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RESUMO

Os avancos no conhecimento dos mecanismos envolvidos na adesédo dos materiais resinosos
ao substrato dentario exigem o desenvolvimento constante de novos produtos. O risco de
recidiva de céarie pode ser aumentado por bactérias residuais sob a restauracdo, fato que
permanece um desafio na Odontologia. O propoésito do presente estudo foi investigar o efeito
da incorporagéo do cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*CI") e de sua molécula
funcionalizada com fons cobre ([Cu(SiPy*CI),]**) em um sistema adesivo universal ambar. O
SiPy"CI" possui como uma de suas caracteristicas principais a capacidade de adesdo e
filmogenia, além de uma potencial atividade antimicrobiana. A caracterizacdo estrutural dos
compostos foi realizada por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (IVTF) e de ressonancia magnética nuclear (RMN). Antes de sua incorporacdo ao
adesivo foram realizados testes de suscetibilidade in vitro pelo método de disco difusdo em
agar, e foi verificada a viabilidade celular pelo método colorimétrico de brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)- 2,5-difenil tetrazolium] (MTT). Adesivos experimentais com 0,5, 1,0 e
2,0% de SiPy"Cl" e de [Cu(SiPy"CI"),]** foram desenvolvidos. Foi analisada a influéncia da
incorporacdo dos compostos ao adesivo pela determinacdo do grau de conversdo, utilizando
espectroscopia de micro-Raman, e da resisténcia méxima a tracdo, utilizando sistema
universal de ensaios - Instrom. A atividade antimicrobiana dos adesivos experimentais frente
aos microorganismos Streptococus mutans, Escherichia coli, Staphilococus aureus e Candida
albicans foi avaliada. Foram utilizados dentes obtidos no Banco de Dentes Humanos da
Universidade Estadual de Ponta Grossa para aplicacdo dos sistemas adesivos a dentina e
avaliacdo in situ do grau de conversdo por espectroscopia de micro-Raman. Posteriormente,
os dentes foram submetidos ao teste de resisténcia de unido a microtracdo, verificacdo dos
padrdes de fratura na interface adesiva e avaliacdo da nanoinfiltracdo por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para a analise dos dados, foi utilizado o software GraphPad
Prism 5. A atividade antimicrobiana e a reduzida citotoxicidade do SiPy'Cl" e
[Cu(SiPy*Cl),]** foram confirmadas. Os adesivos experimentais mais concentrados (2,0 %)
apresentaram maior grau de conversdo em relacdo aos demais grupos testados e os valores de
resisténcia méxima a tracdo foram estatisticamente semelhantes em todos os grupos. Foi
confirmada a atividade antimicrobiana dos adesivos em todas as concentragdes testadas.

Palavras chave: Cobre. Atividade antimicrobiana. Sistemas adesivos.



ABSTRACT

Advances in knowledge of the mechanisms involved in the adhesion of resinous materials to
the dental substrate need a constant development of new products. The risk of recurrence of
caries may be increased by residual bacteria under restoration, a fact that remains a challenge
in dentistry. The aim of the present study was to investigate the benefits of incorporating 3-n-
propylpyridinium silsesquioxane chloride (SiPy"CI") and its molecule functionalized with
copper ions ([Cu(SiPy"CI),]*") in a universal adhesive system. The structural characterization
of the compounds was performed by spectroscopy in the Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR). The in vitro susceptibility tests of SiPy"CI and
[Cu(SiPy"CI),]** were investigated by agar disc diffusion test and cell viability were
performed using an [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)- 2,5-difenil tetrazolium] colorimetric assay
(MTT). Experimental adhesives with 0.5, 1.0 and 2.0% of SiPy"CI" and [Cu(SiPy"CI),]*"
were developed. The influence of the incorporation of compounds into the adhesive system
was determined by the degree of conversion, using micro-Raman spectroscopy, and the
ultimate tensile strength, using the universal test system - Instrom. The antimicrobial activity
of experimental adhesives was tested against Streptococus mutans, Escherichia coli,
Staphilococus aureus and Candida albicans. Teeth obtained from the Human Teeth Bank of
the Universidade Estadual de Ponta Grossa were used for the application of adhesive systems
to dentin and in situ evaluation of the degree of conversion by micro-Raman spectroscopy.
Subsequently, the teeth were submitted to the microtensile bond strength test, verification of
fracture patterns at the adhesive interface and evaluation of nanoleakage by scanning electron
microscopy (SEM). The software Graphpad Prism 5.0 was used for the statistical analysis. An
antimicrobial activity and reduced cytotoxicity of SiPy"CI were confirmed. There was no
evidence of phase separation in the developed systems and there was no damage to their
mechanical characteristics. The antimicrobial activity of the adhesives at all concentrations
tested was confirmed.

Key words: Adhesive system. Antimicrobial activity. Copper.
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1 INTRODUCAO

H& um crescente interesse na pesquisa e desenvolvimento de produtos, de baixo custo
e eficientes no impedimento da proliferacdo de bactérias e outros microorganismos, para fins
de higiene e fins medicinais em téxteis, dispositivos, instrumentos cirargicos e produtos de
uso odontoldgico. Alguns materiais, como 0s organossilicatos, podem ser desprovidos de
efeitos nocivos e eventualmente encontrar aplicagdes notaveis. (CIRIMINNA et al., 2013a).

O cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy'CIl") é um polimero soltvel em
agua e formador de filme. O SiPy*CI" pode formar um filme fino estavel em superficies de
substrato, como ¢xido de aluminio, fibras de celulose, gel de silica e superficies de vidro
(ALFAYA e GUSHIKEM, 1999; FUJIWARA et al., 2001). Este organossilicato também
apresenta caracteristicas adequadas de adesdo e adsorcdo de ions, que proporcionam
propriedades fisico-quimicas multifuncionais altamente desejaveis (CIRIMINNA et al.,
2013a).

Alguns estudos tém investigado seu uso como material adsorvente (MAGOSSO et al.,
2009) para preparacdo de eletrodos (ALFAYA et al., 2000; MUXEL et al., 2007) e sensores
(FUJIWARA et al., 2002). Além disso, o SiPy"CI" pode sofrer alteraces estruturais para a
obtencdo de compostos hibridos organico-inorganicos, que desempenham um papel
importante no fornecimento de uma plataforma quimica para a descoberta de novos materiais
(CIRIMINNA et al., 2013b).

Estudos recentes em microbiologia tém se concentrado no cobre e seu uso como ion
antimicrobiano na assisténcia a satide (ARENDSEN, THAKAR, et al., 2019). ions metalicos,
dentre eles cobre, prata, zinco e ouro, sdo de grande interesse na odontologia por suas
propriedades antimicrobianas e antifingicas reconhecidas. Resultados promissores com o
emprego do cobre tém sido demonstrados e, em comparacdo com a prata, alem da facil
disponibilidade e do baixo custo (USMAN et al., 2013), promove maior efeito antibacteriano
(FOLEY e BLACKWELL, 2003).

O efeito antimicrobiano do cobre é bem conhecido por contribuir para a formacao de
espécies reativas de oxigénio e induzir a peroxidacdo lipidica nas membranas das bactérias
(MATHEWS et al., 2015). Adicionalmente, a ruptura de enzimas bacterianas e membranas
celulares podem ser alcancadas por polimeros carregados positivamente, com menor
suscetibilidade a resisténcia bacteriana e citotoxicidade (JIAO et al., 2019). Logo, as
propriedades antimicrobianas de amplo espectro de um novo composto hibrido organico-

inorganico contendo o organossilicato SiPy'Cl" e o cobre parecem ser uma melhoria
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inovadora na batalha contra infec¢fes associadas aos cuidados de saide (ARENDSEN, VIG,
etal., 2019).

Os avancos no conhecimento dos mecanismos e dos fenbmenos envolvidos na adesao
dos materiais resinosos ao substrato dentario tém exigido o desenvolvimento constante de
novos produtos, com o objetivo de melhorar suas propriedades fisicas, mecénicas e
bioldgicas. Por muitos anos a principal falha na odontologia restauradora foi a adesdo do
material resinoso ao substrato dental. Essa deficiéncia acarretava, principalmente, em
infiltracdo marginal e cérie secundéria, fatores estes que reduziam o sucesso da restauracao
(DA SILVA LIMA et al., 2021).

Neste sentido, alguns antimicrobianos livremente dispersos em sistemas adesivos, tais
como antibidticos, fluoretos e glutaraldeido foram avaliados exaustivamente (BAPNA et al.,
1988; MOEN et al., 2012). No entanto, estes agentes livremente dispersos podem favorecer a
reducdo da resisténcia de unido da restauragdo ao elemento dental (GURGAN et al., 1999;
MOEN et al., 2012).

O risco de recidiva de carie pode ser aumentado por bactérias residuais sob a
restauracdo, fato este que permanece como um desafio na odontologia (MANHART,
JUERGEN et al., 2002; FEUERSTEIN, OSNAT et al., 2007; WALTER et al., 2007). A fim
de evitar esta situacdo adversa, sistemas adesivos devem apresentar uma atividade
antibacteriana para a inativacdo de bactérias que entram nesta interface levando a
microinfiltracdo (IMAZATO et al., 1998) melhorando a durabilidade da interface de unido
dente-restauracdo, que € a area mais susceptivel a degradacdo no meio bucal (FEUERSTEIN,
OSNAT et al., 2007).

Trabalhos atuais tém sido realizados para avaliar o uso de mondmeros antibacterianos
a base de aménio quaternario em materiais odontoldgicos (MAKVANDI et al., 2018). Apesar
do seu uso em sistemas adesivos poder ser considerado como uma abordagem praticavel,
alguns trabalhos relatam suas limitagcdes, como tempo reduzido de atividade antimicrobiana e
citotoxicidade em células pulpares humanas devido ao seu baixo peso molecular, o que pode
comprometer a sua seguranga clinica (IMAZATO et al., 1999; LU et al., 2007).

Assim, novos agentes antimicrobianos sdo necessarios e muito trabalho tem sido
dedicado ao desenvolvimento de compostos eficientes e com menor suscetibilidade ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (CARMONA-RIBEIRO e DE MELO
CARRASCO, 2013).

Além da potencial atividade antimicrobiana, o SiPy"CIl™ possui como uma de suas

caracteristicas principais a capacidade de filmogenia e de aderéncia (ALFAYA, R.V.S. et al,
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1998). Sua incorporacao ao sistema adesivo poderia contribuir para maior longevidade clinica
de restauracdes adesivas. Desta forma, o presente estudo busca investigar as atividades do
composto de aménio quaternario cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (designado
como SiPy*CI) e os beneficios da funcionalizacdo de sua molécula com de jons cobre no

adesivo dentinério.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Desenvolver e avaliar um sistema adesivo odontoldgico inovador contendo SiPy+Cl- e
[Cu(SiPy+ClI-)2]2+.

