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RESUMO

HANZEN, TA. Efeito da incorporagdo de cobre nas propriedades mecéanicas e
adesivas a dentinas de um sistema adesivo universal. [Dissertacao - Mestrado em
Odontologia — Area de Concentracdo - Dentistica Restauradora]. Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2018.

O propdsito deste estudo in vitro foi avaliar o efeito da adicdo de nanoparticulas de
cobre em um sistema adesivo universal sobre a resisténcia de unido (RU) e
nanoinfiltracdo (NI) da interface resina-dentina higida, erosionada e cariada, nas
estratégias adesivas convencional (total-etch [TE]) e autocondicionante (self-etch
[SE]). Bem como grau de conversdo (GC), morfologia da interface de unido (Ml),
resisténcia maxima a tracdo (RT), sorcdo cumulativa de agua (SO) e solubilidade (SB)
do sistema adesivo e radiopacidade do cobre (RC). O sistema adesivo experimental
foi formulado com a adicdo de nanoparticulas de cobre a 0,1% no adesivo Ambar
Universal. Para os testes de RU e NI, 120 molares humanos foram aleatoriamente
distribuidos em doze condi¢des experimentais (n = 10) com base na combinacao das
variaveis: concentracdo de cobre [0 e 0,1%] vs. superficie dentinaria (higida,
erosionada e cariada) vs. estratégias adesivas (TE e SE). Aplicado o sistema adesivo,
os dentes foram restaurados com resina composta e apds 24h, seccionados
longitudinalmente para se obter palitos de resina-dentina (0,8 mm?), testados em
tensdo a 0,5 mm/min quanto a RU. Para NI, 3 palitos de cada dente foram preparados
e analisados em microscopia eletronica de varredura (MEV). Para avaliacdo do GC, 3
palitos de resina-dentina de cada condicdo experimental foram analisados por
espectroscopia Raman. Para MI, 3 palitos de resina-dentina foram preparados e
analisados por FEG. Para RT, 5 corpos de prova de adesivo de cada condicéo
experimental foram testados nos tempos imediato (24h) e apos 28 dias de
armazenamento (n = 10). Para SO e SB, 10 corpos de prova de adesivo (n=10) de
cada condicdo experimental foram testados durante o periodo de 56 dias. Para
avaliacdo da RC, 5 corpos de prova de cada condicao experimental (n = 5) foram
submetidos a 5 radiografias digitais, para comparacdo em escala de cinza. Os dados
de RU, NI e GC foram analisados por ANOVA 3 fatores, submetidos ao teste post-hoc
de Tukey para multiplas comparacdes. Para RT, os dados foram analisados por
ANOVA 2 fatores para medidas repetidas. Os dados de RC foram analisados por
ANOVA fator Unico. Os dados de SO e SB foram submetidos a andlise por test-t
pareado. A significancia estatistica foi predefinida em 5%. A inclusdo de
nanoparticulas de cobre na concentracdo 0,1% no sistema adesivo universal
aumentou os valores de RU sobre os substratos higido e erosionado. O adesivo
contendo cobre melhorou a NI no substrato higido, em ambas as estratégias. Para
RT, RC, SO e SB, a adicao de cobre ndo apresentou diferencas estatisticas. O GC foi
mais afetado em substrato erosionado quando na técnica convencional associada ao
adesivo contendo cobre, que resultou na formacgao de tags menores e em quantidade
reduzida.

Palavras-chave: Adesivos; Carie dentaria; Erosdo dentaria; Cobre; Resisténcia a
tracao.



ABSTRACT

HANZEN, TA. Effect of copper incorporation on mechanical and adhesive
properties of a universal adhesive system. [Dissertation — Master's Degree in
Dentistry — Concentration Area: Restorative Dentistry]. Ponta Grossa: State University
of Ponta Grossa, 2018.

The purpose of this in vitro study was to evaluate the effect of addition of copper
nanoparticles on a universal adhesive system in microtensile bond strength (UTBS)
and nanoleakage (NL) of sound, eroded and carious resin-dentin interface, using both
self-etch [SE] and total-etch [TE] adhesive strategies. As well as degree of conversion
(DC), interface micromorphology (IM), ultimate tensile strength (UTS), cumulative
water sorption (WS) and solubility (So) of the adhesive system and copper radiopacity
(CR). The experimental adhesive system was formulated with the addition of 0,1%
copper nanoparticles on Ambar Universal. For uTBS and NL, 120 human third molars
were randomly distributed in 12 experimental conditions (n=10) based on the
combination of the variables: concentration of copper [0 and 0,1%] vs. dentin surface
(sound, eroded and carious) vs. adhesive strategies (TE and SE). After bonding
procedures and restored with composite resin, teeth were stored for 24h and then
longitudinally sectioned to obtain specimens — dentin-resin sticks (0,8mm?), tested in
a tension of 0,5mm/min for uTBS. For NL, 3 specimens per tooth were prepared and
analyzed by scanning electron microscopy (SEM). For DC, 3 sticks of resin-dentin of
each experimental condition were analyzed by Raman spectroscopy. For IM, 3 sticks
of resin-dentin were prepared and analyzed by FEG. For UTS, 5 samples of each
condition were tested after 24 hours and 28 days of storage (n = 10). For WS and So,
10 samples of each experimental condition (n = 10) were tested during 56 days. For
radiopacity, 5 CPAs of each experimental condition (n = 5) were submitted to 5 digital
radiographs, for comparison in gray scale in Adobe Photoshop Software. The data of
UTBS, NL and DC (Raman) were analyzed by three-way ANOVA, submitted to Tukey's
post hoc test for multiple comparisons. For UTS, data were analyzed by two-way
ANOVA. For CR, data were analyzed by one-way ANOVA. The data of WS and So
were evaluated by Student’s T-test. Statistical significance was set at a = 0.05. The
inclusion of 0,1% of copper nanoparticles on the universal adhesive system improved
MTBS values on sound and eroded substrates. The copper adhesive improved NL on
sound dentin, for both strategies. For UTS, radiopacity, WS and So, the addition of
copper showed no statistical difference in the results. DC was most affected by eroded
dentin associated with ER strategy and adhesive containing copper, which resulted in
smaller tags, in reduced quantity.

Keywords: Adhesives; Dental caries; Tooth erosion; Copper, Tensile strength.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Durante a ultima década, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
degradacdo da interface adesivo-dentina tem avancado substancialmente
(Tjaderhane et al. ' 2013) e medidas para melhorar a durabilidade da adeséo
dentinaria tornaram-se 0s principais topicos de pesquisa na odontologia (Carvalho et
al. 22012; Tjaderhane et al. 22013; Frassetto et al. 4 2016).

Apesar dos avancos significativos realizados no campo dos materiais dentarios,
a longevidade das restauracfes adesivas continua a ser uma preocupacao. Um dos
principais 0os motivos que justificam a substituicdo das restauracdes de resina
composta se resumem a lesdes de carie adjacentes a restauracdo e fraturas,
indicando possiveis falhas no processo de adeséo (Ding et al. ®>2009; Nedeljkovic et
al. ©2015)

Atualmente, 50 a 70% das substituicdes sao devido a falhas de restauracoes
precedentes, uma vez que a média da durabilidade dessas restauracdes € de apenas
5 anos (Jokstad et al. 7 2001), o que resulta em bilhdes de délares despendidos
anualmente (Beazoglou et al. 82007). Adicionalmente ainda h& que se considerar que
a substituicdo de restaurac6es demanda o maior tempo na prética clinica, consistindo
em 60% de todo o trabalho operacional do cirurgido-dentista (Mjor ° 1989). Estes
ndmeros mostram que mesmo com 0 constante desenvolvimento dos materiais
dentarios, a durabilidade das restauracdes adesivas ainda € o ponto mais critico
(Manhart et al. 1°2004).

A integridade da interface adesivo-dentina é diariamente exposta a diversos
fatores, dentre eles agua, enzimas, tensdes oclusais tanto da mastigacado quanto de
hébitos parafuncionais, variacdo de temperatura e microorganismos derivados do
biofilme dental (Amaral et al. 1! 2007; Breschi et al. 12 2008). Ao que se sabe,
Streptococcus mutans e outras espécies sao responsaveis pelo processo de formacao
de carie adjacente a restauracao levando a consequentes falhas marginais (Zalkind et
al. 131998; Busscher et al. 142010). A soma de todos estes aspectos torna-se deletéria
e contribui para o enfraquecimento da adeséo (Spencer et al. 1°2010).

Sabendo que os procedimentos adesivos nao conseguem prevenir o
desenvolvimento de lesbes de carie adjacentes a restauracdo e sdo igualmente
incapazes de eliminar o biofilme por completo (Khalichi et al. 16 2004; Garcia-Godoy et
al. 7 2010; Spencer et al. *82010), um recurso seria o desenvolvimento de materiais
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dentarios com propriedades antimicrobianas, no intuito de reduzir o acumulo de
biofilme na interface da restauracdo, sem prejudicar as propriedades mecéanicas do
material, tornando a interface menos vulneravel a degradacéo (Thomas e Nakaishi *°
2006; Chen et al. 2°2012).

