

e poder de 80% foram colocados no mesmo website. O resultado foi de mínimo 6 

dentes por grupo, mas foram aumentados para concordar com o número de 

https://www.sealedenvelope.com/
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voluntários (n=14).  Os números de espécimes estão de acordo com os 

delineamentos da Academy of Dental Materials (Armstrong et al. 54  2017).  

O estudo finalmente foi desenhado utilizando cinquenta e seis terceiros 

molares humanos hígidos, obtidos através do Banco de Dentes Humanos da 

Universidade Estadual e Ponta Grossa através de documentação específica para 

este fim. Em que tiveram as raízes foram seccionadas e desprezadas. Cada um 

deles foram alocados aleatoriamente nos quatro grupos experimentais: adesivo 

comercial e adesivo experimental CuZnO(0,2/5%); e estratégias adesivas 

(condicionamento e lavagem [CON] e autocondicionante [AUTO]). Figura 2.  

Figura 2. Desenho experimental da análise das propriedades 
adesivas  

 

 

 

 

 

 

 

CON= Condicionamento e lavagem; AUTO= Autocondicionante  
Fonte: O autor 
 

4.1.3 Recrutamento de participantes  

Foram recrutados quatorze voluntários adultos (n=14), que vieram na 

Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os voluntários eram saudáveis com idade 

entre 18 e 30 anos, homens e mulheres, de acordo com os seguintes critérios de 

inclusão: boa saúde geral, fluxo salivar normal, sem a presença de lesões ativas 

de cárie dentária, não usar ou ter usado antibióticos nos últimos 2 meses antes do 

experimento, não ser usuário de prótese ou aparelho ortodôntico e disponibilidade 

de colaborar com o estudo. Todos os voluntários aceitaram participar do estudo 

assinando um termo de consentimento por escrito. 

 

14 DENTES 
[AUTO] 

14 DENTES 
[CON] 

14 DENTES 
[AUTO] 

14 DENTES 
[CON] 

28 DENTES 
adesivo comercial (controle) 

28 DENTES 
c/ adesivo experimental (5/0,2%) 

56 DENTES 
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4.1.4 Preparação dos espécimes 

Todos os dentes (n=56) tiveram o esmalte oclusal removido com uma 

politriz e usando lixa de carbeto de silício de granulação #180, sob irrigação 

constante, até exposição da dentina. As bordas periféricas de esmalte foram 

totalmente desgastadas com pontas diamantadas n°4137 (KG Sorense, Barueri, 

SP, Brazil) em alta rotação e irrigação constante deixando unicamente tecido 

dentinário exposto. Após disso, foi utilizado o lixamento com carbeto de silício de 

granulação #600 por 60s para a padronização da lama dentinaria (smear layer). 

Figura 3.  

Figura 3. Preparo dos espécimes  

Fonte: O autor.  

4.1.5 Procedimento adesivo  

Após esse preparo, os adesivos com e sem adição de ZnO/CuNp numa 

concentração de 5/0,2% foram aplicados seguindo as indicações do fabricante nas 

seguintes estratégias adesivas: condicionamento e lavagem [CON] e 

autocondicionante [AUTO]. A fotoativação dos sistemas adesivos foi por 10 s 

usando um aparelho fotopolimerizador a base de LED com uma intensidade de 

1000 mW/cm2 (VALO, Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA). Os dentes 

foram restaurados com 2 incrementos de aproximadamente 1,5 mm de espessura 

de resina composta (Opalis, FGM Dent. Prod., Joinville, SC, Brasil) e fotoativadas 

(n=56) 

Granulação 600 60s 

(smear layer) 
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por 20 s cada camada com o mesmo aparelho fotoativador. Um único operador 

realizou todos os procedimentos adesivos. Figura 4.  

Figura 4. Restaurações dos espécimes  

Fonte: O autor.  

4.1.6 Preparação dos espécimes  

Com as restaurações realizadas, todos os dentes foram armazenados em 

água destilada a 37°C por 24 horas, e levados a uma máquina de corte (Isomet 

1000, Buelher Ltd., Lake Bluff Illinois, EUA) e seccionados com o disco diamantado 

(15HC-4in, Buehler Ltd., Lake Bluff, Illinois, EUA) sob irrigação a 300 rpm, nos eixos 

“x” “y” e “z”, para obter espécimes no formato de “palitos” de 0,80 mm2 mesurados 

com o paquímetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa, Toquio, Japão). 

Cada palito (n=14) foi distribuído de acordo com os grupos experimentais, metade 

dos palitos (n=7) para teste imediato (após 24 h de armazenamento em água) e a 

outra (n=7) para ser fixada nos dispositivos palatais e fazer o teste após 21 dias de 

desafio cariogênico (in situ). Figura 5.  

CON 

Adesivo experimental  Adesivo controle   

AUTO CON AUTO 

n=14 n=14 n=14 n=14 
20s 
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Figura 5. Espécimes em formato de palitos por cada grupo experimental.  
 

Fonte: O autor.  

4.1.7 Preparação do dispositivo palatal 

As moldagens foram feitas usando alginato (Hydrogum 5, Zhermack, Badia 

Polesine (RO), Italia) para obter modelos de gesso. Foram feitos quatorze 

dispositivos palatais de acrílico (desenho de Hawley) com quatro nichos laterais de 

10 x 4 x 3 mm, onde os palitos restaurados de dentina foram posicionados 

aleatoriamente e fixados com cera. Previa a colocação dos palitos, as amostras 

passaram por esterilização utilizando a autoclave a 121 °C. Sete palitos de um 

mesmo dente por grupo experimental foram divididos: nos dois primeiros nichos 4 

e 3 palitos com adesivo experimental [CON] por cada um, e nos dois últimos nichos 

4 e 3 palitos com adesivo experimental [AUTO] por cada um. Depois, uma malha 

de plástico foi fixada com resina acrílica, deixando espaço de 1,9 mm da superfície 

dos palitos, e assim permitir acumulação de biofilme dental e, ao mesmo tempo, 

mantendo retidos dentro da cavidade. Na primeira parte da avaliação, os nichos 

foram utilizados para o grupo experimental. Após o período washout de 7 dias, os 

palitos foram trocados pelos palitos do grupo controle. Onde os palitos foram 

fixados da mesma forma que os grupos experimentais. Figura 6.  

0,8 mm² 

Por cada 

dente 

GRUPOS EXPERIMENTAIS  

Adesivo experimental  

CON AUTO 

Adesivo controle   

CON AUTO 

n= 14 

n=14 n= 14 

n= 14 
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Figura 6. Dispositivo palatal com a distribuição dos espécimes, para 
os grupos experimentais antes e após o washout de 7 dias. 