2.2 ESPECIFICOS

Sintetizar o SiPy+ClI- e funcionalizar com ions cobre [Cu(SiPy+Cl-)2]2+;

Avaliar a atividade antimicrobiana e a viabilidade celular do SiPy+Cl- e do
[Cu(SiPy+Cl-)2]2+;

Realizar a caracterizagdo do SiPy+ClI- e do [Cu(SiPy+Cl-)2]2+;

Incorporar o SiPy'Cl" e o [Cu(SiPy"Cl),]*" ao sistema adesivo comercial Ambar
Universal;

Investigar as propriedades antimicrobianas do adesivo Ambar Universal contendo
0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de SiPy*CI e de [Cu(SiPy*CI),]*";

Analisar in vitro a influéncia da incorporacéo do SiPy*Cl™ e do [Cu(SiPy*CI),]* a0
sistema adesivo experimental;

Analisar in situ a influéncia da incorporacdo do SiPy*Cl" e do [Cu(SiPy*CI),]*" a0

sistema adesivo experimental;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SISTEMAS ADESIVOS

O principio fundamental de adeséo aos tecidos dentais baseia-se em um processo de
troca, em que o material inorgénico do substrato dental é substituido por mondmeros
resinosos. Este processo é composto por duas fases: a primeira consiste na remocao de
minerais do substrato e a segunda envolve a infiltracdo e polimerizacdo de monbémeros
resinosos atraves das porosidades previamente criadas no esmalte e da hibridiza¢do na dentina
(NAKABAYASHI et al., 1982).

A adesdo aos substratos dentais ocorre principalmente por meio da interacao
micromecanica do agente de unido com o esmalte e as fibrilas coldgenas expostas na dentina.
Para que se consiga esta unido, é necessaria a aplicagdo de um agente acido que favoreca a
desmineralizagdo da camada superficial da dentina. Em seguida, a regido antes ocupada por
mineral é submetida a permeacdo de mondmeros hidrofilicos (primer) e posterior
polimerizacdo de mondmeros hidrofébicos contidos no adesivo (bond). Assim, o
embricamento mecénico forma uma camada hibrida &cido-resistente, estrutura responsével
pela ancoragem do material restaurador resinoso, que visa 0 selamento da interface
adesivo/dentina, minimizando a penetracdo de bactérias, suas endotoxinas, fluidos e
eletrélitos (NAKABAYASHI et al., 1982; ANCHIETA et al., 2015).

Uma inovacdo (2011) na odontologia adesiva foi a introducdo dos sistemas adesivos
universais. S8o conhecidos como sistemas adesivos multiuso, porque eles podem ser usados
para estratégias adesivas de condicionamento e enxague, autocondicionamento e
condicionamento seletivo, mantendo a filosofia all in one (ROSA et al., 2015). Esses adesivos
contém mondémeros que sdo hidrofilicos, hidrofobicos e neutros em uma Unica formulag&o.
Foi demonstrado que esta combinagdo forma uma ligacdo satisfatoria entre a superficie
hidrofilica dos tecidos dentindrios e a superficie hidrofébica das resinas compostas
(DIONYSOPOULOS et al., 2022).

Como os mondmeros acidos desses adesivos ja foram introduzidos como primers
para outros substratos além da resina (ou seja, ligas, ceramica policristalina), um tratamento
multimodo tem sido instruido para esses produtos. Em alguns sistemas adesivos, um agente
silano foi incorporado para compatibilidade com materiais vitroceramicos, proporcionando
assim um agente de acoplamento universal (HANABUSA et al., 2012; PERDIGAO et al.,
2012).
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O objetivo final dos sistemas adesivos é proporcionar uma efetiva e duravel unido ao
substrato dental pela formacdo de uma camada hibrida adequada, repercutindo em
longevidade para o procedimento restaurador (NAKABAYASHI et al., 1982; MANHART, J.
et al., 2002).

Estudos in vivo demonstraram que a resisténcia de unido de sistemas adesivos tende a
diminuir ao longo do tempo, podendo ser observadas alteracfes na camada hibrida, afetando
negativamente a longevidade das restauracdes (HASHIMOTO et al., 2000; 2001). Com o
envelhecimento no meio bucal, processos mecanicos, térmicos e quimicos degradam a
camada hibrida, tornando-a mais suscetivel a deterioracdo da ligacéo e infiltracdo bacteriana
(BEDRAN-RUSSO et al., 2017; BETANCOURT et al., 2019).

A reducdo nos valores de resisténcia de unido, pela degradacdo da interface resina/
dentina, tem sido atribuida a deterioracdo combinada de colageno exposto e polimeros
resinosos, principalmente os mondmeros altamente hidrofilicos (HASHIMOTO et al., 2001;
CARVALHO et al.,, 2005). O mecanismo de degradacdo envolve problemas como:
inadequada penetracdo do mondmero adesivo na zona de dentina desmineralizada, sub
polimeralizacdo, sorcdo de dgua, degradacao resinosa e atividade colagenolitica que contribui
para a degradacao do coldgeno (HASHIMOTO et al., 2000; HASHIMOTO et al., 2010).

Além disso, a interface adesiva pode ser influenciada pelas propriedades do substrato,
pela composicdo quimica do adesivo, pela umidade oral com outros contaminantes, como
sangue e saliva, e pela habilidade do operador (DABBAGH et al., 2022). Apesar de todos 0s
avancos tecnologicos, a estabilidade desta unido ainda se apresenta como uma potencial
limitacdo (SALZ e BOCK, 2010), interferindo na durabilidade das restauracGes adesivas (DE
MUNCK et al., 2005).

Para tratar a falha de restauracOes de resina composta devido a microinfiltracdo, carie,
degradacdo do colageno dentinario e hidrélise da resina, varios métodos inovadores tém sido
aplicados (ZHOU et al., 2019) e varias modificacOes dos sistemas adesivos dentinarios tém
sido propostas. Diferentes combinacGes de adesivos e materiais restauradores resultaram em
diferentes entradas, proliferacdo e viabilidade bacterianas a interface, indicando um processo
de degradacéo interfacial dependente do material e do modo adesivo (HUANG et al., 2018).
A deterioracdo das interfaces resina-dentina é modulada pela inibicdo de metaloproteinases
(MMP), o0 uso de materiais antimicrobianos e modo de adesdo (HUANG et al., 2018). Essas
modifica¢fes visam eliminar as bactérias cariogénicas por meio da incorporagdo de agentes
antimicrobianos, inibir a atividade colagenolitica de enzimas e hidrdlise de resinas com adi¢do

de agentes anti-enzimaticos, e reduzir a desmineralizacdo dos tecidos dentéarios, incorporando
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agentes de remineralizacdo (DIONYSOPOULOQOS et al., 2022). Entretanto, adesivos com
apenas uma atividade especifica ndo os resolve de maneira eficaz. Assim, sistemas adesivos

de multiplas funcdes sdo cada vez mais desejados (ZHOU et al., 2019).

3.1.1 Sistemas adesivos antimicrobianos

A carie secundaria, ou recorrente, é considerada uma das principais causas da falha das
restauracdes. Os subprodutos bacterianos acidos podem infiltrar ndo apenas a interface
adesiva, mas também o tecido dentdrio na periferia, criando uma zona marginal
desmineralizada e, assim, promovendo rapidamente a ocorréncia da cérie. A este respeito, foi
sugerido que uma resisténcia aumentada da interface resina dentina ao &cido poderia retardar
de maneira eficaz a progressdo da cérie secundaria (BAKRY et al., 2007).

Sabendo que os procedimentos adesivos ndo conseguem prevenir o desenvolvimento
de lesdes de cérie adjacentes a restauracdo e sdo igualmente incapazes de eliminar o biofilme
por completo (GARCIA-GODOQY et al., 2010), um recurso seria 0 desenvolvimento de
materiais dentarios com propriedades antimicrobianas, no intuito de reduzir o acimulo de
biofilme na interface da restauracdo, sem prejudicar as propriedades mecanicas do material,
tornando a interface menos vulneravel a degradacdo (CHEN et al., 2012).

Com o objetivo de promover uma atividade antimicrobiana, a adi¢do de varios agentes
na composicdo dos sistemas adesivos foi sugerida. A maioria dos agentes antimicrobianos
utilizados supostamente elimina as bactérias remanescentes da cavidade do dente e previnem
a formacdo de placa microbiana nas margens da restauracdo. Alguns desses agentes
antimicrobianos s&o os sais de amdnio quaternério, a clorexidina, a hesperidina e a doxiciclina
(DIONYSOPOULOS et al., 2022).

O uso de mondmero quaternario de amdnio em sistemas adesivos pode ser
considerado como uma abordagem praticavel e trabalhos tém sido feitos para avaliar esses
mondmeros antibacterianos em resinas odontologicas (IMAZATO et al., 2003). Um exemplo
é 0 brometo de 1,2-metacriloiloxidodecilpiridinio (MDPB) que foi sintetizado pela primeira
vez ha mais de 20 anos e demonstrou atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei e Actinomyces naeslundii.(IMAZATO et al., 1992, 1999). Este mondmero
foi incorporado em um sistema adesivo e esta disponivel comercialmente como Clearfil™
Protect Bond (IMAZATO et al., 2006).

Feuerstein et al. (2007) realizaram um estudo para investigar as propriedades

antibacterianas imediatas e duradouras de quatro sistemas adesivos autocondicionantes,
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incluindo Clearfil™ Protect Bond, por 14 dias, sendo que este sistema exibiu um efeito
antibacteriano por apenas sete dias. Além disso, nenhum sistema adesivo mostrou efeito
antibacteriano contra S. mutans em 14 dias, sugerindo que as moléculas de MDPB que néo
foram polimerizadas foram lixiviadas para fora do sistema adesivo, o que conduz a um efeito
antibacteriano superior, mas em um intervalo de tempo reduzido.

Os compostos de quaternario de amonio imobilizados representam uma classe
poderosa de mondmeros bioativos que podem ser fundamentais no desenvolvimento de
materiais dentarios com reduzido crescimento bacteriano (MAKVANDI et al., 2018). Existem
varios tipos de compostos de amonio quaternario antimicrobianos na literatura. Ainda assim,
alguns trabalhos relatam suas limitagdes, sua incorporacéo ao adesivo pode alterar a estrutura
do mondmero, seu grau de conversdo, a sorcdo de solvente e as propriedades de resisténcia
(MAKVANDI et al., 2018).

O uso de compostos de aménio quaternario de baixo peso molecular como MDPB
podem ter citotoxicidade em células pulpares humanas, o que pode comprometer a seguranca
clinica de seu uso (IMAZATO et al., 1999; LU et al., 2007). Adicionalmente, o uso de
grandes quantidades pode resultar em citotoxicidade significativa para células de fibroblastos.
Portanto, a concentracdo selecionada para a sua aplicacdo deve equilibrar os efeitos
antibacterianos considerando a sua citotoxicidade (MAKVANDI et al., 2018).

O uso de ions metélicos, dentre eles o cobre, a prata, 0 zinco e o ouro, sdo de grande
interesse na odontologia por suas propriedades antimicrobianas e antifingicas reconhecidas.
Resultados promissores com o emprego do cobre tém sido demonstrados. Em comparacéao
com a prata, além da fécil disponibilidade e do baixo custo (USMAN et al., 2013), o cobre
promove maior efeito antibacteriano contra Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus (FOLEY e BLACKWELL, 2003).

