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RESUMO

Gonzalez CC. Efeito da adicao de nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre
em um sistema adesivo universal nas propriedades adesivas e
antimicrobianas: estudo in situ. [Dissertagdo]- Mestrado em Odontologia- Area
de concentragao Dentistica Restauradora- Universidade Estadual de Ponta Grossa;
2023.

Objetivo: O estudo determinou o efeito da incorporagéo de nanoparticulas (Np) de
oxido de zinco e cobre (Cu/ZnONp) em um sistema adesivo universal (Ambar
Universal APS) nas propriedades antimicrobianas e adesivas a dentina quando
submetidos ao desafio cariogénico (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, distribuidos em quatro grupos (n=14) de acordo
com a estratégia adesiva (condicionamento e lavagem [CON] ou autocondicionante
[AUTQO]). Os dentes foram restaurados com resina composta e seccionados
longitudinalmente em espécimes no formato de “palitos”. Os espécimes de cada
dente foram distribuidos aleatoriamente e avaliados no tempo imediato [IM] (n=7),
e apos o desafio cariogénico [DC] (n=7). Para o DC, os espécimes foram colocados
em dispositivos palatais utilizados por 14 voluntarios por duas fases de 21 dias
cada, com um periodo washout de 7 dias, entre elas. Depois disso, 0s espécimes
e o biofilme foram removidos. As propriedades antimicrobianas foram analisadas
mediante a atividade antimicrobiana de unidades formadoras de colénias por
miligrama (UFC log/mg), caracterizagao do biofilme por imagem do MEV, e a
analise da microdureza Knoop (KHN) e a perda mineral (PM) dos espécimes de
cada grupo experimental. Ja para a avaliagdo das propriedades adesivas, foram
testados na resisténcia de unido a microtragdo (RU) e nanoinfiltragdo (NI),
respetivamente, em cada tempo (IM e DC), mas para grau de conversao (GC) s6
foi no IM. Para a KHN, RU, NI os dados foram submetidos a analise de variéncia
(ANOVA) de trés fatores, e ANOVA de dois fatores para a PM, GC e (UFC log/mg).
O teste post hoc de Tukey foi realizado para comparag¢des multiplas entre os grupos
(oo = 0,05). Resultados: A adigdo de CuZnONps no adesivo teve uma redugao
significativa do numero das UFC tanto para estreptococos do grupo mutans como
para fungos totais (p < 0,05). As imagens do MEV mostraram um biofiime
tridimensional complexo com morfologia bacteriana principalmente de cocos e
estreptococos. A adigdo de CuZnONps diminuiu significativamente a PM nos 20 um
(p=0,0002), 50 um (p=0,0000002), € 100 um (p= 0,000001). Apds o DC, todos os
grupos na estratégia CON diminuiram significativamente os valores de RU em
comparagao com os valores IM (p< 0,002). Nao foi observada diferenca significativa
nos valores de RU na estratégia AUTO CuZnONps no IM e apés o DC (p > 0,05).
Os valores de GC nao apresentaram diferengas significativas em todos os grupos
(p=0,29). Os valores de NI do controle aumentaram significativamente comparando
com o CuZnO apés DC, independente da estratégia adesiva. Conclusao: A adi¢cao
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 cariogénico.

Palavras-chave: Cobre, 6xido de zinco, placa dentaria, adesivos dentinarios,
dentina



ABSTRACT

Gonzalez, 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 (uTBS)
and nanoleakage (NL) for IM and after CC; degree of conversion (DC) was
assessed only for IM. For KHN, uTBS 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 (a. = 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 um (p=0.0002), 50 ym (p=0.0000002), and 100 ym
(p= 0.000001). After CC, all groups in the ER strategy, significantly decreased the
MTBS values compared to (IM) values (p < 0.002). No significant difference in yTBS
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 INTRODUGCAO

Ao longo do tempo, a carie dentaria tem permanecido como um desafio
predominante no campo da odontologia. De acordo com o Global Burden of
Disease Study, a carie nao tratada foi classificada como a doenca mais prevalente,
com cerca de 2,3 bilhdes de casos estimados de 1990 a 2017, afetando individuos
de todas as idades em todo o mundo (Bernabe et al. ' 2020). A fase inicial da carie
dentaria é caracterizada pelo disturbio do equilibrio da desmineralizacdo e da
remineralizagdo da hidroxiapatita nos dentes, (Mazzoni et al. 2 2015; Pitts et al. 3
2017) e o desenvolvimento posterior € influenciado por uma combinagao
multifatorial de exposicdo frequente aos carboidratos da dieta, higiene oral
inadequada e acumulo de biofilme cariogénico (Pitts et al. 3 2017; Bowen 4 2016).
O produto final predominante do metabolismo do agucar dentro do biofilme
cariogénico € o acido lactico, causando uma redugéo no pH do biofilme, abaixo de
5,5, levando a dissolucdo de cristais minerais, aumentando a porosidade do
esmalte e facilitando a subsequente destruigdo da por¢ao organica, resultando em
cavitagdo dentaria (Mazzoni et al. 2 2015; Pitts et al. 3 2017).

A resina composta, associada a um sistema adesivo, é considerada o
material de primeira eleicdo em restauracdes direitas, devido a suas propriedades
estéticas e bom desempenho clinico (Demarco et al. > 2017). No entanto, elas néo
conseguem neutralizar o ambiente acido do biofilme resultante da atividade
metabodlica das bactérias e permitem o crescimento de bactérias cariogénicas,
levando a um maior acumulo de placa com mudangas na composicdo que
favorecem as bactérias nocivas em prejuizo das benéficas, que podem se tornar
suscetiveis a caries secundarias (Nedeljkovic et al. ® 2016). Nesse sentido, uma
revisdo sistematica recente (Heintze et al. 7 2022) relatou uma taxa de falha anual
ao redor de 2% para restauragdes com resina composta em dentes posteriores,
causado por caries secundarias agora conhecidas como caries adjacentes a
margem da restauragdo (CAMR) (Machiulskiene et al. 8 2020).

A carie adjacente a margem da restauragdo compartilha fatores de risco
semelhantes com lesdes primarias, incluindo a presenga de biofilme cariogénico
(Askar et al. ® 2020). Um dos principais microrganismos associados é o bem-
conhecido Streptococcus mutans (S.mutans) (Jokstad '°© 2016), o qual tem um alto

potencial cariogénico devido a capacidade de transportar e metabolizar
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carboidratos em acidos organicos (acidogenicidade) e de proliferar em condigbes
de baixo pH (aciduricidade) (Lemos et al. " 2019). No entanto, outros
microrganismos encontrados no biofilme cariogénico podem influenciar a
progressao da leséo cariosa, ou a acumulo do biofilme, como o Lactobacillus spp.,
Actinomyces spp., Bifidobacterium spp., Prevotella spp. e outros (Mo et al. 2 2010;
Chenicheri et al. '3 2017; Lamont et al. * 2018; Kreth et al. ® 2020). Nesse
contexto, as CAMRs também desempenham um papel importante na degradagao
do material, especialmente na interface dente- adesivo. A interface adesiva, € muito
suscetivel a biodegradacdo hidrolitica e enzimatica pela acdo de esterases
bacterianas cariogénicas e assim como das metaloproteinases da matriz (MMPs),
acelerando a degradacgdo e a subsequente falha, (Frassetto et al. '® 2016; Van
Meerbeek et al. 7 2020) sendo considerado o ponto mais fraco nas restauragoes
compostas (Spencer et al. '8 2019).

Uma das alternativas para diminuir a degradagéao da interface adesiva pela
acao bacteriana e também ter efeito de atuar nos fatores locais do desenvolvimento
das lesGes de carie, € com o desenvolvimento de materiais restauradores com
caracteristicas antimicrobianas (Spencer et al. '® 2019; Chen et al. ' 2018), por
meio da incorporagdo de nanoparticulas (Np) metalicas (Chen et al. '® 2018;
Agnihotri et al. 2° 2020). As CuNp tem se destacado por ser economicamente mais
acessiveis que outras e apresentar propriedades antimicrobianas significativas,
inibindo a formag&o do biofilme (Xu et al. 2' 2022). De acordo com estudos in vitro,
a incorporacado de CuNp pode fornecer propriedades antimicrobianas ao sistema
adesivo e reduzir a degradacao da interface, sem afetar as propriedades mecanicas
do adesivo (Gutiérrez et al. 22 2017; Gutiérrez et al. 22 2017). Além disso, a adigdo
de CuNp pode melhorar as propriedades adesivas e mecanicas da interface,
mesmo sob desafio cariogénico in situ (Vidal et al. ¢ 2022). Recentemente, um
estudo clinico demonstrou que as CuNp nao afetam o desempenho clinico de
restauragbes em lesdes cervicais ndo cariosas apds 48 meses (Matos et al. %
2023).

Por outro lado, a adicdo de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO) nos
sistemas adesivos também tem sido estudada, principalmente por favorecer a
remineralizagdo da dentina e reduzir a degradagdo da interface mediada pelas
MMPs sem alterar as propriedades adesivas (Toledano et al. 26 2022). Nesse

contexto, estudos in vitro tem demonstrado que a combinacdo de CuNp e ZnONp
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e a incorporagao delas no sistema adesivo em concentragdes de 0,2/5% em peso
€ uma alternativa viavel para fornecer propriedades antimicrobianas contra o S.
mutans sem efeitos citotdxicos importantes e estabilizar a interface adesiva, tanto
na dentina higida quanto na dentina afetada por carie (Gutierrez et al. 27 2019;
Gutiérrez et al. 286 2019).