Fonte: O Autor. (*) 4 e 3 palitos; AE Adesivo experimental com Np; AC Adesivo controle. 

O uso dos grupos foi randomizado, alguns voluntários utilizaram primeiro o controle e 

outros o experimental. Após os 21 dias eles mudaram para o seguinte grupo.   

 

4.1.8 Fase intraoral  

Antes de iniciar o uso dos dispositivos palatais, todos os voluntários 

receberam profilaxia, como deplacagem utilizando pasta profiláctica e escova de 

motor de baixa. Eles também foram indicados de utilizar pasta de dentes com flúor 

de 1000ppm antes, durante e depois dos desafios cariogênicos. Eles foram 

instruídos a remover o dispositivo e gotejar solução sacarose 20% sobre todos os 

blocos 4 vezes por dia (8:00, 11:00, 15:30 e 19:00 h), cinco minutos depois, o 

dispositivo foi novamente inserido na boca.  Este tempo de espera é necessário 

para que a sacarose seja absorvida pelo biofilme dental e, assim, seja realizado um 

desafio cariogênico na interface adesiva. O dispositivo só poderia ser removido 

para refeições curtas e momentos de higiene bucal, sendo colocado imediatamente 

na caixa para aparelhos ortodônticos, sem colocar nada em cima dos nichos.  

Os voluntários foram cegos e randomizados 

(http://www.sealedenvelope.com) previamente para utilizar os dispositivos palatais 

com os diferentes grupos experimentais. A metade deles utilizaram o dispositivo 

intra-oral o tempo todo por 21 dias consecutivos com os palitos do grupo 

experimental. Ao mesmo tempo a outra metade dos voluntários utilizaram os palitos 

http://www.sealedenvelope.com/
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com os grupos controle. Depois, todos os voluntários tiveram um período washout 

por 7 dias, para evitar o efeito carry-over  (Sung et al. 55  2014). Posteriormente, os 

espécimes nos mesmos dispositivos foram trocados com os grupos controle ou 

experimentais de acordo com a randomização, e os voluntários foram instruídos 

em utilizar por mais 21 dias consecutivos, seguindo as mesmas indicações; 

retirando o dispositivo apenas para realizar os procedimentos descritos acima. O 

total de tempo de uso dos dispositivos foi de 42 dias.  

4.2 AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS  

4.2.1 Coleta do biofilme  

Após o término do desafio cariogênico (do grupo experimental e do grupo 

controle), o biofilme acumulado no dispositivo palatal dos 14 voluntários de cada 

grupo foi analisado. Todo procedimento foi feito na capela de fluxo laminar.  

Utilizando um microbrush estéril 1-2 mg de biofilme (n= 28) da superfície 

das amostras (CON e AUTO por cada voluntário) foi coletado e armazenado em um 

tubo Eppendorf (2ml) (OA12, Odeme Biotechnology, Joaçaba, SC, Brasil) 

previamente esterilizado. Cada Eppendorf foi pesado em uma balança de precisão 

digital [peso inicial (gi)] e armazenado em gelo antes de ser utilizado. Após a coleta 

do biofilme o tubo Eppendorf foi seco com papel absorvente e pesado novamente 

[peso final (gf)]. Após a pesagem com o biofilme foi colocado em gelo, até adicionar 

1 ml de solução estéril de Reproduced Transport Fluid (RTF) utilizando uma 

ponteira estéril com uma pipeta de 1000 µl e misturado no vortex. Todos os tubos 

Eppendorfs foram rotulados e estourados no freezer -4°C. As análises das 

propriedades antimicrobianas foram feitas em até 96hrs da colocação do RTF.  

Posteriormente cada palito foi tirado dos nichos onde foram colocados em 

uma placa de 96 poços com solução salina. A placa com os palitos foi levada a uma 

cuba ultrassônica (Dabi Atlante -3L, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil) durante 1 

minuto, para a completa remoção das bactérias restantes aderidas aos palitos.  

4.2.2 Cultivo do biofilme e análise antimicrobiana  

Após a coleta do biofilme dos quatorze voluntários por cada estratégia 

adesiva (n=28), o biofilme foi colocado três vezes no sonificador por 10s (Vibra Cell, 

Sonic & Materials, Newtown, CT, EUA). Depois foi realizada uma diluição seriada, 

onde 20 µl de cada diluição do biofilme foi inoculado em duplicata em diferentes 
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médios de cultivo em placas Peri (Ágares) e incubados na estufa por 96hrs a 37° 

C. Cada um deles teve o alimento e as condições necessárias para o crescimento 

das bactérias mais frequentes das lesões de cárie dental. Os ágares utilizados 

foram: 

- O ágar mitis salivarios-bacitracin (MSB ágar) com 20% de sacarose para 

a identificação dos estreptococos, principalmente dos estreptococos do 

grupo mutans.  

- O Rogosa Agar SL, um meio seletivo para a contagem de bactérias da 

espécie Lactobacillus, o pH de 5.5 ácido favorece o cultivo das cepas ditas 

e inibe o crescimento de outros organismos. 

-  O ágar Cerebro Coraçaõ (BHI Ágar) com uma pH de 7,4  foi utilizado para 

a cultura de grandes variedades de microrganismos totais aeróbios assim 

como de leveduras e fungos (Ramalho 56  2010).  

- O ágar Cerebro Coração (BHI Ágar ácido) com uma pH de pH4.8 (ácido), 

foi utilizado para microrganismos totais aeróbios acidúricos e 

acidogénicos assim como de leveduras e fungos.  

- O ágar Sabouraud é um agar para o cultivo e crescimento qualitativo de 

fungos, tais como filamentoses, leveduras e espécies de cândida, onde 

dificulta o crescimento das bactérias.  

Para o período de incubação todos os ágares foram colocados em uma 

jarra de anaerobiose, junto com o pó Anaerobac (Probac, São Paulo, Brasil), um 

gerador de atmosfera específica para microrganismos anaeróbios. Para os médios 

Saboraud, foram incubados por 48h em aerobiose, enquanto os outros médios 

foram por 96hrs. Transcorrido o período de incubação, as placas Petri com ágar 

foram analisadas e contadas as unidades formadoras de colônia por miligrama 

UFC/mg de acordo com a morfologia para a identificação dos diferentes tipos de 

bactérias e fungos. A contagem das colônias foi realizada por um operador cego.  
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4.2.3 Análise da morfología bacteriana (MEV) 

Para a análise da morfologia bacteriana, o biofilme de 4 voluntários 

aleatórios (n=4) foi selecionado, dois para cada adesivo. Dois palitos de cada 

voluntário dos grupos de [CON] e [AUTO] passaram por um processo de fixação, 

lavagem e dessecação para fixação em stubs metálicos que foram metalizados 

com ouro por meio de bombardeio iônico (SPI-Module, USA) e avaliados com 

microscópio eletrônico de varredura JSM 6380 LV (MEV) (JEOL, Japão).  