Em um estudo conduzido na Universidade de Osaka, no Japdo, submeteram-se
bactérias gram positivas (S. aureus) e gram negativas (E. coli) a 21 metais elementares, dos
quais o cobre e a prata apresentaram taxas de morte 5 a 10 vezes maiores que outros metais,
demonstrando serem fortes biocidas (KAWAKAMI et al., 2008).

Diversos mecanismos podem explicar a inativacdo de virus e bactérias pelo cobre,
dentre eles a inativacdo por contato (SOUSA et al., 2021). Foi considerado que no cobre e no
ferro, os pares de ions oxidados compartilham potenciais redox semelhantes. Fundamentado
nas espécies reativas de oxigénio (EROs), podem causar danos irreparaveis aos componentes
celulares quando expostos a esses ions. Além disso, especificamente para os ions de cobre, 0

mecanismo de morte de citotocinas foi hipotetizado como ocorrendo a medida que as células
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absorvem grandes quantidades desses ions, deslocando agrupamentos de 4Fe-S,, resultando
em desidratases (KAWAKAMI et al., 2008).

Com respeito a0 mecanismo de acdo, sugere-se ainda, que o cobre limita o
crescimento bacteriano por inibicdo da glicélise pela oxidacdo dos grupos tiol de varias
enzimas, reduzindo a producéo de &cido (OPPERMANN e JOHANSEN, 1980). A atuacéo do
ion controla a formag&o de glucano pela glucose transferase e interrompe reacdes metabolicas
importantes por bactérias anaerdbias orais (DAVEY e EMBERY, 1992).

3.2 MECANISMOS DE ADESAO DOS SILANOS

O termo silano, por definicdo estrita, pode se referir ao composto quimico de formula
SiH4, hidreto do grupo 14 andlogo ao metano (CH,) e derivado do silicio. No entanto, esse
termo em particular, refere-se a uma grande quantidade de compostos com quatro
substituintes no silicio (MATINLINNA et al., 2018).

A forca de adesdo do silano varia de acordo com os diferentes materiais. A adesdo
mais forte é obtida com a silica, o quartzo e o vidro, que formam fortes ligacdes de siloxano
(Si — O — Si), através da condensacdo de grupos hidroxila na superficie do substrato. Uma
adesdo mais suave é obtida com metais puros ou ligas metalicas, formando ligacGes Si — O —
M (PLUEDDEMANN, 1970).

O silano é ativado por acido para formar grupos silanol que reagem com 0s grupos
hidroxila (OH) da superficie do substrato por uma reacdo de condensa¢do (substrato Si-OH +
HO = substrato Si-O) quando aplicado sobre uma superficie tratada (LUNG et al., 2012).

A reacdo entre os grupos organofuncionais do silano (com uma ligacdo C = C) e 0s
grupos funcionais dos monémeros contendo a ligagdo C = C ¢ induzida pelos radicais livres
reativos gerados pela fotoativacdo dos componentes iniciadores na matriz da resina. O
iniciador na resina composta se decomp@e em radicais livres reativos e de alta energia apds
irradiacdo com a luz azul visivel (400 a 500 nm). As espécies reativas reagem com as ligacoes
C = C no mondmero de resina ou na molécula de silano para gerar radicais livres reativos. A
reacdo entre os radicais livres reativos dos mondmeros da resina e das moléculas de silano
forma uma nova ligagdo C - C sigma. Como resultado o composto de resina e a superficie do

substrato sdo conectados pelo agente de acoplamento do silano (MATINLINNA et al., 2018).
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3.3 CLORETO DE 3-N-PROPILPIRIDINIO SILSESQUIOXANO

Designado como SiPy*CI, o cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano é um

composto piridinio solivel em agua e com elevada capacidade de troca idnica (Figura 1).

Figura 1 — Férmula estrutural do cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano
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Fonte: O autor

Sua principal caracteristica é a capacidade de filmogenia e de aderéncia. Além disso,
apresenta uma vantagem adicional que é a sua estabilidade quimica, mesmo quando
dissolvido em agua e estocado por longo periodo de tempo (ALFAYA, R.V.S. et al, 1998).

N&o ha na literatura artigos que versem sobre a utilizagio do SiPy'Cl™ em sistemas
adesivos de uso odontologico, embora a atencdo dos pesquisadores esteja voltada a
investigacdo de compostos quaternarios de amonio e ele possua caracteristicas favoraveis ao
Seu emprego nestes sistemas.

O cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy"CI") é um polieletrdlito soltvel

em agua com propriedades diversas, dentre elas a adsor¢cdo de ions metélicos (como os ions
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Fe**, Cu®* e Zn®"), alta capacidade de troca idnica e excelente capacidade de formacéo de
filmes em diferentes substratos (FUJIWARA et al., 2001).

Considerando a estrutura quimica demonstrada anteriormente (Figura 1), podem estar
envolvidos varios mecanismos de adsorcdo de metais. Em sintese, a troca iénica de grupos Si-
OH com os ions metélicos, a fisissor¢do por meio de interacdo de van der Waals das cadeias
alquil de SiPy"Cl com os fons metalicos e a complexagdo anibnica dos cloretos de ions

metalicos aniénicos com o0s grupos nitrogenados SiPy*CI" (RIBICKI et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa iniciou com a sintese do SiPy'CI. Posteriormente, foi realizada a sua
funcionalizacdo com cobre (Il), obtendo-se o cloreto cuprico de 3-n-propilpiridinio-
silsesquioxano, [Cu(SiPy*CI),]**. Para a caracterizacdo do SiPy"CIl" e do [Cu(SiPy*CI),]*
foi realizada espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). O screening inicial foi finalizado
com a avaliacdo da atividade antimicrobiana e viabilidade celular dos dois polieletrolitos.

Os compostos foram incorporados ao adesivo Ambar, obtendo-se adesivos
experimentais em diferentes concentracdes. A homogeneidade dos adesivos experimentais foi
avaliada, bem como a influéncia da incorporagdo dos compostos ao adesivo. O grau de
conversdo foi avaliado in vitro por espectroscopia de micro-Raman e a determinacdo da
resisténcia maxima a tracdo realizada em sistema universal de ensaios. Adicionalmente, foi
avaliada a atividade antimicrobiana e antifungica dos adesivos experimentais por testes de
disco difusdo em agar.

Foram utilizados quarenta dentes, obtidos no Banco de Dentes Humanos da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, para aplicacdo dos sistemas adesivos a dentina e
avaliacdo in situ do grau de conversdo por espectroscopia de micro-Raman. Posteriormente,
os dentes foram submetidos ao teste de resisténcia de unido a microtracdo, verificacdo dos
padrfes de fratura na interface adesiva e avaliacdo da nanoinfiltragdo por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As etapas descritas estdo esquematizadas no fluxograma da

Figura 2.
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Figura 2 - Fluxograma ilustrativo das etapas da pesquisa
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4.2 SINTESE DO SiPy'CI

O derivado de silsesquioxano, denominado SiPy*'CI’, foi preparado pelo método de
processamento sol-gel (ALFAYA et al, 2001). O procedimento de obtencdo consistiu
basicamente na pre-hidrélise acida do tetraetilortosilicato em solugéo de etanol e na presenca
de 4gua, seguida da adi¢do do grupo orgénico piridina, sintetizado segundo procedimento
semelhante ao descrito na literatura (GUSHIKEM et al., 2008; RIBICKI et al., 2018).

Todos os reagentes foram utilizados em grau analitico, sem purificacdo adicional e as
solucBes foram preparadas com agua de um sistema Millipore Milli-Q. O procedimento geral

e esquematico de preparacdo dos polimeros esta ilustrado na Figura 3.
Figura 3 - Procedimento geral e esquematico para o preparo de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano
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4.3 FUNCIONALIZACAO DO SiPy*ClI" COM {ONS COBRE

A incorporacéo dos ions cobre ao SiPy"CI™ foi promovida por meio de imobilizagdo. A
capacidade de troca do SiPy*Cl™ (2,8 mmol.g™), permitiu a imobilizacdo de 1,4 mmol.g™ de
Cu (I1).

Foi pesado 1,007 gramas (equivalente a 0,2 mmol.g™) e adicionado & soluc&o aquosa
de cloreto de cobre (0,237 g de CuCl,.2H,0, PM= 170,48), utilizando metade da capacidade
de troca do SiPy'CI". Ap6s 48 horas a solucdo foi rotaevaporada para obtengdo do produto
final [Cu(SiPy*CI"),]*".

4.4 CARACTERIZACAO DO SiPy*CI" E DO [Cu(SiPy*CI,]**

4.4.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier — IVTF (Fourier
transform infrared spectroscopy - FTIR)

O SiPy*CI" e o [Cu(SiPy*CI"),]** foram analisados por espectroscopia ha regido do
infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg da amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR Prestige-21 (Shimadzu), 32 scans.min ™,
resolucdo de 4 cm™.

4.4.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear — RMN (Nuclear magnetic resonance
-NMR)

Para a elucidacéo estrutural, os espectros RMN de *C e °Si no estado sélido foram
registrados em equipamento BRUCKER AVANCE DRX-400 usando rotagdo em torno do
angulo magico (MAS) padrdo de 4 mm a temperatura ambiente. O campo magnético estatico
forte (BO) foi de 9,4T e as freqiiéncias de ressonancia correspondentes para *C, °Si e 'H sdo
79,488 MHz, 100,625 MHz e 400,132 MHz, respectivamente. As amostras de SiPy'Cl™ e
[Cu(SiPy*CI"),]** foram colocadas em rotores de zirconia e submetidas a uma rotacdo de 13
kHz.

O espectro de RMN de *3C foi obtido utilizando a técnica de polarizacéo cruzada de
amplitude variavel e rotacdo no angulo magico (Variable Amplitude Cross Polarization -
Magic Angle Spinning - VACP-MAS), de forma que os principais parametros de valores da

sequéncia de pulsos ficam assim resumidos: o tempo de contato de 1 ms, o tempo de
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reciclagem de 3 s, o nimero de scans é de 20400 e o tempo de aquisicdo de 15,98 ms. O
padrdo externo utilizado foi o carbono da carbonila (CH2) da Glicina (3;5,=43.5) (YE et al.,
1993).

O espectro de RMN de 2°Si foi obtido utilizando a Polarizacio Direta com giro no
angulo magico (Direct Polarization - Magic Angle Spinning - DP-MAS NMR), de forma que
0s principais parametros de valores da sequéncia de pulsos ficam assim resumidos: tempo de
pulso de 2 ps, tempo de reciclagem de 1 s, 0 numero de scans de 76400 e o tempo de
aquisicdo de 16,58 ms. O padrdo externo utilizado foi a Caulinita (diso = —91.5 ppm)
(BARRON et al., 1983).

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA SiPy*CI" E DO [Cu(SiPy*CI),]**

Para confirmar o potencial antimicrobiano do SiPy*Cl" e do [Cu(SiPy*"CI);]* foi
realizado o teste de disco difusdo em Agar anteriormente a sua incorporagio ao adesivo.