Nesse sentido, 0 uso de ions metalicos na forma de nanoparticulas despertou
grande interesse na odontologia. Dentre eles, cobre, prata, zinco e ouro parecem ser
0S mais promissores por suas propriedades antimicrobianas e antifungicas
reconhecidas (Allaker 21 2010; Cocco et al. 22 2015). Cada um apresenta diferentes
propriedades e espectros de acdo, diretamente proporcional a sua superficie de
contato, ou seja, quanto maior a superficie das nanoparticulas, maior a gama de
interacdes com outras moléculas organicas e inorganicas (Bundy et al. 22 1980; Pal et
al. 42007).

Presentes nas ligas de amalgama, a prata e o cobre sdo responsaveis pelo
grande sucesso clinico desse material, caracterizado como potencialmente
antimicrobiano, capaz de retardar a invaséo bacteriana e reduzir os indices de falhas
(Morrier et al. 2> 1998). Prova disso é que as restauracGes em resina composta
apresentam incidéncia de céarie 3,5 vezes maior que as de amalgamas (Bernardo et
al. 26 2007). No intuito de explorar tais beneficios, a incorporacdo dessas
nanoparticulas aos polimeros tem sido estudada por varios investigadores (Morones
et al. 27 2005; Ruparelia et al. 22 2008; Allaker 2! 2010) e resultados promissores com o
emprego do cobre tem sido demonstrados (Foley e Blackwell 2° 2003; Yoon et al.
2007; Ruparelia et al. 22 2008).

Em comparacdo com a prata, o cobre além da facil disponibilidade e do baixo
custo (Usman et al. 31 2013), promove maior efeito antibacteriano contra Escherichia
coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (Foley e Blackwell 2° 2003; Yoon et al.
302007). Sua oxidacdo no ar e em meios aquosos resulta em nanoparticulas de éxido
de cobre, que permitem a reproducgdo de polimeros estaveis quanto as propriedades
fisico-quimicas (Usman et al. 31 2013; Ingle et al. 322014).

Com respeito a0 mecanismo de acédo, sugere-se que 0 cobre limita o
crescimento bacteriano por inibi¢cdo da glicolise pela oxidacdo dos grupos tiol de vérias
enzimas, reduzindo a producéo de &cido (Oppermann e Johansen 331980). A atuacédo
do ion controla a formacao de glucano pela glucose transferase e interrompe reacdes

metabdlicas importantes por bactérias anaerébias orais (Davey e Embery 34 1992).
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Além disso, a lixiviacéo localizada do cobre promove um dissipador de elétrons infinito
gue pode alterar a membrana bacteriana, causando a dissolucao das células (Ingle et
al. 322014). Esse conjunto de atividades caracterizam o cobre como potencial agente
antimicrobiano, capaz de reduzir o numero de bactérias nas superficies dos dentes, e
por conseguinte, contribuir para o menor acumulo de placa (Oppermann e Johansen
331980; Davey e Embery 341992).

Embora o cobre apresente resultados promissores, o substrato que recebe o
material restaurador e seu comportamento também sao relevantes. Sabe-se que a
adesdao ao substrato dentario nao é tao favoravel por caracteristicas pertinentes a sua
fisiologia e composicéo, tais como o maior grau de umidade e composi¢cao organica
(Garone Filho 3% 2002; Reis et al. 36 2002), o que exige que a técnica adesiva seja
rigorosamente executada (Hilgert et al. 37 2008). Normalmente, a desmineralizacdo
parcial ou completa é um pré-requisito para a obtencdo de uma adequada interface
adesiva, seguida da infiltracdo do coldgeno desmineralizado com mondmeros
resinosos, capaz de criar uma camada hibrida coldgeno-adesivo responséavel pela
adesdo resina-dentina (Tjaderhane et al. 382015).

Infelizmente, uma completa difusdo de mondmeros resinosos dentro da
dentina desmineralizada ndo é totalmente alcancada. A presenca de uma zona
desmineralizada na interface resina-dentina € criada por uma difusdo incompleta de
mondmeros resinosos na trama colagena apOs aplicacdo do sistema adesivo
(Nakabayashi e Takarada 3° 1992; Hashimoto et al. 4° 2000; Reis et al. 4! 2013),
deixando fibras colagenas parcial ou totalmente expostas na parte inferior da camada
hibrida, sem a protecdo de mondmeros resinosos (Spencer e Swafford 421999; Wang
e Spencer *32002; 4 2003; Spencer et al. 182010).

A falta de protecdo de mondmeros resinosos e a presenca de agua deixa as
fibras colagenas vulneraveis a degradacdo hidrolitica dependente do tempo e
propensas a solubilizacdo dentro desta camada por metaloproteinases da matriz
(MMPs) e cisteinas-catepsinas, o que torna susceptivel a infiltracdo, invasao
bacteriana e consequentemente falha precoce das restauragées (Carrilho et al. 4°
2007). Essa degradacao por enzimas colagenoliticas enddgenas fornece um caminho
para a proliferacéo bacteriana, com consequente desenvolvimento de cérie adjacente

a restauracdo (Pashley et al. 46 2004).
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Essa desvantagem na adesdo parece ser ainda mais significativa quando
esta superficie € acometida por patologias como a erosao e a carie dental, em virtude
das alteracdes morfologicas destes substratos. Estes sédo caracterizados pela reducao
no contetido mineral (Kinney et al. 4’ 2003), bem como das propriedades fisicas e
mecanicas, tornando critica a adesdo a estes substratos (Scheffel et al. 48 2013).
Adicionalmente, os ciclos de des-remineralizacédo, com queda de pH e a neutralizac&o
por tampdes salivares leva a exposicdo da matriz organica e também tem potencial
para ativar a atividade funcional das MMPs da saliva ou dentina e das cisteina-
catepsinas (Tjaderhane et al. 38 2015).

Recentemente, além de demostrar seus beneficios anticariogénicos e
antibacterianos (Thneibat et al. 4° 2008), o cobre demonstrou alto potencial inibit6rio
de MMPs 2 e 9 (Souza et al. °°2001; Guo et al. °1 2005). No entanto, esse potencial
apenas foi demonstrado pela liberacdo de cobre em restauracdes com amalgama.
Assim, adicionar nanoparticulas de cobre aos sistemas adesivos e testar em
substratos com intensa atividade proteolitica, como na eroséo dental e carie, poderia
ser uma alternativa para garantir o sucesso das restauracdes adesivas nestes dois
substratos.

Por outro lado, o procedimento adesivo na odontologia restauradora esta
baseado em duas estratégias, convencional (total-etch no idioma inglés [TE]) e
autocondicionante (self-etch no idioma inglés [SE]) (Reis et al. #12013). No intuito de
encurtar o tempo clinico, simplificar os passos e minimizar a sensibilidade da técnica,
os adesivos universais ou multi-modo foram lancados no mercado e permitem sua
aplicacdo tanto no modo autocondicionante como no convencional (Hanabusa et al. 52
2012). Esta versatilidade resulta da inclusdo de mondémeros funcionais acidos, tais
como 10-Metacriloiloxidecil dihidrogénio fosfato (MDP) em sua composicao,
responsavel pela unido quimica ao calcio dos tecidos atraves da formacéo de sais de
MDP-Ca (Mufioz et al. 52 2013). Porém, uma recente revisdo sistematica mostrou que
ainda sdo necessarios estudos para avaliar o desempenho desses adesivos em
diferentes substratos (Rosa et al. >4 2015).

Outra lacuna ainda néo explorada é que, embora a inclusdo do cobre tenha
sido testada em diversos materiais dentarios, tais como o ionémero de vidro (Renné
et al. °°2017), sistema adesivo (Afseth et al. °6 1983; Argueta-Figueroa et al. 5>’ 2015;

Sabatini et al. %8 2015; Gutiérrez et al. >° 2017; Gutiérrez et al. ®° 2017) e implantes
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(Gosau et al. %1 2016; Rosenbaum et al. 62 2017), até a extensdo do Nnosso
conhecimento, nenhum estudo foi feito sobre a adicdo do cobre nas propriedades de
um sistema adesivo universal. Quanto ao substrato, poucos sdo os estudos que
relatam o desempenho de sistemas adesivos universais sobre dentina erosionada
(Cruz et al. ®32012; Cruz et al. % 2015) e cariada (Yoshiyama et al. %°2002; Hass et
al. ¢ 2016; Costa et al. 67 2017)

Assim, o objetivo do presente estudo in vitro foi investigar o efeito da adigéo do
cobre sobre as propriedades mecanicas e adesivas de um sistema adesivo universal
sobre dentina erosionada e cariada, utilizando ambas estratégias adesivas —
convencional (etch-and-rinse ou total-etch) e autocondicionante (self-etch), quando

comparada a dentina sadia.
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2 PROPOSICAO
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da incorporacdo de nanoparticulas
de cobre em um sistema adesivo universal nas propriedades mecanicas e adesivas a

dentina higida, erosionada e cariada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da adicdo de nanoparticulas de cobre (0,1%) em um sistema
adesivo universal na resisténcia maxima a tracao, sorcdo cumulativa de agua,;

solubilidade e radiopacidade;

e Avaliar o efeito da adicdo de nanoparticulas de cobre (0,1%) em um sistema
adesivo universal nas propriedades adesivas (resisténcia de unido e
nanoinfiltragdo) nas estratégias convencional e autocondicionante em dentina

higida, erosionada e cariada,

e Avaliar o efeito da adicdo de nanoparticulas de cobre (0,1%) no grau de

conversado e morfologia da interface de unido de um sistema adesivo universal.

