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Menezes, LGO. Avaliacdo das propriedades bioativas, microbioldgicas e fisico-
mecanicas de cimentos de ionémero de vidro modificados com trimetafosfato de sodio
e nanoparticulas de 6xido de zinco: estudo in vitro. 2024 76f. Dissertacdo (Mestrado) -

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba 2024.

Objetivo: Avaliar o efeito da incorporacdo de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPS)
e microparticulas de trimetafosfato de sodio (TMP) em cimento de iondmero de vidro
modificado por resina (CIVMR), sobre as propriedades fisico-mecanicas, microbioldgicas
e citotoxicas. Material e métodos: Foram confeccionados corpos-de-prova (n=6): 1)
CIVMR sem ZnONPs/TMP (CIVMR, Fuji I LC); 2) CIVMR-1,0%ZnONPs; 3) CIVMR-
2,0%ZnONPs; 4) CIVMR-14,0%TMP; 5) CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP e 6)
CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP. Determinou-se a Resisténcia a Tracdo e Compressao
(RT e RC), Dureza de Superficie (DS) apds 24 horas/7 dias, Rugosidade de Superficie (RS)
e Porcentagem do Grau de Conversdo dos Monoémeros (%GC) ap6s 24 horas. Para a
liberacdo de fluoreto (F), corpos de prova foram imersos em solucdo desmineralizadora (6
horas) e remineralizadora (18 horas) por 15 dias. A atividade antimicrobiana/antibiofilme
foi avaliada pelo teste de adeséo, crescimento de biofilme e avaliagdo do metabolismo do
biofilme (XTT) (S. mutans, UA159) respectivamente. Ja a analise da Citotoxicidade foi
determinada pelo método da resazurina sobre a linhagem de Odontoblastos MDPC23. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste Student-
Newman-Keuls (p < 0,001). Resultados: A RC para o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs foi
superior em 22,5% quando comparado ao CIVMR no periodo de 24 horas (p < 0,001); no
periodo de 7 dias o grupo CIVMR-2,0%ZnONPS-14,0%TMP foi superior ao CIVMR em
23,4% (p < 0,001). Apos 7 dias, para os dados de RT, todos 0s grupos apresentaram valores
similares entre si (P > 0,001), exceto o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP o qual foi
superior em 37% e 55,4% em relacdo ao CIVMR e CIVMR-14,0%TMP, respectivamente
(p < 0,001). Na analise da DS (KHN), apos as 24 horas, observou-se que o grupo CIVMR-
2,0%Zn0ONPs-14,0%TMP apresentou 0 maior valor quando comparado aos demais grupos
(p <0,001). Os dados de RS mostram similaridade para todos 0s grupos assim como para
%GC (p >0,001). A maior liberacéo de F, apos 15 dias, foi verificada para o grupo CIVMR-
2,0%ZnONPs-14,0%TMP (p < 0,001). O maior efeito na reducdo da viabilidade bacteriana
foi observado para o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP (p < 0,001). Para analise da
citotoxidade, no tempo de 24 horas, o grupo CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP foi o que
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apresentou a melhor citocompatibilidade, apresentando superioridade em relagédo ao
CIVMR em 33,3% (p < 0,001). Nos tempos de 48 e 72 horas de exposi¢do aos cimentos,
0os grupos CIVMR-1,0%2ZnONPs, CIVMR-2,0%ZnONPs, CIVMR-1,0%ZnONPs-
14,0%TMP e CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP apresentaram a menor citotoxicidade e
similar ao DMEM (p < 0,001). Concluséo: Diante dos resultados obtidos conclui-se que a
incorporacéo de 2,0%ZnONPs e 14,0%TMP ao CIVMR melhorou suas propriedades fisico-
mecanicas, microbioldgicas e reduziu seu potencial citotoxico, podendo tornar-se um
biomaterial promissor para procedimentos restauradores, promovendo a biomineralizacao

dos tecidos dentarios duros e com efeito anticariogénico.

