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RESUMO

NAUPARI RA. Durabilidade da interface de uniio entre adesivo e dentina: efeito
da adicao de nanoparticulas de cobre. [Dissertacao] - Mestrado em Odontologia —
Area de Concentragdo Dentistica Restauradora - Universidade Estadual de Ponta
Grossa; 2022.

Objetivos: Este estudo avaliou o efeito da adigdo de nanoparticulas de cobre (NpCu),
em diferentes concentragdes, em um sistema adesivo de condicionamento e lavagem
simplificado (Ambar [FGM] na resisténcia de unido resina-dentina (RU),
nanoinfiltragdo (NI), e a presenga de nanoparticulas de cobre (PC) dentro da camada
hibrida, nos tempos imediatos (IM) e ap6s 1 (1A), 2 (2A) e 4 anos (4A) de
armazenamento em agua. Material e métodos: Sete sistemas adesivos experimentais
foram formulados de acordo com a concentracdo de nanoparticulas de cobre (0O
[controle], 0,0075, 0,015, 0,06, 0,1, 0,5 e 1% em peso) a ser adicionada no adesivo.
O esmalte oclusal e periférico de trinta e cinco molares foi removido e os adesivos
foram aplicados nas superficies de dentina apds condicionamento com acido fosférico
a 37% e, em seguida, foram feitas as restauragdes de resina composta. Os
espécimes foram seccionados longitudinalmente para obtencdo de espécimes
(palitos) de resina-dentina (0,8 + 0,1 mm?). Os espécimes foram armazenados em
agua destilada a 37°C. De cada dente de cada grupo, 4 espécimes foram testados
em tenséo a 0,5 mm/min (RU) em cada tempo. Ja para NI e PC, 1 espécime de cada
dente foi preparado e analisado no MEV. Para RU e NI os dados foram submetidos a
analise de variancia de 2 fatores para medidas repetidas. Foi feito o teste post hoc de
Tukey para multiplas comparagdes. A significancia estatistica foi definida em a = 0,05.
Resultados: A adigdo de 0,5% de NpCu no sistema adesivo aumentou
significativamente os valores de RU no tempo IM (p < 0,05). Apos 1A, 2A e 4A, todos
os adesivos com cobre mostraram maiores valores de RU (p < 0,05), exceto o grupo
de 0,075% apds 2A. Todos os adesivos apresentaram um decréscimo significativo de
RU ao longo do tempo (p < 0,05), exceto o grupo de 1% de NpCu (p = 0,05).
Decréscimos significativos nos valores de NI foram observados nos adesivos com
cobre no tempo IM (p < 0,05). Apos 1A, 2A e 4A, os adesivos com 0,075% até 1% de
NpCu mostraram valores menores de NI quando comparados ao controle. Os
adesivos contendo cobre apresentaram um aumento significativo de NI s6 apds 4A
(p < 0,05). A presenga de cobre na camada hibrida foi identificada a partir da
concentracido de 0,060%, no tempo IM e apos 4A. Concluséo: A adigao de NpCu a
partir de concentragdes de 0,06% até 0,5% € uma alternativa para melhorar as
propriedades adesivas no tempo imediato, e diminuir a degradagao da interface
adesiva ao longo do tempo.

Palavras-chave: Adesivos Convencionais; Dentina; Resistencia de unido;
Nanoinfiltracdo; Presenca de cobre.



ABSTRACT

NAUPARI RA. Durability of resin/dentin interfaces: effects of copper-
nanoparticles added into an adhesive. [Dissertation] — Master of Science in
Dentistry — Concentration Area: Restorative Dentistry - State University of Ponta
Grossa; 2022.

Objectives: This study evaluated the effect of addition of copper nanoparticles (CuNp)
at different concentrations into a simplified etch-and-rinse (ER) adhesive system
(Ambar [FGM]) on the immediate (IM), 1-year (1y), 2-years (2y) and 4-years (4y) resin-
dentin bond strength (UWTBS), nanoleakage (NL), and presence of copper
nanoparticles (PC) within the hybrid layer. Methods: Seven experimental adhesive
systems were formulated according to the addition of CuNp concentration (O [control],
0.0075, 0.015, 0.06, 0.1, 0.5 and 1%). The occlusal enamel of thirty-five molars were
removed and adhesives were applied to dentin surface after 37% phosphoric acid
etching, followed by composite resin restorations. The specimens were longitudinally
sectioned to obtain resin-dentin beam-like (0.8 + 0,1 mm?) and were stored in distilled
water at 37°C. From each tooth from each group, four specimens were tested in
tension at 0.5mm/min at each time (uTBS). As for NL and PC, 1 resin-dentin beam-
like of each tooth was prepared and analyzed by SEM. The yTBS and NL data of each
adhesive were subjected to two-way repeated measures ANOVA. Tukey’s post hoc
test was used for pair-wise comparisons (a = 0.05). Results: Addition of 0.5% CuNp
in the adhesive system significantly increased the yTBS at IM (p < 0.05). After 1y, 2y
and 4y, copper-containing adhesives showed higher values of pTBS (p < 0.05),
excepted for 0.075% CuNp after 2y. All adhesives showed a significant decrease in
MTBS over time (p < 0.05), except for 1% CuNp (p = 0.05). Significant decreases in
the NL values were observed in the copper-containing adhesives at IM (p < 0.05).
After 1y, 2y and 4y, adhesives with 0.075% to 1% of CuNp showed significant
decrease in NL values. Copper-containing adhesives showed a significant increase in
NL only after 4y (p < 0.05). Presence of copper within the hybrid layer was identified
from 0.06% concentration at IM and after 4y. Conclusion: The addition of copper
nanoparticles in concentrations from 0.06% to 0.5% is an alternative to improve the
adhesive properties at immediate time and to decrease the degradation of the
adhesive interface over time.

Keywords: Etch-and-rinse; Adhesives; Dentin; Copper; Microtensile bond strength;
Nanoleakage; Presence of copper.
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1 INTRODUGAO

A resina composta € o material de eleicdo para a maioria das restauragdes
diretas (Demarco et al. ' 2012), mostrando uma boa sobrevida, com uma taxa de
falha anual de até 5% (Demarco et al. 2 2017). Entretanto, quando essas
restauragdes falham, as principais causas s&o as lesdes de carie adjacente a margem
da restauracio, e fratura (Opdam et al. 3 2014). A necessidade de troca devido as
falhas leva a um aumento dos custos em saude publica para refazer estas
restauracbes. SO nos Estados Unidos, das 170 milhdes das restauragbes com
materiais diretos colocados a cada ano, 60% delas sao substituicbes de restauracoes
consideradas degradadas, em geral por que houve um diagnostico de uma “leséao
cariosa” adjacente a margem da restauragao (Spencer et al. # 2019; Eltahlah et al. °
2018). Em relagdo ao impacto econébmico mundial, o custo indireto de tratamento
relacionado a restauracdo de lesdes de carie dentaria € cerca de 21 bilhdes de
ddlares, sem se considerar o impacto na qualidade de vida dos pacientes acometidos
por esta doencga (Righolt et al. ¢ 2018).