3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa da
Faculdades Ponta Grossa, com parecer consubstanciado sob namero 2.072.217
(Anexo A).

3.1 INCORPORACAO DE COBRE NO SISTEMA ADESIVO

O adesivo experimental foi formulado a partir da adicdo de nanoparticulas de
cobre (99.9% puro, 40-60nm, SkySpring Nanomaterials, Inc., Houston, TX, EUA) no
sistema adesivo Ambar Universal (FGM Prod. Odont., Ltda, Joinville, SC, Brasil), com



22

solvente a base de agua e etanol. Previamente a incorporacdo, as nanoparticulas
foram caracterizadas morfologicamente por microscopia de forca atdmica [AFM],
potencial Z [Z-Sizer], microscopia eletrbnica da varredura por efeito de campo [FEG],
e quimicamente por espectroscopia de energia dispersiva de raios X [EDS], de acordo
com os estudos anteriores (Gutiérrez et al. °° 2017; Gutiérrez et al. 80 2017).

Assim, as nanoparticulas de cobre foram pesadas em balanca analitica de
precisdo (AY220 Marte/Shimadzu, Toquio, Japdo) em ambiente escuro e 6 mg de
cobre, que corresponde a concentracao de 0,1%, foi adicionado ao sistema adesivo
em sua férmula original por agitacdo em um misturador Speedmix (Buehler Ltd., Lake
Bluff, IL, EUA).

O sistema adesivo utilizado, composi¢éo, concentracao de cobre e modo de
aplicacao estao descritos na Tabela 1.


https://www.google.com.br/aclk?sa=l&ai=DChcSEwi19eHSmdPXAhVMJoYKHeOpB2QYABAKGgJ2dQ&sig=AOD64_32061wS2pWxQDxLQn5HxZgASgoew&ctype=5&q=&ved=0ahUKEwjgp9TSmdPXAhVGgZAKHUiaAv4QpysIHA&adurl=

Tabela 1. Sistema adesivo (Marca)/Lote, composicao, concentracéo de cobre e modo de aplicacdo (*)
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i:asgslivé ) CONCENTRACAO MODO DE APLICACAO
(MARCA)/LOTE COMPOSICAO DE COBRE SE TE
0% . Aplicacdo de uma gota 1. Condicionamento com
de adesivo (10 s) acido fosforico 37% -
Uuretano dimetacrilato vigqrosamente; Condac 37 (FGM
Ambar (UDMA) . Aplicacao de outra gota Prod. Odont. Ltda,
Universal : o : de adesivo (10 s); Joinvile, SC, Brasil)
2-hidroxi etil metacrilato N _
(FGM Prod. (HEMA), monomeros . Jatode ar por (10s) a por 15 s;
Odont. Ltda, hi drofilicc;s metacrilicos distancia, mantendo . Enxaguar
Joinville, SC, 0,1% uma camada uniforme completamente;

(10-MDP), mondmeros
acidos metacrilicos,
Etanol, Dioxido de silicio
silanizado e
canforoquinona

Brasil) / 050416

e brilhante;

. Fotoativacao (10 s).

. Remova o0s excessos

de agua com jato de
ar por1-2s;

. Apligue o sistema

adesivo igual ao modo
autocondicionante.

*Os materiais foram aplicados de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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O estudo consistiu em duas etapas (Figura 1):

1. Avaliacdo da resisténcia maxima a tracao (imediato e apos 28 dias), sorcao e
solubilidade em agua (imediata e apds 56 dias) e radiopacidade do adesivo

contendo cobre;

2. Avaliacdo imediata das propriedades adesivas - resisténcia de unido e
nanoinfiltracdo, bem como grau de conversdo (Raman) e morfologia da
interface de unido nos trés diferentes substratos dentinarios, utilizando adesivo

com e sem cobre, nas diferentes estratégias adesivas;

CORPOS DE PROVA DE ADESIVO

> imediata (n = 5)
» Resisténcia maxima a tragéo <
/ " 28 dias (n = 5)

ETAPA1 ’»z Sorgao e Solubilidade - 56 dias (n=10)
"%"a Radiopacidade - radiografia digital ( n = 5) + fatia dente
INTERFACE DE UNIAO - PALITOS RESINA/DENTINA *
/ Resisténcia de Unido - Maquina de Ensaios Universais (n = 10 / dente)

/ Nanoinfiltragao - MEV (n = 3/ dente)
ETAPA2 &

*p/ os 3 substratos
(higido, erosionado

Grau de conversao - Raman (n = 3) e cariado)

\ Morfologia da interface - FEG (n = 3)

Figura 1. Diagrama explicativo das etapas 1 e 2 do estudo (n amostral para cada condicao
experimental).

3.2ETAPA 1
3.2.1 Teste de resisténcia maxima a tracao

Corpos-de-prova do sistema adesivo (n = 10) com cada concentracdo de
nanoparticulas de cobre (0% e 0,1%) foram confeccionados em uma matriz metélica
em forma de ampulheta (10mm de comprimento x 2mm de largura x 1mm de

profundidade; Odeme Prod. Odont. Ltda, Joagaba, SC, Brasil). Apés lubrificagdo das
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superficies da matriz com K-Y® Gel (Johnson & Johnson, Estados Unidos), uma tira
de poliéster foi colocada em contato com a base. Devidamente posicionada sobre a
base, a matriz foi encaixada e os adesivos foram gotejados nos orificios até o completo
preenchimento. Todas as bolhas de ar visiveis foram cuidadosamente removidas com
o auxilio de um microaplicador (Cavibrush® FGM, Prod Odont. Ltda, Joinvile, SC,
Brasil). Em seguida, aplicou-se jato de ar durante 20 s a uma distancia de
aproximadamente 10 cm para evaporagao do solvente.

A seguir, foi posicionada uma lamina de vidro lubrificada com K-Y® Gel sobre a
matriz, e seguiu-se a fotoativagcdo com um aparelho fotopolimerizador a base de LED
por 20 s com uma intensidade de 1200 mW/cm? (Radii-cal, SDI, Bayswater, Victoria,
Australia), com densidade de energia adotada em 4,8 J/cm?. Apds polimerizados, o0s
corpos-de-prova foram retirados da matriz cuidadosamente com o auxilio de uma
lamina de bisturi n° 15, e as rebarbas de adesivo que permaneceram ao redor foram

removidas (Figura 3).

(G)

Figura 2. Confeccdo dos corpos-de-prova para o teste de RT. (A) Matriz metalica em forma de
ampulheta; (B) lubrificagcdo prévia da matriz; (C) adesivo dispensado até o completo preenchimento;
(D) jato de ar - evaporacgdo do solvente; (E) lamina de vidro lubrificada sobre a matriz previamente a
fotoativacéo; (F) fotoativagéo (20s); (G) corpo-de-prova confeccionado.

Metade dos corpos-de-prova (n = 5) foram testados imediatamente (24 h) apos
a confeccdo e a outra metade (n = 5) foram armazenados em agua durante 28 dias a
37 °C. ApoOs os respectivos tempos de armazenamento, oS mesmos foram
individualmente mensurados com paquimetro digital e fixados em garras de Geraldeli,

com aplicacdo de cola de cianoacrilato gel (Loctite Superbonder Power Easy Gel,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Johnson_%26_Johnson
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Henckel, SP, Brasil) nas extremidades. ApoOs a polimerizacéo da cola, o conjunto garra
— corpo-de-prova foi acoplado na maquina de ensaios universais (Kratos, Cotia, SP,
Brasil) e testado por tragdo a uma velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga de
100 N, até o rompimento da interface (Stanislawczuk et al. 68 2014) (Figura 4).

(A)

(F)

Figura 3. Protocolo para RT. (A) Corpos-de-prova (B) mensuragdo com paquimetro digital; (C) cola de
cianoacrilato gel; (D) corpo-de-prova fixado na garra de Geraldeli; (E) Maquina de ensaios universais
— Kratos; (F) conjunto garra + corpo-de-prova acoplado na maquina de ensaios universais.