Nao 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 cariogénico mais agressivo, quando comparado a um estudo in situ
(Ferracane 2° 2017). Por outro lado, a maioria de analises antimicrobianos sdo
feitos com cultivos de uma ou duas espécies (S. mutans e S. aureus) de forma
isolada. Certamente, para representar uma situagao clinica mais especifica, onde
existe um biofilme com varios espécimes bacterianos interagindo, um estudo in situ
€ muito mais promissor (Nedeljkovic et al. 3° 2017), permitindo a simulagdo do
comportamento do material em condi¢des reais, aumentando a relevancia clinica
da informagéo obtida (Ferracane 2° 2017) (Hollanders et al. 3' 2018). Assim, o
objetivo do estudo é determinar se a incorporagdo de CuZnONp em concentragdes
de 0,2/5% em um sistema adesivo universal melhora as propriedades
antimicrobianas e adesivas a dentina quando submetido ao desafio cariogénico in

situ.



17

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LONGEVIDADE DAS RESTAURACOES

Diversos materiais restauradores resinosos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de devolver fungédo e estética aos dentes que perderam parte de sua
estrutura mostrando um bom comportamento clinico ao longo do tempo (Heintze et
al. 7 2022). Um desses materiais € a resina composta, que associada a um sistema
adesivo, é considerada o material de primeira eleicao em restauragdes direitas. No
entanto, a taxa de falha anual dessas restauracées é na média geral ao redor de
3%, sendo a carie secundaria, chamada também de carie adjacente a margem da
restauragdo, uma das principais causas de falha (Demarco et al. 32 2023). A falha
das restauracbes por carie secundaria leva a trocar de mais da metade das
restauragdes, diminuindo a longevidade delas (Eltahlah et al. 33 2018) .

As lesbes de carie secundarias sdo definidas como lesdes adjacentes a
margem da restauracdo. Essas lesdes de carie, assim como na carie primaria, tem
um processo multifatorial e complexo, envolvendo o material que foi utilizado para
restaurar. Portanto, existem trés situacbes em que as caries secundarias podem
ocorrer: 1) associada com uma restauragdo defeituosa, 2) associada com uma
restauracao intacta, e 3) ndo estar associada com uma restauragdao, mas com uma
lesdo cariosa ativa no dente adjacente (Askar et al. ® 2020).

Nas trés situagdes, os fatores de evolugcido sdo os mesmos da carie dental:
biofilme cariogénico, carboidratos fermentaveis, desbalango da perda mineral, e
perda de tecidos duros (Ferracane 2° 2017), enquanto acontece a degradagéo
enzimatica dos materiais restauradores. Durante o processo de degradacdo da
interface adesivo-dentina, as bactérias comegam a ter uma participacao prejudicial,
devido a atividade enzimatica das esterases bacterianas que aceleram o processo
de degradacao pela atividade enzimatica das metaloproteinases da matriz (MMPs)
ou pela hidrolises e lixiviagdo do adesivo (Spencer et al. 34 2019).

O S. mutans, além de ser conhecido como um dos principais
microrganismos do biofilme associado as lesbes de céarie adjacente a margem das
restauracdes, ser acidogénico e acidurico (Jokstad '© 2016), é considerado
também como um microrganismo com alta afinidade pela resina composta, seja
devido aos mondmeros que nao foram polimerizados ou pela rugosidade superficial
do material que ajuda na adesao bacteriana (Delaviz et al. 3> 2014). O processo de

colonizacdo das bactérias cariogénicas comega com as espécies de bactérias
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predominantes parte da microbiota oral, como a Veillonella, Actinomyces,
Streptococcus, Neisseria e outros microrganismo aerébicos (Mosaddad et al. 36
2019). Esses microrganismos sao importantes porque ajudam a manter a higiene
oral evitando que agentes patogénicos se estabelecam na superficie oral.
Entretanto eles devem permanecer em um equilibrio, que quando € interrompido
por mudangas de estilo de vida, ou alteragdes da biologia da boca; as espécies
patogénicas dominam sobre as comensais (Pitts et al. > 2017). Entre os principais
patdgenos associados com a carie dental esta 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. > 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. ' 2019).
Alguns microrganismos que podem ser beneficiados pelo S. mutans, s&o os fungos,
como a Candida albicans. quem consegue se aderir ao biofilme por uma enzima
(GtfB) secretada pbr o S. mutans. Ao mesmo tempo pode secretar farnesol que
ajuda na produgao dos polissacaridos extracelulares do S. mutans, aumentando a

patogenicidade dele (Lemos et al. "' 2019).

2.2 SISTEMAS ADESIVOS

Historicamente os sistemas adesivos foram evoluindo desde a proposi¢cao
de Buonocore com a técnica de condicionamento acido (Buonocore %7 1955), e a
posterior formacao da “camada hibrida”, uma estrutura composta pelos monémeros
resinosos do adesivo infiltrados na rede de colageno de dentina e a polimerizagao
deles (Nakabayashi et al. 38 1982), até o desenvolvimento da oitava geragao, a
ultima geragao 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; Perdigao et al. 3°
2021). O principal monémero funcional utilizado na composi¢cdo dos adesivos
universais € o 10-MDP, o qual condiciona a dentina e promove uma adesao quimica
ao substrato, formando ligagdes ibnicas com a hidroxiapatita (HAp) resultado em
nanocamadas de sal de 10-MDP-Ca (Yoshida et al. 4° 2004).
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Em toda situagao clinica, a dentina e o esmalte sao os principais substratos
para a adesdo. O esmalte € um substrato seco sem vitalidade contendo 92% de
mineral HAp, sendo ideal para formar uma boa adesao com os materiais resinosos.
As retengdes micromecanicas dos adesivos com o esmalte resulta na difus&o dos
mondémeros resinosos nas micro porosidades deixado pelo acido. Enquanto, a
dentina é um tecido complexo, composto pela HAp 45% (mineral) e por proteinas
33% e 22% agua, sendo inevitavelmente umida, pelo que a adesao neste substrato
resulta mais complexa (Perdigdo 4! 2020).

Indiferentemente da estratégia adesiva empregada, a eficacia do processo
adesivo esta intrinsecamente ligada a formagao da camada hibrida, resultando em
uma adesdo continua e estavel entre o adesivo e a dentina. Dessa maneira, a
camada hibrida desempenha um papel crucial, atuando como a primeira linha de
defesa contra substancias e patégenos que poderiam infiltrar e comprometer a
integridade da restauragao. Infelizmente, a camada hibrida é instavel e susceptivel
a degradacéo ao longo do tempo, sendo considerada o ponto mais vulneravel na
interface adesivo-dentina (Spencer et al. 3 2019).

2.3 DEGRADACAO DA CAMADA HiBRIDA

A degradagao da interface adesiva é considerada como a desorganizagao
e solubilizac&o de fibras colagenas com a hidrolises do adesivo resinoso (Mokeem
et al. 42 2023). Existem dois mecanismos principais para a degradacgdo adesiva: a
degradacéo hidrolitica e a degradagao enzimatica.

A degradacao hidrolitica acontece porque a dentina € um meio hidrofilico,
as moléculas de agua do ambiente comegam se difundir por meio dos extremos
livres hidroliticos dos mondmeros que ficaram dentro da matriz durante a
fotopolimerizagao, resultando na separagao de fases hidroliticas no adesivo
(Spencer et al. > 2010; Frassetto et al. 4 2016). Além disso, as enzimas chamadas
esterases, encontradas principalmente na saliva e produto das bactérias,
hidrolisam as ligacbes éster dos materiais com metacrilato, acelerando a
degradagéo adesiva e reduzindo a resisténcia de unido (Frassetto et al. 44 2016).
Por outro lado, a degradacao das fibras colagenas na camada hibrida ocorre ao
longo do tempo em um meio asséptico causado pelas proteinases da matriz
dentinaria. O processo comecga porque as irregularidades na superficie colagena
sao dificeis que sejam infiltradas em sua totalidade pelos mondmeros (Frassetto et

al. 4 2016) As fibras que ficam expostas sdo mais vulneraveis a atividade das
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MMPs, enzimas intrinsecas dependentes de zinco e calcio que atuam sobre a
dentina desmineralizada apds o condicionamento acido sem a presenca de
bactérias (Pashley et al. > 2004). Adicionalmente estudos demostraram que os
acidos bacterianos além de desmineralizar os tecidos dentarios podem ativar

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

2.4 MATERIAIS ADESIVOS PARA PREVENIR A DEGRADACAO DA INTERFACE
ADESIVA

Atualmente existem algumas propostas de possiveis materiais adesivos
para prevenir a degradacao da interface e ter um melhor desempenho clinico. Um
deles é a adigdo de moléculas antibacterianas (Guo et al. 46 2022). As esterases
bacterianas na cavidade oral sdo uma das causas da biodegradagéo, pelo que
moléculas antibacterianas poderiam diminuir a presencga de bactérias adjuntas nas
restauragcdoes. Uma das possiveis moléculas podem ser medicamentos quimicos
como a clorexidina, fluor, triclosan, amonio quaternario, biopolimeros de chitosan,
e alguns antibiéticos como a vancomicina e o metronidazol (Nedeljkovic et al. 47
2015). No entanto, a maioria dos compostos soluveis podem ter um efeito de
explosédo onde grandes quantidades sao liberadas em pouco tempo e depois
diminui sua concentracdo deixando possivelmente a estrutura do material porosa
(Nedeljkovic et al. 47 2015).