Brevemente, placas contendo Agar Mueller-Hinton (MH) suplementado com 5 % de
sangue de ovelha foram inoculadas com suspensao padronizada do microorganismo (0,5 na
escala Mc Farland, 1,5.10° UFC/mL). Apés 15 minutos, discos de papel filtro esterilizados,
com didmetro de 6 mm e espessura de 1,5mm, impregnados com 20 pL de solucbes de
diferentes concentracdes (0,5, 1,0 e 2,0%) de SiPy*Cl™ e de [Cu(SiPy*CI"),]** foram fixados
nas placas com distancia de 3 cm um do outro. O diametro da zona de inibicdo de crescimento
em torno de cada disco foi determinado em milimetros ap6s 24 horas de incubacdo em
condicBes microaerofilicas a 35 + 0,5 °C. Os testes foram realizados em triplicata (PUPO et
al., 2013).

O teste foi realizado com Streptococus mutans, um representante gram negativo
(Escherichia coli), um representante gram positivo (Staphilococus aureus) e um fungo
(Candida albicans). Como controle positivo foram utilizados a Gentamicina (gram positivos e
negativos), Cloranfenicol (S. mutans) e Fluconazol (Candida albicans sp) (CLSI, 2016) e
como controle negativo foi utilizado solugéo salina (cloreto de sédio 0,9 %).

Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo teste de ANOVA de uma via
seguido do teste de Scheffe (5 % de significancia). Os resultados foram expressos como
média £ desvio padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. A avaliacéo
foi realizada utilizando o programa Graphpad — Prism Stat, versdo 5,0 (San Diego, CA,
EUA).
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4.6 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR DO SiPy*CI" E DO [Cu(SiPy*CI),)**

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular Calu-3, um modelo de células tumorais, e
3T3, modelo de células normais, cultivadas em meio incolor RPMI 1640, em pH 7.4,
contendo 5% de soro fetal bovino, suplementado com 24 mmol.L™ de bicarbonato de sédio, 2
mmol.L™ de L-glutamina, 1 mmol.L™ de piruvato de sédio, 10000 U.L™ de penicilina, e 10
mg.L™ de estreptomicina. As culturas foram mantidas em estufa umidificada com atmosfera
de 5 % de CO; a 37 °C de temperatura.

4.6.1 Tratamento celular

As células Calu-3 e 3T3 foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
1,5 x 10" células por pogo e incubadas por 24 h em meio de cultura. Para a avaliacdo da
citotoxicidade, as linhagens celulares foram incubadas com as amostras de SiPy'Cl e
[Cu(SiPy*CI),]*" a 50, 250, 500, 1000, 2000 ug.mL™ por 72 h a 37 °C em atmosfera de 5 %
de CO,. Os testes foram obtidos usando o procedimento de diluicdo em série (quando

possivel) e foram realizados como quatro experimentos independentes (n = 4 por ensaio).

4.6.2 Viabilidade celular pelo teste de brometo de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT)

O ensaio de reducdo do MTT avalia a atividade da desidrogenase mitocondrial celular,
responsavel pela reducdo deste composto que passa da coloracdo amarela para um composto
de cor violeta chamado formazan, E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-1,3-difenilformazan.

Apds 72 h dos tratamentos, 200 pL de uma solucdo de MTT a 0,5 mg.mL ™" foram
adicionados aos po¢os como metodo padrdo (MOLINARO et al., 2009). As culturas foram
entdo incubadas a 37 °C por 2 h, protegidas da luz, até o aparecimento de cristais de
formazan, insoliveis em agua. O sobrenadante foi entdo removido e para a solubilizacdo dos
cristais, foram adicionados 200 uL de dimetilsulféxido (DMSO) (ALPER et al., 2021). A
leitura espectrofotométrica de absorbancia foi realizada em um comprimento de onda de 550
nm em um leitor de microplacas pQuant (BioTek, Winooski, VT, EUA). Para calcular a

viabilidade celular, a Equacéo 1 foi usada.

Viabilidade celular (%) = (absorbancia do teste/ absorbancia do controle) x 100 1)
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4.7 INCORPORAGAO DO SiPy*CI" E DO [Cu(SiPy"CI),]** AO SISTEMA ADESIVO

O SiPy*'ClI" e o [Cu(SiPy'Cl),]** foram incorporadas a um sistema adesivo
simplificado, de apresentacdo em frasco Unico, disponivel comercialmente, adesivo Ambar
[FGM]. A Figura 4 mostra o adesivo utilizado no estudo e o Quadro 1 mostra a sua

composicao detalhada.

Figura 4 - Adesivo Ambar

Fonte: FGM: Dental Group, Joinvile,
SC, Brasil, 2022. Disponivel em:
https://fgmdentalgroup.com/produtos-
estetica/ambar. Acessado em: 15, jul
2022.

Quadro 1 - Composigdo quimica do sistema adesivo

Sistema adesivo Composicao

Ingredientes ativos: MDP (10- metacriloiloxidecil
dihidrogénio fosfato) mondmeros metacrilicos, co-
AMBAR iniciadores e estabilizantes.

Ingredientes inativos: carga inerte (nanoparticulas de
silica) e veiculo (etanol).

Fonte: FGM: Dental Group, Joinvile, SC, Brasil, 2022. Disponivel em:
https://fgmdentalgroup.com/produtos-estetica/ambar. Acessado em: 15, jul 2022.

Inicialmente, um estudo piloto foi realizado utilizando diversas concentragfes de
SiPy*CI" e de [Cu(SiPy*CI),]*" no sistema adesivo. Observou-se a degradagdo, mudanca de
coloragéo e geleificacdo em concentragcdes superiores a 2,0 %, impossibilitando a sua
utilizagdo. A vista disso, optou-se pela utilizagio do sistema adesivo com incorporagédo dos
compostos nas seguintes concentracfes (p/v): 0 % (controle, adesivo comercial); 0,5; 1,0 e
2,0%.
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Foram pesadas em balanga analitica (AW220, Shimadzu, Kyoto, JPN) as massas
exatas de 0,15 g de SiPy"CI" e [Cu(SiPy*CI"),]**, e adicionadas aos adesivos por agitacéo
(12 h) em um misturador Speedmix (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) resultando em uma
concentracdo final de SiPy*Cl™ e [Cu(SiPy'CI),]** no sistema adesivo de 0,5; 1,0 e 2,0 %
(p/v) ap6s fotopolimerizagdo. Dessa forma, os referidos compostos foram incorporados ao

sistema adesivo disponivel comercialmente.
4.7.1 Avaliacdo da homogeneidade do adesivo

Solucdes de SiPy*Cl e de [Cu(SiPy"Cl),]** (previamente dissolvidos em agua) foram
adicionadas ao adesivo Ambar Universal, em eppendorfs, resultando em concentracdes finais
de 0,5; 1,0 e 2,0 %. Os eppendorfs foram agitados em vértex durante 10-15 segundos. Com
auxilio de microscopio eletrénico, 30 segundos apds a incorporagdo das solucBes ao adesivo,
foram registradas as imagens das diferentes concentracdes (STANISLAWCZUK et al., 2011).

4.8 TESTES DE SUSCETIBILIDADE IN VITRO
4.8.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos adesivos com SiPy*Cl" e [Cu(SiPy*CI"),]**

As propriedades antibacterianas do adesivo Ambar Universal contendo diferentes
concentragdes de SiPy*'Cl™ e [Cu(SiPy'CI),]** foram investigadas por meio de testes de
suscetibilidade in vitro, pelo método de disco-difusdo em Agar (LU et al., 2007).

Cada disco de papel filtro esterilizado (didmetro: 6 mm, espessura: 1,5 mm) foi tratado
com 20 pL de adesivo com diferentes concentracdes de SiPy*Cl™ e [Cu(SiPy"Cl),]*" ou
controles negativo e positivo, fotopolimerizados com LED por 20 s (LED radii-cal, SDI, Séo
Paulo, Brasil) em ambos os lados. Apds fotopolimerizagéo, os discos foram colocados em
MH suplementado com 5 % de sangue de ovelha inoculados com o microorganismo, como
descrito anteriormente. O didmetro da zona de inibicao total de crescimento em torno de cada
disco foi determinado em milimetros ap6s 24 h de incubagdo em condi¢6es microaerofilicas a
35+ 0,5 °C. Os testes foram realizados em triplicata.

O teste foi realizado com Streptococus mutans, Escherichia coli (representante gram
negativo), Staphilococus aureus (representante gram positivo) e Candida albicans. Como
controle positivo foram utilizados a Gentamicina (gram positivos e negativos), Cloranfenicol
(S. mutans) e Fluconazol (Candida albicans) (CLSI, 2016).
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Os resultados foram avaliados estatisticamente por ANOVA de uma via seguido do
teste de Scheffe (5 % de significancia). Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. A avaliacdo foi realizada

utilizando o programa Graphpad — Prism Stat, versao 5,0 (San Diego, CA, EUA).
4.9 Testes mecanicos e grau de conversao
4.9.1 Andlise do grau de conversdo dos sistemas adesivos in vitro

O grau de conversdo foi verificado por meio de espectroscopia de micro-Raman
(Senterra equipment, Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Baden-Wiirttemberg, Alemanha)
(GUZMAN-ARMSTRONG et al., 2003). Antes das analises, o equipamento foi calibrado
para redefinir o zero utilizando padrdes de silicio com valores de coeficientes conhecidos. As
andlises foram realizadas sob o0s seguintes parametros: laser de Nebnio com 532 nm de
comprimento de onda a 5 mW de poténcia; resolucao espacial de = 3 um; resolugao espectral
de ~ 5 cm™, com 10 segundos de tempo de acumulagéo e 5 coadicdes, em magnificacdo de
20X para um laser de = 1 um de didmetro.

Os sistemas adesivos experimentais avaliados foram: Ambar Universal contendo 0,5, 1
e 2 % de SiPy"CI,, Ambar Universal contendo 0,5, 1 e 2 % de [Cu(SiPy*CI),]** e Ambar
Universal (controle). Para obter os dados de grau de conversao, trés amostras foram feitas dos
sistemas adesivos ndo-polimerizados e polimerizados. Uma gota de cada sistema adesivo (n =
3) foi aplicada sobre uma lamina de vidro para obtencdo dos espectros dos sistemas adesivos
ndo-polimerizados. Outra lamina de 2 cm? foi colocada em cima da gota, a polimerizacéo foi
realizada por 20 segundos, com um aparelho fotopolimerizador LED (Radii-cal, SDI, S&o
Paulo, Brasil; irradiancia de 600 mW/cm?) e os espectros dos sistemas adesivos polimerizados
foram, ent&o, obtidos.

A leitura e interpretacdo foram feitas transferindo os dados obtidos para o programa
OriginPro 9,0 (Origin Lab Corporation, Northampton, EUA). Na andlise do espectro foi
considerado o intervalo de 1660 a 1590 cm™, para a observacdo dos picos de maior
absorvancia (%A) no mesmo comprimento de onda (nm), sinais em 1608 e 1638 cm™,
caracteristicos das ligagOes vinilicas aromaticas do bisfenol e alifaticas do grupamento
funcional metacrilato. As alturas dos picos nestes sinais foi medida usando uma linha base

tangenciando o espectro nos respectivos niimeros de onda. O pico aromatico a 1610 cm™ foi
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utilizado como padréo interno. Com estes dados, o grau de conversdo foi determinado através
da Equacéo 2.