4.2.4 Análise da perda mineral (PM) com microdureza superficial de knoop (KHN) 

Os palitos selecionados para o teste de resistência de união de cada grupo 

(n=5) foram também utilizados para a microdureza, portanto foram analisados no 

tempo imediato e após o desafio cariogênico. Cada palito foi lixado com lixas de 

SiC de granulações (1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000) e lavados por 10min na 

cuba ultrassônica (Dabi Atlante -3L, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil), para 

remover os dentritos. Em seguida cada um recebeu uma camada de verniz de 

unhas ácido resistente e de rápida secagem (Colorama Maybelline, São Paulo, 

Brasil), em três superfícies do palito que não foram ser avaliados, sem incluir a 

interface adesiva. 

Os cinco palitos (n=5) de cada dente foram embutidos em cera base 7 

sobre uma lâmina de microscópio e levados ao Microdurometro (HMV-2; Shimadzu 

Corporation, Tokyo, Japan) com o indentador Knoop Diamod (Shimadzu 

Corporation, Tokyo, Japan). A KHN foi feita com 3 indentações, a primeira a 20 µm 

desde a camada híbrida, a seguinte a 50µm de distância, e a última a 100µm de 

distância em direção à dentina (kgf/mm2). Todas as indentações foram feitos com 

uma carga de 10g por 10s. A KHN foi feita para obter os valores IM e após o desafio 

cariogênico utilizando os mesmos palitos (Moron et al. 57  2013). A análise foi 

realizada por um operador cego.  
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4.3 AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES ADESIVAS  

4.3.1 Distribuição dos palitos por cada teste  

Figura 7. Distribuição dos palitos por teste das propriedades adesivas 

 

Fonte: O autor 

4.3.2 Análise da resistência de união à microtração (RU)    

Os cinco palitos (n=5) da análise da KHN de cada dente de cada grupo do 

teste imediato (após 24hrs) e após o desafio cariogênico foram colocados 

individualmente em garras de Geraldeli (Odeme Biotechnology, Lucerna, Santa 

Catarina, Brasil), aplicando em cada um dos extremos do palito cola de cianocrilato 

gel (Loctite Superbonder Power Easy Gel, Henckel, São Paulo, São Paulo, Brasil). 

As garras com os palitos foram acopladas na máquina de ensaios universal de 

testes de microtração (Kratos Dinamometros, Cotia, São Paulo, Brasil) e 

tracionados com uma velocidade de 0,5 mm/min e 100 N de carga até ruptura. Os 

valores de força de tração foram medidos em MPa e os tipos de falhas foram 

classificadas em: adesiva (A), coesiva de resina (CR), coesiva de dentina (CD), 

mista (M) e falha prematura (FP). A análise foi realizada por um operador cego.  

 

n= 14 (dentes) [de cada 
dente se pode obter 14 

palitos]

Metade dos palitos (n= 7) 
Teste Imediato

Microdureza/Resistência de 
União (n=5)

Grau de 
conversão/Nanoinfiltração 

(n=2)

Metade dos palitos (n=7) 
Desafio cariogênico

Microdureza/Resistência de 
União (n=5)

Nanoinfiltração (n=2)
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4.3.3 Análise do grau de conversão da camada híbrida por espectroscopia de 

micro-raman (GC após 24hrs) 

Para o teste de grau de conversão, só dois palitos antes do teste da NI 

(n=2) de cada grupo experimental do tempo imediato foram selecionadas 

aleatoriamente e polidas com lixas de SiC de granulações #(1000, 1200, 1500 e 

2000) (Buehler Ltd., Lake Bluff, Illinois, EUA) no sentido contrário a interface de 

união por 30 segundos. Seguido da lavagem dos palitos em cuba ultrassônica (Dabi 

Atlante -3L, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil) por 10 minutos em água destilada.  

Um espectrofotômetro de micro-Raman (Senterra equipment, Bruker Optik 

GmbH, Ettlingen, Baden-Wurttemberg, Alemanha) foi utilizado para a análise do GC 

na camada híbrida, sob os seguintes parâmetros: laser de Neônio de 20 mW com 

comprimento de onda de 532 nm; resolução espacial de ≈ 1 cm-1; com 30 s de 

tempo de acumulação e 6 co-adições, em magnificação de 100X (Olympus UK, 

Londres, Reino Unido) para um laser de ≈ 1µm de diâmetro. Os espectros foram 

obtidos de 3 locais aleatórios no meio da camada híbrida dentro da dentina 

Intertubular, e os valores foram calculados para fins estadísticos.  

Cada adesivo foi dispensado e misturado em uma placa de vidro, a qual foi 

levada ao espectrofotômetro para a leitura. Os espectros dos adesivos não 

polimerizados (np) foram usados como referência. Para os adesivos polimerizados 

(p) a leitura foi realizada diretamente na camada híbrida. A proporção do conteúdo 

de ligações duplas, do monômero para polímero no adesivo foi calculada de acordo 

com a fórmula: GC (%) = (1-Rpolimerizado/Rnãopolimerizado) X 100, onde R é a 

proporção das áreas de pico alifático e aromático em 1639 cm-1 e em 1609 cm-1 em 

adesivos não curados. O pós-processamento dos espectros foi realizado usando o 

Spectragryph Software para espectroscopia óptica 1.2.16.1 (Dr. Friedrich Menges, 

Oberstdorf, Alemanha). A análise foi realizada por um operador cego. 

4.3.4 Análise da nanoinfiltração (NI) por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Dois palitos (n=2) provenientes de cada grupo e tempo (imediato e após 

desafio cariogênico), foram reservados para análise de NI.  Os palitos foram 

imersos em Eppendorfs [1,5 ml] com uma solução aquosa (pH = 7,0) de nitrato de 

prata amoniacal 50% em peso e armazenados por 24 h em ausência de luz. Após, 

os palitos foram lavados com água destilada e imersos em solução reveladora 
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(Rochester, Nova Iorque, EUA) por 8h sob luz fluorescente, para a redução dos 

íons de prata ao longo das nanoporosidades da interface de união. 