O processo adesivo é a base da retencao das resinas compostas a estrutura
dentaria, que requer da infiltragdo dos monémeros resinosos presentes no adesivo
entre as fibrilas de colageno e dentina subjacente, gerando uma zona de interdifusdo
resina-dentina, também chamada de camada hibrida (Nakabayashi etal. 7 1991). No
entanto apesar da maioria dos sistemas adesivos mostrarem uma boa retengao
imediata ao substrato dentario, a eficacia da interface adesiva a dentina diminui
significativamente ao longo do tempo (Frassetto et al. 8 2016). Fatores como a sorgao
de agua e hidrélise dos mondémeros resinosos, o baixo grau de conversdo de
mondmero para polimero, bem como a infiltragdo incompleta dos mondémeros
resinosos, e a incompleta evaporagao do solvente, podem impedir a formagao de uma
interface adesiva mais resistente e estavel (Spencer et al. ° 2010). Além destes
fatores, a degradagéo das fibras colagenas na area de dentina desmineralizada e ndo
infiltrada pelos mon&meros resinosos pela agcao das metaloproteinases da matriz
dentinaria (MMPs) (Huang et al. '° 2018), torna a interface adesiva menos resistente
a desafios fisicos, quimicos e mecanicos presentes na boca (Spencer et al. ' 2012).
Assim, a degradacdo da interface adesiva € o principal fator para a diminuigdo da
longevidade de restauragdes adesivas ao longo do tempo (Tjaderhane 2 2015).
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Diferentes mecanismos para melhorar a estabilidade da interface adesiva em
dentina estdo sendo estudados. A adigdo de inibidores das MMPs, agentes de
reticulagdo, agentes antimicrobianos (Zhou et al. '* 2019), ou a incorporagéo de
particulas bioativas para a remineralizagédo da interface adesiva (Braga e Fronza '
2020), tem sido algumas destas estratégias. Mais recentemente a adicdo de
nanoparticulas metalicas tem se destacado. O pequeno tamanho de particula e alta
area de superficie das nanoparticulas oferecem vantagens quando incorporadas ao
adesivo. Altos niveis de ions terapéuticos sao liberados com baixas concentracdes
de particulas de carga, sem comprometer as propriedades mecanicas do adesivo,
além de sua capacidade de infiltrar entre as fibrilas de colageno e os tubulos
dentinarios (Elkassas e Arafa > 2017).

Entre as diferentes nanoparticulas ja avaliadas (Braga e Fronza '* 2020), as
nanoparticulas de cobre (NpCu) tem se destacado, em especial devido a sua
excelente atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
(Ingle et al. '8 2014). Além disso, o cobre parece atuar como um inibidor da atividade
da MMP-2, o que poderia influenciar na preservagéo da matriz extracelular (de Souza
etal. 7 2000). Assim, quando as nanoparticulas de cobre foram incorporadas em um
adesivo, estas melhoraram as propriedades antimicrobianas e adesivas, além de
prevenir a degradacéo da interface de unido apds 2 anos de armazenagem in vitro
(Gutierrez et al. ® 2017; Gutierrez et al. ' 2017). Mais recentemente, um estudo
clinico mostrou que a adicdo de NpCu em um adesivo universal diminui as
discrepancias marginais em restauragdes de lesdes cervicais ndo cariosas, depois de
18 meses de avaliagdo (Matos et al. 2° 2019).

Contudo, infelizmente, até a extensdo do conhecimento dos autores, n&o
existem estudos que avaliem se esses efeitos promissores das NpCu na preservagao
da camada hibrida continuam ao longo do tempo. Assim, o objetivo deste estudo é
avaliar o efeito da incorporacdo de NpCu no sistema adesivo de condicionamento e
lavagem simplificado, nas propriedades adesivas apds 4 anos de armazenagem in
vitro. A identificacdo da presenga de cobre na camada hibrida também foi avaliada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LONGEVIDADE DAS RESTAURACOES EM RESINA COMPOSTA

A carie dentaria continua sendo uma das doengas cronicas globais mais
prevalentes. O tratamento dessa doenca depende do estagio reversivel ou
irreversivel das lesdes; nesse ultimo, os tecidos desmineralizados s&o removidos e
substituidos por um material restaurador (Pitts et al. 2! 2017). Atualmente, as resinas
compostas sdo o material de eleicdo para as restauragdes diretas, devido a suas
propriedades estéticas e aos bons resultados relacionados ao comportamento clinico
do material (Demarco et al. ' 2012), sendo também globalmente utilizadas para
alteragoes de forma, tamanho e da cor dos dentes (Rangreez e Mobin 22 2019).

As restauragdes com resina composta tém uma boa sobrevivéncia clinica tanto
em dentes anteriores como em posteriores, com uma taxa de falha anual de até 5%.
Contudo, estas taxas de sobrevida podem ser negativamente influenciadas pelos
seguintes fatores: a) risco de carie, bruxismo e habitos parafuncionais, idade, nivel
socioecondmico e a sua demanda estética); b) a experiéncia clinica do operador, e c)
a sensibilidade da técnica restauradora (Demarco et al. 2 2017). Uma andlise de
estudos longitudinais demonstrou que as principais causas de falha das restauragdes
sdo a carie adjacente a margem da restauragcédo e a fratura, as quais aparecem
durante os primeiros 6 anos e aumentam ao longo do tempo (Opdam et al. 3 2014).

Devido as falhas das restauragdes com resina composta, o reparo ou a troca
delas torna-se necessaria (Kanzow et al. 22 2016), o que leva o aumento dos custos
em saude publica. Tem sido reportado, que sé nos Estados Unidos, das
aproximadamente 170 milhdes de restauragdes com materiais diretos colocados a
cada ano, quase o 60% delas sdo substituicbes de restauracdes consideradas
insuficientes, onde a principal causa € o diagndstico de lesdo cariosa adjacente a
margem da restauragao, seguindo de fratura e descoloragdo marginal (Spencer et al.
4 2019; Eltahlah et al. > 2018). Nesse sentido, o tratamento relacionado a restauragéo
de lesdes de carie dentaria tem um impacto importante na economia mundial, desde
que a perda de produtividade por parte de pacientes acometidos pela doenca, além
de outros custos indiretos sdo ao redor de 21 bilhdes de ddlares/ano, sem considerar
os custos intangiveis em termos de qualidade de vida dos pacientes (Righolt et al. ©
2018).
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A carie adjacente a margem da restauragdo, também chamada de carie
secundaria, € um processo complexo e multifatorial, onde as varias causas da carie
interatuam com as caracteristicas especificas da restauracdo e do material
restaurador; envolvendo a desmineralizacdo do esmalte e dentina, e a dissolugao
enzimatica do componente organico da dentina, mas modificados pela presenga de
uma restauragao (Askar et al. 2* 2020). As lesbes de carie secundaria podem consistir
em duas partes: uma lesédo externa (desenvolvida na superficie do dente proximo a
margem da restauragao), e uma lesdo na parede da cavidade (ao longo da interface
dente-restauracdo), a qual pode-se desenvolver como consequéncia de
microinfiltragdo, mesmo na auséncia de uma lesdo externa (Nedeljkovic et al. 2°
2015).