Palavras-chave: Cimento de iondmero de vidro; Fosfato; Nanoparticulas; Oxido de
zinco; Dureza; Propriedades de superficie; Biofilme.
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Menezes, LGO. Evaluation of the bioactive, microbiological and physical-
mechanical properties of glass ionomer cements modified with sodium
trimetaphosphate and zinc oxide nanoparticles: in vitro study. 2024 76f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba 2024.

Objective: To evaluate the effect of incorporating zinc oxide nanoparticles (ZnONPs) and
sodium trimetaphosphate microparticles (TMP) into resin-modified glass ionomer cement
(RMGIC) on its physicomechanical, microbiological and cytotoxic properties. Material
and methods: Test specimens (n=6) were made: 1) RMGIC without ZnONPs/TMP
(RMGIC, Fuji 1l LC); 2) RMGIC-1.0%ZnONPs; 3) RMGIC-2.0%ZnONPs; 4) RMGIC-
14.0%TMP; 5) RMGIC-1.0%ZnONPs-14.0%TMP and 6) RMGIC-2.0%ZnONPs-
14.0%TMP. The tensile and compressive strengths (TS and CS), surface hardness (SH)
after 24 hours/7 days, surface roughness (SR) and percentage degree of monomer
conversion (%DC) after 24 hours were determined. For the release of fluoride (F),
specimens were immersed in a demineralizing (6 hours) and remineralizing (18 hours)
solution for 15 days. Antimicrobial/antibiofilm activity was assessed by the adhesion test,
biofilm growth and biofilm metabolism assessment (XTT) (S. mutans, UA159)
respectively. Cytotoxicity analysis was determined using the resazurin method on the
MDPC23 odontoblast strain. The results were submitted to analysis of variance (ANOVA),
followed by the Student-Newman-Keuls test (p < 0.001). Results: The CR for the RMGIC-
2.0%ZnONPs group was 22.5% higher when compared to RMGIC in the 24-hour period (p
< 0.001); in the 7-day period, the RMGIC-2.0%ZnONPS-14.0%TMP group was 23.4%
higher than RMGIC (p < 0.001). After 7 days, for the RT data, all the groups showed similar
values (P > 0.001), except for the RMGIC-2.0%ZnONPs-14.0%TMP group, which was
37% and 55.4% higher than RMGIC and RMGIC-14.0%TMP, respectively (p < 0.001).
Analysis of the SH (KHN) after 24 hours showed that the RMGIC-2.0%ZnONPs-
14.0%TMP group had the highest value compared to the other groups (p < 0.001). The RS
data showed similarity for all groups, as well as for %DC (p > 0.001). The greatest release
of F after 15 days was seen in the RMGIC-2.0%ZnONPs-14.0%TMP group (p < 0.001).
The greatest effect on reducing bacterial viability was observed for the RMGIC-
2.0%ZnONPs-14.0%TMP group (p < 0.001). For cytotoxicity analysis, at 24 hours, the
RMGIC-1.0%ZnONPs-14.0%TMP group showed the better cytocompatibility, 33.3%
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higher than the RMGIC group (p < 0.001). At 48 and 72 hours of exposure to the cements,
the RMGIC-1.0%ZnONPs, RMGIC-2.0%ZnONPs, RMGIC-1.0%ZnONPs-14.0%TMP
and RMGIC-2.0%ZnONPs-14.0%TMP groups showed the lowest cytotoxicity and were
similar to DMEM (p < 0.001). Conclusion: In view of the results obtained, it can be
concluded that the incorporation of 2.0%ZnONPs and 14.0%TMP into RMGIC improved
its physical-mechanical and microbiological properties and reduced its cytotoxic potential,
which could make it a promising biomaterial for restorative procedures, promoting the

biomineralization of hard dental tissues and having an anticariogenic effect.