GC (%) = [1 - (R polimerizada/ R n&o polimerizada)] x 100 (2)

Onde, GC = grau de conversao;

R = intensidade da banda alifatica/ intensidade da banda aromatica.
4.9.2 Teste de resisténcia maxima a tracdo

Corpos-de-prova do sistema adesivo (n = 10) com cada concentracdo (0; 0,5; 1,0 e
2,0 %) de SiPy"CI e de [Cu(SiPy*CI),]** foram confeccionados em uma matriz metalica em
forma de ampulheta (10 mm de comprimento x 2 mm de largura x 1 mm de profundidade;
Odeme Prod. Odont. Ltda, Joacaba, SC, Brasil). Apés lubrificacdo das 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 0s
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). Aplicou-se jato de ar durante 20 segundos a
uma distancia de aproximadamente 10 cm para evaporacdo do solvente. A seguir, foi
posicionada uma lamina de vidro lubrificada com K-Y® Gel sobre a matriz. Seguiu-se a
fotoativacdo com um aparelho fotopolimerizador a base de LED, por 20 segundos com uma
intensidade de 1200 mW/cm? (Radii-cal, SDI, Bayswater, Victoria, Australia), com densidade
de energia adotada em 4,8 Jlcm?. Apds a polimerizag&o, 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)
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Figura 5 - Preparo dos corpos-de-prova

Fonte: Banco de imagens PPGO

(*) [A] matriz metélica em forma de ampulheta; [B] lubrificacdo prévia da matriz; [C] adesivo

dispensado; [D] completo preenchimento; [E] jato de ar - evaporagdo do solvente; [F] lamina

de vidro lubrificada sobre a matriz e fotoativacéo (20 s); [G] remogdo do corpo-de-prova; [H]

corpo-de-prova confeccionado.

Os corpos-de-prova (n = 5) foram testados, imediatamente (24 h) ap6s a confecc¢éo, e
individualmente mensurados com paquimetro digital e fixados em garras de Geraldeli, com
aplicacdo de cola de cianoacrilato gel (Loctite Superbonder Power Easy Gel, Henckel, SP,
Brasil) nas extremidades. Apos a polimerizacdo da cola, o conjunto garra—corpo-de-prova foi
acoplado ao sistema universal de ensaios (Instron; Canton, Massachussets, USA) e testado por
tracdo a uma velocidade de 0,5 mm/min com célula de carga de 100 N, até o rompimento da

interface (STANISLAWCZUK et al., 2014) (Figura 6).

Figura 6 - Protocolo resisténcia maxima a tracdo

Ic]

[F]

Fonte: Banco de imagens PPGO/UEPG

(*) [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 — Instron; [F] conjunto garra + corpo-de-prova acoplado na
maquina de ensaios universais.
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4.10 AVALIACAO IN SITU

4.10.1 Preparo dos dentes — aplicagdo do adesivo, restauracdo e obtencdo dos palitos

Trinta e cinco molares humanos livres de cérie, obtidos do Banco de Dentes Humanos
da Universidade Estadual de Ponta Grossa, de pacientes com idades entre 18 e 35 anos, foram
utilizados. O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Os dentes foram desinfetados em cloramina 0,5 % e armazenados em &gua destilada
trocada semanalmente até sua utilizacdo, em um prazo maximo de até 3 meses ap0s extracao.
Com o auxilio de uma politriz (Arotec E, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) e usando lixa de carbeto de
silicio de granulacdo #180, sob irrigacdo constante, foi retirado o esmalte oclusal e planificada
a superficie dos molares até exposi¢do da dentina. As bordas periféricas de esmalte foram
totalmente desgastadas com pontas diamantadas no 4137 (KG Sorensen, Barueri, Sdo Paulo,
Brasil) em alta rotacdo e irrigacdo constante, deixando unicamente tecido dentinario, como
ilustra a Figura 7. A seguir, as superficies de dentina foram polidas manualmente sob
irrigacdo por 60 s para a padronizacdo da parede dentinéria dos canais reticulares - smear
layer, utilizando lixas de carbeto de silicio de granulacdo #600 (Extec, Enfield, Connecticut,
EUA).

Figura 7 - Preparo da superficie da dentina

[A] [B] [€]

Fonte: Banco de imagens PPGO/UEPG
(*) [A] dente higido; [B] superficie oclusal planificada e em
dentina; [C] desgaste de todas as bordas periféricas de esmalte.
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Os sistemas adesivos foram aplicados segundo as indicac¢des do fabricante (Quadro 2)

e fotoativados por 10 s.

Quadro 2 — Passo a passo do sistema adesivo

Sistema adesivo

Modo de utilizacéo

AMBAR APS

A superficie a ser restaurada é limpa e entdo
condicionada com acido fosforico a 37 % por
15 segundos;

A cavidade é lavada com agua em abundancia e
seca até que esteja Umida, e ndo desidratada;

Com auxilio de um microaplicador, o adesivo é
aplicado esfregando a primeira gota por 10
segundos. Em seguida, nova camada de adesivo
¢ aplicada na mesma superficie por mais 10
segundos;

Aplica-se entéo jato de ar por 10 segundos;

O adesivo deve ser fotopolimerizado por 10
segundos e entéo, procede-se a restauracao.

Fonte: FGM: Dental Group, Joinvile, SC, Brasil, 2022. Disponivel em:
https://fgmdentalgroup.com/produtos-estetica/ambar. Acessado em: 15, jul 2022.

Cinco dentes foram utilizados para cada grupo experimental. Apds os procedimentos

adesivos todos os dentes foram restaurados, com uma resina composta microhibrida de

restauracdo (Opallis, FGM Produtos Odontologicos, Joinville, SC, Brasil). Trés incrementos

de 1 mm de resina foram adicionados, sendo cada incremento fotoativado por 40 segundos.

Este procedimento foi realizado por um unico operador e esta ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 — Aplicacéo dos sistemas adesivos e restauracdo dos dentes

o
[A]_;‘[ Ble 3% IC]
-
[D] g

Gl &7 [H]

Fonte: Banco de imagens PPGO/UEPG

(*) [A] condicionamento &cido; [B] lavagem e
secagem; [C] aplicagdo do adesivo; [D] secagem para
evaporacdo do solvente; [E] aplicacdo de segunda
camada do adesivo; [F] fotoativacdo; [G] aplicacdo da
resina composta; [H] adaptacdo do incremento; [I]
fotoativacdo do incremento.

Os dentes restaurados foram armazenados em &gua destilada a 37 °C por 24 h e
levados a uma maquina de corte (Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Bluff, Illinois, EUA). Com
ajuda de um disco diamantado (15 HC-4in, Buehler Ltd., Lake BIuff, Illinois, EUA), sob
irrigacdo a 300 rpm, os dentes foram seccionados em cortes perpendiculares no eixo “x” e
outra no eixo “y”, obtendo-se espécimes no formato de “palitos” com uma area de seccao
transversal de 0,8 + 0,1 mm? (Figura 9). O nimero de falhas prematuras (FP) por dente
durante a preparacdo dos palitos foi registrada. A &rea de seccédo transversal foi medida com
um paquimetro digital e registrada para o subsequente célculo de microtracdo (Digimatic
Caliper, Mitutoyo, Kanagawa, Toquio, Japdo). A metade dos palitos de cada dente foi

selecionada aleatoriamente para serem testados imediatamente, IM (24 h).
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Figura 9 - Obtencéo dos palitos dos dentes
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Fonte: Banco de imagens PPGO/UEPG
(*) [A] superficie oclusal das coroas de resina

compostas pintadas com caneta marcadora permanente
de cores diferentes para identificacdo dos palitos de
cada grupo; [B] dente fixado com cera pegajosa ao
dispositivo da maquina de corte montada com um disco
diamantado; [C] duas sequéncias perpendiculares de
corte, uma no eixo X e outra no eixo y, permitiram a
obtencdo dos palitos para o teste de resisténcia de unido;
[D] eppendorfs com palitos de cada dente em agua
destilada.

4.10.2 Analise do grau de conversdo (GC) por espectroscopia em Micro-Raman

Os palitos selecionados para analise do grau de conversdo foram submetidos a um
polimento com lixas d’agua de granulagdo de 1500 e 2000 por um periodo de 30 s, sob
irrigacdo com agua. Em seguida, foram lavados em cuba ultrassdnica por 15 min e
armazenados em agua destilada, a 37 °C, por 24 h. Para andlise do GC, os palitos foram
levados ao espectrometro de Raman (Brunk Optic GmbH, Ettlingen, Badem-Wirttemberg,
Alemanha), que foi calibrado a zero e uma amostra de silicone foi usada para os valores
coeficientes. Os espécimes foram avaliados sob os seguintes parametros: laser de Nednio com
632 nm (vermelho) de comprimento de onda a 20 mW de poténcia, resolugdo espacial de = 3
um, resolucio espectral de =~ 5 cm™ com 30 segundos de tempo de acumulacéo e 3 co-adicdes
em magnificacdo de 100x (Olympus UK, London, UK) para um laser de = 1 um de diametro.
Os espectros obtidos foram da interface adesiva de sitios na regido da camada hibrida e

obteve-se uma imagem digital de cada sitio.
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4.10.3 Teste de resisténcia de unido a microtragéo (RU)

Os palitos obtidos foram colados individualmente em garras de Geraldeli (Odeme
Biotechnology, Joacaba, Santa Catarina, Brasil) (PERDIGAO et al., 2002) aplicando em cada
um dos extremos do palito cola de cianocrilato gel (Loctite Superbonder Power Easy Gel,
Henckel, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil), que permite o controle da aplicacdo, de forma a ndo
contaminar a interface dente-restauracdo. Apos o tempo de polimerizacdo da cola, as garras
com os palitos foram acopladas na maquina de ensaios universal (Instron 3343; Instron
Norwood, Mass, EUA) e estes foram testados por tracdo a uma velocidade de 0,5 mm/min

com célula de carga de 100 N até rompimento da interface (Figura 10).

Figura 10 - Sequéncia para o teste de microtracdo

A] [Cl1 Ry [F]
| %
| [D]
iy |
E]

Fonte: banco de imagens PPGO/UEPG

(*) [A] interface adesiva entre dente e restauracdo, indicada pela seta,
em uma vista lateral do palito; [B] mensuracdo da largura e da
espessura do mesmo palito, com paquimetro digital, para o calculo da
area da interface adesiva; [C] cola de cianocrilato em gel; [D]
aplicacdo da cola nas extremidades do palito, protegendo a interface
com a pinca; [E] posicionamento do palito nas garras de microtracdo
deixando a interface adesiva no espaco central da garra; [F] adaptacao
das garras na maquina de ensaios universais apos a polimerizacdo da
cola.

Utilizando uma lupa estereoscopica com 100x de magnificacdo (Olympus SZ40,
Shinjuku-ku, Téquio, Japdo), a falha de cada palito foi classificada segundo o tipo de fratura
como: adesiva, falha na interface adesiva dente/restauracdo; coesiva em dentina, falha

exclusivamente em dentina; coesiva em resina, falha exclusivamente em resina composta;
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adesiva/mista, falha na interface adesiva dente/restauracdo, mas que incluiu falha coesiva dos
substratos vizinhos; falhas prematuras, palitos que quebraram antes dos testes.