Os palitos foram novamente lavados em água e fixados com cianocrilato 

em stubs de alumínio para facilitar o polimento das amostras, que foi com uma 

politriz de bancada (ALM 4, Arotec, Cotia, São Paulo, Brasil) sob escoamento 

contínuo da água com lixas de granulações 1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000, 

e pastas diamantadas com granulações decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25 µm (Buehler 

Ltd, Lake Bluff, IL, EUA). As amostras foram lavadas em cuba ultrassônica (Dabi 

Atlante -3L, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil) por 8 minutos seguidos de 

escoamento de água sobre a superfície por 2 minutos, entre cada lixa e as pastas 

de polimento. As amostras foram deixadas então por 30 minutos em cuba 

ultrassônica. Para o processo de desidratação, as amostras foram deixadas em um 

dessecador contendo sílica coloidal por 24 h, e depois ser metalizadas em 

carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Bazers, Liechtenstein). 

Em um microscópio eletrônico de varredura de emissão de campo (VEJA 

SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA), as amostras de interfaces resina-dentina foram 

analisadas por um técnico cegado as condições experimentais. Foram realizadas 

três fotomicrografías com aumento 1000X da interface de cada palito. A 

porcentagem relativa de nitrato de prata nas áreas ocupadas pela camada híbrida 

e camada de adesivo foram consideradas na mensuração automatizada da NI por 

meio do Image J software para Mac OS (National Institus of Health, EUA) operado 

por um avaliador que desconheceu o grupo experimental das imagens. Obtendo 

assim as médias dos valores porcentuais de NI. A análise foi realizada por um 

operador cego.  
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar se os dados 

desses testes seguiam uma distribuição normal. O teste de Barlett foi realizado para 

determinar a validade da suposição de variâncias iguais. Após a confirmação da 

distribuição normal dos dados e a igualdade de variâncias, as médias de PM (∆%) 

e GC foram submetidas a uma ANOVA de dois fatores (adesivo [presença de 

CuZnONp] vs. estratégia adesiva). Os dados de RU (MPa) e NI (%) foram 

submetidos a uma ANOVA de três fatores (adesivo vs. estratégia adesiva vs. tempo 

de avaliação). O teste post hoc de Tukey foi utilizado para comparações pareadas 

(α = 0.05). Os modos de falha foram analisados pelo teste χ2 (α = 0,05). Os dados 

de atividade antimicrobiana também foram submetidos ao teste de Kolmogorov-

Smirnov para analisar a normalidade dos dados e ao teste de Levene para 

homogeneidade. Apenas os dados de Lactobacilos foram transformados em rank 

e, em seguida, todos os dados foram submetidos a uma ANOVA de dois fatores 

(adesivo [presença de CuZnONp] vs. estratégia adesiva). Para todos os testes, foi 

aplicado um teste post hoc de Tukey com significância (α = 0.05) (Jamovi, software 

estatístico, versão 2.3). 
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6 RESULTADOS  

6.1 CULTIVO DO BIOFILME E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

Os resultados para as unidades formadoras de colônias por miligrama 

(UFC log/mg) estão mostrados nos Gráficos 1 e 2 por cada estratégia adesiva, 

demonstrando uma tendência de redução das UFC quando o adesivo com 

CuZnONps foi utilizado. A adição de CuZnONps no adesivo resultou em uma 

redução significativa na contagem de UFC tanto para estreptococos do grupo 

mutans e fungos totais (p <0,053), quando comparado ao controle. Não foram 

observadas diferenças significativas ao considerar o fator de estratégia adesiva de 

CON ou AUTO, preservando o crescimento dos microrganismos testados. Além 

disso, não houve interação significativa entre os fatores de estratégia e partículas. 

Gráfico 1. Contagem microbiológico, com as medias e o desvio 
padrão para estratégia de condicionamento e lavagem  

a)  

(*) log= escala logarítmica de todos os valores. Fonte: O autor.  
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Gráfico 2. Contagem microbiológico, com as medias e o desvio 
padrão para estratégia autocondicionante  

b)  

(*) log= escala logarítmica de todos os valores. Fonte: O autor.  

Gráficos a) e b) A adição de CuZnONps no adesivo resultou em uma redução significativa na 

contagem de UFC tanto para estreptococos do grupo mutans e fungos totais (p <0,053), quando 

comparado ao controle
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6.2 ANÁLISE DA MORFOLOGÍA BACTERIANA (MEV) 

Figura 8. Imagens do MEV da morfologia bacteriana do desafio cariogênico, por cada estratégia adesiva.   

Controle CuZnO 

CON AUTO CON AUTO 

 
(*) CON: Condicionamento e lavagem AUTO: Autocondicionante; (A-B) Biofilme com cocos, diplococos, bacilos e bactérias em forma de fusiforme; (C-D) 
Biofilme com cocos, bacilos, bactérias em forma de fusiforme e matriz extracelular; (E-F) Biofilme com cocos e bactérias em forma de diplococos; (G-H) 
Biofilme complexo com estreptococos e bactérias em forma de fusiforme.

A B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

G 

 

H 
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As imagens selecionadas do microscópio eletrônico de varredura (MEV), 

apresentam o biofilme dental na figura 8. Essas imagens foram escolhidas de 

quatro voluntários aleatórios, para as duas estratégias adesivas dos dois adesivos.   

Assim como os resultados da contagem microbiológica, com as imagens se 

consegue corroborar que independente da estratégia adesiva os mesmos 

microrganismos formaram o biofilme com uma morfologia tridimensional complexa. 

Podemos observar uma alta densidade de microrganismos, principalmente de 

microrganismos com aspecto esférico e ovalado. Pelo que se pode dizer que 

representam os cocos e os estreptococos.  Também se pode observar que em 

alguns biofilmes tem bacilos, bactérias fusiformes e matriz extracelular seja de 

fungos ou bactérias.   Esso representa que existe co-agregação entre a variedade 

da morfologia bacteriana, em outras palavras a dependência mútua de crescimento 

e nutrição. A variabilidade também pode depender de cada indivíduo, e sua própria 

microbiota.  Enquanto aos adesivos, a amostra com o adesivo com cobre de um 

voluntário apresentou uma menor quantidade de biofilme na superfície quando 

comparado com o controle, mas independente do adesivo o biofilme continua com 

as mesmas características.   