Keywords: Glass ionomer cement; Phosphate; Zinc oxide nanoparticles; Hardness; Surface
properties; Biofilm.
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LISTA DE ABREVIATURAS

TMP Trimetafosfato de sddio

CIVMR Cimento de londmero de Vidro Modificado por Resina
HEMA Hidroxietilmetacrilato

ZnONPs Nanoparticulas de o0xido de zinco
RT Resisténcia a Tracdo

RC Resisténcia a Compressdo

KNH Unidade de Dureza Knoop

DS Dureza de Superficie

RS Rugosidade Superficial

Ra Rugosidade média

CIV Cimento de londmero de Vidro

OMI Odontologia Minimamente Invasiva
NPs Nanoparticulas

M Mol

nm Nanometros

mm Milimetros

Mpa Megapascal

DRX Difragdo de Raios-X

mg Miligrama

pL Microlitros

g Gramas

mL Mililitros

°C Graus Celsius

min Minutos
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pm Micrometros

FTIR Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

rpm Rotag¢Oes por minuto

mm Milimetros

DES Solucéo Desmineralizadora
RE Solugdo Remineralizadora
Ca Célcio

P Fosforo

Na Sodio

F Fluoreto

Al Aluminio

O Oxigénio

C Carbono

KBr Brometo de Potassio

KCI Cloreto de Potassio
CaHPO4° Fosfato de Célcio

HF° Acido Fluoridrico

NaOH Hidrdxido de Sadio
ZnCl> Cloreto de Zinco

Mol/l Mol por Litro

pH Potencial Hidrogenidnico
mmol/L Milimol por Litro

ug F/mL Micrograma de fldor por microlitro
TISAB Il Tampé&o ajustador de forga ibnica total

ug F/lem? Micrograma de flGor por centimetro quadrado
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mm/min Milimetros por minuto

mm/s Milimetros por segundo

kN Kilo Newton

mN Miridametro

kgf/cm? Kilo grama forca por centimetro quadrado
DTS Valor de Tensdo Diametral

CIVMRs Cimentos de lonémero de Vidro Modificado por Resina
KBr Brometo de potéssio

MEV Microscopia Eletrénica de Varredura

EDS Espectroscopia de Energia Dispersiva

kV Kilo volts

h Hora

cm Centimetros

UFC/mL Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro
mg/L miligrama por Litro

cm? centimetro quadrado

pug/mL Microgramas por microlitro
Ul/mLUnidade Internacional por mililitro

SBF Soro Fetal Bovino

ANOVA Andlise de Variagdo

mA Miliampere

CO. Didxido de Carbono

%GC Porcentagem do Grau de Conversao

g/mL Grama por mililitro

DO Densidade Optica
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DMEM Modified Eagle Medium

PBS phosphate buffered saline
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1. Introducéo

A carie é uma doenca crénica multifatorial, enddgena, decorrente da quebra da
homeostasia na cavidade oral, isto €, alguns elementos - hospedeiro, substrato, microrganismos
e tempo - quando associados cooperam para o desequilibrio anteriormente predominante nesse
ambiente [Pitts et al., 2019; Colombo et al., 2019]. A prevencdo tem sido cada vez mais
incorporada a Odontologia, adotando dessa forma, os principios minimamente invasivos, que
prezam pela conservacao da originalidade das estruturas da cavidade bucal.

Nos Ultimos anos, baseado em uma Odontologia minimamente invasiva (OMI), a busca
de técnicas e materiais bioativos que permitam a auséncia ou remoc¢ao minima do esmalte e/ou
dentina afetada, a fim de conservar o remanescente dentario e evitar danos pulpares, tem sido
crescente [Torres et al., 2021]. Estudos demonstram que alguns materiais denominados bioativos
apresentam, de fato, a capacidade de melhorar algumas propriedades do dente, como: capacidade
de fornecer uma interface adesiva mais confiavel, exercer atividade antimicrobiana contra
bactérias cariogénicas, como Streptococcus mutans, e de promover a remineralizacdo dentaria,
retardando e possivelmente prevenindo a ocorréncia de lesdo secundaria de carie [Conti et al.,
2023; Pinto et al., 2023]. Dentre eles destaca-se o cimento de iondmero de vidro (CIV), o qual
apresenta capacidade de liberar ions, como F e Ca, com potencial na biomineralizacdo [Vallittu
etal., 2018]. A dissolucdo de particulas de aluminio - silicato de célcio, a partir do CIV, promove
interacdo com a hidroxiapatita da dentina e o processo pode ser considerado como bioativo uma
vez que, sdo capazes de estabilizar polimeros de fosfato de célcio e com isso provocar uma
deposicdo de apatita intrafibrilar de maneira ordenada dentro das fibrilas de colageno [Chein et
al., 2023].