O biofilme formado ao redor das restauragdes de resina composta apresenta
uma maior propor¢do de Streptococcus mutans (S. mutans) e de lactobacillus
(Thomas et al. 26 2008), dos quais, o S. mutans, principal bactéria cariogénica, teria
uma interagao particular com a resina composta, tornando-as mais vulneraveis a
degradacgao. Os mecanismos reportados sdo: a) o aumento da rugosidade superficial
da resina composta, levando a um maior acumulo de biofilme, e b) a degradac¢éao da
matriz resinosa por meio da acao de esterases bacterianas, resultando em uma falha
na interface, o que leva a microinfiltragcdo bacteriana, e finalmente ao aumento da
susceptibilidade a céarie secundaria (Bourbia et al. 2’ 2013; Nedeljkovic et al. 22 2017).
Por sua vez, a hidrélise dos monémeros resinosos libera subprodutos que modulam
a expresséo do gene das esterases no S. mutans, aumentando sua produgao, o que
resulta em uma atividade hidrolitica elevada do S. mutans. Todos estes fatores levam
a uma aceleragdo da degradagdo das resinas compostas e adesivos, e
potencialmente aumentando a taxa de carie secundaria e a troca de restauracéo
(Huang et al. 2° 2018).

2.2 OS SISTEMAS ADESIVOS

Os sistemas adesivos mostram uma boa retencdo imediata ao substrato
dentario permitindo o uso de técnicas restauradoras conservadoras. Sd0 compostos
em geral por um acido (para a remogao de cristais e exposi¢gao das fibrilas de

colageno), um primer (solugéo hidrofilica que permite a infiltragdo dos mondémeros
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resinosos na dentina), e um adesivo (mondémeros resinosos que penetram nas
superficies tratadas com o primer) (Breschi et al. *° 2018).

Os sistemas adesivos podem se classificar de acordo com o tratamento de
superficie da dentina, nos seguintes grupos: sistemas adesivos de condicionamento
e lavagem, que removem completamente a lama dentinaria ou smear layer, pelo
condicionamento com acido ortofosforico. Estes adesivos sao subdivididos em
sistemas de condicionamento e lavagem de dois ou trés passos, dependendo da
aplicagdo combinada e simplificada (dois passos) ou separada (trés passos) do
primer e adesivo. Sistemas adesivos autocondicionantes, aqueles modificam o smear
layer e incorpora-o no processo adesivo (sem o uso de condicionamento acido da
dentina), e sao divididos em sistemas autocondicionantes de dois passos (o primer e
o adesivo resinoso em frascos separados), ou simplificado de apenas um passo (o
primer e o adesivo combinados). Por ultimo, surgiram os sistemas adesivos
universais, que sao aqueles que podem ser utilizados no modo condicionamento e
lavagem ou autocondicionante (Van Meerbeek et al. 3! 2020).

Independentemente da estratégia utilizada, o processo adesivo depende da
formagao da camada hibrida, uma zona de interdifusdo resina-dentina formada pela
infiltracdo dos mondmeros resinosos do adesivo entre as fibrilas de colageno
previamente expostas por condicionamento acido (Nakabayashi et al. 7 1991),
fornecendo uma adesao continua e estavel entre o adesivo e a dentina. Assim, a
camada hibrida poderia ser a primeira defesa contra substancias e patégenos que
podem penetrar e prejudicar a restauragao de resina composta. Entretanto, ela pode
se degradar ao longo do tempo devido a muitos fatores, sendo considerada o link
mais fraco na interface adesivo-dentina (Spencer et al. ° 2010).

2.2.1 Degradagéo da camada hibrida
Os principais mecanismos de falha da camada hibrida sdo a degradac&o dos

mondmeros resinosos, e a degradagdo das fibrilas de colageno (Perdigdo et al. 32
2013).
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2.21.1 Degradagdo dos mondmeros resinosos.

A degradacédo envolve a hidrdlise e lixiviagdo dos mondmeros resinosos
infiltrados na matriz dentinaria desmineralizada pela presenca de agua na interface
adesiva. Isso ocorre devido ao fato de que os componentes hidrofilicos apresentem
uma limitada conversdo mondémero/polimero devido em especial a separagao de
fases do adesivo (Spencer e Wang 32 2002). Isto leva a formagao de um polimero
menos resistente e suscetivel a degradagdo enzimatica (Kostoryz et al. 3 2009). A
polimerizagao incompleta da fase hidrofilica e a sor¢do de agua do material permitem
uma degradacédo rapida no ambiente aquoso. Isto promove a hidrélise quimica das
ligagbes éster em materiais adesivos. Com o tempo as enzimas esterases salivares
e de bactérias como o S. mutans aceleram a degradagao. A hidrolise é considerada
a principal causa de degradagao resinosa dentro da camada hibrida, contribuindo a
redugao da resisténcia de unido ao longo do tempo (Frassetto et al. 8 2016).

2.21.2 Degradacgédo da matriz de colageno.

A degradagdo da camada hibrida afeta também a matriz de colageno. A
incompleta penetracdo dos mondmeros resinosos no adesivo entre as fibrilas de
colageno resulta em uma incompleta hibridagdo, deixando as fibrilas de colageno
expostas a degradacao hidrolitica (Betancourt et al. > 2019), e zonas microporosas
dentro da camada hibrida que resultam em nanoinfiltragéo (Tay et al. 3 2005). A rede
de colageno exposta é wvulneravel a degradagdo hidrolitica e proteolitica,
principalmente pela agdo das metaloproteinases da matriz (MMPs). Além disso, as
MMPs na dentina poderiam ser ativadas pela acidez induzida pelos sistemas
adesivos de condicionamento e lavagem e autocondicionantes quando aplicados a
dentina durante o processo adesivo. O baixo pH fornece as condi¢des para a inibicao
da atividade dos inibidores de tecido de metaloproteinases (TIMPs), aumentando a
atividade colagenolitica e gelatinolitica das MMPs na dentina (MMP-2 e MMP-9); e
também a ativagcédo das cisteina catepsinas, envolvidas na degradagdo da camada
hibrida ao longo do tempo (Mazzoni et al. 37 2015).
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2.3 ESTRATEGIAS PARA PREVENIR OU DIMINUIR A DEGRADAGCAO DA
INTERFACE ADESIVA

Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas ou estudadas com o objetivo de
diminuir ou prevenir a degradacgéo da interfase adesiva, intervindo nos mecanismos
de acgéo nos diferentes fatores envolvidos. Algumas estratégias envolvem o uso de
inibidores das MMPs, ou o uso de agentes de ligagdo cruzada do colageno para
prevenir a perda de colageno da camada hibrida (Tjaderhane ' 2015). Outras
estratégias sao desenvolvidas na modificagdo dos sistemas adesivos pela adicdo de
moléculas bioativas, agentes remineralizantes, antibacterianos ou anti-MMPs na

composigdo dos sistemas adesivos (Zhou et al. '® 2019; Braga e Fronza '* 2020).

2.3.1 Adicao de nanoparticulas no sistema adesivo.

Diferentes tipos de nanoparticulas terapéuticas tém sido incorporados nos
adesivos resinosos (Imazato et al. 38 2014). O pequeno tamanho de particula e a
maior area de superficie das nanoparticulas oferece como vantagem a obtengao de
um alto nivel de ions terapéuticos liberados com menor concentracdo de particulas
de carga sem comprometer as propriedades do adesivo. Assim, € de fundamental
importancia a definicdo da concentracao ideal de nanoparticulas para a obtencao do
efeito terapéutico desejado, sem comprometer as propriedades mecanicas do
adesivo e a capacidade de adesdo ao substrato dentario. (Elkassas e Arafa '° 2017).