3.2.2 Sorcao cumulativa de agua (SO) e Solubilidade (SB)

Corpos-de-prova do sistema adesivo (n = 10) com cada concentragao de
nanoparticulas de cobre (0% e 0,1%) foram confeccionados em uma matriz metélica
cilindrica (5,0mm de diametro x 1,0mm de espessura; Odeme Prod. Odont. Ltda,
Joacaba, SC, Brasil). Apds lubrificar todas as superficies da matriz com K-Y® Gel
(Johnson & Johnson, Estados Unidos), uma tira de poliéster foi colocada sobre base
e a matriz foi entdo devidamente posicionada e encaixada sobre a base. Os adesivos
foram gotejados dentro dos orificios até o completo preenchimento. Todas as bolhas
de ar visiveis foram cuidadosamente removidas com o auxilio de um microaplicador
(Cavibrush® FGM, Prod Odont. Ltda, Joinvile, SC, Brasil). Para evaporacao do


https://pt.wikipedia.org/wiki/Johnson_%26_Johnson
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solvente, jato de ar foi aplicado durante 20 s a uma distancia de aproximadamente 10
cm.

Em seguida, uma lamina de vidro lubrificada com K-Y® Gel foi colocada sobre
a matriz, e foi realizada a fotoativacdo com um aparelho fotopolimerizador a base de
LED por 20 s com uma intensidade de 1200mW/cm? (Radii-cal, SDI, Bayswater,
Victoria, Australia). Por dltimo, os corpos-de-prova foram retirados da matriz
cuidadosamente com o auxilio de uma lamina de bisturi n° 15, e as rebarbas de

adesivo que permaneceram ao redor foram removidas (Figura 5).

(A)

(D)

Figura 4. Confeccao dos corpos-de-prova para o teste de SO e SB. (A) Matriz metdlica cilindrica; (B)
lubrificacdo das superficies da matriz; (C) adesivo dispensado até o completo preenchimento; (D) jato
de ar - evaporacgdo do solvente; (E) fotoativagdo (20s); (F) corpo-de-prova confeccionado;

Seguindo o modelo proposto por (Malacarne et al. %° 2006) e (Reis et al. ©
2007), e de acordo com a especificacdo 1ISO 4049 (Fan et al. '* 2002), determinou-se
a SO e SB. Posteriormente a polimerizacdo, os espécimes foram colocados em
dessecadores contendo silica gel e armazenados em estufa pré-aquecida a 37 °C
durante 5 dias. Apés esse periodo, os corpos de prova foram pesados em balanca
analitica de precisdo (AY220 Marte/Shimadzu, Toquio, Japdo) em intervalos de 24 h
até estabilizacdo da massa entre dois dias consecutivos, com variagdo menor que 0,2
mg (m1). Espessura e didmetro foram medidos com auxilio de um paquimetro digital
(Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa, Toquio, Japao) de precisdo 0,01 mm, para

calculo do volume de cada amostra (em mm?3) (Figura 6).
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Na sequéncia, cada espécime foi colocado em um poco contendo 10 mL de
agua destilada (pH 7,2) a 37 °C. Apos intervalos de 1, 2, 3,4,5,6,7,8he 1, 2, 3, 4,
5,6, 7, 14, 28 e 56 dias de armazenamento, os espécimes foram removidos da estufa
e deixados a temperatura ambiente por 30 min. Cada espécime foi lavado
separadamente em agua corrente, limpo cuidadosamente com papel absorvente e
pesados em balanca analitica (m2), sendo devolvidos ao pogo de origem com 10 mL

de &gua destilada fresca (Figura 6).

56 dias

Figura 5. Protocolo de SO e SB. (A) corpo-de-prova na silica gel em estufa pré-condicionada a 37°C;
(B) pesagem; (C) mensuracdo com paquimetro digital; (D) armazenamento individual em pogos
contendo 10mL de agua destilada a 37°C.

ApoOs 56 dias de armazenamento, as amostras foram secas em dessecadores
contendo silica gel a 37 °C, permanecendo em repouso durante 10 dias ou até
estabilizacdo das massas — variagoes inferiores a 0,2 mg, obtendo-se uma massa
constante (ms). Para o célculo da variagdo da massa, foram relacionadas as
mudancgas na massa com o tempo de armazenamento, resultando na cinética de SO
durante todo o periodo de armazenamento em agua. A SO e a SB ao longo dos 56

dias foram mensurados de acordo com as seguintes férmulas:

SO=:m2- m3} SB =(m4 -m3}

v Vv
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3.2.3 Teste de Radiopacidade

Conforme anteriormente descrito para o teste de SO e SB, foram
confeccionados dez corpos-de-prova (n = 10) de cada condicédo experimental (0% e
0,1%), medindo aproximadamente 5 mm de didmetro e 1 mm de espessura. A partir
de cortes no sentido longitudinal de um molar humano higido, foram obtidas fatias de
dente (esmalte-dentina) também de 1 mm de espessura. Selecionada uma fatia de
dente, esta e 0s corpos-de-prova de ambas as condicbes experimentais foram
submetidos a 5 radiografias digitais, todos posicionados no mesmo filme para
posterior comparacdo. A metodologia usada para tomada radiogréfica foi adaptada
segundo (Martins et al. 72 2015) com tempo de exposicédo padronizado em 0.5 s e a
posicéo do feixe central do raio-x incidindo sobre o filme em um angulo de 90°, distante
aproximadamente 30 cm e paralelismo entre o cone e o filme, operando a 7 mA e 70

kVp (Heliodent Vario Sirona, Bensheim, Alemanha).
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Figura 6. Andlise das radiografias digitais a partir da funcéo histograma do software de computacao
grafica (Adobe Photoshop).

A radiopacidade digital foi mensurada por analise de histograma e os valores
da escala de cinza para cada condicao testada (esmalte, dentina e corpo-de-prova de
adesivo) foram mensurados a partir da funcéo histograma do software de computacao
grafica (Adobe Photoshop CS5 Extended, Adobe Systems, San Jose, CA, EUA), a fim

de verificar as diferencas entre os tons de cinza. A radiografia digital determina
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nuances de niveis de cinza variando do O (preto) ao 255 (branco), mensurada para

cada pixel da imagem radiografica (Figura 7).

3.3 ETAPA 2

Para esta etapa, 120 molares humanos higidos obtidos do Banco de Dentes
Humanos da UEPG foram utilizados. Os dentes foram desinfetados em cloramina
0,5% e armazenados em agua destilada trocada semanalmente até sua utiliza¢do. O
preparo dos dentes incluiu a remocédo da superficie do esmalte oclusal com uma
maquina recortadora de gesso (VH Softline, Sdo Paulo, SP, Brasil), sob irrigacdo a
agua até a exposicdo da dentina e o esmalte lateral foi desgastado com a ponta
diamantada n° 4137 (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) em alta rotacéo sob irrigagcéao
constante deixando apenas tecido dentinario (Figura 8). A seguir, a smear layer foi
padronizada por 60s, utilizando lixas carbeto de silicio de granulacdo #600 (Extec,
Enfield, CT, EUA) sob irrigacdo com agua. Posteriormente, os dentes foram
aleatoriamente distribuidos em doze condi¢des experimentais (n = 10) com base na
combinac¢édo das variaveis, isto € concentracao de cobre no sistema adesivo [0 e 0,1%]
vs. superficie dentinaria [H: dentina higida, C: dentina cariada e E: dentina erosionada]

vs. estratégias adesivas [TE e SE] (Figura 9).
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Figura 7. Preparo dos dentes. (A) molar humano higido obtido no Banco de Dentes Humanos; (B)
remocao esmalte oclusal em recortador de gesso; (C e D) aspecto do dente apds remocao do esmalte
oclusal; (E) esmalte lateral desgastado com ponta diamantada em alta rotacéo; (F) preparo finalizado.

Ambar
Universal

(n=120)

| |

sem cobre 0,1% cobre
(n=60) (n=60)
| |
[ [ 1 [ [ ]

Cariada
(n=20)

Erosionada
(n=20)

Figura 8. Fluxograma do desenho experimental.
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3.3.1 Modelo de ciclagem erosiva

Apés o preparo da superficie oclusal dos dentes (n = 40), os mesmos tiveram
toda a superficie protegida com uma camada de verniz de unhas (Colorama
Maybelline Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) com excecdo da superficie oclusal, e foram
submetidos a ciclos de desmineralizagdo erosiva com um refrigerante, quatro ciclos
por dia, durante 5 dias (Figura 10). Cada ciclo consistiu na imerséo dos dentes em um
refrigerante (Coca-Cola, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por 90 s, seguida por lavagem com
agua deionizada (10s) e imersdo em solucéo remineralizante (4.08 mM H3POs4, 20.10
mM KCI, 11.90 mM Na2COsz e 1.98 mM CaClz - pH 6.7,10 mL / espécime, ndo agitados,
25 ° C) durante 1 h, adaptado segundo (Zimmerli et al. 722012).

90s

10s ‘\“I

(A) M

5 dias 1h
()

(0)

Figura 9. Protocolo da ciclagem erosiva in vitro. (A) imersdo dos dentes em Coca-Cola (90 s sob
agitacao); (B) lavagem com agua deionizada (10 s); (C) imersdo em solucao remineralizante (3 h); (D)
aspecto dentina erosionada.