Nesse sentido, uma proposta viavel seria a incorporagao de nanoparticulas
metalicas, tais como a prata, cobre, 6xido de titdnio, e o 6xido de zinco. As
nanoparticulas (Np) de 6xidos metalicos além de ter propriedades antimicrobianas-
anticariogénicas diminuem a formagdo do biofime e podem melhorar as
propriedades mecénicas dos materiais dentais (Balhaddad et al. ¥ 2021). O
processo do efeito antimicrobiano pode acontecer porque pode liberar iones que
interacionam com os patdgenos orais inibindo o crescimento e liberar ions para
diminuir a desmineralizagao dentaria. Uma vantagem dessa alternativa, é que as
bactérias tem menor probabilidade de adquirir resisténcia, em comparagdo com
outros antibioticos especificos (Allaker 4° 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 balancgo i6nico no fluido bucal (Nizami et al.
50 2021).
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2.5 NANOPARTICULAS DE COBRE E OXIDO DE ZINCO

Recentemente as Np de 6xido de zinco, um composto inorganico insoluvel,
o foram estudadas. Na odontologia essas Np tanto do tamanho micro como do
tamanho nano podem ser utilizadas como recheio inorgénico nos materiais
dentarios, como resinas compostas, adesivos, selantes e cimentos. Em especifico
as nanoparticulas tém demostrado atividade antimicrobiana superior que as
particulas maiores contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Balhaddad
et al. 48 2021). Pode ser por sua alta proporgao da area de superficie ao volume,
tendo uma alta percentagem de atomos na superficie do material aumentando a
reatividade superficial (Balhaddad et al. 48 2021). Alguns estudos da incorporago
de ZnO nos adesivos mostraram uma significante redugcao bacteriana contra um
biofilme oral, quando é incorporado 7,5% (Garcia et al. ' 2021). Em especial
podem inibir o crescimento do S. mutans, e podem ajudar na prevengao de caries
(Nizami et al. 50 2021). Além disso, uma analise zimografico determinou que podem
reduzir a expressao de algumas MMPs, reduzindo a degradacédo de colageno da
dentina. Uma razéo pode ser porque o zinco tem um rol estrutural nas proteinas,
fazendo uma mudanga sutil na conformagédo do colageno protegendo as zonas
sensiveis e expostas para as MMPs (Elkassas e Arafa %2 2017). Também pode ter
uma influéncia nas vias de sinalizagdo estimulando um efeito metabdlico na
mineralizag¢ao dos tecidos duros. Pelo que a inibicdo da MMPs na interface adesivo-
dentina poderia proteger a parte cristalina das fibras colagenas da degradacao
sendo mais propensas na remineralizagao (Elkassas e Arafa %2 2017). A adi¢édo de
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) nos sistemas adesivos também tem sido
estudada, principalmente por favorecer a remineralizagdo da dentina e reduzir a
degradagédo 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 trés possiveis
mecanismos de acao antibacteriana: primeiro a acumulagcdo de Np na membrana
da bactéria alterando sua permeabilidade e removendo as proteinas da membrana,
lipopolisacaridos e biomoléculas intracelulares dissipando a energia dos prétons no
plasma da membrana. Segundo espécies que reagem ao oxigénio processam uma
reacao poés-oxidativa utilizando os ions e prejudicando as estruturas celulares.

Terceiro, como as particulas de prata que sao incorporadas nos polimeros, podem
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liberar ions diminuindo a producao da adenosina trifosfato e a replicagdo do DNA
para seu efeito bactericida (Xu et al. 2! 2022; Allaker 4° 2010).

De acordo com estudos in vitro, a incorporagao de CuNp pode fornecer
propriedades antimicrobianas ao sistema adesivo e reduzir a degradagdo da
interface, sem afetar as propriedades mecanicas do adesivo (Gutiérrez et al. 22
2017; Gutiérrez et al. 2 2017). Além disso, a adigdo de CuNp pode melhorar as
propriedades adesivas e mecanicas da interface, mesmo sob desafio cariogénico
in situ (Vidal et al. ¢ 2022). Recentemente, um estudo clinico demonstrou que as
CuNp nao afetam o desempenho clinico de restauracdes em lesdes cervicais nao
cariosas apos 48 meses (Matos et al. 25 2023).

Com o objetivo de combinar as vantagens das duas nanoparticulas,
recentes estudos mostraram que as CuZnONp em concentragdes 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 higida e afetada por caries. (Gutierrez et al. 2 2019;
Gutiérrez et al. 28 2019)

Nao 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 cariogénico mais agressivo, quando comparado a um estudo in situ
(Ferracane 2° 2017). Assim, o objetivo do estudo é determinar se a incorporagdo
de CuZnONps em concentragbes de 0,2/5% em um sistema adesivo universal
melhora as propriedades antimicrobianas e adesivas a dentina quando sometido

ao desafio cariogénico in situ.
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3 OBJETIVOS E HIPOTESES
3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da incorporacéo de nanoparticulas de 6xido de zinco e
cobre (CuZnONp) em um sistema adesivo universal na atividade antimicrobiana e
na preservacao das propriedades adesivas a dentina quando submetido ao desafio

oral cariogénico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Examinar a eficacia da adicdo de CuZnONp em um sistema adesivo universal

na atividade antimicrobiana quando submetido ao desafio oral cariogénico.

- Avaliar a eficacia da adicdo de CuZnONp em um sistema adesivo universal na
diminuicdo da perda mineral em dentina quando submetido ao desafio oral

cariogénico.

- Determinar a eficacia da adicdo de CuZnONp em um sistema adesivo universal
na melhora da resisténcia de unido quando submetido ao desafio oral

cariogénico.

- Avaliar a eficacia da adicao de CuZnONp em um sistema adesivo universal na
diminuicdo da nanoinfiltragdo da interface adesivo-dentina num ambiente oral

cariogénico.

- Avaliar a eficacia da adicdo CuZnONp em um sistema adesivo universal na

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

3.3 HIPOTESES NULAS

1. A incorporagdo de nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre em um
sistema adesivo universal ndo fornecera atividade antimicrobiana em um
ambiente oral cariogénico, quando comparado a um adesivo sem
nanoparticulas.

2. A incorporacdo de nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre em um
sistema adesivo universal ndo influenciara nas propriedades adesivas a
dentina em um ambiente oral cariogénico, quando comparado a um adesivo

sem nanoparticulas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O respectivo estudo foi desenhado como in situ, crossover e duplo cego
(voluntarios e evaluador), aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, numero de parecer 4.383.692 (Anexo A).
Este estudo foi desenhado para facilitar a acumulagao de biofilme de 14 voluntarios,
em duas fases de 21 dias, sob condi¢gbes de um desafio cariogénico induzido pela

€Xposicao a sacarose.

4.1.1 Formulagédo 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
o0 modo de condicionamento e lavagem e autocondicionante. O grupo controle foi o
material comercial disponivel sem nenhuma modificagdo. Para o grupo
experimental foram pesadas 0,2/5% de CuZnONp (SkySpring Nanomaterials, Inc.,
Houston, TX, EUA). Depois a incorporagdo das nanoparticulas a solugédo do
adesivo foi feita por agitagao em um misturador Speedmix (Buehler Ltd., Lake Bluff,
IL, EUA) em um quarto escuro por 60s. Atabela 1 e a figura 1 mostra a composigéo

e modo de aplicacdo 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, numero de lote, composigao, e modo de aplicagéo.

Material L .
i Composicao Modo de aplicagao
[Numero de lote]
Condac 37% (FGM Acido fosférico a  Condicionamento e Autocondicionante
Prod 37%, lavagem
: 1. Aplicar vigorosamente
Odontolégicos, 1. Aplicar acido duas camadas de
Joinville, SC, Brasil) fosfon?o_ por 15 s na adesivo por 20 s (10 s
superficie da por cada camada).
[260122] dentina. 2. Aplicar um suave jato
2. Lavar por 15 s. de ar por 10 s para
3. Secar com um jato evaporar o solvente.
Ambar Universal 10-MDP, de ar. 3. Fotopolimerizar por 10
APS (FGM Prod monomeros 4. Aplicar s a 1200 mW/cm?.
" metacrilicos, vigorosamente duas
Odontologicos, fotoiniciador camadas de adesivo
Joinville, SC, Brasil) (APS) por 20 s (10 s por
nanoparticulas de cada camada).
[080622] silica, etanol, co- 5 Aplicar um suave

iniciadores e

estabilizantes jato de ar por 10 s

para evaporar O
solvente.

6. Fotopolimerizar por

10 s a 1200
mW/cm?.