2.3.2 Nanoparticulas de cobre

O cobre é um conhecido agente biocida eficaz contra bactérias gram-positivas
e gram-negativas (Ingle et al. '® 2014). Dada sua agdo antibacteriana, a adigédo de
nanoparticulas de cobre em um sistema adesivo poderia ajudar a reduzir a carie
secundaria e melhorar a longevidade das restauragdes (Chen et al. 3° 2018). De
acordo com estudos in vitro, a adicdo de nanoparticulas de cobre em um adesivo de
condicionamento e lavagem simplificado produziu um material adesivo com
propriedades antimicrobianas contra o S. mutans, sem reduzir as propriedades
mecanicas do adesivo (Gutierrez et al. '® 2017; Gutierrez et al. '®* 2017), e sem

aumentar o efeito de citotoxicidade no adesivo, uma vez que foi demostrado que a
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adicdo de nanoparticulas de cobre numa concentragao de 0,1% nao tem efeito nocivo
contra células osteoblasticas quando comparado a um adesivo sem nanoparticulas
(Gutierrez et al. 4° 2019).

Por outro lado, o cobre tem a capacidade de interatuar com enzimas, como a
lysyl oxidase, uma enzima responsavel pela ligagdo cruzada entre as fibrilas de
colageno, que sdo cobre dependentes (Rucker et al. 41 1998). Isto colabora na
melhoria da resisténcia da rede de colageno por meio de uma acéo indireta do cobre
como agente de ligagéo cruzada do colageno (Gutierrez et al. '8 2017). Além disso,
o cobre tem a habilidade de inibir a MMP-2 da dentina (de Souza et al. 7 2000), e
estimular a secregdo de inibidores teciduais (TIMPs) de MMPs (Siméon et al. 4?
2000), causando um menor padréo de degradacao na interface adesiva.

A respeito as propriedades adesivas da interface resina-dentina formuladas
com o adesivo contendo nanoparticulas de cobre, estas mostraram uma melhora
significativa quando comparadas com as formuladas com o adesivo sem
nanoparticulas de cobre, resultando em um aumento da resisténcia de unido e uma
diminuicdo da nanoinfiltragdo. Adicionalmente, a presenga de cobre na camada
hibrida e na camada adesiva minimizou a degradacé&o da interface, mesmo apds dois
anos de armazenamento em agua (Gutierrez et al. '® 2017). Também vale mencionar
que um recente estudo clinico mostrou que a incorporagcédo de nanoparticulas de
cobre em um adesivo universal manteve (estratégia de condicionamento e lavagem)
ou melhorou (estratégia autocondicionante) o desempenho clinico de restauracdes
em lesdes cervicais ndo cariosas, apds 18 meses de avaliagio (Matos et al. 2° 2019).

Apesar de todas estas informacdes positivas sobre os efeitos da adigdo de
nanoparticulas de cobre na composicdo dos sistemas adesivos quanto as
propriedades mecanicas e adesivas da camada hibrida, ainda faltam estudos que
tragam informagdes sobre a durabilidade desses efeitos ao longo prazo. Baseados
no exposto, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito da incorporagédo de NpCu no
sistema adesivo de condicionamento e lavagem simplificado, nas propriedades
adesivas, bem como a identificacdo da presenga de cobre na camada hibrida, apds
4 anos de armazenagem in vitro. A hipotese nula é que n&o ha diferenga entre os
sistemas adesivos contendo as diferentes concentracbes de NpCu e o adesivo
controle nas propriedades adesivas e na presencga de cobre na camada hibrida apds

4 anos de armazenagem em agua.
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3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da incorporagdo de nanoparticulas de cobre (NpCu) em

diferentes concentragdes, em um sistema adesivo de condicionamento e lavagem

simplificado nas propriedades adesivas a dentina apds 4 anos de armazenamento em

agua.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1

3.2.2

3.2.3

Avaliar o efeito da adigao de diferentes concentragdes de cobre (0%, 0,0075%;
0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%) em um sistema adesivo de
condicionamento e lavagem simplificado na resisténcia de unido, no tempo

imediato e apés 1, 2 e 4 anos.

Avaliar o efeito da adigao de diferentes concentragdes de cobre (0%, 0,0075%;
0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%) em um sistema adesivo de
condicionamento e lavagem simplificado na nanoinfiltragdo, no tempo imediato

e apds 1, 2 e 4 anos.

3.2.3 Avaliar a presenga de cobre na camada hibrida do sistema adesivo de
condicionamento e lavagem simplificado com as diferentes concentragdes de
cobre (0%, 0,0075%; 0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1%), no tempo imediato
e apods 4 anos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi previamente aprovado pela Comissao de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, com parecer sob numero 1.065.446 (Anexo
A).

4.1 SISTEMAS ADESIVOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os adesivos experimentais foram formulados utilizando o sistema adesivo de
condicionamento e lavagem simplificado Ambar (FGM Prod. Odont., Ltda, Joinville,
SC, Brasil). Esse adesivo que se apresenta em frasco unico com solvente a base de
agua e etanol, e preconiza a técnica de condicionamento acido previamente a
aplicacdo do adesivo. A Tabela 1 mostra a sua composicdo, modo de aplicacédo e

numero de lote.

Tabela 1. Sistema adesivo utilizado, composi¢do, modo de aplicagdo e numero de lote.

Adesivo Composicao Modo de aplicacao Numero
de lote

Ambar Monémeros 1. Aplicar acido fosférico na dentina por 15 s. 260714
(FGM Prod. metacrilatos 2. Lavar por 15 s. Secar com um jato de ar. 260813
Odontolégicos, (UDMA e MDP), Manter a dentina umida.
Joinville, SC, fotoiniciadores, co- 3. Aplicar vigorosamente duas camadas de
Brasil) iniciadores, adesivo por 20 s (10 s por cada camada).

estabilizantes, 4. Aplicar suavemente jato de ar por 10 s para

nanoparticulas de evaporar o solvente.
silica inerte e 5. Polimerizar por 10 s.

etanol.

UDMA = Dimetacrilatto de uretano; MDP = di-hidrogenofosfato de metacriloiloxidecil.
Fonte: O Autor.

Nanoparticulas de cobre (99.9% puro, 40 — 60 nm, SkySpring Nanomaterials,
Inc., Houston, TX, EUA) foram adicionadas ao sistema adesivo em diferentes
concentragdes (% em peso): 0 % (controle, adesivo comercial); 0,0075%; 0,015%;
0,06%; 0,1%; 0,5% e 1% (adesivos experimentais). A incorporagdo das

nanoparticulas a solugdo do adesivo foi feita por agitagdo em um misturador em um
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quarto escuro (Gutierrez et al. '® 2017). O delineamento do estudo é explicado na
Figura 1. O estudo foi dividido em quatro fases descritas a seguir:
(@) Avaliagcdo imediata das propriedades adesivas, resisténcia de unido e
nanoinfiltragéo.
(b) Identificacdo imediata da presenca de cobre na camada hibrida.
(c) Avaliacédo apos 1, 2 e 4 anos de armazenamento em agua da resisténcia
de unido e nanoinfiltragao.
(d) Identificacdo apdés 1, 2 e 4 anos de armazenamento em agua da
presenca de cobre na camada hibrida.