Apés cada ciclo, as solugdes foram descartadas para evitar qualquer tipo de
contaminacdo e nova solucdo foi empregada. Os dentes foram mantidos em
temperatura ambiente durante a ciclagem e em estufa bacteriologica a 37 °C apds o

processo erosivo.
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3.3.2 Modelo de lesdes de carie artificial em dentina

Quarenta molares higidos retirados do banco de dentes humanos foram
submetidos ao desenvolvimento de lesGes de carie artificial. Apdés o preparo da
superficie oclusal, cada dente teve toda a superficie protegida com uma camada de
verniz de unhas (Colorama Maybelline Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) com excecao da
superficie oclusal, para que esta ficasse em contato com a soluc¢ao cariogénica.

De acordo com a metodologia adaptada por (Marquezan et al. 74 2009), os
dentes foram depositados assepticamente em tubos de ensaio contendo 25 mL de
uma solugéo cariogénica, composta por 3,7 g de cultura BHI suplementada com 0,5 g
de extrato de levedura, 2,0 g de sacarose, 1,0 g de glicose em 100 mL de &gua
destilada e 100 mL de cultura primaria jovem de S. mutans ATCC25175, com o pH
em torno de 4,0. Os tubos de ensaio foram incubados a 37 °C em jarra de anaerobiose
(microaerofilica - sistema BL GasPak, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, EUA). A
cada 48 h, o caldo foi desprezado e sem fazer a lavagem dos dentes, estes foram
transferidos para um novo tubo de ensaio contendo solugéo de cérie artificial, com
nova inoculacéo de S. mutans. Apés 14 dias, os dentes foram esterilizados em ciclo
de autoclave e lavados em agua deionizada, finalizando o ciclo cariogénico (Figura
11).

(A)

48h

Figura 10. Protocolo da inducéo de lesbes de carie artificial (A e B) inoculagdo de S. mutans a solugdo
de carie artificial; (C) dentes transferidos assepticamente para os tubos de ensaio; (D) incubagcdo em
jarra de anaerobiose; (E) aspecto da dentina cariada.
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Antes do procedimento restaurador, a superficie oclusal de cada dente foi
polida em lixas de carbeto de silicio de granulagcdo #600, durante um tempo
previamente testado e padronizado em 30 s, ap0s analise da dureza de superficie em
microdurémetro, no intuito de remover apenas a dentina infectada, para que a adeséo

fosse testada sobre dentina afetada.

3.3.3 Procedimento restaurador e obtencéo dos palitos de resina-dentina

O passo a passo de todos os procedimentos de adeséo esta descrito na Tabela
1. Os sistemas adesivos foram aplicados de acordo com as recomendacfes do
fabricante e fotoativados com um aparelho fotopolimerizador Radii Cal (SDI,

Bayswater, Victoria, Australia; 1200 mW/cm?) (Figura 12).

‘ (&) N (B) (©)

i (D) \

Figura 11. Estratégia adesiva convencional. (A) condicionamento acido; (B) lavagem e secagem; (C)
aspecto do dente apds condicionamento acido; (D) aplicacdo do adesivo; (E) jato de ar - evaporagéo
do solvente; (F) fotoativacao. (Todos os procedimentos realizados segundo as indica¢des do fabricante,
discriminados na Tabela 1).

Em seguida, esses dentes foram incrementalmente restaurados com resina
composta (Opalis, FGM, Joinville, SC, Brasil) e as trés camadas foram
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fotopolimerizadas por 20 s cada com o mesmo aparelho fotopolimerizador
previamente descrito. Apés armazenamento dos dentes em agua destilada a 37 °C
por 24 h, os mesmos foram fixados com cera pegajosa aquecida (Asfer Industria
Quimica Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) em um dispositivo que, acoplado & maquina de
corte (Isomet, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) permite que os dentes sejam seccionados
longitudinalmente nas direcbes mesio-distal e vestibulo-lingual através da interface
adesiva, com ajuda de um disco de corte diamantado, em baixa velocidade, sobre
irrigacéo constante para se obter palitos de resina-dentina (Figura 13). Registrou-se o

namero de palitos que apresentavam falha prematura (FP) para cada dente.

(B) (€ (D)

Figura 12. Protocolo para a obtencédo dos palitos resina-dentina. (A) Restauracdo com resina composta
em 3 incrementos; (B) fotoativagdo; (C) dente restaurado; (D) restauracdo marcada com caneta
permanente; (E) Isomet 1000 — Maquina utilizada para o corte dos dentes; (F) dente fixado com cera
pegajosa ao dispositivo da maquina de corte; (G) cortes perpendiculares nos sentidos M-D e V-L; (H)
palitos armazenados em eppendorfs contendo agua destilada.

3.3.4 Resisténcia de unido a microtracdo (RU)

Com o auxilio de um paquimetro digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, Toquio,
Japdo), foi mensurada a area de seccao transversal de cada palito, aproximada de
0,8 mm?. Em seguida, os mesmos foram individualmente fixados em garras de
Geraldeli (Perdigao et al. "> 2002) com cola de cianoacrilato gel (IC-GEL™, BSI,
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Atascadero, CA, EUA) que permite o controle da aplicacdo, de forma que as
extremidades sejam fixadas e a interface seja posicionada ao centro da garra. Apés
polimerizacdo da cola, o conjunto garra — palito foi acoplado na maquina de ensaios
universais (Kratos Dinamometros, Cotia, SP, Brasil) e testado a 0,5 mm/min de tensao,
com uma carga de 100 N, até a ruptura da interface adesiva, para obter valores de
RU em MPa (Figura 14).

(A

() 4

L

.

&

Figura 13. Protocolo para RU. (A) palitos de resina-dentina; (B) mensuragdo com paquimetro digital;
(C) seta azul indicando a interface adesiva; (D) cola de cianoacrilato gel; (E) palito fixado na garra de
Geraldeli; (F) conjunto garra-palito acoplado na maquina de ensaios universais; (G) Kratos — Maquina
de ensaios universais.

Utilizando uma lupa estereoscopica com magnificacdo de 100 x (Olympus
SZ40, Shinjuku-ku, Téquio, Japéao), classificou-se a falha de cada palito segundo o
tipo de fratura em: coesiva em dentina (falha coesiva exclusiva dentro da dentina)
(CD); coesiva em resina (falha de exclusividade dentro da resina) (CR); adesiva/mista
(falha na interface resina / dentina que incluiu falha coesiva dos substratos vizinhos)

(A/M) (Figura 15) e falhas prematuras (palitos que fraturaram antes dos testes).
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|

(A) (B) (€)

Figura 14. Esquema de classificacdo das falhas de acordo com o tipo de fratura. (A) falha CD
exclusivamente em dentina; (B) falha CR exclusivamente em resina composta; (C) falha A/M
envolvendo a interface adesiva e os substratos vizinhos.

3.3.5 Nanoinfiltracao (NI)

Trés palitos randomizados de cada dente, que ndo foram testados para RU,
foram imersos em solucdo amoniacal de nitrato de prata a 50 % em peso (Tay et al.
762002) por 24 h em ambiente escuro protegido da luz. Apds esse processo, os palitos
foram lavados em agua destilada e armazenados em solucédo reveladora (Kodak,
Rochester, Nova York, EUA) sob luz fluorescente por 8 h para que houvesse reducéo
dos ions de prata ao longo das microporosidades na interface de unido. Em seguida,
os palitos foram fixados em stubs de aluminio e polidos com lixas de SiC de
granulacdo #600, #1000, #1200, #1500, #2000 e #2500 e pastas diamantadas
granulacdo 1 e 0,25 pym (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA), com banho em cuba
ultrassdnica entre as lixas por 5 min.

Por fim, os stubs foram lavados em cuba ultrass6nica por 10 min, desidratados
em ambiente contendo silica durante 24 h e metalizados com ouro-carbono (MED 010,
Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) (Figura 16). As interfaces foram observadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) no modo de elétrons retroespalhados a 12
kV (Vega 3 Tescam, Shimadzu, Toquio, Japdo), na magnificacdo de 600x.
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(A)

(E)

Figura 15. Preparacdo de amostras para NI: (A e B) imerséo dos palitos em solu¢cdo aquosa de nitrato
de prata na auséncia de luz (24h); (C) imersédo em solucao reveladora sob luz fluorescente (8h); (D)
palitos revelados montados em stubs de aluminio; (E) palitos dessecados em silica (24h); (F)
metaliza¢@o carbono-ouro.

Trés microfotografias foram obtidas para cada espécime: a primeira ao centro,
e as outras duas a 0,3 mm para direita e esquerda a partir da primeira microfotografia
(Reis et al. 77 2007). A porcentagem de nanoinfiltracdo dentro das camadas adesiva e
hibrida foram mensuradas por um software especifico de dominio publico Image J
Software Program (version 1.42q; NIH, Bethesda, Maryland, EUA) (Schneider et al. @
2012).