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-mecéanicas e diminuir a sensibilidade
a umidade, surgiram os CIV modificados por resina (CIVMR). Estes contém mondmeros
organicos polimerizaveis, geralmente hidroxietilmetacrilato (HEMA), o que proporciona uma
reacdo adicional de polimerizacdo através da luz. As propriedades fisico-mecénicas desses
cimentos sdo superiores as dos CIV e ainda exibem as vantagens de um tempo de trabalho
controlado, facilidade de manipulacdo e um rapido endurecimento com melhor retencdo na
cavidade dentaria, minimizando os problemas de sensibilidade ao acabamento imediato e de
desidratagdo, comuns aos cimentos convencionais [Zhao et al., 2019: Ghilotti et al., 2023]. Por
outro lado, a adicdo do HEMA ao CIVMR pode levar algumas desvantagens tais como: absorgéo

de agua, em resultado da natureza hidréfila deste componente e consequentemente, instabilidade
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dimensional em meio aquoso, contracdo de polimerizacdo e também uma biocompatibilidade
reduzida associada ao mondmero, que podem causar irritacdo pulpar [Agha et al., 2021]. Diante
do exposto, estratégias entdo sendo propostas para melhorar a bioatividade, propriedades
antimicrobianas, citotdxicas e mecénicas do CIVMR [de Oliveira Roma et al., 2023; Diniz et al.,
2023].

Uma alternativa para potencializar a acdo anticarie dos CIVMRs é a adicdo de
polifosfatos, como o Trimetafosfato de sédio (TMP) [Danelon et al., 2015; Takeshita et al., 2016;
Danelon et al., 2017; Akabane et al., 2018]. Diversos estudos demonstram que quando o TMP se
adsorve ao esmalte, essa interacdo pode alterar a permeabilidade seletiva e a difusdo de ions para
seu interior; dessa forma o TMP possivelmente retém ions carregados positivamente de CaF* e
Ca2*, substituindo o Na* da estrutura ciclica e promovendo a reducdo da difusdo acida [Danelon
et al., 2015; Takeshita et al., 2016; Akabane et al., 2018], bem como durante os processos des-
remineralizacdo levando a formagc&o e ao fluxo de espécies neutras (CaHPO4° e HF®) no esmalte.
da Silva et al. [2019], avaliaram o efeito da incorporagédo de nanoparticulas de TMP (TMPnano)
em CIVMR sobre as propriedades fisico-mecanicas, liberagdo de ions e desmineraliza¢do do
esmalte. Os autores concluiram que a adi¢ao de 14%TMPnano ao CIVMR aumentou a liberacdo
de F, P e Ca no esmalte, reduziu a desmineralizacdo, e manteve as propriedades fisico-mecanicas
dentro dos parametros para este material, mostrando ser uma estratégia promissora.

Além dos fosfatos, nos ultimos anos, a nanotecnologia tem trazido um grande impacto,
com muitas aplica¢des em diversas areas, incluindo a Odontologia. Estudos tém demonstrado
que € possivel aumentar a eficacia do CIVMR através da incorporacdo de nanoparticulas [da
Silva et al., 2019; Hosida et al., 2019; Jowkar et al., 2020; Pourhajibagher et al., 2019; Santos et
al., 2019], propiciando a melhora no desempenho de materiais odontol6gicos. Julga-se que esta
melhora esteja relacionada a algumas propriedades termodinamicas e cinéticas presentes apenas
nas nanoparticulas como tamanho - em escala nanométrica, grande area superficial - e alta
reatividade quimica [Oberdorster et al., 2005]. Nesse contexto destacam-se as hanoparticulas de
oxido de zinco (ZnONPs), as quais apresentam atividade bactericida catalitica intrinsica, efeito
antimicrobiano, estabilidade quimica e biocompatibilidade [Pourhajibagher et al., 2019; Jowkar
etal., 2020]. Segundo Huang et al. [2008], acredita-se que as ZnONPs sejam efetivas no controle
de varios microrganismos por apresentarem a capacidade de alterar os componentes da membrana
celular bacteriana levando a perda de componentes intracelulares, e consequentemente, & morte;
além disso, dentre as vantagens desse agente ativo soma-se o fato do mesmo nao ser toxico,
seguro e biocompativel.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da incorporacéo de