Figura 1. Diagrama explicativo do delineamento do estudo. NpCu: nanoparticulas de cobre; IM:

Grupos experimentais — Concentragdao de NpCu

0% 0,0075% 0,015% 0,060% 0,1% 0,5% 1%

5 dentes por grupo (n = 5)

Os espécimenes de cada dente de cada grupo foram distribuidos em cada tempo de avaliacdo

IM 1A 2A 4A
RU = 4 palitos/dente RU = 4 palitos/dente RU = 4 palitos/dente RU = 4 palitos/dente
NI = 1 palito/dente NI = 1 palito/dente NI = 1 palito/dente NI = 1 palito/dente
PC = 1 palito/dente PC = 1 palito/dente

tempo imediato, 1A: apds 1 ano de armazenamento em agua; 2A: apds 2 anos; 4A: apds 4 anos;
RU: teste de resisténcia de unido; NI: analise de nanoinfiltragdo; PC: identificagdo da presenca
de cobre na camada hibrida. Fonte: O autor.

4.1.1 Preparacéo dos dentes e procedimentos adesivos.

Trinta e cinco molares humanos higidos foram obtidos do Banco de Dentes
Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa, apds a aprovagao pela
Comisséo de Etica em Pesquisa, sob o nimero de parecer 1.065.446 (Anexo A).

Os dentes foram desinfetados em cloramina T a 0,5% e armazenados em agua
destilada e trocada semanalmente até sua utilizagdo. Com o auxilio de uma politriz e

usando lixa de carbeto de silicio de granulagdo #180, sob irrigagdo constante. A
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seguir o esmalte oclusal foi retirado, até a exposigao da dentina. As bordas periféricas
de esmalte foram totalmente desgastadas com pontas diamantadas n°4137 (KG
Sorense, Barueri, SP, Brazil) em alta rotagdo sob irrigacdo constante deixando
unicamente tecido dentinario exposto (Figura 2). Em seguida, formam utilizadas lixas
de carbeto de silicio de granulagdo #600 por 60 s para a padronizagao da lama

dentinaria (smear layer).

A B C

Figura 2. Preparo da superficie de dentina. (A) dente higido; (B) desgaste oclusal e exposi¢ao de

dentina; (C) desgaste de todas as bordas periféricas de esmalte. Fonte: Gutiérrez MF 2017.

Aposs o preparo, os adesivos com e sem adigdo de NpCu nas concentragdes
de 0%; 0,0075%; 0,015%; 0,060%; 0,1%; 0,5% e 1% foram aplicados seguindo as
indicagbes do fabricante na estratégia adesiva de condicionamento e lavagem
(Tabela 1). A fotoativagdo dos sistemas adesivos foi por 10 s usando um aparelho
fotopolimerizador a base de LED com uma intensidade de 1200 m\W/cm? (Radii-cal,
SDI, Baywater, Victoria, Australia) (Figura 3). A seguir, os dentes foram restaurados
com 2 incrementos de aproximadamente 1,5 mm de espessura de resina composta
(Opalis, FGM Dent. Prod., Joinville, SC, Brasil) e fotoativadas por 20 s cada camada
com o mesmo aparelho fotopolimerizador (Figura 4). Um unico operador realizou
todos os procedimentos adesivos. Cinco dentes foram utilizados para cada grupo

experimental.
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Figura 3. Estratégia adesiva condicionamento e lavagem. (A) Condicionamento acido; (B) lavagem e
secagem; (C) aplicagdo do adesivo; (D) secagem para evaporagao do solvente; (E) aplicagdo de
segunda camada do adesivo; (F) fotoativagdo. Todos os procedimentos realizados segundo as
indicagdes do fabricante, descritos na Tabela 1. Fonte: Gutiérrez MF 2017.

Figura 4. Restauragéo dos dentes apds aplicagéo das variaveis adesivas. (A) Colocagdo da resina
composta; (B) adaptagdo de cada incremento (3); (C) fotoativagdo de cada incremento. Fonte:
Gutiérrez MF 2017.
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Os dentes restaurados foram armazenados em agua destilada a 37 °C por 24
h, e levados a uma maquina de corte (Isomet 1000, Buelher Ltd., Lake Bluff, lllinois,
EUA), onde foram seccionados com o disco diamantado (15HC-4in, Buehler Ltd.,
Lake Bluff, Illinois, EUA) sob irrigagdo a 300 rpm, nos eixos “x” e “y”, para obter
espéecimes no formato de “palitos” com uma area de secgao transversal de 0,8 + 0,1
mm? (Figura 5). A area de secgao transversal foi medida com um paquimetro digital
(Digimatic Caliper, Mitutoyo, Kanagawa, Toéquio, Japado) e registrada para o
subsequente calculo de microtracdo. Os palitos de cada dente foram distribuidos
aleatoriamente para ser testados imediatamente [IM] (24 h), apos 1 ano [1A], 2 anos
[2A], e apds 4 anos [4A] de armazenamento em agua destilada a 37 °C. A agua

destilada foi trocada e seu pH monitorado mensalmente.

A"..;
AN N
AN ENED
W
HuEEENN
HEEENND
RN ENEY
NERmEEY
! | ] 4

Figura 5. Sequéncia de corte para a obtengéo dos palitos. (A) Superficie oclusal da restauragéo de
resina composta pintada com caneta marcadora permanente 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 obteng¢ao dos palitos. Fonte: Gutiérrez MF. 2017

4.1.2 Teste de resisténcia de unido a dentina por microtragédo (RU)

Quatro palitos provenientes de cada dente de cada grupo e tempo (imediato,
apos 1, 2 e 4 anos), foram colocados individualmente em garras tipo Geraldeli
(Odeme Biotechnology, Joagaba, Santa Catarina, Brasil), com cola de cianocrilato gel
(IC-Gel, bSi Inc., Atascadero, CA, USA) aplicando em cada um dos extremos do

palito. As garras com os palitos foram acopladas na maquina de ensaios universal de
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testes de microtragdo (Instron 3343; Instron Norwood, Mass, EUA) e foram testados

com uma velocidade de 0,5 mm/min e 100 N de carga até ruptura (Figura 6).

Figura 6. Sequéncia para o teste de microtragéo. (A) Mensuragéo da largura e da espessura do palito,
com paquimetro digital, para o calculo da area da interface adesiva. (B) cola de cianocrilato em gel.
(C) aplicagéo da cola nas extremidades do palito, protegendo a interface e posicionamento do palito
nas garras de microtragao deixando a interface adesiva no espago central da garra; (D) adaptagéo das
garras na maquina de ensaios universais apos a polimerizagao da cola. Fonte: O Autor.

Uma lupa esteoreoscopica com 100x de magnificagdo (Olympus SZ40,
Shinjuku-ku, Téquio, Japao) foi utilizada para classificar a falha de cada palito
segundo o tipo de fratura, como:

e Adesiva (A), falha na interface adesiva dente/restauragao.

e Coesiva em dentina, falha exclusivamente em dentina.

e Coesiva em resina, falha exclusivamente em resina composta.

e Adesiva/Mista (A/M), falha na interface adesiva dente/restaurac&o, mas
que incluiu falha coesiva dos substratos vizinhos.

e Falhas prematuras (FP), palitos que quebraram antes dos testes.