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

4.1.2 Calculo amostral

O célculo amostral geral para o estudo in situ, precisou de dois calculos
amostrais independentes. O primer calculo amostral foi para o numero de
voluntarios, baseado no teste de Unidades Formadoras de Colbénias (UFC). Foi
utilizado como referéncia um artigo in situ (Melo et al. 3 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 a de 5%, e um
poder de 90%. O resultado foi de 12 voluntarios, mas por uma de 20%, esse numero
subiu para 14 voluntarios (n=14). O segundo calculo amostral foi para o numero de
dentes, baseado no teste de Resisténcia de Unido (RU). Se utilizou outro artigo de
um estudo in situ (Vidal et al. ?* 2022), que utilizou um adesivo universal. Os dados
do grupo controle 22,8 Mpa e do grupo experimental 28,7 Mpa, com um a de 5%,
e poder de 80% foram colocados no mesmo website. O resultado foi de minimo 6

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


https://www.sealedenvelope.com/
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voluntarios (n=14). Os numeros de espécimes estdo de acordo com os
delineamentos da Academy of Dental Materials (Armstrong et al. %4 2017).

O estudo finalmente foi desenhado utilizando cinquenta e seis terceiros
molares humanos higidos, obtidos através do Banco de Dentes Humanos da
Universidade Estadual e Ponta Grossa através de documentacao especifica para
este fim. Em que tiveram as raizes 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 [AUTQOY]). Figura 2.

Figura 2. Desenho experimental da analise das propriedades

adesivas
ElRENIES 28 DENTES
adesivo comercial (controle) c/ adesivo experimental (5/0,2%)
\ \
\ \ \ \
14 DENTES 14 DENTES 14 DENTES 14 DENTES
[CON] [AUTO] [CON] [AUTO]

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

4.1.3 Recrutamento de participantes

Foram recrutados quatorze voluntarios adultos (n=14), que vieram na
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os voluntarios eram saudaveis com idade
entre 18 e 30 anos, homens e mulheres, de acordo com os seguintes critérios de
inclusdo: boa saude geral, fluxo salivar normal, sem a presenca de lesdes ativas
de carie dentaria, ndo usar ou ter usado antibiéticos nos ultimos 2 meses antes do
experimento, nao ser usuario de protese ou aparelho ortoddntico e disponibilidade
de colaborar com o estudo. Todos os voluntarios aceitaram participar do estudo

assinando um termo de consentimento por escrito.
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4.1.4 Preparacao dos espécimes

Todos os dentes (n=56) tiveram o esmalte oclusal removido com uma
politriz e usando lixa de carbeto de silicio de granulagao #180, sob irrigagao
constante, até exposicdo da dentina. As bordas periféricas de esmalte foram
totalmente desgastadas com pontas diamantadas n°4137 (KG Sorense, Barueri,
SP, Brazil) em alta rotagado e irrigagdo constante deixando unicamente tecido
dentinario exposto. Apds disso, foi utilizado o lixamento com carbeto de silicio de
granulacao #600 por 60s para a padronizagdo da lama dentinaria (smear layer).

Figura 3.

Figura 3. Preparo dos espécimes

1 ) . ) Granulagdo 600 60s

(smear layer)

(n=56)

Fonte: O autor.

4.1.5 Procedimento adesivo

ApOs esse preparo, os adesivos com e sem adicado de ZnO/CuNp numa
concentragao de 5/0,2% foram aplicados seguindo as indicagdes do fabricante nas
seguintes estratégias adesivas: condicionamento e lavagem [CON] e
autocondicionante [AUTO]. A fotoativacdo dos sistemas adesivos foi 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). 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
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por 20 s cada camada com o mesmo aparelho fotoativador. Um unico operador

realizou todos os procedimentos adesivos. Figura 4.

Figura 4. Restauragdes dos espécimes

Adesivo experimental Adesivo controle

CON AUTO CON AUTO

n=14 n=14 n=14 n=14

Fonte: O autor.

4.1.6 Preparacao dos espécimes

Com as restauragdes realizadas, todos os dentes foram armazenados em
agua destilada a 37°C por 24 horas, e levados a uma maquina de corte (Isomet
1000, Buelher Ltd., Lake Bluff lllinois, EUA) e seccionados com o disco diamantado
(15HC-4in, Buehler Ltd., Lake Bluff, Illinois, EUA) sob irrigagao a 300 rpm, nos eixos
“X" “y” e “z”, para obter espécimes no formato de “palitos” de 0,80 mm? mesurados
com o paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa, Toquio, Jap&o).
Cada palito (n=14) foi distribuido de acordo com os grupos experimentais, metade
dos palitos (n=7) para teste imediato (ap6s 24 h de armazenamento em agua) e a
outra (n=7) para ser fixada nos dispositivos palatais e fazer o teste apds 21 dias de

desafio cariogénico (in situ). Figura 5.
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Figura 5. Espécimes em formato de palitos por cada grupo experimental.

Adesivo experimental

-
S >
=
\ ) CON AUTO

n=14 n=14
0,8 mm? Adesivo controle
Por cada
dente
CON AUTO
n=14 n= 14

Fonte: O autor.

4.1.7 Preparacéao do dispositivo palatal

As moldagens foram feitas usando alginato (Hydrogum 5, Zhermack, Badia
Polesine (RO), ltalia) para obter modelos de gesso. Foram feitos quatorze
dispositivos palatais de acrilico (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 colocacdo dos palitos, as amostras
passaram por esterilizacdo 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 ultimos nichos
4 e 3 palitos com adesivo experimental [AUTO] por cada um. Depois, uma malha
de plastico foi fixada com resina acrilica, deixando espaco de 1,9 mm da superficie
dos palitos, e assim permitir acumulacao de biofilme dental e, ao mesmo tempo,
mantendo retidos dentro da cavidade. Na primeira parte da avaliacdo, os nichos
foram utilizados para o grupo experimental. Apos o periodo 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.
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Figura 6. Dispositivo palatal com a distribuicdo dos espécimes, para
0s grupos experimentais antes e apos 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 voluntarios utilizaram primeiro o controle e

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

4.1.8 Fase intraoral

Antes de iniciar o uso dos dispositivos palatais, todos os voluntarios
receberam profilaxia, como deplacagem utilizando pasta profilactica e escova de
motor de baixa. Eles também foram indicados de utilizar pasta de dentes com fluor
de 1000ppm antes, durante e depois dos desafios cariogénicos. Eles foram
instruidos a remover o dispositivo e gotejar solugao sacarose 20% sobre todos os
blocos 4 vezes por dia (8:00, 11:00, 15:30 e 19:00 h), cinco minutos depois, 0
dispositivo foi novamente inserido na boca. Este tempo de espera é necessario
para que a sacarose seja absorvida pelo biofilme dental e, assim, seja realizado um
desafio cariogénico na interface adesiva. O dispositivo s6 poderia ser removido
para refeigdes curtas e momentos de higiene bucal, sendo colocado imediatamente
na caixa para aparelhos ortodénticos, sem colocar nada em cima dos nichos.

Os voluntarios 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 voluntarios utilizaram os palitos


http://www.sealedenvelope.com/
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com os grupos controle. Depois, todos os voluntarios tiveram um periodo washout
por 7 dias, para evitar o efeito carry-over (Sung et al. °® 2014). Posteriormente, os
espécimes nos mesmos dispositivos foram trocados com os grupos controle ou
experimentais de acordo com a randomizagéo, e os voluntarios foram instruidos
em utilizar por mais 21 dias consecutivos, seguindo as mesmas indicagoes;
retirando o dispositivo apenas para realizar os procedimentos descritos acima. O

total de tempo de uso dos dispositivos foi de 42 dias.
4.2 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS
4.2.1 Coleta do biofilme

Apods o término do desafio cariogénico (do grupo experimental e do grupo
controle), o biofilme acumulado no dispositivo palatal dos 14 voluntarios 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 superficie
das amostras (CON e AUTO por cada voluntario) foi coletado e armazenado em um
tubo Eppendorf (2ml) (OA12, Odeme Biotechnology, Joagaba, SC, Brasil)
previamente esterilizado. Cada Eppendorf foi pesado em uma balanca de precisao
digital [peso inicial (gi)] e armazenado em gelo antes de ser utilizado. Apos a coleta
do biofilme o tubo Eppendorf foi seco com papel absorvente e pesado novamente
[peso final (gf)]. Apds a pesagem com o biofilme foi colocado em gelo, até adicionar
1 ml de solucédo estéril de Reproduced Transport Fluid (RTF) utilizando uma
ponteira estéril com uma pipeta de 1000 ul e misturado no vortex. Todos os tubos
Eppendorfs foram rotulados e estourados no freezer -4°C. As anadlises das
propriedades antimicrobianas foram feitas em até 96hrs da colocagao do RTF.

Posteriormente cada palito foi tirado dos nichos onde foram colocados em
uma placa de 96 pogos com solugao salina. A placa com os palitos foi levada a uma
cuba ultrassonica (Dabi Atlante -3L, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) durante 1

minuto, para a completa remoc¢ao das bactérias restantes aderidas aos palitos.