6.3 MICRODUREZA SUPERFICIAL DE KNOOP E PERDA MINERAL 

Os valores de microdureza e perda mineral após desafio cariogênico estão 

apresentados na Tabela 2. Ambos adesivos, controle e CuZnO, mostraram perda 

mineral na dentina em diferentes distâncias da camada híbrida, 

independentemente da estratégia adesiva. A adição de CuZnO reduziu 

significativamente a perda mineral em 20 µm (p=0,0002), 50 µm (0,0000002) e 100 

µm (p= 0,000001) em comparação com o grupo controle (Tabela 2). 
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Tabela 2. Médias e desvios padrão da microdureza Knoop no tempo (IM), após o desafio cariogênico (DC), e perda mineral (ML, %) 

após o DC em cada distância desde a camada híbrida por cada condição experimental (*). 

 

Adesivo 

Microdureza de Knoop   PM % 
 

IM   DC    

20 µm 50 µm 100 µm   20 µm 50 µm 100 µm   20 µm 50 µm 100 µm  

Controle 
CON 49,37 ± 5,3 53,88 ± 7,1 53,39 ± 6,6  24,50 ± 7,0 23,31 ± 6,9 23,31 ± 7,2  -56,56 ± 7,3 B -57,92 ± 9,4 b -59,08 ± 8,7 B  

AUTO 48,47 ± 7,3 50,85 ± 5,5 51,26 ± 6,6  21,33 ± 7,6 20,22 ± 4,0 19,25 ± 6,4  -61,94 ± 8,4 B -61,75 ± 7,1 b -65,23 ± 9,8 B  

CuZnO 
CON 45,92 ± 6,1 49,63 ± 4,4 50,57 ± 6,7  30,71 ± 5,0 32,18 ± 5,6 32,10 ± 6,4  -27,99 ± 8,5 A -31,78 ± 8,7 a -34,54 ± 7,4 A  

AUTO 49,42 ± 7,2 47,69 ± 8,0 46,58 ± 7,0  29,32 ± 5,3 31,21 ± 6,0 33,43 ± 6,5  -39,15 ± 7,4 A -33,68 ± 8,8 a -30,70 ± 9,1 A  

(*) As comparações são válidas apenas dentro de cada distância após a camada híbrida. Médias identificadas com a mesma letra maiúscula, minúscula ou 

sobrescrita são estatisticamente similares (p > 0.05) 
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6.4 RESISTÊNCIA DE UNIÃO  

A falha adesiva foi observada como o principal modo de falha para todos 

os grupos no tempo imediato e após o desafio cariogênico (Tabela 3). O modo mais 

frequente de falha foi adesivo ou falhas adesivas/mistas (80.5 % de todas as 

amostras), seguido por falhas coesivas (15.9 %) e falha prematura (3.5 %).  

Tabela 3. Número de espécimes (%) dos padrões de fratura e falhas prematuras 

dos diferentes grupos experimentais após o teste de resistência de união, no tempo 

imediato e após o desafio cariogênico.  

Padrões de fratura  

Adesivo 
IM  Desafio cariogênico  

A/M CD/CR FP A/M  CD/CR FP 

Controle  
CON 23 (82,1) 5 (17,9) - 28 (82,3) 4 (11,8) 2 (5,9) 

AUTO 17 (81) 4 (19) - 22 (75,9) 3 (10,3) 4 (13,8) 

CuZnO 
CON 26 (83.9) 5 (16,1) - 21 (84) 2 (8) 2 (8) 

AUTO 27 (87,1) 4 (12,9) - 18 (66,7) 9 (33,3) - 

(*) A adesiva; M mista; CD coesiva de dentina; CR coesiva de resina, FP falha prematura. (*) X2 = 

1,14; p-valor= 0,29 

A análise estatística revelou que a ANOVA de três fatores "adesivos vs. 

estratégias adesivas vs. tempo" teve efeitos significativos nos valores de resistência 

de união à microtração (Tabela 4; p = 0,000000003). No tempo imediato, a adição 

de CuZnO diminuiu significativamente os valores de μTBS para a estratégia [AUTO] 

(Tabela 4; p < 0,002), enquanto nenhuma diferença significativa foi observada na 

estratégia [CON] (Tabela 4). Após o desafio cariogênico, ambos grupos, controle e 

o grupo CuZnO, quando aplicado na estratégia [CON], diminuíram 

significativamente os valores de μTBS em comparação com os valores iniciais 

(Tabela 4; p < 0,002). Por outro lado, não foi observada diminuição significativa nos 

valores de μTBS para o grupo CuZnO quando aplicado na estratégia [AUTO] ao 

comparada os valores iniciais e após o desafio cariogênico (Tabela 4) 
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Tabela 4. Média e desvio padrão dos valores de resistência de união (MPa) no 

tempo imediato e após o desafio cariogênico de todos os grupos experimentais (*). 

Adesivo Imediato Após o desafio cariogênico 

Controle 
CON 53,7 ± 5,0 A 38,2 ± 5,6 C,D 

AUTO 50,6 ± 6,4 A 30,8 ± 7,6 D 

CuZnO 
CON 51,3 ± 6,9 A 36,0 ± 6,7 D 

AUTO 46,3 ± 6,1 B 46,5 ± 5,6 B,C 

(*) Mesmas letras indicam similaridade estatística entre grupos (p > 0,05) 

6.5 GRAU DE CONVERSÃO 

A análise estatística revelou que a interação cruzada de dois fatores 

“adesivos vs. estratégias adesivas”, bem como os fatores principais “adesivo” e 

“estratégias adesivas”, não tiveram efeitos significativos nos valores de grau de 

conversão (Tabela 5; p> 0,29). Isso significa que a adição de CuZn no adesivo não 

teve nenhum impacto no grau de conversão do adesivo utilizado (Tabela 2).  

Tabela 5. Média e desvio padrão do grau de conversão (%) para todos os grupos 

experimentais (*) 

Adesivo 
Estratégia adesiva 

Condicionamento e lavagem Autocondicionante 

Controle 79,6 ± 4,3 A 78,01 ± 3,0 A 

CuZnO 79,0 ± 3,8 A 77,46 ± 2,9 A 

(*) Mesmas letras indicam similaridade estatística entre grupos (p > 0,05) 

6.6 ANÁLISE DA NANOINFILTRAÇÃO (NI) POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA 

DE VARREDURA (MEV) 

A ANOVA de três fatores "adesivos vs. estratégias adesivas vs. tempo" não 

mostrou diferenças significativas nos valores de nanoinfiltração (Tabela 6; p=0,39). 