4.1.3 Avaliacdo da Nanoinfiltracdo (NI) por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV)

Um palito proveniente de cada dente de cada grupo e tempo (imediato, apds
1, 2 e 4 anos), foi reservado para analise de NI. Os palitos foram imersos em
eppendorfs (OA12, Odeme Biotechnology, Joagaba, SC, Brasil) com uma solugao
aquosa (pH = 7,0) de nitrato de prata amoniacal 50% em peso e armazenados por 24
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h em auséncia de luz. Apés, os palitos foram lavados em agua destilada e imersos
em solugao reveladora (Rochester, Nova lorque, EUA) por 8 h sob luz fluorescente,
para a redugcédo dos ions de prata ao longo das nanoporosidades da interface de
unido.

Os palitos foram novamente lavados em agua e fixados com cianocrilato em
stubs de aluminio para facilitar o polimento das amostras, realizado com uma politriz
de bancada (ALM 4, Arotec, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) sob escoamento continuo da
agua com lixas de granulagdées 1000, 1200, 1500, 2000, 2500 e 4000, e pastas
diamantadas com granulagdes decrescentes de 6, 3, 1 e 0,25 uym (Buehler Ltd, Lake
Bluff, IL, EUA). As amostras foram lavadas em cuba ultrassonica por 8 minutos
seguidos de escoamento de agua sobre a superficie por 2 minutos, entre cada lixa e
as pastas de polimento. As amostras foram deixadas entdo por 30 minutos em cuba
ultrassénica. Para o processo de desidratagdo, as amostras foram deixadas em um
dessecador contendo silica coloidal por 24 h, e depois foram metalizadas em
carbono/ouro (MED 010, Balzers Union, Bazers, Liechtenstein) (Figura 7).

Figura 7. Preparagédo de amostras para NI: (A) Palitos imersos em uma solugédo aquosa de nitrato de
prata (pH=7,0) armazenados por 24 h sob total escuriddo; (B) apds lavagem, imersos em solugéo
reveladora por 8 h sob luz fluorescente; (C) palitos revelados, montados em stubs de aluminio para
facilitar o polimento uniforme; (D) palitos dessecados em silica por 24 h; (E) palitos metalizados para
a analise de MEV (F). Fonte: O Autor.

As interfaces resina-dentina foram analisadas em um microscépio eletrénico

de varredura de emissdo de campo (VEGA SB; Tescan, Warrendale, PA, EUA) em



29

modo de elétrons retroespalhados. Um operador, que desconhecia a origem dos
palitos, realizou trés fotomicrografias com aumento 1200X da interface dente-
restauracdo de cada palito. Para padronizar a aquisicdo das imagens, foram
realizadas uma no centro da interface e as outras duas 3 ym a esquerda e a direita
do centro. A porcentagem relativa de nitrato de prata nas areas ocupadas pela
camada hibrida e camada de adesivo foram consideradas na mensuragao
automatizada da NI por meio do Image J software (National Institute of Health, EUA)
(Schneider et al. 4 2012) operado por um avaliador que desconhecia o grupo
experimental de cada imagem. Assim, foram obtidas as meédias dos valores

percentuais de NI dos palitos, no tempo IM e apds 1A, 2A e 4A.

4.1.4 Identificacdo da presencga de cobre na camada hibrida.

Um palito proveniente de cada dente de cada grupo e tempo (imediato e apds
4 anos), foram utilizados para identificagdo da presenga de cobre na camada hibrida.
A analise do conteudo de cobre em cada palito selecionado foi realizada em um
microscopio eletrénico de varredura por emissao de campo (FE-SEM) (MIRA 3
TESCAN, Shimadzu, Téquio, Japdo) acoplado a um espectrdmetro de energia
dispersiva de raios X (EDS). A area da interface resina-dentina foi observada e a
analise foi focada no meio da camada hibrida. Um local por palito foi aleatoriamente

determinado e examinado.

4.2 ANALISE ESTATISTICA

A unidade experimental no estudo foi o dente, uma vez que os palitos de um
mesmo dente foram testados nos diferentes tempos de armazenamento em agua. Os
valores de RU e NI de todos os palitos do mesmo dente foi a média para fins
estatisticos. A distribuicdo normal dos dados foi analisada com o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Apds a confirmagdo da normalidade, as médias e os desvios
padrao da RU (MPa) e NI (%) foram calculados para todas as condigdes
experimentais, e foram submetidos a analise de variancia de dois fatores (adesivo vs.
tempo), sendo o fator tempo considerado como medida repetida. Foi feito o teste post
hoc de Tukey para multiplas comparagdes. A significancia estatistica foi predefinida
em a = 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 RESISTENCIA DE UNIAO A MICROTRAGAO (RU)
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Todos os espécimes foram testados sem apresentar fraturas prematuras. Os

resultados de resisténcia de unido a microtragao dos diferentes grupos experimentais

s&o apresentados na Tabela 2. Verificou-se um aumento significativo da resisténcia

de unido a microtragado no grupo do adesivo com cobre na concentragdo de 0,5% no

tempo imediato, quando comparadas com o controle (p < 0,05). Apesar de haver um

decréscimo significativo de RU ao longo do tempo para todos os grupos (p < 0,05),

em todos os tempos (1, 2 e 4 anos) observou-se valores significativamente maiores

na resisténcia de unido a microtragdo em todos os grupos do adesivo com cobre

quando comparado com o grupo controle (p < 0,5). Os diferentes tipos de fratura sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 2. Médias e desvios-padrao da resisténcia de unido a microtragédo (MPa)

obtida em cada condi¢c&o experimental.

Resisténcia de unido (MPa)

Adesivo M 1A 2A A

0% (controle) 33,6+3,7Ba 27,3+21Cab 21,1+25Chb,c 16,4+15Bc
0,0075% NpCu 39,0+x1,9Ba 40,7+2,5B a 30,5+15B,Cb 253+1,7Ac
0,015% NpCu 39,9+24Ba 409+ 28Ba 325+20ABbD 26,1 +3,1ADb
0,060% NpCu 401+24ABa 426+25ABa 356+59ABab 289+25Ab
0,1% NpCu 413+09ABa 428+09ABa 349+31ABbD 296 +£3,2ADb
0,5% NpCu 498+35Aa 48,2+ 2,3Aab 431+14ADb 32,7+23Ac
1% NpCu 38,0+x53Ba 40,8+ 2,7B a 417+6,6 Aa 28,3+2,8ADb

(*) As comparagobes sao validas apenas dentro de cada coluna ou fileira. As médias identificadas com
as mesmas letras maiusculas (coluna) ou minusculas (fileira) sdo estatisticamente similares (teste de

Tukey, p 2 0,05). Fonte: O Autor.



Tabela 3. Porcentagens (%) dos tipos de fratura das interfaces resina-dentina obtidas apés o teste de resisténcia de unido a
microtracdo em cada condigao experimental.

Tipo de fratura

Adesivos IM 1A 2A 4A

CO CR A M Cb CR A M COb CR A M CO CR A M
0% (controle) - - 9% 4 . 5 95 - - - 100 - ; - 100 -
0,0075% NpCu - 4 9 - - 12 88 - 16 - 84 - 6 12 8 -
0,015% NpCu . 5 95 - ; - 100 - .7 e - 7 - 93 -
0,060% NpCu . 18 78 4 - 12 88 - 6 6 8 - ; - 100 -
0,1% NpCu 1 16 68 5 - 12 88 - 5 - %0 5 ; - 100 -
0,5% NpCu 4 13 83 - . 25 75 - 5 - %0 5 .7 93 -
1% NpCu 12 19 69 - .21 79 - 10 20 70 - g8 - 92 -

(*) CD: coesiva em dentina, CR: coesiva em resina, A: adesiva, M: mista.