4.10.4 Analise de nanoinfiltracao

Trés palitos de cada grupo experimental, que ndo foram utilizados para o teste de
resisténcia de unido, foram selecionados aleatoriamente para a analise da nanoinfiltracdo com
a finalidade de observar a qualidade da interface de unido. Os palitos foram imersos
individualmente em solucdo aquosa de nitrato de prata amoniacal 50 % em peso (pH = 7,0),
em um recipiente escuro, protegido da luz, por 24 horas. Apds esse periodo, os palitos foram
lavados abundantemente com agua destilada e imersos em solucéo reveladora por 8 horas, sob
luz fluorescente, para que houvesse reducdo dos ions de prata ao longo das microporosidades
na interface de unido (TAY et al., 2002).

Depois de revelados, e novamente lavados com agua destilada, os palitos foram
fixados em stubs de aluminio. Foi realizado um polimento com uso de lixas d’agua em
granulac6es de 1000, 1200, 1500, 2000 e 4000 (3M), seguido de polimento final com discos
de feltro com pasta diamantada, sob constante irrigacdo com agua. As amostras foram lavadas
em cuba ap06s o polimento por 15 minutos. O excesso de agua foi removido e as amostras
foram colocadas em dessecador com silica coloidal por 24 horas.

Apds esse periodo, as amostras foram metalizadas com ouro e levadas ao microscéopio
eletronico de varredura [MEV] (SSX 550, Shimadzu, Toquio, Japdo). De forma a padronizar a
aquisicdo da imagem, foram obtidas trés fotomicrografias de cada amostra. A primeira na
regido central do palito e as demais em dire¢cdo a ambas as extremidades, 0,5 mm a esquerda e
0,5 mm a direita da primeira imagem, com um aumento de 500x e 2000x a 15 kV de tensdo.
Somente a prata infiltrada na interface adesiva foi considerada. A porcentagem relativa de
nanoinfiltracdo dentro das areas de adesivos e camadas hibridas foi medida em todas as
imagens usando o software de dominio publico Image J, um pacote de software de
processamento de imagens baseado em Java desenvolvido nos Estados Unidos da América no
National Institute of Health (NIH).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO SiPy*CI" E DO [Cu(SiPy"CI),]*
5.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

O espectro na regido do infravermelho de SiPy*CI" estéa representado na Figura 11.

Figura 11 - Espectro na regido do infravermelho do SiPy*CI
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Fonte: O autor

Pode-se observar uma banda intensa e larga em 1082 cm™ e outras duas bandas em
775 cm™ e em 457 cm™ (Figura 11) que sdo atribuidas respectivamente ao modo de
estiramento assimétrico e simétrico do esqueleto Si-O-Si e a0 modo de deformagéo SiOSi do
grupo Si-O-Si (JAFFRES e E. MORRIS, 1998; BENVENUTTI et al., 2009; DE MENEZES,
E. W. et al., 2012). O espectro ainda apresenta as bandas vibracionais caracteristicas do anel
piridinio em 1633 e 1489 cm™, cujos valores sdo similares aos apresentados na literatura
(SILVERSTEIN et al., 2005; Bl et al., 2014).
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A Figura 12 representa o espectro na regido do infravermelho de [Cu(SiPy*CI),]

Figura 12 - Espectro na regido do infravermelho do [Cu(SiPy*CI"),]**
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Fonte: O autor

Pode ser constatado, que as bandas do anel piridinio apresentaram um deslocamento,
de 1633 e 1489 cm™ para 1631 e 1483 cm™, respectivamente (Figura 12). Essas alteragdes sdo

tipicas da coordenacdo do metal aos &tomos de nitrogénio (SILVERSTEIN et al., 2005).
5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectro de RMN de *C de SiPy*CI™ e [Cu(SiPy*CI),]** de estado sélido, exibido
na Figura 13, identifica seis principais deslocamentos quimicos para os sinais de carbono
denominados C; 33 € C, p, 4 € indicados no desenho da formula estrutural na parte superior

da figura.
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Figura 13 - Espectros de RMN *C (VACP-MAS) de [Cu(SiPy*CI),]** e SiPy*CI”

o B
j 2 3
O=Si=CH,=CH,=CH, = O v
7 2 ‘3 b B
O=Si=CH,=CH,=CH,=Cl
: 2 > P

[Cu(SiPy C17),1%*

Lk SiPy CI™

270 240 210 180 150 120 90 60 30 (4] -30

Frequéncia (ppm)

Fonte: O autor
(*) o simbolo asterisco representa as bandas laterais

O sinal em 10,26 ppm, e seu sinal de deslocamento em 18,02 ppm, estdo associados ao
carbono C; que esta proximo ao nucleo Si. O sinal em 26,72 ppm (e sua contraparte deslocada
em 31,40 ppm) corresponde ao carbono C, flanqueado em ambos os lados por dois ndcleos
de carbono (ALFAYA e GUSHIKEM, 1999; DE MENEZES, ELIANA W., LIMA, EDER C.,
etal., 2012).

O sinal de deslocamento em 63,94 ppm (e sua contraparte deslocada em 68,20 ppm) é
atribuido a funcdo modificada do carbono C; diretamente ligado ao nitrogénio, e 0
deslocamento em 48,26 ppm corresponde ao carbono C«, do grupo 3-cloropropil ligado ao
polimero de silicio (MULLER et al., 2000; DE MENEZES, ELIANA W., LIMA, EDER C.,
et al., 2012). A presenca desses sinais € um indicativo da pequena propor¢do de grupos
cloropropil ndo reagentes ainda presentes no SiPy'Cl™ (DE MENEZES, ELIANA W.,
NUNES, MICHAEL R., et al., 2012).

O sinal de deslocamento em 129 ppm (e sua contraparte deslocada em 142,90 ppm)
esta relacionado ao carbono C, e o sinal em 145,10 ppm (contraparte deslocada em 149.30
ppm) esta relacionado a ambos os carbonos Cg e C, (ALFAYA e GUSHIKEM, 1999; DE
MENEZES, ELIANA W., LIMA, EDER C., et al., 2012). Os sinais quimicos de “*C estdo
resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Deslocamentos quimicos de **C das amostras de SiPy*CI~ e [Cu(SiPy*CI),]**

Arpbi_ente Deslocamento quimico (ppm)
quimico
SiPy*CIl™ [Cu(SiPy'CI"),]** Referéncial Referéncia 2
1 10,26 18,02 9,4 10
2 26,72 31,40 25,4 26
‘3 48,26 — 49
3 63,94 68,20 63,9 65
A 129,10 142,90 129,2 129
B,y 145,10 149,30 145,1 145

Fonte: O autor

(*) Os deslocamentos quimicos sdo apoiados por estudos anteriores que discutem
desenvolvimentos quimicos semelhantes (ndo os mesmos); Referencia 1 (DE MENEZES,
E. W. et al., 2012); Referencia 2 (ALFAYA e GUSHIKEM, 1999); As marcacfes de
carbono estdo relacionadas ao desenho da estrutura molecular (Figura 13).

Um campo baixo, linha ampla e efeitos de ruido sdo destacados como outra
assinatura coletiva dos deslocamentos quimicos **C da amostra [Cu(SiPy*CI),]*". Esses
efeitos sdo gerados pela proximidade de atomos eletronegativos na rede de ligacéo.
Qualquer dtomo, radical, molécula ou ion induzem um deslocamento quimico das linhas
espectrais. Neste caso, a presenca do ion Cu (I1) faz com que as linhas espectrais sejam
deslocadas a esquerda do espectro. (JACOBSEN, 2007).

Um tipico espectro de RMN de #Si de SiPy"CI™ e [Cu(SiPy"CI),]**, apresentado na
Figura 14, mostra os sinais de deslocamento obtidos, que estdo resumidos na Tabela 2.

Figura 14 - Espectros de RMN (DP-MAS) de #Si de [Cu(SiPy*CI"),]** e SiPy*CI™ no estado sélido
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Fonte: O autor
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Tabela 2 - Deslocamento quimico de RMN de #Si de SiPy*CI™ e [Cu(SiPy*CI"),]**

Deslocamento Quimico (ppm)

Ambiente .o +~- .+~ 12+ Referencia Referencia Referencia

quimico SiPy'Cl" [Cu(SiPy'Cl"),] 1 9 3
T, -49,87 -48,20 -49 -50
T3 -58,56 -57,10 -57 -58 -59
T, -67,85 -66,35 -65 -68 -68
Q: -91,75 -90,80 -86* -91
Qs -101,30 -101,30 -101 -101 -101
Qs -110,80 -111,00 -110 -110 -111

Fonte: O autor

(*) Os deslocamentos quimicos sdo apoiados por estudos anteriores que discutem desenvolvimentos
quimicos semelhantes (ndo os mesmos); Referencia 1 (RIBICKI et al., 2018); Referencia 2 (ALFAYA e
GUSHIKEM, 1999); Referencia 3 (DE MENEZES, E. W. et al., 2012).

Os deslocamentos quimicos de 2°Si observados para ambas as amostras sdo atribuidos
ao silicio (caractere em negrito) nos seguintes ambientes: o sinal °Si do ambiente quimico R-
Si(OR")(OH)(0Si=) marcado por T, é identificado em -49,87 ppm, onde R™ pertence ao
esqueleto de celulose (ALFAYA; GUSHIKEM, 1999); O sinal *Si do ambiente quimico
RSi(OH)(0Si=), marcado por Ts é identificado em -58,56 ppm, o sinal %*Si do ambiente
quimico RSi(=SiO)z unidade do cluster de silsesquioxano marcado por T, é identificado em -
67,85 ppm. Esses deslocamentos quimicos estdo relacionados aos ambientes quimicos do tipo
T para os nucleos de *°Si.

Existem outros trés ambientes quimicos do tipo Q, como pode ser observado para o
ambiente quimico (=Si0),Si(OH), rotulado como Q; a 91,75 ppm e predominantemente dois
picos em -101,3 e -110,8 ppm que sdo atribuidos a sinais de superficie puros e que
correspondem a ambientes quimicos de (=Si0)3;Si(OH) e (=Si0),Si marcados como Qs e Qg,
respectivamente (RIBICKI, ARIANE CAROLINE et al., 2018).

5.2 Atividade antimicrobiana do SiPy*Cl e do [Cu(SiPy*CI),]**
Os didmetro das zonas de inibigdo total de crescimento observados, expressos em

milimetros (média * desvio padrdo), nas diferentes concentraces de SiPy"Cl e [Cu(SiPy"CI

)2]** estéo resumidos nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Resultados do teste de disco difusdo em agar do SiPy*CI’

SiPy*CI (%)

0,5 1 2 CP
Staphilococus aureus 8,66+ 115" 12,33+0,58% 13,67 +1,15%° 19,66+ 0,58
Escherichia coli 12,67 +152% 18+1° 22,33+0,6° 20%0
Streptococcus mutans 11,56 +0,57* 15,67 +0,58° 18+ 1° 19,66 + 0,58

Fonte: O autor

(*) Resultados expressos pela média do diametro (mm) da zona de inibigdo (ZI) + desvio padrao de
experimentos independentes em triplicata; CP = controle positivo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) entre os didmetros da ZI.