4.2.2 Cultivo do biofilme e analise antimicrobiana

Apoés a coleta do biofilme dos quatorze voluntarios por cada estratégia
adesiva (n=28), o biofilme foi colocado trés vezes no sonificador por 10s (Vibra Cell,
Sonic & Materials, Newtown, CT, EUA). Depois foi realizada uma dilui¢gao seriada,

onde 20 ul de cada diluicao do biofilme foi inoculado em duplicata em diferentes
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médios de cultivo em placas Peri (Agares) e incubados na estufa por 96hrs a 37°
C. Cada um deles teve o alimento e as condi¢gdes necessarias para o crescimento
das bactérias mais frequentes das lesdes de carie dental. Os agares utilizados

foram:

- O agar mitis salivarios-bacitracin (MSB agar) com 20% de sacarose para
a identificacdo 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 acido favorece o cultivo das cepas ditas

e inibe o crescimento de outros organismos.

- O agar Cerebro Coragad (BHI Agar) com uma pH de 7,4 foi utilizado para
a cultura de grandes variedades de microrganismos totais aerdbios assim

como de leveduras e fungos (Ramalho %6 2010).

- O agar Cerebro Coragéo (BHI Agar 4cido) com uma pH de pH4.8 (4cido),
foi utilizado para microrganismos totais aerdbios aciduricos e

acidogénicos assim como de leveduras e fungos.

- O agar Sabouraud é um agar para o cultivo e crescimento qualitativo de
fungos, tais como filamentoses, leveduras e espécies de candida, onde

dificulta o crescimento das bactérias.

Para o periodo de incubagédo todos os agares foram colocados em uma
jarra de anaerobiose, junto com o p6 Anaerobac (Probac, Sdo Paulo, Brasil), um
gerador de atmosfera especifica para microrganismos anaerébios. Para os médios
Saboraud, foram incubados por 48h em aerobiose, enquanto os outros médios
foram por 96hrs. Transcorrido o periodo de incubagao, as placas Petri com agar
foram analisadas e contadas as unidades formadoras de colénia por miligrama
UFC/mg de acordo com a morfologia para a identificagdo dos diferentes tipos de

bactérias e fungos. A contagem das colbnias foi realizada por um operador cego.
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4.2.3 Andlise da morfologia bacteriana (MEV)

Para a analise da morfologia bacteriana, o biofiime de 4 voluntarios
aleatdrios (n=4) foi selecionado, dois para cada adesivo. Dois palitos de cada
voluntario dos grupos de [CON] e [AUTO] passaram por um processo de fixacao,
lavagem e dessecagédo para fixagdo em stubs metalicos que foram metalizados
com ouro por meio de bombardeio i6bnico (SPI-Module, USA) e avaliados com
microscopio eletrénico de varredura JSM 6380 LV (MEV) (JEOL, Japao).

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

Os palitos selecionados para o teste de resisténcia de unido de cada grupo
(n=5) foram também utilizados para a microdureza, portanto foram analisados no
tempo imediato e apds o desafio cariogénico. Cada palito foi lixado com lixas de
SiC de granulagdes (1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000) e lavados por 10min na
cuba ultrassbnica (Dabi Atlante -3L, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), para
remover os dentritos. Em seguida cada um recebeu uma camada de verniz de
unhas acido resistente e de rapida secagem (Colorama Maybelline, Sdo Paulo,
Brasil), em trés superficies do palito que ndo foram ser avaliados, sem incluir a
interface adesiva.

Os cinco palitos (n=5) de cada dente foram embutidos em cera base 7
sobre uma lamina de microscopio 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 indentagdes, a primeira a 20 ym
desde a camada hibrida, a seguinte a 50um de distancia, e a ultima a 100um de
distancia em direcdo a dentina (kgf/mm?). Todas as indentac¢des foram feitos com
uma carga de 10g por 10s. AKHN foi feita para obter os valores IM e apds o desafio
cariogénico utilizando os mesmos palitos (Moron et al. " 2013). A andlise foi

realizada por um operador cego.
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4.3 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ADESIVAS

4.3.1 Distribui¢gado dos palitos por cada teste

Figura 7. Distribuicdo dos palitos por teste das propriedades adesivas

Microdureza/Resisténcia de
Unido (n=5)

___ Metade dos palitos (n=7)
Teste Imediato
Grau de
conversao/Nanoinfiltragao

- -

Microdureza/Resisténcia de
Unido (n=5)

| Metade dos palitos (n=7)
Desafio cariogénico

Nanoinfiltragéo (n=2)

Fonte: O autor

4.3.2 Andlise da resisténcia de unido a microtragao (RU)

Os cinco palitos (n=5) da analise da KHN de cada dente de cada grupo do
teste imediato (apdés 24hrs) e apds o desafio cariogénico 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, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil).
As garras com os palitos foram acopladas na maquina de ensaios universal de
testes de microtracdo (Kratos Dinamometros, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) e
tracionados com uma velocidade de 0,5 mm/min e 100 N de carga até ruptura. Os
valores de forca de tracdo 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 analise foi realizada por um operador cego.
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4.3.3 Andlise do grau de conversao da camada hibrida por espectroscopia de

micro-raman (GC apds 24hrs)

Para o teste de grau de conversédo, sé 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 granulag¢des #(1000, 1200, 1500 e
2000) (Buenhler Ltd., Lake Bluff, lllinois, EUA) no sentido contrario a interface de
unido por 30 segundos. Seguido da lavagem dos palitos em cuba ultrassdnica (Dabi
Atlante -3L, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil) por 10 minutos em agua destilada.

Um espectrofotdmetro de micro-Raman (Senterra equipment, Bruker Optik
GmbH, Ettlingen, Baden-Wurttemberg, Alemanha) foi utilizado para a anélise do GC
na camada hibrida, sob os seguintes parametros: laser de Ne6nio de 20 mW com
comprimento de onda de 532 nm; resolugdo espacial de = 1 cm™'; com 30 s de
tempo de acumulagdo e 6 co-adigdes, em magnificagdo de 100X (Olympus UK,
Londres, Reino Unido) para um laser de = 1um de didmetro. Os espectros foram
obtidos de 3 locais aleatorios no meio da camada hibrida dentro da dentina
Intertubular, e os valores foram calculados para fins estadisticos.

Cada adesivo foi dispensado e misturado em uma placa de vidro, a qual foi
levada ao espectrofotbmetro para a leitura. Os espectros dos adesivos nao
polimerizados (np) foram usados como referéncia. Para os adesivos polimerizados
(p) a leitura foi realizada diretamente na camada hibrida. A proporgédo do conteudo
de ligagdes duplas, do mondmero para polimero no adesivo foi calculada de acordo
com a férmula: GC (%) = (1-Rpolimerizado/Rn&opolimerizado) X 100, onde R é a
proporgao das areas de pico alifatico e aromatico em 1639 cm™' e em 1609 cm™' em
adesivos nao curados. O pds-processamento dos espectros foi realizado usando o
Spectragryph Software para espectroscopia optica 1.2.16.1 (Dr. Friedrich Menges,

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

4.3.4 Analise da nanoinfiltragao (NI) por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Dois palitos (n=2) provenientes de cada grupo e tempo (imediato e apds
desafio cariogénico), foram reservados para andlise de NI. Os palitos foram
imersos em Eppendorfs [1,5 ml] com uma solugdo aquosa (pH = 7,0) de nitrato de
prata amoniacal 50% em peso e armazenados por 24 h em auséncia de luz. Apos,

os palitos foram lavados com agua destilada e imersos em solugédo reveladora
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(Rochester, Nova lorque, EUA) por 8h sob luz fluorescente, para a redugao dos
ions de prata ao longo das nanoporosidades da interface de uniéo.

Os palitos foram novamente lavados em agua e fixados com cianocrilato
em stubs de aluminio para facilitar o polimento das amostras, que foi com uma
politriz de bancada (ALM 4, Arotec, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) sob escoamento
continuo da agua com lixas de granulagées 1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000,
e pastas diamantadas com granulagcdes decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25 um (Buehler
Ltd, Lake Bluff, IL, EUA). As amostras foram lavadas em cuba ultrassbnica (Dabi
Atlante -3L, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) por 8 minutos seguidos de
escoamento de agua sobre a superficie por 2 minutos, entre cada lixa e as pastas
de polimento. As amostras foram deixadas entdo por 30 minutos em cuba
ultrassénica. Para o processo de desidratagao, as amostras foram deixadas em um
dessecador contendo silica coloidal por 24 h, e depois ser metalizadas em
carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Bazers, Liechtenstein).

Em um microscopio eletrénico de varredura de emissao de campo (VEJA
SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA), as amostras de interfaces resina-dentina foram
analisadas por um técnico cegado as condigdes experimentais. Foram realizadas
trés fotomicrografias com aumento 1000X da interface de cada palito. A
porcentagem relativa de nitrato de prata nas areas ocupadas pela camada hibrida
e camada de adesivo foram consideradas na mensurag¢ao 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 analise foi realizada por um

operador cego.