No tempo imediato (IM), a adição de CuZnO reduziu significativamente os valores 

de NL em comparação com o grupo controle em ambas as estratégias adesivas 

(Tabela 6 e Figura 9; p < 0,001). Após o desafio cariogênico (DC), o grupo controle 

apresentou valores de NL significativamente aumentados em comparação com o 

grupo CuZnO (Tabela 6 e Figura 9; p < 0,001). Comparando IM e DC, o grupo 

controle mostrou valores de NL significativamente aumentados (Tabela 6 e Figura 

9; p < 0,001). Por outro lado, CuZnO apresentou valores de NL estatisticamente 

semelhantes entre IM e DC (Tabela 6 e Figura 9; p=0,43). 
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Tabela 6. Média e desvio-padrão da nanoinfiltração (%) no tempo imediato e após 

o desafio cariogênico para todas as condições experimentais (*). 

Adesivo IM Após Desafio Cariogênico 

Controle 
CON 4,99 ± 0,9 B 6,80 ± 0,8 C 

AUTO 4,87 ± 0,7 B 6,21 ± 0,8 C 

CuZnO 
CON 2.47 ± 0.7 A 2.05 ± 0.9 A 

AUTO 2.36 ± 0.9 A 1.96 ± 0.6 A 

(*) Letras iguais indicam similaridade estatística entre os grupos (p > 0.05) 
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 Figura 9. Imagens SEM com retroespalhamento representativas da nanoinfiltração  

 

 

 

 

(*) Interface dentinária de acordo com as diferentes estratégias adesivas e adesivos experimentais para o tempo imediato (IM) [A, B, E e F] e após o desafio 
cariogênico (DC) [C, D, G, H]. Em ambas as estratégias adesivas, uma camada mais fina de nitrato de prata foi observada para o adesivo CuZnO (ponteiro 
branco E-F) para o IM, em comparação com o adesivo controle. Após o DC, uma menor quantidade de NL foi encontrada na HL para ambas as estratégias 
adesivas para o adesivo CuZnO (ponteiro branco G-H), em comparação com o controle (ponteiro branco C-D). (*) Co= Compósito; HL= Camada híbrida; De= 
Dentina.  
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7 DISCUSSÃO  
Este é o primeiro estudo in situ que avaliou os efeitos da adição de 

CuZnONps em um adesivo universal nas propriedades antimicrobianas e adesivas. 

O adesivo contendo CuZnONps apresentou atividade antimicrobiana, 

principalmente contra estreptococos do grupo mutans e fungos totais. No entanto, 

a adição dessas nanopartículas não afetou as características da formação do 

biofilme, quando comparada ao adesivo sem nanopartículas. Interessantemente, a 

adição de CuZnONps ao adesivo universal permitiu menor perda mineral na 

camada híbrida e na dentina em baixo após o desafio cariogênico (DC). Assim a 

primeira hipótese nula foi parcialmente rejeitada.  

O biofilme cariogênico é caracterizado por um processo de formação 

complexo, incluindo uma variedade de microrganismos comensais e patógenos. 

Incorporados em um conjunto de polissacarídeos extracelulares criados pelo 

próprio indivíduo, (Mosaddad et al. 36  2019) que são responsáveis por reduzir a 

penetração antimicrobiana e manter a formação do biofilme (Benoit et al. 58  2019), 

impedindo sua total erradicação (Thomas e Nakaishi 59  2006). Assim como foi 

observado neste estudo com a presença de biofilme independentemente do 

adesivo utilizado com ou sem CuZnONps.  

No entanto, foi observada uma tendência de reduzir a quantidade de 

bactérias com o adesivo CuZnONps. Isso pode ser devido ao contato próximo das 

CuZnONps com o biofilme, com sua liberação tendo um efeito antimicrobiano (Amiri 

et al. 60  2017; Gutiérrez et al. 61  2019; Lee et al. 62  2020; Torres-Rosas et al. 63  

2020). Isso significa que apenas as nanopartículas superficiais de cobre e óxido de 

zinco da camada adesiva poderiam ter entrado em contato com as bactérias 

colonizadoras do biofilme inicial, enquanto o restante permaneceu dentro do 

adesivo polimerizado. Deve-se ressaltar que uma interação letal completa entre 

CuZnONps e as bactérias não poderia ser esperada, pois para esse efeito seria 

necessária uma adesão contínua das nanopartículas à matriz extracelular do 

biofilme e sua subsequente inclusão (Franco et al. 64  2022). 

Os microrganismos predominantemente afetados pelos CuZnONps foram 

os estreptococos do grupo mutans e fungos totais. Ambos os microrganismos 

desempenham um papel fundamental no primeiro estágio da organização do 

biofilme. O S. mutans é a principal bactéria a transformar o ambiente homeostático 
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em um ambiente acidúrico, ajudado a desenvolver outras espécies (Lemos et al. 11  

2019), e os fungos ativam a formação do biofilme, ajudando a se fixar e aderir ao 

tecido da mucosa e às superfícies duras (Chenicheri et al. 13  2017). Assim, o 

mecanismo antimicrobiano do CuZnONps sobre os estreptococos do grupo mutans 

poderia estar no início da adesão bacteriana sobre a primeira camada de biofilme 

e, portanto, na colonização por fungos. Uma das teorias sobre os mecanismos 

antimicrobianos das nanopartículas metálicas, no entanto, ainda não foi totalmente 

explicada. Uma das teorias é da “atração-morte-liberação”: a carga positiva dos 

íons metálicos permite uma atração eletrostática entre a carga negativa da 

membrana da célula bacteriana e os íons positivos, produzindo espécies reativas 

de oxigênico (ERO), danificando a membrana da célula, e posteriormente afetando 

suas organelas resultando na morte celular (Allaker 49  2010). Além disso, ambas 

as nanopartículas, Cu e ZnO, podem se ligar a grupos sulfidrila (-SH) essenciais da 

enzima, que desnaturam as proteínas bacterianas, e posteriormente o DNA para 

replicação (Allaker 49  2010; Sabella et al. 65  2014).  

Em conjunto com a diminuição do conteúdo de estreptococos do grupo 

mutans e fungos totais do adesivo CuZnONps, a desmineralização da dentina 

devido à atividade bacteriana também foi reduzida. Foi observada uma menor 

perda mineral na camada híbrida e na dentina profunda, quando comparado com o 

adesivo controle (comercial), após o DC. É importante destacar que o DC mostrou 

uma complexidade na produção constante de ácido não só pelos estreptococos do 

grupo mutans, mas por outras bactérias cariogênicas (microrganismos acidúricos) 

que se aproveitam das condições ácidas criadas pelo S. mutans, resultando na 

perda mineral dos tecidos dentinarios (Pitts et al. 3  2017), como foi observado tanto 

para o adesivo experimental como para o controle. Apesar de não apresentar uma 

diminuição significativa no número de bactérias acidúricas no biofilme analisado, a 

redução da perda mineral do grupo CuZnO ratificou que um agente antimicrobiano 

local estava agindo contra os estreptococos do grupo mutans devido à redução na 

produção de ácido, levando a uma menor perda mineral na dentina superficial até 

100 µm da interface.  