3.3.6 Grau de converséo — Espectroscopia micro-Raman

O grau de converséo (em palitos de resina-dentina preparados) foi analisado
por espectroscopia micro-Raman (Guzman-Armstrong et al. 7° 2003). Apés polidos em
lixas de Sic de granulagdo #1500 e #2000 e lavados em cubra ultrassonica, trés palitos
(n = 3) de cada condicdo experimental foram submetidos ao espectrometro /
microscopio micro-Raman dispersivo (Horiba Scientific Xplora, Villeneuve d'Ascq,

Franca) (Figura 17), com um laser diodo de 638 nm através de uma objetivo de X100



39

/ 0,9 NA. O sinal Raman foi adquirido com grade de 600 linhas / mm, centrado entre
10 e 3400 cm-1, e os parametros de configuracdo foram: 100 Mw de poténcia,
resolucao espacial de 3 um, resolugéo espectral 5 cm-1, tempo de acumulacao de 30
s com 5 co-adi¢des. Os espectros foram obtidos na interface dentina-adesiva, em trés
sitios aleatdrios (por palito) na dentina infiltrada intertubular. Antes das analises, o
equipamento foi calibrado para redefinir o zero utilizando padrbes de silicio com
valores de coeficiente conhecidos e os espectros de adesivos nao polimerizados

foram tomados como referéncia.

(B) ()

HORIOA
== |

Figura 16. Grau de conversdo (Raman): (A) polimento da amostra em lixa carbureto de silicio #1500;
(B) lavagem dos palitos em cuba ultrassonica; (C) equipamento Raman para leitura do espectro.

A proporcdo de ligacbes duplas do adesivo ndo-polimerizado e apdés
polimerizacdo (conversdo monémero em polimero) foi calculada de acordo com a
seguinte férmula:

I Reativo (p)i639/ 1 Referéncia(p)isoe

GC % =|1-— —— — x 100
7 I Reativo(np),439/1 Referéncia(np)g00

Considerando as ligacdes duplas dos carbonos alifaticos (1639 cm-, pico
reativo, onde verificam-se as mudancas) e aromaticos (1609 cm, pico referéncia,
estavel, sem mudancas), para ambas as analises (polimerizado e ndo-polimerizado)
foram determinados os valores da integrada (i) e a altura dos picos registrados

utilizando o software do equipamento.

3.3.7 Analise morfoldgica da camada hibrida — Microscopia eletrénica de varredura

por emissao de campo (FEG)

ApoOs polimento usando lixa de SiC de granulacdo #1500, 2000 e 2500 e

limpeza em cuba ultra-sénica, trés palitos de resina-dentina (n = 3) de cada condi¢cao
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experimental foram desmineralizados em HCI (6N) durante 30s e desproteinizados em
NaOCIl a 1% durante 10 min para revelar a camada hibrida. Em seguida, foram
desidratados em graus ascendentes de etanol: 25% (20 min), 50% (20 min), 75% (20
min), 95% (30 min) e 100% (60 min) (Yiu et al. 8 2005). Por fim, os palitos foram
montados em stubs e revestidos com ouro-carbono em um evaporador de vacuo (SCD
050, Balzers). A superficie foi examinada sob um microscopio eletrénico de varredura
(Vega, Tescan, Warrendale, PA, EUA), sendo realizadas trés fotomicrografias de

areas de superficie representativas com uma ampliacdo de 5000X.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para os testes da etapa 1, os dados de SO e SB foram submetidos ao teste-t
pareado (concentracdo de cobre) e os dados de RT (MPa) a analise de variancia de
2 fatores (concentracéo de cobre vs. periodo de armazenamento). No caso dos dados
de radiopacidade, foi utilizada analise de variancia de fator Unico (concentracdo de
cobre). Quanto a etapa 2, os resultados de RU (MPa), NI (%) e GC (Raman) foram
analisados por analise de variancia de 3 fatores (concentracdo de cobre vs. substrato
vs. estratégia). Para multiplas comparacdes, foi aplicado o teste post-hoc de Tukey,

sendo a significancia estatistica pré-estabelecida em a=0,05.

4 RESULTADOS
4.1 ETAPA 1
4.1.1 Resisténcia maxima a tracao

Os resultados de RT, testados ap0s 24 h e 28 dias estdo apresentados na
Tabela 4. Foram verificadas diferencas estatisticas significativas entre os tempos de
armazenamento, com aumento da resisténcia apos 28 dias. Entre as concentracdes
de cobre no adesivo para 0 mesmo tempo, ndo foram registradas diferengas

estatisticas.
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Tabela 2. Médias + desvios padréo de resisténcia maxima a tracdo (RT) dos grupos controle (0%) e
experimental (0,1% Cu), nos tempos imediato (IM) e apés 28 dias de armazenamento.

Concentracao 24 h 28 dias
0% Cobre 22,3+£3,1B,C 299+29A
0,1% Cobre 18,3+0,7C 249+28AB

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste post-hoc de Tukey, p=0,05).

4.1.2 Sorgao cumulativa de dgua e solubilidade

Os resultados de SO e SB encontram-se na Tabela 5 e no grafico (Figura 19).
A adicéo de cobre néo alterou estatisticamente os valores de SO e SB, comparado ao

grupo controle.

Tabela 3. Sorcdo cumulativa de agua (SO) e Solubilidade (SB) dos grupos controle (0%) e experimental
(0,1% Cu) apés 56 dias de armazenamento em agua.

Concentracéao SORCAO (ug/mm3*10¢)  SOLUBILIDADE (pug/mm3 *10°)
0% Cobre 163,4 + 35,1 A 119,7+£ 19,7 a
0,1% Cobre 156,7 £ 28,1 A 1243+ 39,3 a

(*) Letras iguais mailsculas e minUsculas indicam resultados estatisticamente similares dentro de cada
propriedade (teste post-hoc de Tukey, p=0,05).
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dias dias dias dias dias dias dias dias dias

AMB 0,1%

Figura 17. Grafico representativo das médias de SO ao longo dos 56 dias. Linha em laranja: AMB CT,;
linha em amarelo: AMB 0,1% cobre.
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4.1.3 Radiopacidade
Os resultados para RC encontram-se na Tabela 6. A adicdo de cobre no

sistema adesivo testado n&o provocou alteracao significativa na escala de cinza.

Tabela 4. Médias + desvios padrédo da radiopacidade do esmalte, dentina e dos sistemas adesivos -
grupos controle (0%) e experimental (0,1% Cu), por andlise em histograma da escala de cinza.

Concentracao Escala de cinza
Esmalte 91+34A
Dentina 66 £5,1B

0% Cobre 485+2,1C
0,1% Cobre 495+29C

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste post-hoc de Tukey, p=0,05).
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4.2 ETAPA 2
4.2.1 Resisténcia de unido a microtragdo

Aproximadamente 15-20 palitos de resina-dentina foram obtidos por dente, incluindo os que falharam prematuramente. A area
de seccdo transversal média foi de 0.8 mm?2. O padrdo de falha e a porcentagem correspondente a cada uma encontram-se na
Tabela 7. Para todos os grupos, a falha adesiva/mista prevaleceu. O numero de falhas coesivas aumentou no grupo contendo cobre
em comparacdo com o grupo controle em dentina higida. O maior numero de falhas prematuras foi observado no substrato

erosionado.

Tabela 5. NUumero de palitos (%) de acordo com o modo de fratura.

SUBSTRATO
HIGIDO EROSIONADO CARIADO
TE SE TE SE TE SE
AM c FP AM c FP AM c FP AM c FP AM c FP AM c FP
0%  39(97) 0(0) 1(3) 35(87) 5(13) 0(0) | 35(87) 4(10)  1(3)  31(77) 6(15)  3(8) | 39(97)  1(3) 0(0)  39(97) 00)  1(3)
0,1% 29(73) 8(20) 3(7)  32(80) 6(15) 2(5) & 35(87) 3(8)  2(5) 36(90)  1(3)  3(7) | 40(100) O()  0(0)  40(100)  0(0)  0(0)

Abreviaturas: A/M — falha adesiva / mista; C — coesiva; FP — falha prematura.
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As médias e os desvios-padréo obtidos de RU para todos os grupos sao mostrados na tabela 8. Ambos substratos induzidos
a alteracbes morfoldgicas, erosdo e cérie, reproduziram valores menores de RU, comparados ao substrato higido. Os maiores
valores médios de RU foram observados na dentina higida. Para o substrato erosionado, valores estatisticamente maiores de RU
foram encontrados quando empregado adesivo contendo cobre, independente da estratégia adesiva. No substrato cariado, a
estratégia convencional apresentou resultados estatisticamente melhores de RU quando empregado o adesivo contendo cobre em

comparacao com a estratégia autocondicionante para 0 mesmo sistema adesivo.

Tabela 6. Médias + desvios padrdo de resisténcia de unido a dentina (RU, MPa) das diferentes condi¢cdes experimentais.

SUBSTRATO
HIGIDO EROSIONADO CARIADO
TE SE TE SE TE SE
0% Cobre 41,58 +1,37 B 32,87 +£3,32C 2530+2,14D 2588+1,18D | 28,58+ 3,14C,D 27,94+3,21C,D
0,1% Cobre 51,96 + 1,21 A 46,24 £+ 3,90 B 2936+2,03C 29,77+220C | 32,13+197C 23,61 +3,05D

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste post-hoc de Tukey, p=0,05).
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4.2.2 Nanoinfiltracéo

Os dados de NI na interface de unido a dentina, testados apés 24 h de armazenamento em agua, estdo descritos na Tabela
9. Nenhum dos grupos apresentou interface livre de NI. No substrato higido, menor grau de NI foi observado no grupo do adesivo
contendo cobre independente da estratégia. Comparando as estratégias dentro de cada substrato, ndo foi observada diferenca
estatistica. O pior desempenho foi observado para o substrato cariado, com deposicao de nitrato de prata tanto ao longo da camada

hibrida quanto abaixo, em dire¢ao aos tubulos dentinarios (Figura 20).