37

5 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar se os dados
desses testes seguiam uma distribuicdo normal. O teste de Barlett foi realizado para
determinar a validade da suposi¢cédo de varidncias iguais. Apos a confirmagao da
distribuicdo normal dos dados e a igualdade de variancias, as médias de PM (A%)
e GC foram submetidas a uma ANOVA de dois fatores (adesivo [presenga de
CuZnONp] vs. estratégia adesiva). Os dados de RU (MPa) e NI (%) foram
submetidos a uma ANOVA de trés fatores (adesivo vs. estratégia adesiva vs. tempo
de avaliagéo). O teste post hoc de Tukey foi utilizado para comparagdes pareadas
(a =0.05). Os modos de falha foram analisados pelo teste x2 (a = 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 [presenca de CuZnONp] vs. estratégia adesiva). Para todos os testes, foi
aplicado um teste post hoc de Tukey com significancia (a = 0.05) (Jamovi, software

estatistico, verséo 2.3).
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6 RESULTADOS
6.1 CULTIVO DO BIOFILME E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados para as unidades formadoras de coldnias por miligrama
(UFC log/mg) estao mostrados nos Graficos 1 e 2 por cada estratégia adesiva,
demonstrando uma tendéncia de reducdo das UFC quando o adesivo com
CuZnONps foi utilizado. A adigdo de CuZnONps no adesivo resultou em uma
reducdo significativa na contagem de UFC tanto para estreptococos do grupo
mutans e fungos totais (p <0,053), quando comparado ao controle. Nao foram
observadas diferencas significativas ao considerar o fator de estratégia adesiva de
CON ou AUTO, preservando o crescimento dos microrganismos testados. Além

disso, ndo houve interagao significativa entre os fatores de estratégia e particulas.

Grafico 1. Contagem microbiolégico, com as medias e o desvio
padrdo para estratégia de condicionamento e lavagem

£ 7,00 1 1

=

.2 6,00 w
o

Micrototais Mutans Aciduricos Lactobacilos Fungos Totais

Control ER CuZnO ER

(*) log= escala logaritmica de todos os valores. Fonte: O autor.
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Grafico 2. Contagem microbiolégico, com as medias e o desvio
padrao para estratégia autocondicionante

b)
9,00
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7,00
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3,00
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1,00

CFU (log/mg) Biofilm

0,00

Micrototais Mutans Aciduricos Lactobacilos Fungos Totais

m Control SE ® CuZnO SE

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

Graficos a) e b) A adigdo de CuZnONps no adesivo resultou em uma redugao 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 ANALISE DA MORFOLOGIA BACTERIANA (MEV)

Figura 8. Imagens do MEV da morfologia bacteriana do desafio cariogénico, 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.
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As imagens selecionadas do microscopio eletrénico de varredura (MEV),
apresentam o biofilme dental na figura 8. Essas imagens foram escolhidas de
quatro voluntarios aleatorios, para as duas estratégias adesivas dos dois adesivos.
Assim como os resultados da contagem microbiolégica, 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-agregacao entre a variedade
da morfologia bacteriana, em outras palavras a dependéncia mutua de crescimento
e nutricdo. A variabilidade também pode depender de cada individuo, e sua propria
microbiota. Enquanto aos adesivos, a amostra com o adesivo com cobre de um
voluntario apresentou uma menor quantidade de biofilme na superficie quando
comparado com o controle, mas independente do adesivo o biofilme continua com

as mesmas caracteristicas.

6.3 MICRODUREZA SUPERFICIAL DE KNOOP E PERDA MINERAL

Os valores de microdureza e perda mineral apds desafio cariogénico estéo
apresentados na Tabela 2. Ambos adesivos, controle e CuZnO, mostraram perda
mineral na dentina em diferentes distdncias da camada hibrida,
independentemente da estratégia adesiva. A adicdo de CuZnO reduziu
significativamente a perda mineral em 20 ym (p=0,0002), 50 ym (0,0000002) e 100

pgm (p= 0,000001) em comparagé&o com o grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias e desvios padréo da microdureza Knoop no tempo (IM), apds o desafio cariogénico (DC), e perda mineral (ML, %)

apo6s o DC em cada distancia desde a camada hibrida por cada condi¢cao experimental (*).

Microdureza de Knoop

Adesivo IM bC P %
20 uym 50 um 100 pm 20 uym 50 um 100 pm 20 um 50 um 100 pm
Controle CON 49,37+53 5388+7,1 5339+66 2450170 2331+6,9 23,3172 -56,56+7,3B -57,92+94b -59,08+8,78
UTO 4847+73 50,85+55 51,26+6,6 21,33+7,6 2022+4,0 19,25+6,4 -61,94+84B -61,75+7,1b -6523+9,88
CON 4592+6,1 4963+44 5057+6,7 30,71+50 32,18+56 32,10+6,4 -2799+85A -31,78+8,7a -3454+74*%
cuzno AUTO 49,42+72 4769+80 4658+7,0 2932+53 31,21+6,0 3343+6,5 -39,15+74A -3368+88a -30,70+9,14

(*) As comparagdes séo validas apenas dentro de cada distancia apés a camada hibrida. Médias identificadas com a mesma letra maiuscula, mindscula ou

sobrescrita sdo estatisticamente similares (p > 0.05)
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6.4 RESISTENCIA DE UNIAO

A falha adesiva foi observada como o principal modo de falha para todos
0s grupos no tempo imediato e apds o desafio cariogénico (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. Numero de espécimes (%) dos padrbes de fratura e falhas prematuras
dos diferentes grupos experimentais apds o teste de resisténcia de unido, no tempo

imediato e apés o desafio cariogénico.

Padroes de fratura

IM Desafio cariogénico
Adesivo
AM CD/CR FP A/M CD/CR FP
CON  23(82,1) 5(17,9) - 28(82,3) 4 (11,8) 2 (5,9)
Controle
AUTO 17 (81) 4 (19) - 22 (75,9) 3(10,3) 4(13,8)
CON 26 (83.9) 5(16,1) - 21 (84) 2 (8) 2 (8)
CuzZnO
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. (*) X? =
1,14; p-valor= 0,29

A analise estatistica revelou que a ANOVA de trés fatores "adesivos vs.
estratégias adesivas vs. tempo" teve efeitos significativos nos valores de resisténcia
de uniao a microtragao (Tabela 4; p = 0,000000003). No tempo imediato, a adicao
de CuZnO diminuiu significativamente os valores de uyTBS para a estratégia [AUTO]
(Tabela 4; p < 0,002), enquanto nenhuma diferenga significativa foi observada na
estratégia [CON] (Tabela 4). Apds o desafio cariogénico, ambos grupos, controle e
o grupo CuZnO, quando aplicado na estratégia [CON], diminuiram
significativamente os valores de yTBS em comparagdo com os valores iniciais
(Tabela 4; p < 0,002). Por outro lado, n&o foi observada diminui¢do significativa nos
valores de uTBS para o grupo CuZnO quando aplicado na estratégia [AUTO] ao

comparada os valores iniciais e apds o desafio cariogénico (Tabela 4)



44

Tabela 4. Média e desvio padrao dos valores de resisténcia de unido (MPa) no

tempo imediato e apds o desafio cariogénico de todos os grupos experimentais (*).

Adesivo Imediato Apos o desafio cariogénico
CON 53,7+50A 38,2+56CD
Controle
AUTO 50,6 + 6,4 A 30,8+7,6D
CON 51,3+6,9A 36,0+£6,7D
CuznO
AUTO 46,3+6,1B 46,5+5,6B,C

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

6.5 GRAU DE CONVERSAO

A anadlise estatistica revelou que a interacdo cruzada de dois fatores
“adesivos vs. estratégias adesivas”, bem como os fatores principais “adesivo” e
“estratégias adesivas”, ndo tiveram efeitos significativos nos valores de grau de
conversao (Tabela 5; p> 0,29). Isso significa que a adigdo de CuZn no adesivo nao

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

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

experimentais (*)

Estratégia adesiva

Adesivo
Condicionamento e lavagem Autocondicionante
Controle 796 £43A 78,01£3,0A
CuZnO 79,0+ 3,8A 7746 +£29A

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

6.6 ANALISE DA NANOINFILTRACAO (NI) POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA (MEV)

A ANOVA de trés fatores "adesivos vs. estratégias adesivas vs. tempo" nao
mostrou diferencgas significativas nos valores de nanoinfiltragdo (Tabela 6; p=0,39).
No tempo imediato (IM), a adicdo de CuZnO reduziu significativamente os valores
de NL em comparagdo com o grupo controle em ambas as estratégias adesivas
(Tabela 6 e Figura 9; p < 0,001). Apés o desafio cariogénico (DC), o grupo controle
apresentou valores de NL significativamente aumentados em comparagdo 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-padréo da nanoinfiltragéo (%) no tempo imediato e apos

o desafio cariogénico para todas as condigdes experimentais (*).