Além disso, a adição de CuZnO ao sistema adesivo influenciou nas 

propriedades adesivas, com exceção do grau de conversão, de modo que a 

segunda hipótese nula foi parcialmente aceitada. Neste estudo, a adição de CuZnO 

diminuiu significativamente os valores de resistência de união para a estratégia 
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AUTO no tempo IM. No entanto, os valores de resistência de união estão de acordo 

com outros estudos realizados com o mesmo adesivo universal (Ambar Universal 

APS, 45 a 50 Mpa para AUTO) (Nonato et al. 66  2022), o que indica que a adição 

de CuZnONps não poderia prejudicar as propriedades de união do adesivo. Da 

mesma forma, a tendência de redução da resistência de união para a estratégia 

AUTO após a adição de CuZnONps também foi observada em estudos anteriores, 

mas sem nenhuma diferença significativa entre as estratégias adesivas (Gutiérrez 

et al. 28  2019; Gutiérrez et al. 61  2019). 

O desafio cariogênico realizado neste estudo gerou uma degradação da 

interface observada como valores reduzidos de resistência de união para todos os 

grupos. Entretanto, a adição de CuZnONps ao adesivo pode evitar ou minimizar 

essa degradação. Isso pode explicado pelas interações ou pela atividade de cada 

nanopartícula. As nanopartículas de cobre podem atuar como um agente de 

reticulação, atuando na lisil oxidase (Rucker et al. 67  1998). Uma amina oxidase 

dependente de cobre que intervêm na reticulação covalente de diferentes tipos de 

colágenos, levando a reticulações interfibrilares e intermoleculares (Vallet e Ricard-

Blum 68  2019). Por isso, o cobre é a chave para a resistência e a estabilidade das 

fibrilas de colágeno (Bedran-Russo et al. 69  2014), melhorando as propriedades 

biomecânicas da dentina e tornando a camada híbrida menos propensa à 

degradação (Breschi et al. 70  2018). Além disso, o efeito de ligação cruzada pode 

ser reforçado pela atividade das nanopartículas de ZnO. Elas poderiam promover 

a formação de cristalitos de apatita nas fibrilas de colágenos, permitindo assim a 

mineralização da dentina (Toledano et al. 71  2013). 

Por outro lado, o Zn permite a deposição de minerais que fossilizam as 

MMPs, ativadas reduzindo a degradação do colágeno (Toledano et al. 26  

2022).(Toledano et al. 26  2022). Isso significa que as fibrilas de colágeno são 

remineralizadas após a exposição de ácidos bacterianos, com a formação de 

cristais de apatita com os minerais de cálcio (Ca) e fosfato (P) depositados ao longo 

da interface (Toledano et al. 26  2022; Toledano et al. 71  2013), observando-se como 

uma menor perda mineral nos grupos CuZnO após o DC. Portanto, possivelmente 

há mais cálcio depositado no substrato, o que poderia aumentar a interação 

química com o 10-MDP-Ca durável  (Van Meerbeek et al. 17  2020; Yoshida et al. 40  

2004). Isso também poderia explicar o aumento da resistência de união do adesivo 

CuZnO aplicado no modo AUTO em comparação com o modo CON. Como o ácido 
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fosfórico não é usado na estratégia AUTO, a rede de HAp-colágeno não é liberada, 

permitindo que mais conteúdo mineral interaja com o 10-MDP (Van Meerbeek et al. 
17  2020).  

A rede de colágeno reforçada resultante da atividade de reticulação de 

ambas as nanopartículas aumenta a resistência do colágeno e reduz a degradação 

enzimática (Gutiérrez et al. 22  2017; Gutiérrez et al. 23  2017; Gutiérrez et al. 61  

2019). Estudos anteriores reportaram a atividade anti-MMPs de Cu e ZnO  

(Gutiérrez et al. 28  2019), principalmente contra MMPs que são ativadas durante o 

processo cariogênico (Mazzoni et al. 2  2015). Assim, a estabilidade da interface 

adesiva pode ser mantida, conforme foi observado nos valores de nanoinfiltração 

do adesivo CuZnO, mesmo após o desafio cariogênico de 21 dias. De forma 

interessante, previamente foi reportado que um adesivo contendo cobre poderia 

servir como um reservatório para o cobre, permitindo uma liberação controlada 

gradual e consistente do cobre ao redor das fibras de colágeno dentro da camada 

híbrida (Ñaupari-Villasante et al. 72  2022). Pelo que em teoria, isso também poderia 

acontecer com o ZnO. Assim, com ambas as nanopartículas na interface adesiva, 

mesmo em baixas concentrações, poderia ser possível manter ou retardar a 

degradação da união na interface oral, prolongando a longevidade das 

restaurações adesivas de resina-dentina.   

Também é importante mencionar que a incorporação de nanopartículas de 

CuZnO não afetou o grau de conversão do adesivo, o que mostra a compatibilidade 

e afinidade química das nanopartículas com os monômeros de metacrilato no 

adesivo (Gutiérrez et al. 28  2019). Isso poderia ser explicado pelo grau de 

hidrofobicidade das nanopartículas, que além de ser importante para a atividade 

antimicrobiana (Allaker 49  2010), poderia limitar a sorção de água e evitar a 

degradação hidrolítica das ligações adesivas.  