5.2 AVALIACAO DA NANOINFILTRACAO (NI)

32

Os resultados de nanoinfiltragdo (NI) na interface de unido a dentina dos

diferentes grupos experimentais sdo apresentados na Tabela 4. Observou-se uma

diminuicdo significativa nos valores de nanoinfiltragdo nos grupos de adesivo

contendo cobre, quando comparado ao grupo controle no tempo IM (p < 0,05). Apesar

de haver um acréscimo significativo de NI ao longo do tempo para todos os grupos (p

< 0,05), em todos os tempos (1, 2 e 4 anos) observou-se valores significativamente

menores de nanoinfiltragdo em todos os grupos do adesivo com cobre, quando

comparado com o grupo controle (p < 0,05). Vale salientar que, o grupo controle

apresentou um aumento significativo de NI ja a partir de 12, enquanto os grupos de

adesivo contendo cobre apresentaram um aumento significativo de NI s6 apés 42 (p
< 0,05) (Figura 8).

Tabela 4. Médias e desvios-padrao da nanoinfiltragao (%) obtida em cada condig&o

experimental.

_ NI
Adesivo IM 1A 2A 4A
0% (controle)  17,8+29Ba  304+46Cb 325+36Ebc 389+48Dc
0,0075% NpCu 112+40Aa  143+31Ba 151+38Da 223+31B,Cb
0,015% NpCu  10,6+27Aa  133+53ABa 133+38BCDa  238+55Ch
0,060%NpCu  105+13Aa  128+25ABa 143+23CDa 19,9+29B,Cb
0,1% NpCu 91+02Aa 97+08ABa  96+38ABCa  187+17ABb
0,5% NpCu 49+20Aa 78+15Aa 93+33ABa 13,8+3,0Ab
1% NpCu 49+17Aa 84+17Aa 88+37Aa 16,0 +3,9Ab

(*) As comparagdes sé&o validas apenas dentro de cada coluna ou fileira. As médias identificadas
com as mesmas letras maiusculas (coluna) ou minusculas (fileira) sao estatisticamente similares
(teste de Tukey, p = 0,05). Fonte: O autor
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0% (controle) 0,0075% 0,015% 0,060% 0,1% 0,5% 1%
Re AO

Imediato

2 anos 1 ano

4 anos

Figura 8. Imagens (MEV) representativas da interface de unido a dentina, obtidas em cada condi¢cao experimental, no tempo imediato
(AO0-GO0) e apos 1 ano (A1-G1), 2 anos (A2-G2) e 4 anos (A4-G4). RE, resina; CH, camada hibrida; DE, dentina. Fonte: O Autor
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5.3 PRESENGCA DE COBRE NA CAMADA HiBRIDA

As da por
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) e realizadas no tempo

analises composicionais interface adesiva conduzidas

imediato (IM) e apds 4 anos (4A) revelaram a presenga de cobre na camada hibrida
a partir da concentragéo de 0,060% (Figura 9).

IMEDIATO 4-ANOS
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Figura 9. Andlise composicional das nanoparticulas de cobre, obtida por Espectroscopia de energia
dispersiva de raios X (EDS). Fonte: O Autor.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a incorporacdo de cobre na formulagdo do
sistema adesivo aumenta a resisténcia de unido resina-dentina e reduz a
nanoinfiltragdo na interface adesiva, quando comparado com o adesivo controle (0%
de cobre), no tempo imediato e apds 4 anos de armazenamento em agua. Assim, a
hipétese nula foi rejeitada.

O efeito do cobre no aumento da resisténcia de uniao resina-dentina pode ser
explicado por sua atividade indireta como agente de reticulagédo (cross-linker). A lisil
oxidase é uma amina oxidase dependente de cobre (Rucker et al. 41 1998) que
medeia a reticulacdo covalente entre os telopeptideos e dominios de tripla hélice de
varios tipos de colageno, resultando na formacédo de ligagdes cruzadas inter e
intramoleculares e intermicrofibrilares (Matos et al. 4 2017). Essa reticulagédo é a
base para a estabilidade, viscoelasticidade e resisténcia das fibrilas de colageno
(Bedran-Russo et al. ¥ 2014), o que melhora as propriedades biomecéanicas da
dentina e tornando-a menos propensa a degradagéo (Breschi et al. 3° 2018; Vallet e
Ricard-Blum 46 2019).

A capacidade das nanoparticulas de cobre de formar uma rede de colageno
resistente (Song et al. 47 2016) dentro da camada hibrida é tdo eficaz que num
recente estudo in situ foi observado um aumento no modulo de elasticidade e na
nanodureza da camada hibrida quando utilizado um adesivo contendo cobre,
comparado ao adesivo comercial inalterado, mesmo sendo expostos a um desafio
cariogénico (Vidal et al. 48 2021). Ao mesmo tempo, estudos anteriores mostraram
que a incorporacdo de NpCu em sistemas adesivos melhora as propriedades
mecanicas e aumenta a resisténcia de unido resina-dentina (Gutierrez et al. '® 2017;
Gutierrez et al. ' 2017; Hanzen et al. 4° 2022).

Vale ressaltar que houve um aumento significativo na resisténcia de unido
resina-dentina imediata quando 0,5% de cobre foi incorporado, seguido de valores
superiores obtidos pelas concentracdes de 0,06% e 0,1%. No entanto, esse aumento
nao foi observado quando 1% de NpCu foi incorporado. Isso pode estar relacionado
ao efeito da alta concentracdo de cobre atuando como plastificante dentro da rede
polimérica, o que foi relatado em estudos anteriores onde o sistema adesivo com 1%

de NpCu passou por um processo de plastificagdo dentro do mesmo frasco do
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adesivo, significando que a adi¢gdo de cobre em altas concentragdes pode interferir
com a mistura bem balanceada de mondmero/solvente (Gutierrez et al. '® 2017;
Gutierrez et al. '® 2017).

Idealmente, a interface resina-dentina deve apresentar qualidade a curto prazo
e durabilidade a longo prazo, com uma alta resisténcia de unido e sem nanoinfiltragdo
(Hashimoto et al. °® 2004). A quantidade de nanoinfiltragdo tem o potencial de servir
como via para o0 movimento da agua dentro da interface adesivo-dentina ao longo do
tempo, o que poderia extrair mondmeros livres do adesivo resinoso ou da camada
hibrida e contribuir para a redugao da resisténcia de unido. Portanto, a avaliagao da
absorcdo de prata fornece uma adequada resolugdo espacial dos defeitos
submicrénicos na infiltragdo de resina ou de uma polimerizagéo inadequada (Tay et
al. 36 2005; De Munck et al. ' 2003). A adigdo de NpCu poderia melhorar a rede de
colageno e diminuir a presenga de espagos vazios dentro da camada hibrida onde o
nitrato de prata pode se infiltrar resultando em valores de nanoinfiltragdo reduzidos,
como observado neste estudo, independentemente do tempo de avaliacido e da
concentracao de cobre, 0 adesivo com a menor concentracdo de NpCu proporcionou
menores quantidades de captagao de nitrato de prata quando comparados ao adesivo
controle (Figura 8).