Adesivo IM Apods Desafio Cariogénico
CON 499+09B 6,80+0,8C
Controle
AUTO 4,87+0,7B 6,21+0,8C
CON 247 £0.7 A 205+09A
CuznO
AUTO 236+09A 196+ 0.6 A

(*) Letras iguais indicam similaridade estatistica entre os grupos (p > 0.05)
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Figura 9. Imagens SEM com retroespalhamento representativas da nanoinfiltragcédo
Controle CuznO

Imediato Apos desafio cariogénico Imediato Apos desafio cariogénico

Condicionamento e
Lavagem

Autocondicionante

(*) Interface dentinaria de acordo com as diferentes estratégias adesivas e adesivos experimentais para o tempo imediato (IM) [A, B, E e F] e apos o desafio
cariogénico (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 comparagdo com o adesivo controle. Apés 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 comparagao com o controle (ponteiro branco C-D). (*) Co= Compésito; HL= Camada hibrida; De=
Dentina.
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7 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo in situ que avaliou os efeitos da adicao 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 adicdo dessas nanoparticulas ndo afetou as caracteristicas da formacédo do
biofilme, quando comparada ao adesivo sem nanoparticulas. Interessantemente, a
adicdo de CuZnONps ao adesivo universal permitiu menor perda mineral na
camada hibrida e na dentina em baixo ap6s o desafio cariogénico (DC). Assim a
primeira hipétese nula foi parcialmente rejeitada.

O biofilme cariogénico é caracterizado por um processo de formacao
complexo, incluindo uma variedade de microrganismos comensais e patégenos.
Incorporados em um conjunto de polissacarideos extracelulares criados pelo
préprio individuo, (Mosaddad et al. 3 2019) que sdo responsaveis por reduzir a
penetragao antimicrobiana e manter a formagéao do biofilme (Benoit et al. 58 2019),
impedindo sua total erradicagdo (Thomas e Nakaishi ®® 2006). Assim como foi
observado neste estudo com a presenca de biofiime independentemente do
adesivo utilizado com ou sem CuZnONps.

No entanto, foi observada uma tendéncia de reduzir a quantidade de
bactérias com o adesivo CuZnONps. Isso pode ser devido ao contato préoximo das
CuZnONps com o biofilme, com sua liberag&o tendo um efeito antimicrobiano (Amiri
et al. 80 2017; Gutiérrez et al. 8" 2019; Lee et al. 2 2020; Torres-Rosas et al. &3
2020). Isso significa que apenas as nanoparticulas superficiais de cobre e 6xido 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 interac&o letal completa entre
CuZnONps e as bactérias ndo poderia ser esperada, pois para esse efeito seria
necessaria uma adesado continua das nanoparticulas a matriz extracelular do
biofilme e sua subsequente inclusdo (Franco et al. 4 2022).

Os microrganismos predominantemente afetados pelos CuZnONps foram
os estreptococos do grupo mutans e fungos totais. Ambos 0s microrganismos
desempenham um papel fundamental no primeiro estagio da organizagdo do

biofilme. O S. mutans é a principal bactéria a transformar o ambiente homeostatico
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em um ambiente acidurico, ajudado a desenvolver outras espécies (Lemos et al. "
2019), e os fungos ativam a formagao do biofilme, ajudando a se fixar e aderir ao
tecido da mucosa e as superficies duras (Chenicheri et al. ' 2017). Assim, o
mecanismo antimicrobiano do CuZnONps sobre os estreptococos do grupo mutans
poderia estar no inicio da adesio bacteriana sobre a primeira camada de biofiime
e, portanto, na colonizagdo por fungos. Uma das teorias sobre os mecanismos
antimicrobianos das nanoparticulas metalicas, no entanto, ainda nao foi totalmente
explicada. Uma das teorias € da “atracdo-morte-liberagdo” a carga positiva dos
ions metalicos permite uma atracdo eletrostatica entre a carga negativa da
membrana da célula bacteriana e os ions positivos, produzindo espécies reativas
de oxigénico (ERO), danificando a membrana da célula, e posteriormente afetando
suas organelas resultando na morte celular (Allaker 4° 2010). Além disso, ambas
as nanoparticulas, Cu e ZnO, podem se ligar a grupos sulfidrila (-SH) essenciais da
enzima, que desnaturam as proteinas bacterianas, e posteriormente o DNA para
replicagéo (Allaker 4° 2010; Sabella et al. 65 2014).

Em conjunto com a diminuigdo do conteudo de estreptococos do grupo
mutans e fungos totais do adesivo CuZnONps, a desmineralizagdo da dentina
devido a atividade bacteriana também foi reduzida. Foi observada uma menor
perda mineral na camada hibrida e na dentina profunda, quando comparado com o
adesivo controle (comercial), apés o DC. E importante destacar que o DC mostrou
uma complexidade na produgao constante de acido n&o so pelos estreptococos do
grupo mutans, mas por outras bactérias cariogénicas (microrganismos aciduricos)
que se aproveitam das condi¢des acidas criadas pelo S. mutans, resultando na
perda mineral dos tecidos dentinarios (Pitts et al. > 2017), como foi observado tanto
para o adesivo experimental como para o controle. Apesar de ndao apresentar uma
diminuicao significativa no numero de bactérias aciduricas no biofilme analisado, a
reducao da perda mineral do grupo CuZnO ratificou que um agente antimicrobiano
local estava agindo contra os estreptococos do grupo mutans devido a redugéo na
producao de acido, levando a uma menor perda mineral na dentina superficial até
100 ym da interface.

Além disso, a adicdo de CuZnO ao sistema adesivo influenciou nas
propriedades adesivas, com excegdo do grau de conversdo, de modo que a
segunda hipotese nula foi parcialmente aceitada. Neste estudo, a adi¢do de CuZnO

diminuiu significativamente os valores de resisténcia de unido para a estratégia
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AUTO no tempo IM. No entanto, os valores de resisténcia de uniao estao de acordo
com outros estudos realizados com o0 mesmo adesivo universal (Ambar Universal
APS, 45 a 50 Mpa para AUTO) (Nonato et al. % 2022), o que indica que a adigdo
de CuZnONps nao poderia prejudicar as propriedades de unido do adesivo. Da
mesma forma, a tendéncia de reducéo da resisténcia de unido para a estratégia
AUTO apos a adicao de CuZnONps também foi observada em estudos anteriores,
mas sem nenhuma diferenca significativa entre as estratégias adesivas (Gutiérrez
et al. 22 2019; Gutiérrez et al. ' 2019).

O desafio cariogénico realizado neste estudo gerou uma degradagao da
interface observada como valores reduzidos de resisténcia de uniao para todos os
grupos. Entretanto, a adicdo de CuZnONps ao adesivo pode evitar ou minimizar
essa degradacao. Isso pode explicado pelas interagdes ou pela atividade de cada
nanoparticula. As nanoparticulas de cobre podem atuar como um agente de
reticulagdo, atuando na lisil oxidase (Rucker et al. 7 1998). Uma amina oxidase
dependente de cobre que intervém na reticulagcao covalente de diferentes tipos de
colagenos, levando a reticulagdes interfibrilares e intermoleculares (Vallet e Ricard-
Blum 68 2019). Por isso, o cobre é a chave para a resisténcia e a estabilidade das
fibrilas de colageno (Bedran-Russo et al. ® 2014), melhorando as propriedades
biomecanicas da dentina e tornando a camada hibrida menos propensa a
degradacgéo (Breschi et al. 70 2018). Além disso, o efeito de ligagédo cruzada pode
ser reforgcado pela atividade das nanoparticulas de ZnO. Elas poderiam promover
a formacéao de cristalitos de apatita nas fibrilas de colagenos, permitindo assim a
mineralizacdo da dentina (Toledano et al. 7' 2013).

Por outro lado, o Zn permite a deposicdo de minerais que fossilizam as
MMPs, ativadas reduzindo a degradagcdo do colageno (Toledano et al. 26
2022).(Toledano et al. 26 2022). Isso significa que as fibrilas de colageno s&o
remineralizadas apdés a exposicao de acidos bacterianos, com a formagao de
cristais de apatita com os minerais de calcio (Ca) e fosfato (P) depositados ao longo
da interface (Toledano et al. 26 2022; Toledano et al. "' 2013), observando-se como
uma menor perda mineral nos grupos CuZnO apds o DC. Portanto, possivelmente
ha mais calcio depositado no substrato, o que poderia aumentar a interagao
quimica com o 10-MDP-Ca duravel (Van Meerbeek et al. 7 2020; Yoshida et al. 40
2004). Isso também poderia explicar o aumento da resisténcia de unido do adesivo

CuZnO aplicado no modo AUTO em comparacado com o modo CON. Como o acido
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fosforico ndo € usado na estratégia AUTO, a rede de HAp-colageno nao € liberada,
permitindo que mais conteudo mineral interaja com o 10-MDP (Van Meerbeek et al.
7°2020).

A rede de colageno reforgada resultante da atividade de reticulagdo de
ambas as nanoparticulas aumenta a resisténcia do colageno e reduz a degradagao
enzimatica (Gutiérrez et al. 2 2017; Gutiérrez et al. 2 2017; Gutiérrez et al. ©
2019). Estudos anteriores reportaram a atividade anti-MMPs de Cu e ZnO
(Gutiérrez et al. 28 2019), principalmente contra MMPs que s&o ativadas durante o
processo cariogénico (Mazzoni et al. 2 2015). Assim, a estabilidade da interface
adesiva pode ser mantida, conforme foi observado nos valores de nanoinfiltracdo
do adesivo CuZnO, mesmo apods o desafio cariogénico de 21 dias. De forma
interessante, previamente foi reportado que um adesivo contendo cobre poderia
servir como um reservatério para o cobre, permitindo uma liberacdo controlada
gradual e consistente do cobre ao redor das fibras de colageno dentro da camada
hibrida (Naupari-Villasante et al. 72 2022). Pelo que em teoria, isso também poderia
acontecer com o ZnO. Assim, com ambas as nanoparticulas na interface adesiva,
mesmo em baixas concentracdes, poderia ser possivel manter ou retardar a
degradacdo da unido na interface oral, prolongando a longevidade das
restauracdes adesivas de resina-dentina.