Com relação ao modelo in situ do estudo, a influência dos voluntários 

desempenha um papel importante. O uso adequado dos dispositivos intraorais e a 

consistência de seguir as instruções é um fator que os pesquisadores não podem 

controlar totalmente (Sung et al. 55  2014). Portanto, para evitar de alguma forma o 

desânimo do voluntário durante o processo do desafio cariogênico, o uso do grupo 

controle ou experimental em cada uma das duas rodadas de 21 dias foi 

randomizado, reduzindo também alguns vieses. Uma limitação do estudo pode ser 

a falta de informações sobre o processor de esterilização da amostra, em relação 
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ao efeito da temperatura e da pressão sobre a estrutura proteica da matriz de 

colágeno. O fato que o desafio cariogênico durou 21 dias para cada fase, com 

apenas quatro momentos de açúcar, em vez de 14 dias com oito momentos de 

açúcar, deveu-se ao tamanho do espécime e sua área de apenas 0,8 mm2, ao 

contrário de um espécime de meio dente com uma área de superfície maior exposta 

ao DC. Portanto, o método tradicional de desafio cariogênico poderia ter sido muito 

agressivo para a sobrevivência do espécime para sua análise posterior. Contudo, 

uma exposição à sacarose quatro vezes ao dia é suficiente para o desenvolvimento 

de uma lesão cariosa (Díaz-Garrido et al. 73  2016). De acordo com a literatura, a 

representação de um alto consumo de açúcar seria igual a uma exposição de 

quatro ou cinco vezes à sacarose. Sendo suficiente para aumentar a 

cariogenicidade do biofilme dependendo da dose de sacarosa, sugerindo um 

padrão de consumo moderado de açúcar. Por outro lado, uma exposição de oito a 

dez vezes ao açúcar seria equivalente a pessoas com consumo extremamente alto 

de sacarose e risco muito alto de cárie (Díaz-Garrido et al. 73  2016). 
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8 CONLUSÃO 
A adição de CuZnONps (0,2/5%) em um adesivo universal pode 

proporcionar uma atividade antimicrobiana local e reduzir a perda mineral, 

aumentando suas propriedades adesivas em um ambiente cariogênico.  
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cariogênico. 2.Avaliar a eficácia da adição de ZnO/CuNp em um sistema adesivo universal na diminuição da

perda mineral em dentina quando

submetido ao desafio oral cariogênico. 3.Avaliar a eficácia da adição de ZnO/CuNp em um sistema adesivo

universal na melhora da resistência de

união quando submetido ao desafio oral cariogênico. 4. Avaliar a eficácia da adição de ZnO/CuNp em um

sistema adesivo universal na diminuição

da nanoinfiltração da interface adesivo-dentina num ambiente oral cariogênico. 5.Avaliar a eficácia da adição

ZnO/CuNp em um sistema adesivo

universal na melhora do grau de conversão do adesivo na interface adhesivo-dentina. 6.Avaliar a eficácia da

adição de ZnO/CuNp em um sistema

adesivo universal na melhora da nanodureza da interfase adesivo-dentina num ambiente oral cariogênico.
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-Possível desmineralização dos dentes pela aplicação de solução de sacarose. Para isto, os voluntários

serão instruídos e monitorados a utilizar

uma mesma pasta dental de 1000 ppm, durante toda a pesquisa para que suas atividades de higiene oral

sejam potencializadas no período de vinte

um dia e após este período os voluntários não utilizarão mais o dispositivo intra-oral.
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voluntário.

-Há riscos para os pesquisadores de contaminação, ferimento com instrumentos cortantes e alergia a

materiais utilizados, que devem ser

minimizados com a utilização de equipamento de proteção individual (EPI)
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agentes antimicrobianos na degradação da interface de união adesivo-dentina, consequentemente,

preservação de estrutura dental em detrimento

da necessidade de troca de restaurações. Os benefícios para os voluntários pesquisados são:

-Os voluntários serão acompanhados e receberão esclarecimentos do pesquisador responsável sobre

eventuais dúvidas durante toda a pesquisa;

-Receberão uma profilaxia prévia a colocação do dispositivo intra-oral e outra profilaxia após a retirada deste

dispositivo (este procedimento será

realizado pelos demais pesquisadores juntamente com o pesquisador responsável);

-Os voluntários receberão tratamento odontológico quando necessário durante todo o período da pesquisa.

Nos últimos anos, uma das propostas dos materiais odontológicos é a adição de nanopartículas de óxido de

zinco (ZnONp) e cobre (CuNp) nos

sistemas adesivos universais para melhorar a atividade antimicrobiana contra o Streptococcus mutans (S.

mutans) e antienzimática contra várias

metaloproteinases in vitro. Com isto, ocorreu uma significativa preservação da interface adesivo-dentina,

sem comprometer as propriedades

mecânicas do adesivo em si após 1 ano de armazenagem em água. Porém, estudos adicionais são

necessários para avaliar o comportamento

desses materiais em ambientes que simulem a cavidade oral. Assim, o presente estudo tem como objetivo

avaliar se a incorporação de

nanopartículas (Np) de óxido de zinco e cobre (ZnO/CuNp) em um sistema adesivo universal (Ambar

Universal, FGM, Joinville, SC, Brasil) melhora

as propriedades antimicrobianas e adesivas à dentina quando submetidos ao desafio cariogênico, in situ.

Metodologia: 120 terceiros molares hígidos

serão divididos em quatro grupos (n=30) de acordo com a presença de nanopartículas e as estratégias

adesivas: adesivo sem Np (condicionamento

e lavagem ou autocondicionante) e adesivo com ZnO/CuNp (5/0,2%) (condicionamento e lavagem ou

autocondicionante). Todos os dentes terão o

esmalte removido e serão restaurados com resina composta, seguindo as indicações do fabricante. Após as

restaurações, os dentes serão

armazenados por 24hrs e cortados para obter espécimes no formato de “palitos” de 0,80 mm2. Os
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palitos obtidos (n=16) de cada dente serão

distribuídos nos grupos experimentais, uma metade (n=8) para o teste imediato (após 24hrs) e a outra (n=8)

para o desafio cariogênico. Trinta

voluntários utilizarão os dispositivos palatais por 21 dias contendo os palitos dos grupos experimentais

seguindo de um período washout de 7 dias, e

depois 21 dias contendo os palitos dos grupos controle. O estudo será dividido em duas fases: Fase 1:

Avaliação das propriedades antimicrobianas:

serão utilizados três testes: (1) Caraterização do biofilme, (2.) Teste de Viabilidade bacteriana (LIVE/DEAD

Test) e análise da morfologia bacteriana

no MEV, e (3) Perda de mineral (PM) a través do teste de microdureza superficial (MDS) e microdureza

transversal (MDT). Fase 2: Avaliação das

propriedades adesivas: Os palitos de cada dente de cada grupo serão avaliados no tempo e imediato e após

desafio cariogênico nos testes de

resistência de união (n=5), grau de conversão e os mesmos para nanoinfiltração (n=2), e nanodureza (n=1).

Todos os dados serão submetidos ao

teste de normalidade Shapiro-Wilk, e após a confirmação serão feitos os seguintes testes estatísticos:

ANOVA ( = 0,05) de três e dois fatores para

as propriedades adesivas e mecânicas respectivamente, e o teste t-student para a análise antimicrobiana. O

teste de Tukey será utilizado para

comparação pareada dos grupos.

Em anexo e de acordo com as normas 466/2012 e 510/2016

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
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