Tabela 4 - Resultados do teste de disco difusdo em &gar do [Cu(SiPy*CI),]*

[Cu(SiPY"C2]*" (%)

0,5 1 2 CP
Staphilococus aureus 10,67 +£0,58* 11.33+1,15° 13,0+1,64° 19,66+0,58
Escherichia coli 12,0 £ 0,6% 19.33+0,57° 23,0 +1,0° 200

Streptococcus mutans 12,33 +1,15% 16,0+ 1,0° 19,67 £0,57° 19,66 + 0,58

Fonte: O autor

(*) Resultados expressos pela média do didmetro (mm) da zona de inibigdo (ZI) + desvio padrdo de
experimentos independentes em triplicata; CP = controle positivo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) entre os diametros da ZI.

Em geral, SiPy"CI" e [Cu(SiPy"CI"),]** proporcionou um efeito antibacteriano notével
contra as bactérias testadas. Na concentracdo mais alta (2 %) a atividade antibacteriana contra
E. coli e S. mutans foi semelhante a observada para o controle positivo. A funcionalizacéo do
cobre ndo apresentou efeito incremental sobre a atividade antimicrobiana. O efeito inibitério
sobre o crescimento bacteriano foi dependente da dose para as trés concentragdes testadas.

O sal de amonio quaternario e os ions de cobre podem causar a morte bacteriana. O
SiPy*CI" e o [Cu(SiPy*CI"),]** causam o rompimento da membrana celular através da ligagdo
de seus cations de amdnio a sitios anidnicos na camada externa das bactérias. O cobre pode se
ligar a grupos amina e carboxilicos na superficie do microorganismo modificando suas
membranas celulares (GUTIERREZ et al., 2017). Essa interacdo rompe as camadas lipidicas
circundantes e desencadeia 0 extravazamento de contetdo intracelular (JIAO et al., 2019;
SOUSA et al., 2021).

Como controle negativo, neste teste, foi utilizado o adesivo sem a incorporacdo dos

compostos, nao houve zona de inibigédo de crescimento.
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5.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A fim de projetar novas estratégias para o manejo da aderéncia e colonizacao
microbiana no meio bucal, € essencial investigar a citocompatibilidade desses materiais
(RUDNIK et al., 2020; STERZENBACH et al., 2020). Neste sentido, a Figura 15 representa a
viabilidade celular de linhagens celulares Calu-3 e 3T3 pelo ensaio MTT ap0s seu tratamento

com SiPy*CI" e [Cu(SiPy*CI"),]** em diferentes concentragdes, por 72 h.

Figura 15 — Resultados da viabilidade celular em Calu-3 e 3T3 apds tratamento com o SiPy*Cl e
[Cu(SiPy*CIN),]*
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Fonte: O autor

(*) Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de 4 experimentos
independentes (n = 16). Os asteriscos denotam niveis de significancia em relagdo ao
controle, p < 0,05.

O SiPy*CI proporcionou uma reducdo estatisticamente significativa da viabilidade
celular para ambas as linhagens celulares Calu-3 (43% e 45%) e 3T3 (22% e 56%) em
concentracdes de 1000 e 2000 pg.mL™. A funcionalizacdo com cobre demonstrou 0 mesmo
efeito citotéxico para [Cu(SiPy*Cl),]**, reduzindo a viabilidade celular em 1000 e 2000
ng.mL™. Assim, a presenca de cobre nio afetou a citotoxicidade em relagdo & matéria-prima

nas mesmas condicdes.
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Os adesivos autocondicionantes dentarios sdo geralmente toxicos para as células
pulpares, resultando em uma diminuicdo de 26-35 % na atividade metabolica celular. LANZA
et al. (2009) avaliaram através do MTT a difusdo transdentinaria e a citotoxicidade de
adesivos autocondicionantes comercialmente disponiveis contra células odontoblasticas.
Observou-se que a redugcdo da viabilidade celular promovida pelos sistemas
autocondicionantes variou de 28 a 48%.

Diversos estudos tém sido aplicados para avaliar a citotoxicidade de sistemas adesivos
e seus componentes. Esses materiais ndo devem ter efeitos prejudiciais sobre as estruturas
dentérias, apresentando biocompatibilidade aliada & durabilidade (SENGUN et al., 2011) e
sendo capazes de evitar infiltracdo bacteriana e selar céries dentarias (CAVALCANTI et al.,
2010). No entanto, o contato direto dos sistemas adesivos sobre o tecido pulpar deve ser
evitado, pois isto pode provocar uma reacdo inflamatdria intensa e persistente sobre as células
(CAVALCANTI et al., 2010; ELIAS et al., 2015).

Através do padrdo de morte celular, pode-se avaliar a citotoxicidade dos materiais. As
células apoptéticas sdo removidas por fagocitose, ocasionando uma moderada resposta
inflamatdria, sendo a necrose causadora de uma resposta inflamatéria mais grave e danos para
os tecidos circundantes (BIANCHI et al., 2013). Pode-se entdo, apds esses testes, direcionar
os cuidados que devem ser realizados na utilizacdo e aplicagdo desses materiais em
procedimentos clinicos (COSTA e HEBLING, 2013).

5.4 AVALIACAO DA HOMOGENEIDADE DO ADESIVO
Apbs incorporacdo das diferentes concentracdes do SiPy"Cl e do [Cu(SiPy'CI),]**

aos adesivos observou-se que seu aspecto se manteve homogénio e translicido, ndo sendo

evidenciada separacéo de fases, como mostra a Figura 16.
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Figura 16 - Imagem das diferentes concentracdes de SiPy*Cl e [Cu(SiPy*CI'),]** incorporadas ao adesivo
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Fonte: O autor

5.5 TESTES DE SUSCETIBILIDADE IN VITRO

5.5.1 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos adesivos contendo SiPy'Cl" e
[Cu(SiPy*CI),]**

Os resultados dos didmetros dos halos de inibicdo total de crescimento, zona de
inibicdo (ZI) expressa em milimetros (média + desvio padrdo), obtidos com os adesivos
contendo diferentes concentracdes de SiPy"Cl™ e [Cu(SiPy*Cl),]** estdo resumidos nas
Tabelas 5 e 6. Todos adesivos experimentais avaliados (0,5 %, 1 % e 2 %) apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microorganismos representantes gram positivo

(Staphilococus epidermidis) e negativo (Escherichia coli) testados.

Tabela 5 - Resultados do teste de disco difusdo em agar dos adesivos experimentais contendo SiPy*CI

. . SiPy*CI’
Microorganismo -
0,50% 1% 2% CP
Staphilococus aureus 10 +1° 10,66 + 1,15° 12,66 + 1,62° 19
Escherichia coli 8,33+0,57* 9,66 +0,57° 13,33 +0,57° 20
Streptococcus mutans 6,66 0,57 7,67+0,57 11,33 + 0,57 0

Fonte: O autor
Resultados expressos pela média + desvio padrdo; CP = controle positivo. Letras diferentes indicam
diferengas significativas (p < 0,05) entre os didmetros das ZI.
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Tabela 6 - Resultados do teste de disco difusdo em &gar dos adesivos experimentais contendo
[Cu (SiPy*CI),]*

[Cu(SiPy*"CI),]**

Microorganismo

0,50 % 1% 2% CP
Staphilococus aureus 10,67 +0,58* 11,33+1,15° 13,0+2,64* 19
Escherichia coli 8,0+0? 9,33+0,57° 140+1,0° 20
Streptococcus mutans 7,33 £ 0,57 8,66 + 0,57 11,33+£0,57 19

Fonte: O autor
Resultados expressos pela média + desvio padrdo; CP = controle positivo. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p < 0,05) entre os diametros das ZI.

Né&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os halos de inibicdo de
crescimento total de Staphilococus aureus apresentados pelos adesivos experimentais nas
diferentes concentracdes de SiPy*CI" e [Cu(SiPy*CI),]*".

Os adesivos experimentais contendo 2 % SiPy*Cl™ e [Cu(SiPy"CI"),]** apresentaram
halos de inibicdo de crescimento total de Escherichia coli maiores, com diferenca estatistica
significativa, quando comparados aos halos de inibicdo formados pelos adesivos com
concentracdes de 0,5 e 1 %.

Em nenhuma das concentracGes, de ambos 0s adesivos experimentais testados, houve

inibicdo do crescimento de Candida albicans sp.

5.6 Testes mecanicos e grau de conversédo

5.6.1 Analise do grau de conversdo dos sistemas adesivos in vitro

O grau de conversdo depende da composicdo quimica e das condi¢bes de
polimerizacdo (BAROUDI et al., 2007) e afeta a estabilidade quimica (PONGPRUEKSA et
al., 2018), propriedades mecanicas e comportamento bioldgico dos sistemas adesivos
(SANTERRE et al., 2001).

Os valores médios, obtidos por meio de micro-Raman, do grau de conversao, em %, e
respectivos desvios-padrdo dos adesivos incorporados com SiPy’Cl™ sdo apresentados na
Tabela 7.
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Tabela 7 — Grau de conversio obtido dos adesivos experimentais contendo SiPy*CI

Adesivo GCzxdp
0 % (controle) 75,8 +1,2°

0,5% 74,3 +2,6°
1,0 % 75,1 +2,0°
2,0% 730 +2,5°

Fonte: O autor

Valores expressos como média + desvio
padrdo. Letras iguais indicam resultados
estatisticamente similares (ANOVA, seguida
de Tukey, p > 0,05).

N&o houve diferenca estatistica significativa entre o adesivo controle (0 %) e os
adesivos experimentais nas diferentes concentragdes analisadas.

Os valores médios, obtidos por meio de micro-Raman, do grau de conversao, em %, e
0s respectivos desvios-padrdo dos adesivos incorporados com [Cu(SiPy"Cl),]** sdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Grau de converséo obtido dos adesivos experimentais contendo [Cu(SiPy"CI),]**

Adesivo GC+dp
0 % (controle) 758 +1,2°
0,50 % 83,6 +15°
1,0 % 82,3 +0,4°
2,0 % 82,0 +0,6°

Fonte: O autor

(*) Valores expressos como média + desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (ANOVA, seguida de
Tukey, p < 0,05).

Foi observada diferenca estatistica significativa quando comparado o adesivo controle
(0%) aos adesivos contendo [Cu(SiPy*Cl),]**, que apresentaram valores médios mais
elevados. Entretanto, os valores do grau de conversdo dos adesivos experimentais mostraram-
se estatisticamente semelhantes, independentemente da concentragdo do composto presente

no adesivo.
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5.6.2 Teste de resisténcia maxima a tragdo

Os resultados da média de resisténcia em MPa e desvios padrdo, testados apos 24 h

(IM) estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 9 - Resisténcia méxima & tragdo dos grupos controle, SiPy*CI" e [Cu(SiPy*CI'),]** no tempo imediato

Adesivo 24 horas
controle (0 %) 27,9 + 2,532
SiPy*CI’

0,5% 30,39 £ 5,212
1,0 % 31,19 +3,492
2,0 % 32,93+342°2
SiPy*Cl -Cu®*

0,5% 28,63 +4,022
1,0 % 29,96 £ 3,842
2,0 % 31,48 £ 4,972

Fonte: O autor

(*) Letras iguais indicam  resultados
estatisticamente semelhantes (ANOVA, seguida
de Tukey, p > 0,05).