A perda da resisténcia de unido a dentina causada pela degradacéo hidrolitica
do adesivo e do colageno na camada hibrida esta relacionada ao tempo (Tjaderhane
12.2015), portanto, € importante que o mecanismo de agdo do cobre na melhoraria
das propriedades adesivas da interface resina-dentina continuem eficazes ao longo
do tempo, como observado no presente estudo. Embora todos os adesivos, com e
sem cobre, tenham diminuido suas propriedades adesivas ao longo do tempo, os
adesivos contendo cobre, ainda na menor concentragéo (0,0075%), foram capazes
de manter os valores de resisténcia de unido apos 1 ano, diminuindo apds 2 € 4 anos,
mas apresentando diferenga significativa quando comparado ao controle. Do mesmo
jeito, todos os adesivos contendo cobre conseguiram manter os valores de
nanoinfiltragdo, aumentando significativamente s6 ap6s 4 anos, mas sendo
significativamente menores do que o adesivo controle.

Além disso, todas as concentracbes de NpCu mostraram propriedades
adesivas melhoradas apos 4 anos em comparagao com o adesivo controle. Estes
resultados de durabilidade podem ser relacionados ao efeito do cobre devido a
identificac&o da presenca de NpCu dentro da camada hibrida tanto no tempo imediato
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como apos 4 anos. A presenca de cobre s6 tem sido observada em concentragcdes
iguais ou superiores a 0,06%, iguais ou superiores a 0,06%. Acredita-se que a menor
quantidade de cobre no adesivo dificulta a identificagdo pelo MEV (Figura 9), sem
influenciar os efeitos das NPCu dentro da camada hibrida ao longo do tempo. Os
resultados apresentados neste estudo mostraram que mesmo as concentragées mais
baixas de NpCu (0,0075% e 0,015%) ndo mostraram um aumento significativo na
resisténcia de unido a dentina no tempo imediato, e uma reducé&o significativa nos
valores de nanoinfiltracdo foi observada.

A estabilidade quimica e as propriedades fisicas do cobre podem ser a
resposta para este comportamento, uma vez que as NpCu sofrem oxidagao e formam
nanoparticulas de 6xido de cobre sendo facilmente misturadas com os polimeros, que
por sua vez atuam como estabilizantes reduzindo a tendéncia do cobre a se
aglomerar (Usman et al. ®> 2013), resultando em uma solugdo homogénea. Além
disso, foi relatado que as NpCu no adesivo apresentam uma liberagao lenta, mas
continua, durante um periodo longo de avaliagcdo, o que garante um efeito
prolongado. Em teoria, essa liberacdo prolongada poderia manter o cobre em
concentragcdes baixas no adesivo por muito tempo, sendo capaz de melhorar o
selamento e a retengao da interface (Gutierrez et al. '® 2017; Gutierrez et al. '® 2017).

Como limitagdes deste estudo, sabe-se que os estudos laboratoriais
apresentam algumas limitagbes técnicas que restringem a extrapolagdo desses
resultados para um cenario clinico. Mesmo quando um estudo clinico recente mostrou
que a incorporagao de NpCu 0,1% a um sistema adesivo universal € uma alternativa
viavel para melhorar ou manter o desempenho clinico de restauragdes cervicais apds
18 meses de avaliagédo (Matos et al. 2° 2019), novos estudos ainda sdo necessarios
para definir se os adesivos contendo cobre produzem interfaces menos propensas a
degradagéo apos longos periodos de tempo. Do mesmo jeito, estudos futuros séo
necessarios para avaliar a longevidade das NpCu comparadas com a longevidade de
outras nanoparticulas bioativas quando adicionadas aos sistemas adesivos.
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7 CONCLUSAO

A adi¢ao de nanoparticulas de cobre a partir de concentragdes de 0,06% até
0,5% em um sistema adesivo de condicionamento e lavagem simplificado pode ser
uma alternativa para melhorar as propriedades adesivas no tempo imediato, e

diminuir a degradagao da interface adesiva ao longo do tempo.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da inclusao de nanoparticulas de cobre em sistemas adesivos convencionais.

Pesquisador: Paulo Vitor Farago

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 44731915.3.0000.0105

Instituigdo Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.065.446
Data da Relatoria: 28/05/2015

Apresentacao do Projeto:

Reincidéncia de carie adjacentes as margens € a biodegradagéo das interfaces adesivas tem sido o foco de

estudos recentes. Para tentar resolver

esses problemas, tem sido incorporados antimicrobianos e inibidores de MMPs e CTs, ao protocolo adesivo

ou aos adesivos. Alguns autores

recentemente estudaram a incorporagao de nanoparticulas de prata (NAg) em adesivos dentinrios, mas a
incorporagao de nanoparticulas de cobre

néo tem sido estudada.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a inclusé@o de nanoparticulas de cobre, variando a concentragéo, em diferentes sistemas adesivos
como forma de possibilitar uma maior

durabilidade das restauragdes adesivas.

Objetivo Secundario:

Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre sobre a resisténcia maxima a tragédo (RT) dos adesivos.
Avaliar a inclusao de nanoparticulas de cobre

sobre a solubilidade (SO) dos adesivos. Avaliar a inclus@o de nanoparticulas de cobre sobre a
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sor¢do de agua (SA) dos adesivos. Avaliar a inclusédo

de nanoparticulas de cobre sobre a resisténcia de unido & microtragcdo (RU) da interfase resina-dentina.
Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de

cobre sobre a nanoinfiltragdo (NI) da interfase resina-dentina. Avaliar a inclusdo de nanoparticulas de cobre
sobre o grau de conversdo (GC) do

adesivo na interfase resina-dentina

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o apresenta riscos para 0s pesquisadores.

Beneficios:

Os Beneficios para a ciéncia serdo o possivel desenvolvimento de um adesivo que poderia ser usado para

manter a estabilidade da camada hibrida

na interfase resina-dentina. Aquele adesivo representa uma contribuigdo social e cientifica na area de
Materiais Dentarios e Cariologia

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O objetivo deste estudo sera avaliar o efeito da incorporacdo de nanoparticulas de cobre, em diferentes
concentragdes, em

diferentes sistemas adesivos convencionais, nas propriedades de resisténcia maxima a tragdo (RT), sorgdo
de agua (SA), solubilidade (SO),

resisténcia de unidao a microtragdo (RU), nanoinfiltragédo (NI) e grau de conversdo (GC). As nanoparticulas
serdo incluidas nos sistemas adesivos

Ambar [AM] (FGM) e Single Bond Universal [SBU] (3M). Para RT (n = 8 para cada grupo), as amostras de
adesivo serdo construidas numa matriz

metdlica em forma de ampulheta. Metade das amostras serdo testadas depois de 24 horas e apds 6, 12 e

18 meses de armazenamento em &gua.

Para SA e SO (n = 7 para cada grupo), discos de adesivos serao preparados em uma matriz metélica. Apos

a desidratagdo, os espécimes serao

pesados e armazenados em &gua destilada para avaliagdo da SA, SO e liberagdo cumulativa de cobre.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Falta a carta de doagcdo dos dentes molares no banco de dentes
Necessério definir o numero real de dentes molares a serem utilizados
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Recomendacgoes:
De acordo com as consideragoes dos termos obrigatorios

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Pendencia de acordo com a falta a carta de doagdo dos dentes molares no banco de dentes
Necessério definir o numero real de dentes molares a serem utilizados

Situagao do Parecer:

Pendente

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

PONTA GROSSA, 15 de Maio de 2015
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(Coordenador)
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