Tabela 7. Médias + desvios padrao da nanoinfiltracdo na interface de unido a dentina (NI) das diferentes condi¢cdes experimentais, por analise em MEV.

SUBSTRATO
HIGIDO EROSIONADO CARIADO
TE SE TE SE TE SE
0% Cobre 14,07 £ 3,27 B,C 16,54 £+2,88 C 1459+2,16 B,C 11,71+257AB | 27,59+452D 29,69 +4,66 D
0,1% Cobre 7,31+1,96 A 10,49+ 2,48 A 11,97+ 3,36 AB 10,61 £3,09 A 28,09+520D 30,64+597D

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste post-hoc de Tukey, p=0,05).
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Figura 18. Imagens representativas da mterface de unido a dentina em MEV obtidas em cada condlgao experimental. RE, resma CH camada hibrida, DE,
dentina. Nenhum grupo apresentou interface livre de nanoinfiltracdo. O nitrato de prata (setas vermalhas) infiltrou ao longo da camada hibrida em todos os
grupos. Na dentina cariada, a deposi¢céo do nitrato de prata ocorreu dentro da camada hibrida e se estendeu para baixo, na regiao dos tibulos dentinarios (I-
L). Em dentina higida e erosionada, a adi¢cdo de 0,1% de cobre no adesivo reduziu a nanoinfiltracdo para ambas estratégias (C,D,G,H).
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As médias e desvios-padrao obtidos para GC dentro da camada hibrida analisados em espectroscopia Raman estao dispostos

na Tabela 10. Em dentina higida, valores médios de GC mais elevados foram observados no grupo controle quando empregada a

estratégia convencional. Quando o sistema adesivo foi aplicado no modo autocondionante, as maiores médias dos valores de GC

foram observadas para o grupo cariado. Por outro lado, comparando os diferentes tipos de substratos, menor GC foi revelado pelo

substrato erosionado, quando utilizado sistema adesivo contendo cobre na estratégia convencional.

Tabela 8. Médias + desvios padréo do grau de converséo (GC) das diferentes condi¢cdes experimentais, por anélise em espectroscopia Raman.

SUBSTRATO
HIGIDO EROSIONADO CARIADO
TE SE TE SE TE SE
0% Cobre 83,30+1,8A 75,22 +3,0B,C 78,69 + 3,0 A,B 78,54 +22 AB 76,13+3,0B,C 81,06+24AB
0,1% Cobre 77,73+ 3,8 AB 70,52+2,1C 63,80+1,5D 7291+40C 80,84 +1,0AB 7715+258B

(*) Letras iguais indicam resultados estatisticamente similares (teste post-hoc de Tukey, p=0,05).

4.2.4 Analise morfolégica da camada hibrida

A andlise da formacdo de tags resinosos com fins ilustrativos foi realizada por FEG. As fotomicrografias (5000 X)

representativas obtidas a partir da analise morfolégica das interfaces resina-dentina de cada condicdo experimental estao

apresentadas na Figura 21. Para dentina higida, observou-se uma camada hibrida com maior integridade, com maior nimero e

maior formacédo de tags de resina em comparacdo com os demais substratos. Para dentina erosionada, essas caracteristicas foram

mais evidenciadas no modo autocondicionante se comparado ao convencional. As imagens de dentina cariada mostram camadas

hibridas com incompleta formacé&o de tags e em niumero muito menor quando comparado com o substrato higido.
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Figura 19. Fotomicrografias representativas das imagens obtidas por FEG (5000X) de cada condi¢cao experimental. Em dentina higida, maior formacao de tags
resinosos foi obtida (A-D) (setas vermelhas) em comparag¢do com os demais substratos. Em dentina erosionada e cariada, as setas vermelhas indicam a
formacgéo de uma camada hibrida com incompleta formacéo de tags e em menor nimero (E-L).
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5 DISCUSSAO

Conforme o estudo de Gutiérrez et al (Gutiérrez et al. %0 2017), quando a
concentragdo de 0,1% de cobre foi avaliada em um adesivo convencional, este
mostrou ter capacidade antimicrobiana, sem afetar as propriedades mecanicas e
adesivas, e esse foi o principal motivo para a escolha e utilizacdo desta mesma

concentracéo no presente estudo.

A radiopacidade € uma propriedade fisica de interesse, ja que permite ao
material contrastar com a estrutura dental nas radiografias (Hara et al. 8 2001),
minimizando possiveis erros de interpretacdo radiogréfica, assim como falso
diagndstico de cérie adjacente as margens da restauracdo (Espelid et al. 21991) e
deteccéo de falhas marginais (Tveit e Espelid 83 1986), evitando trocas desnecessarias
de restauracdes (Pamir et al. 8 2010). Visto que, a maioria dos sistemas adesivos
disponiveis no mercado sé&o radioltcidos (Hotta e Yamamoto 8 2009), a obtencéo de
um adesivo com caracteristicas de radiopacidade seria interessante e, esta foi uma
das tentativas quando se deciciu por testar a inclusdo das nanoparticulas de cobre ao
sistema adesivo. Entretanto, ndo foi observada diferenca no histograma da escala de
cinza entre as amostras, as quais apresentaram grau de radiolucidez mais proximo da
dentina (Yoshida et al. 8 2012), possivelmente pela baixa concentracdo de cobre

utilizada no estudo, a ponto de nao gerar radiopacidade perceptivel radiograficamente.

Com relacao as propriedades mecanicas testadas, a adicdo de nanoparticulas
de cobre no adesivo ndo afetou as propriedades de resisténcia maxima a tracao e
sorcao e solubilidade. Ambos os adesivos absorveram quantidades significativas de
agua, principalmente nas primeiras 24 h de armazenamento, corroborando resultados
de estudos anteriores (Malacarne et al. 6 2006; Reis et al. 77 2007; Gutiérrez et al. %°
2017). A afinidade dos mondmeros hidrofilicos contidos na formulagcédo dos adesivos
universais resultaria em polimeros mais propensos a sor¢do quando comparados aos
polimeros de natureza hidrofébica (Wagner et al. 8 2014), sendo uma possivel

explicacéo para essa significativa absorc¢éo inicial de agua.

Acerca da necessidade de se avaliar o desempenho dos adesivos sobre
substratos com intensa atividade proteolitica, simulou-se os substratos erosionado e
cariado sobre dentina. Para simular a erosdo dental, foi empregado o modelo de

ciclagem erosiva de pH utilizando imersao em bebida acida, com alto potencial erosivo
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devido ao seu baixo pH (2,6) e baixas concentracdes de fluoreto e de célcio (Yoshihara
et al. 8 2011). Reconhecido e aceito na literatura (Shellis et al. 8 2011), o modelo
utiliza condi¢des clinicas com exposicdo curta ao acido e sua remog¢ao por acao da
solucdo remineralizante, que imita o desafio erosivo que acontece na cavidade oral,
simulando o consumo regular de bebidas acidas consideradas de risco para a eroséo
dental (Van Meerbeek et al. °©2003).

Quanto a cérie, embora os protocolos articiais ndo simulem a totalidade de
eventos envolvidos no processo natural, o desempenho da unido a este substrato
prejudicado por alteracfes isoladas na inducéo artificial. Vale também a pena ressaltar
que, a efetividade da adesao pode se comportar de forma diferente em dentina cariada
naturalmente e sobre lesdes de carie formadas artificialmente, ja que em lesdes de
carie naturais, os tubulos dentinarios apresentam-se obliterados por depoésitos
minerais acido-resistentes oriundos dos odontoblastos, que limitam tanto a infiltracéo
dos monémeros resinosos como a formacéao dos tags (Banerjee et al. °2 2010). Assim,
mesmo considerando as limitacBes de falta de padronizacdo nos diferentes métodos
(Van Meerbeek et al. °2 2010) e o pequeno nimero de estudos, com resultados
controversos (Espelid et al. 821991; Hara et al. 8 2001; Van Meerbeek et al. %22010),
o uso do modelo microbiolégico parece ser mais adequado para os testes laboratoriais
uma vez que promove suavidade, alteragbes de cor e zonas de desmineralizagéo
distintas, com formacéo evidente de uma camada de dentina infectada (Marquezan et
al. 4 2009). Além disso, este modelo contribui para a obtencédo de uma superficie
plana de dentina, condicdo esta, dificil de se obter em lesbes naturais de carie
considerando a variabilidade de tamanho e forma dos dentes (Tveit e Espelid 8 1986),
sendo este um requisito para alcancar melhor orientagcdo de carga interfacial para

avaliacao da unido.