Nédo foi observada diferenca estatistica significativa nos resultados obtidos quando

comparados 0s adesivos experimentais testados entre si e também em relacéo ao controle.
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5.7 AVALIACOES IN SITU

5.7.1 Grau de conversao

Na Tabela 10 apresentam-se os valores de média e desvio padrdo do grau de conversao
dos diferentes sistemas adesivos avaliados.

Tabela 10 — Grau de conversdo (GC, %) dos adesivos experimentais no tempo imediato

Adesivo GC (%)
Controle 40,94 +1,61%
SiPy*CI

0,5 % 31,20 + 3,69°
1,0 % 35,84 + 6,57
2,0% 34,05 + 7,93%

[Cu(SiPy*CI),]*"

0,5% 50,64 +2,80°
1,0 % 42,86 +5,06°
2,0% 40,38 + 8,18°

Fonte: O autor

(*) Valores expressos como média (%) +
desvio padrdo. Letras iguais indicam valores
estatisticamente  semelhantes (ANOVA,
seguida de Tukey, p < 0,05).

De acordo com os resultados obtidos, a maior média (50,64 % + 2,80) foi observada
no adesivo contendo 0,5 % de [Cu(SiPy'CI),]** e a menor média (31,20 % + 3,69) foi
observada no adesivo contendo 0,5 % de SiPy"CI’, ambos apresentaram diferenca estatistica
significativa quando comparados entre si e ao grupo controle (40,94 % + 1,61).

Os adesivos contendo 1 e 2 %, tanto de SiPy*Cl" quanto de [Cu(SiPy*CI),]*,
apresentaram-se estatisticamente semelhantes quando comparados ao adesivo controle.
Quando a comparagdo foi feita entre os adesivos do mesmo grupo, os valores de GC
apresentaram-se estatisticamente semelhantes para as diferentes concentracdes de SiPyClI".
Por outro lado, no grupo de [Cu(SiPy"CI),]**, as concentracdes de 0,5 e 1 % mostraram-se
semelhantes quando comparadas entre si, mas ambas diferiram com significancia estatistica

guando comparados ao adesivo de 2 %.



56

5.7.2 Resisténcia de unido a microtragdo (RU)

Os valores de resisténcia de unido a microtracao estdo expressos na tabela 11.

Tabela 11 — Resisténcia de unido a microtracdo dos adesivos experimentais

Adesivo RU (MpA)
Controle 31,90 + 3,96°
SiPy*CI

0,5% 28,90 £ 5,65
1,0 % 31,60 +7,21
2,0% 29,69 +5,17

[Cu(SiPy*CI),]**

0,5% 22,16 + 5,95°
1,0 % 23,24 + 2,46°
2,0% 20,88 + 5,73

Fonte: O autor

Resultado expresso como média (MpA) =
desvio padrdo, letras iguais representam
diferenga estatistica significativa (ANOVA,
seguida de Tukey, p > 0,05).

Foi constatado que ndo houve variacdo estatisticamente significativa nos valores de
RU dos diferentes adesivos contendo SiPy'Cl" quando comparados ao grupo controle. As
pequenas alteracdes na composi¢do do adesivo provavelmente ndo séo relevantes o suficiente
para se traduzir em uma diferenca significativa na resisténcia de unido imediata.

Apesar disso, deve-se notar a reducdo estatisticamente significativa dos valores de RU
nos adesivos contendo [Cu(SiPy*"CI"),]** em relacio ao grupo controle.

Os sistemas adesivos universais apresentam desempenhos diferentes na adesdo a
dentina quando comparados entre si. A capacidade de unido dos adesivos universais € 0S
modos de falha sdo dependentes do material. Ainda, em alguns casos observam-se diferencas
entre a capacidade de unido dentinéria dos adesivos universais em relagdo aos materiais
padrdo ouro (CARDOSO et al., 2019).

E provavel que essas diferencas possam ser importantes na ades&o em longo prazo, o
que deve ser avaliado. Sobretudo, a maioria dos autores concorda que a avaliagcdo da
resisténcia de unido a microtracdo é fundamental para avaliar a resisténcia de unido e,

conseqiientemente, a possivel longevidade da unido resina-dentina (CHEN et al., 2022).
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Os padrdes de fratura (RU) para dentina e esmalte estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 — Padrdo de fratura da interface adesiva

PF (%)
Adesivo A R D CD CR WM P
Controle 80,40 10,9 65
SiPy*CI
0.5 % 95,60 2,20
1.0 % 97,70 2,30
2.0% 100,00
[Cu(SiPy*CI),]**
0.5% 96,60 3,40
1.0 % 89,6 26 26 26 26
2.0 % 96,3 3,70

Fonte: O autor
(*) Resultados expressos em porcentagem; A = adesiva, R = resina, D = dentina,
CD = coesdo em dentina, CR = coesdo em resina, M = mista, P = palito

As fraturas adesivas predominaram em todos 0s grupos e ndo ocorreram falhas pré-
teste. Embora atualmente os sistemas adesivos tenham sido significativamente melhorados, a
interface adesiva continua sendo a area mais fraca das restauracdes resinosas (CHEN et al.,
2022).

5.7.3 Andlise de Nanoinfiltracdo

As médias de nanoinfiltracdo (%) e os respectivos desvios-padrdo estdo representados
na Tabela 13, para cada sistema adesivo e para cada grupo.
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Tabela 13 — Nanoinfiltracio obtida dos adesivos experimentais

Adesivo N (%)
Controle 6,90 £ 2,06
SiPy*CI

0,5 % 13,27 £ 1,442
1,0 % 8,05+ 2,19
2,0 % 2,85+ 0,492

[Cu(SiPy*CI),]**

0,5 % 4,85+ 0,58
1,0 % 5,92 +2,22
2,0% 4,90 + 2,33

Fonte: O autor

Resultados expressos em média (%) + desvio
padrdo; letras iguais representam diferenca
estatistica  significativa  (Kruskal-Wallis
seguido de Dun, p < 0,05)

Uma vez que os resultados ndo apresentaram normalidade de distribuicdo de valores e
que a variancia ndo foi homogénea, para detectar as diferencas entre 0os grupos quanto a
nanoinfiltracdo (quantitativo) optou-se por realizar teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e
de Mann-Whitney e, pos-teste de Dunn.

Os adesivos de SiPy"Cl nas concentragdes 0,5 % e 2,0 % apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparados entre si. Os demais adesivos experimentais
avaliados obtiveram porcentagens de nanoinfiltracdo semelhantes, sem diferencas estatisticas
significativas.

As imagens representativas de microscopia eletronica de varredura (MEV) da camada
hibrida, formada pelos sistemas adesivos sobre dentina humana, avaliadas quanto a

nanoinfiltracdo em tempo imediato sdo apresentadas na Figura 17.
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Figura 17 - Imagens (MEV) representativas da interface de unido a dentina, obtidas em cada condigéo
experimental, no tempo imediato

Controle

‘
|

SiPy*CI

7/

we: s

« OUT DAMMEE  WEM MAG 104 b o wee
FEARH Ivend g W St i Vi Sl 397 g Dy 119904
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Fonte: O autor
(*) R =resina; CH = camada hibrida; D = dentina; a seta indica a deposicao
de nitrato de prata

A nanoinfiltracdo foi manifestada em extensdo varidvel no interior das camadas
hibridas avaliadas. Ainda, observou-se que as nanoporosidades estavam presentes na base da
camada hibrida, ou seja, na dentina desmineralizada e ndo preenchida completamente durante
0 procedimento de unido.

Estudos morfologicos mostram que a resisténcia adesiva e a habilidade de selamento
dos sistemas adesivos ndo estdo relacionadas a espessura da camada hibrida, mas sim a
qualidade do substrato dentinario (MIYAZAKI et al., 2003).
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6 CONCLUSOES

A sintese e funcionalizacdo do SiPy'Cl™ foi realizada de forma satisfatoria, como
verificado pela caracterizacdo por IVTF e RMN.

A atividade antimicrobiana do SiPy'Cl" e de [Cu(SiPy"Cl),]** foram confirmadas
pelos testes de disco difusdo em &gar realizados frente aos microorganismos Streptococus
mutans, Escherichia coli e Staphilococus aureus. Entretanto, ndo apresentaram atividade
antifangica (Candida albicans).

Nos testes de viabilidade celular o SiPy*ClI" e [Cu(SiPy'Cl),]** mostraram-se
citotoxicos para as linhagens celulares testadas apenas em concentracdes superiores a 1000
pg/mL. Os testes devem ser realizados também nos adesivos ap0s a incorporacdo do
composto.

Diante dos resultados obtidos, nota-se que a incorporagdo do SiPy'Cl" e do
[Cu(SiPY'CI),]* a0 sistema adesivo universal ndo alterou sua homogeneidade, sem
evidenciacao de separacdo de fases nas solugdes.

Os adesivos experimentais apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
microorganismos gram positivos e gram negativos testados. Novos testes que contribuam para
elucidar o perfil antimicrobiano dos adesivos experimentais, como o de formacéo de biofilme
e concentracao inibitoria minima, deverao ser realizados.

N&o houve diferenca no GC das diferentes concentracGes dos adesivos experimentais
contendo SiPy*CI", mesmo quando comparados ao controle e avaliados in vitro. Os adesivos
contendo [Cu(SiPy"CI")]** apresentaram maiores valores médios de GC quando comparados
ao controle, embora estatisticamente semelhantes entre si nas diferentes concentraces
testadas. Na avaliacdo do GC in situ, os resultados foram semelhantes ao controle para os
adesivos nas concentraces de 1 % e 2 % de SiPy*Cl™ e de [Cu(SiPy*CI),]*".

Os testes mecanicos de resiténcia maxima a tragcdo mostraram que a incorporagdo dos
compostos ao adesivo Ambar universal ndo comprometeu suas caracteristicas mecanicas.
Deve ser avaliado se esta caracteristica se mantém ao longo do tempo.

Foi constatado pela avaliagéo in situ de RU que ndo houve variagéo entre os diferentes
adesivos contendo SiPy"Cl™ quando comparados ao grupo controle. Apesar disso, notou-se
reducdo de RU nos adesivos contendo [Cu(SiPy*Cl),]** em relacdo ao grupo controle. Os
padroes de fratura foram avaliados e em todos 0s grupos predominaram as fraturas adesivas.

Considerando as limitagdes do estudo, os resultados mostram que esta incorporagao

pode ser uma opcdo adequada pelas propriedades fisicas, mecénicas e biologicas
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apresentadas. Entretanto, a continuidade da avaliacdo do perfil antimicrobiano dos adesivos
experimentais e testes mecéanicos para avaliar a manutencdo de suas caracteristicas em longo

prazo devem ser considerados.
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