Também € importante mencionar que a incorporagdo de nanoparticulas de
CuZnO nao afetou o grau de conversao do adesivo, 0 que mostra a compatibilidade
e afinidade quimica das nanoparticulas com os mondmeros de metacrilato no
adesivo (Gutiérrez et al. 2 2019). Isso poderia ser explicado pelo grau de
hidrofobicidade das nanoparticulas, que além de ser importante para a atividade
antimicrobiana (Allaker 4° 2010), poderia limitar a sor¢gdo de agua e evitar a
degradacao hidrolitica das ligagdes adesivas.

Com relagdo ao modelo in situ do estudo, a influéncia dos voluntarios
desempenha um papel importante. O uso adequado dos dispositivos intraorais € a
consisténcia de seguir as instrucbes € um fator que os pesquisadores ndo podem
controlar totalmente (Sung et al. % 2014). Portanto, para evitar de alguma forma o
desanimo do voluntario durante o processo do desafio cariogénico, o uso do grupo
controle ou experimental em cada uma das duas rodadas de 21 dias foi
randomizado, reduzindo também alguns vieses. Uma limitagdo do estudo pode ser

a falta de informagdes sobre o processor de esterilizagdao da amostra, em relacéo
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ao efeito da temperatura e da pressdo sobre a estrutura proteica da matriz de
colageno. O fato que o desafio cariogénico durou 21 dias para cada fase, com
apenas quatro momentos de agucar, em vez de 14 dias com oito momentos de
acgucar, deveu-se ao tamanho do espécime e sua area de apenas 0,8 mm?, ao
contrario de um espécime de meio dente com uma area de superficie maior exposta
ao DC. Portanto, o método tradicional de desafio cariogénico poderia ter sido muito
agressivo para a sobrevivéncia do espécime para sua analise posterior. Contudo,
uma exposicao a sacarose quatro vezes ao dia € suficiente para o desenvolvimento
de uma leséo cariosa (Diaz-Garrido et al. ”® 2016). De acordo com a literatura, a
representacdo de um alto consumo de acucar seria igual a uma exposi¢cao de
quatro ou cinco vezes a sacarose. Sendo suficiente para aumentar a
cariogenicidade do biofilme dependendo da dose de sacarosa, sugerindo um
padrao de consumo moderado de agucar. Por outro lado, uma exposi¢ao de oito a
dez vezes ao acucar seria equivalente a pessoas com consumo extremamente alto

de sacarose e risco muito alto de carie (Diaz-Garrido et al. ® 2016).
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8 CONLUSAO
A adigdo 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 cariogénico.
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Projeto de Pesquisa:

Efeito da adicdo de nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre em um sistema adesivo universal nas
propriedades adesivas e antimicrobianas: estudo in situ. A incorporagdo de nanoparticulas de 6xido de zinco
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito da incorporacdo de nanoparticulas de 6xido de zinco e cobre (ZnO/CuNp) em um sistema
adesivo universal na atividade

antimicrobiana e na preservacao das propriedades adesivas a dentina quando submetido ao desafio oral
cariogénico.

Objetivo Secundario:

1.Avaliar a eficacia da adi¢cdo de ZnO/CuNp em um sistema adesivo universal na atividade antimicrobiana
quando submetido ao desafio oral
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cariogénico. 2.Avaliar a eficacia da adigdo de ZnO/CuNp em um sistema adesivo universal na diminuigao da
perda mineral em dentina quando

submetido ao desafio oral cariogénico. 3.Avaliar a eficacia da adicdo de ZnO/CuNp em um sistema adesivo
universal na melhora da resisténcia de

unido quando submetido ao desafio oral cariogénico. 4. Avaliar a eficacia da adigdo de ZnO/CuNp em um
sistema adesivo universal na diminuicao

da nanoinfiltracdo da interface adesivo-dentina num ambiente oral cariogénico. 5.Avaliar a eficacia da adi¢éo
ZnO/CuNp em um sistema adesivo

universal na melhora do grau de conversdo do adesivo na interface adhesivo-dentina. 6.Avaliar a eficacia da
adicdo de ZnO/CuNp em um sistema

adesivo universal na melhora da nanodureza da interfase adesivo-dentina num ambiente oral cariogénico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

-Possivel desmineralizacao dos dentes pela aplicagédo de solugdo de sacarose. Para isto, os voluntarios
serdo instruidos 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 periodo de vinte

um dia e apds este periodo os voluntarios ndo utilizardo mais o dispositivo intra-oral.

-Dispositivo intra-oral causar incbmodo ao voluntario. Todos os voluntarios da pesquisa receberao
instrucdes de como proceder com sua utilizagao.

Os aparelhos seréo testados e todos os ajustes para evitar este desconforto seréo realizados. Caso o
desconforto persista, 0os voluntarios poderéo

suspender o seu uso e estardo cientes que poderao abandonar a pesquisa a qualguer momento, sem que
isto cause danos ou prejuizos ao

voluntario.

-Ha& riscos para os pesquisadores de contaminacao, ferimento com instrumentos cortantes e alergia a
materiais utilizados, que devem ser

minimizados com a utilizag&o de equipamento de protecéo individual (EPI)

Beneficios:

A pesquisa contribuir4 para um melhor entendimento sobre o efeito da adicdo de nanoparticulas de 6xido de
zinco e cobre no sistema adesivo como
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agentes antimicrobianos na degradac&o da interface de unido adesivo-dentina, consequentemente,
preservacdo de estrutura dental em detrimento

da necessidade de troca de restauragdes. Os beneficios para os voluntarios pesquisados sao:

-Os voluntéarios serdo acompanhados e receberao esclarecimentos do pesquisador responsavel sobre
eventuais davidas durante toda a pesquisa;

-Receberao uma profilaxia prévia a colocacao do dispositivo intra-oral e outra profilaxia apods a retirada deste
dispositivo (este procedimento sera

realizado pelos demais pesquisadores juntamente com o pesquisador responsavel);

-Os voluntérios receberdo tratamento odontoldgico quando necessério durante todo o periodo da pesquisa.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Nos ultimos anos, uma das propostas dos materiais odontolégicos é a adicdo de nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnONp) e cobre (CuNp) nos

sistemas adesivos universais para melhorar a atividade antimicrobiana contra o Streptococcus mutans (S.
mutans) e antienzimatica contra varias

metaloproteinases in vitro. Com isto, ocorreu uma significativa preservacdo da interface adesivo-dentina,
sem comprometer as propriedades

mecanicas do adesivo em si ap0s 1 ano de armazenagem em agua. Porém, estudos adicionais sao
necessarios para avaliar o comportamento

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

nanoparticulas (Np) de 6xido de zinco e cobre (ZnO/CuNp) em um sistema adesivo universal (Ambar
Universal, FGM, Joinville, SC, Brasil) melhora

as propriedades antimicrobianas e adesivas a dentina quando submetidos ao desafio cariogénico, in situ.
Metodologia: 120 terceiros molares higidos

serdo divididos em quatro grupos (n=30) de acordo com a presenca de nanoparticulas 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 terdo o

esmalte removido e serdo restaurados com resina composta, seguindo as indicacfes do fabricante. Apés as
restauragdes, os dentes serdo

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 serdo

distribuidos nos grupos experimentais, uma metade (n=8) para o teste imediato (apés 24hrs) e a outra (n=8)
para o desafio cariogénico. Trinta

voluntérios utilizar@o os dispositivos palatais por 21 dias contendo os palitos dos grupos experimentais
seguindo de um periodo washout de 7 dias, e

depois 21 dias contendo os palitos dos grupos controle. O estudo sera dividido em duas fases: Fase 1:
Avaliacdo das propriedades antimicrobianas:

serdo utilizados trés testes: (1) Caraterizacdo do biofilme, (2.) Teste de Viabilidade bacteriana (LIVE/DEAD
Test) e analise 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: Avaliacdo das

propriedades adesivas: Os palitos de cada dente de cada grupo serdo avaliados no tempo e imediato e apos
desafio cariogénico nos testes de

resisténcia de unido (n=5), grau de conversédo e 0s mesmos para nanoinfiltracdo (n=2), e nanodureza (n=1).
Todos os dados serdo submetidos ao

teste de normalidade Shapiro-Wilk, e apés a confirmacao serdo feitos os seguintes testes estatisticos:
ANOVA ( = 0,05) de trés e dois fatores para

as propriedades adesivas e mecéanicas respectivamente, e o teste t-student para a analise antimicrobiana. O
teste de Tukey sera utilizado para

comparacao pareada dos grupos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:
Em anexo e de acordo com as normas 466/2012 e 510/2016

Recomendacgdes:
Enviar o relatorio final ao término do projeto por Notificagéo via Plataforma Brasil para evitar pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Ap06s andlise documental considera-se aprovado este projeto e devidamente autorizado para seu
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inicio conforme cronograma apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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Justificativa de
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