Com relacdo a RU, os resultados encontrados para dentina erosionada foram
inferiores a dentina higida, o que estd em concordancia com estudos anteriores (Pamir
et al. 8 2010; Zimmerli et al. "32012). Todo o processo de modificacdo que a dentina
erosionada sofre pode explicar esta diminuicdo dos resultados nesse substrato
(Zimmerli et al. 32012).

No que diz respeito a dentina cariada, os resultados encontrados neste estudo

estdo de acordo com estudos anteriores que utilizaram protocolo de inducao de cérie
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artificial tanto em dentes permanentes como em deciduos (Erhardt et al. ° 2008;
Scheffel et al. ¢ 2013; Lenzi et al. ®* 2015). No presente estudo, foram observados
menores valores de resisténcia de unido quando executada a adeséo sobre dentina
afetada por cérie, independente do sistema adesivo e da estratégia utilizados. S&o
resultados esperados, uma vez que a carie € associada a eventos dinamicos de perda
de mineral e desnaturacéo gradual das fibrilas colagenas (Yoshiyama et al. °2002),
ocasionando aumento da porosidade na dentina intertubular, prejudicando a
hibridizac&do sobre o substrato cariado (Wang et al. % 2007), como evidenciado pela
analise nas imagens em MEV para todas as condi¢cdes deste grupo. Além disso, ao
contrario do que acontece na dentina intertubular, a presenca de depdsitos minerais
acido-resistentes no interior dos tubulos dentinarios pode dificultar a formagédo dos
tags resinosos (Wang et al. % 2007). De acordo com a andlise morfolégica da camada
hibrida em FEG, esse bloqueio dos tubulos em dentina cariada pode ter interferido
com o condicionamento acido na técnica convencional e com a infiltracdo dos
monomeros resinosos em ambas as estratégias (Hass et al. 6 2016), o que pode
explicar o pior desempenho da adesédo sobre ambos os substratos de morfologia

alterada.

Muito embora a estratégia adesiva para 0s sistemas universais seja
controversa na literatura (Mufioz et al. 53 2013; Lenzi et al. °*2015), seu desempenho
deveria ser similar para ambas, uma vez que o0 processo de ionizacao resulta dos
mondmeros &acidos (Wagner et al. 8 2014). Essa similaridade de desempenho foi
obtida em substrato erosionado, corroborando com estudos prévios (Cruz et al. %
2015; Tjaderhane et al. 38 2015; Siqueira et al. % 2018). Obviamente, realizar o
condicionamento acido sobre uma area de colageno dentinéario fragilizado levaria a
um prejuizo adicional na adeséo ao substrato erosionado e cariado (Yoshiyama et al.
652002; Zimmerli et al. "2 2012; Hass et al. 66 2016; Costa et al. 67 2017) e, portanto, se
esperaria que o adesivo quando aplicado na técnica autocondicionante tivesse um
resultado potencialmente melhor. Contudo, levando em consideracdo que o0s
resultados sobre substrato erosionado e cariado ndo demonstraram diferengas entre
as técnicas adesivas, 0 passo do condicionamento acido parece ser dispensavel

durante o procedimento adesivo neste tipo de substrato.

Com relacdo a nanoinfiltracdo, € esperada uma relagdo inversamente

proporcional a resisténcia de unido (Guzman-Armstrong et al. 7 2003; Ding et al. ®
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2009; Stanislawczuk et al. °” 2009) que ocorreu no presente estudo, ja que, quando
comparados 0s substratos, menores valores de NI foram encontrados para os
substratos higidos. Isto € justificado pelo fato de que substratos cariado e erosionado
apresentam uma exposicao da trama colagena de dentina maior em profundidade,
diferentemente da dentina higida, o que dificulta a infiltracdo dos monémeros
resinosos, desfavorecendo a adesédo (Zimmerli et al. ® 2012). Isto provavelmente
ocorre devido a presenca de maior quantidade de agua no interior da camada hibrida
e na camada adesiva na interface resina-dentina (Tay et al. "6 2002) e também, ao
colapso das fibras colagenas, levando a uma incompleta polimerizacdo dos

mondmeros adesivos (Zimmerli et al. ”22012), responsaveis pelo maior grau de NI.

Aincorporacao de 0,1% de cobre no sistema adesivo reduziu significativamente
os valores de NI em substrato higido, em concordancia com resultados de outros
estudos (Gutiérrez et al. ° 2017; Gutiérrez et al. ®° 2017). Um decréscimo de
aproximadamente 52% foi observado, confirmando a boa compatibilidade quimica do
cobre (Argueta-Figueroa et al. 57 2015; Sabatini et al. 5 2015). Esses resultados
podem estar relacionados com o potencial inibitério do cobre sobre MMPs,
especificamente sobre os subtipos -2 e -9 (Souza et al. °° 2001; Guo et al. 51 2005) e
também com uma possivel atuacao indireta do cobre como agente reticulador de
coldgeno, aumentando a resisténcia da trama colagena pela relacdo cobre-
dependéncia da enzima reticuladora de colageno lisila-oxidase (LOX) (Marelli et al. %8
2015), tornando o substrato higido menos vulneravel a degradacdo por enzimas

proteoliticas do hospedeiro (Gutiérrez et al. 80 2017).

Porém, diferentemente do que ocorre no substrato higido, em substratos
morfologicamente alterados, como é o0 caso da erosdo e da carie, 0os resultados
parecem controversos. A adicdo do cobre ao adesivo néo influenciou os resultados de
RU e NI, possivelmente porque o cobre ndo seria capaz de produzir interfaces livres
de nanoinfiltracdo (Ingle et al. 322014), tampouco alterar a hidrofilicidade do adesivo,
bem como a taxa de evaporacédo da agua/solvente (Yiu et al. 8 2005) ou reduzir a
permeabilidade da interface adesiva (Hass et al. %6 2016). Outra possivel explicacdo
seria uma acao reversa do cobre, atuando como complexo de cobre-tripeptideo, capaz
de aumentar a atividade proteolitica das MMP-2 (Siméon et al. %° 1999) e

consequentemente prejudicar a uniao da interface dente-restauragcdo. Com relacao a
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isso, novos estudos sdo necessarios para confirmar tal atividade do cobre sobre a

atuacao enzimatica.

As imagens em dentina higida mostraram tags de resina longos e camada
hibrida integra, contrapondo-se a menor formacédo de tags e curta penetracdo em
regides dentinarias desmineralizadas tanto nas imagens do substrato erosionado
quanto do cariado, em conformidade com estudos anteriores (Costa et al. ¢’ 2017;
Siqueira et al. % 2018). Além disso, o alto teor de Agua nos substratos simulados pode
comprometer a polimerizacdo do sistema adesivo e evidenciar o fendmeno de
separacdo das fases (Yoshiyama et al. % 2002), afetando tanto a integridade da
camada hibrida como o grau de conversdo (Wang et al. ® 2007), uma vez que
mondmeros hidrofilicos, por maior afinidade, tendem a penetrar no substrato umido,
enquanto a porcao hidrofébica infiltra em menor grau (Wang e Spencer 1°°2003). No
entanto, para o0s sistemas adesivos testados, apenas ocorreu uma alteracao
significativa para o adesivo com cobre quando aplicado na dentina erosionada, fato

este que ainda ndo sabemos explicar.

Diante dos resultados obtidos, nota-se que a incorporacao do cobre no sistema
adesivo universal pode ser uma boa opc¢éao visando melhorar suas propriedades
fisicas, mecéanicas e biolégicas. Contudo, estudos de longa duracao necessitam ser
realizados para comprovar o quanto a presenca do cobre podera diminuir a
degradacédo. Além disso, ha de se considerar sobre os estudos in vitro e sua relacéao
com resultados clinicos, tomando as avaliagdes de resultados imediatos apenas como
uma base, objetivando mensurar resultados a longo prazo para entéo, poder prever a

eficacia clinica destes adesivos (Van Meerbeek et al. °22010).
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6 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia proposta, considerando as condi¢cdes deste

estudo in vitro, pode-se afirmar as seguintes conclusodes:

(1)

(2)

®3)

Melhor desempenho adesivo foi verificada em dentina higida, com o
emprego do sistema adesivo contendo cobre, observados os maiores
valores de RU e menor grau de NI, o que sugere que a adicdo de cobre a
sistemas adesivos universais poderia retardar a degradacao da interface
de unido para este substrato, necessitando de estudos a longo prazo para
confirmar essa hipotese.

A adeséo parece ser prejudicada nos substratos erosionado e cariado. O
condicionamento 4&cido mostrou-se um passo desnecessario no
procedimento adesivo para estes tipos de substratos quando utilizados
sistemas adesivos universais, uma vez que ambas estratégias obtiveram
resultados semelhantes.

Melhor desempenho foi verificado quando aplicada a estratégia
convencional sobre dentina higida. Nos demais substratos, ndo houve
diferenca significativa entre as técnicas adesivas, com exce¢do do grupo
cariado contendo cobre, que apresentou melhores resultados também com

0 emprego da técnica convencional.
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