nanoparticulas de oxido de zinco (ZnONPs) e microparticulas de trimetafosfato de sodio (TMP)
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em cimento de iondmero de vidro modificado por resina (CIVMR), sobre as propriedades fisico-
mecanicas, microbioldgicas e citotdxicas. A hipdtese nula do estudo foi a de que a incorporacao
de nanoparticulas de ZnONPs e microparticulas de TMP ao CIVMR néo promoveria melhora
nas propriedades fisico-mecénicas, microbioldgicas e citotoxicas quando comparado ao CIVMR

apenas.

2. Material e métodos

2.1 Sintese e Caracterizacdo das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs)

Para a sintese das ZnONPs foi utilizado o método sol-gel de reacéo soloquimica de dois
estagios [Wu et al., 2006; Vaezi & Sadrnezhaad, 2007]. Por esse método, foi obtido NPs com
tamanho médio em torno de 20 nm. Para a sintese, foi utilizado o cloreto de zinco (ZnCl,) CAS
7647-14-5 e hidroxido de sédio (NaOH) 98% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA, CAS
1310-73-2). Duas solucGes de cada um dos reagentes foram preparadas separadamente. Na
primeira solucdo 8g de NaOH foi dissolvida em 200 mL de agua Milli-Q para obtencao de uma
solucdo com concentracdo 1M. Em seguida, esta solucdo foi aquecida, sob agitacdo constante,
até atingir a temperatura de 90°C. A segunda soluc¢do (precursora) foi obtida pela dissolucdo de
13,69 de ZnCl, em 200 mL de agua Milli-Q resultando uma solucéo com concentracao de 0,5M.
A solucio precursora (contendo fons Zn*?q) foi adicionada lentamente (taxa de 16 mL/min.) a
solucdo contendo NaOH 1M a 90 °C. Foi realizado este procedimento sob temperatura e agitacdo
constantes. A adicdo lenta da solucdo (2) de ZnCl> na solucdo aquosa alcalina (1) resultou na
precipitacdo imediata de ZnONPs com mudanga de cor transparente para branca. Apds adicéo
completa, a solugdo permaneceu sob agitacdo por mais duas horas na temperatura de 90 °C. A
amostra resultante foi lavada com agua Milli-Q e seca em estufa a temperatura 80°C durante 12
hs. A estrutura cristalina das amostras de ZnONPS foram obtidas por medidas de difracdo de
raios-X (DRX), utilizando-se um difratometro Rigaku acoplado a uma fonte Cu Ko de 40 kV ¢
20 mA. A faixa de varredura foi feita entre 20 ¢ 80 ° (20), com etapa de 0,02 ° e velocidade de 1
grau por min. Morfologia e agregacdo superficial das NPs foram analisadas por medidas de
microscopia eletronica de varredura (MEV) ) e a cristalinidade pela Espectroscopia por energia
dispersiva (EDS).

2.2 Preparo da mistura dos CIVMR

O CIVMR utilizado para o estudo foi o Fuji Il LC (GC Corporation, Tokyo, Japan).
Inicialmente as ZnONPs foram adicionadas ao p6 do CIVMR nas concentracfes de 1,0% e 2,0%
(% m/m) [Garcia et al., 2017]. Para o TMP microparticulado (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA, CAS: 7785-84-4) foi utilizada a concentracao de 14% (% m/m) [da Silva et al., 2019]. Para
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a adicdo de ZnONPs/TMP ao p6 do CIVMR foi considerado que cada 100 g do produto final da
mistura (CIVMR/ZnONPs/TMP) teria 1,0 ou 2,0 gramas de ZnONPs e/ou 14,0 gramas de TMP.
Cada mistura foi homogeneizada em moinho de bolas de &agata (Planetary Micro Mill
PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein, Germany) com frequéncia de
100 rpm em 5 ciclos de repeticao (normal/reverso) com duracdo de 1 minuto cada [Hosida et al.,
2019]. Para a manipulacdo do material foi mantida a proporcdo poé-liquido do CIVMR

recomendada pelo fabricante (3,2 g p6 para 1,0 g de liquido).

2.3 Liberacéo de F dos CIVMR
2.3.1 Confeccgdo dos corpos-de-prova

Corpos-de-prova (n=6) [Silva et al., 2007] foram confeccionados com o auxilio de uma
matriz metalica bipartida (5 mm de didmetro e 2 mm de espessura). A extremidade de um fio de
aco inoxidavel de 0,25 mm de didmetro foi posicionada no interior da matriz, previamente a
insercdo dos materiais, para facilitar a manipulacéo dos corpos-de-prova. A fotopolimerizacéo
(Radii-cal SDI- LED) foi realizada por 40 segundos, nas superficies superior e inferior do

material. Apos a fotopolimerizacéo, os excessos do material foram cuidadosamente removidos.

2.3.2 Ciclagem de pH para liberagdo de F do CIVMR

Corpos-de-prova (n=6) de cada material foram colocados em tubos de ensaio de
polipropileno com tampa contendo 2 mL de solucdo desmineralizadora (DES) (Ca e P 2,0
mmol/L em tampao acetato 0,075 mol/L, em pH 4,7) e armazenados por 6 horas. Em seguida,
foram transferidos para novos tubos contendo solugdo remineralizadora (RE) (Ca 1,5 mmol/L, P
0,9 mmol/L, KCI 0,15 mol/L em tampé&o Tris 0,02 mol/L, em pH 7,0) permanecendo por 18
horas. Estes procedimentos foram repetidos durante 15 dias. Os tubos foram mantidos sob
agitacdo constante com frequéncia de 120 rpm em mesa agitadora (TE-420 Orbital - Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil), a temperatura de 37 °C. Antes de serem imersos em nova solucéo (DES
ou RE) os corpos-de-prova foram lavados com agua deionizada e secos com papel absorvente.
As solugdes foram recolhidas diariamente, identificadas e armazenadas em tubos de ensaio de

polipropileno a 4 °C para leitura do F liberado [Silva et al., 2007; da Silva et al., 2019].

2.3.3 Anélise de F nas solugdes DES e RE

Para a analise de F das solu¢bes DES e RE foi utilizado eletrodo especifico para ion
fluoreto (9409-BN, Orion Research, Inc., Beverly, MA, Estados Unidos da América) e
microeletrodo de referéncia, previamente calibrados com solucgdes padréo de 0,250 a 64 ug F/mL,
acoplados a um analisador de ions Orion 720 A (Orion Research). Para as dosagens foram
pipetadas 0,5 mL das solugdes DES ou RE e acrescido 0,5 mL de TISAB Il (tamp&o ajustador de
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forca i6nica total). As leituras foram realizadas sob agitacdo constante em agitador magnético

(TE-081, Tecnal). Esses valores foram convertidos para pg F/cm? [Tiveron et al., 2013].

2.4 Determinacdo das Propriedades Fisico-Mecanicas dos CIVMR

2.4.1 Avaliacao da Resisténcia a Compressao (RC)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados (4 mm de didmetro x 6 mm de altura) (ISO
9917 — 2:2017) em matrizes de silicone de condensacdo (Speedex, Vigodent S.A. IndUstria e
Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e fotopolimerizados por 40 segundos, nas superficies
superior e inferior. Seis corpos-de-prova foram armazenados por 24 horas e outros seis por 7 dias,
em estufa a 37 °C, em ambiente imido. Em seguida, foram submetidos ao ensaio de resisténcia
a compressdo em maquina de ensaio universal Instron (DL3000, Instron Co.), com célula de carga
de 5 kKN a uma velocidade de 0,75mm/min, em posicao vertical, até que ocorresse a fratura. A

resisténcia a compressdo foi medida em megapascal (MPa).

2.4.2 Avaliacdo da Resisténcia a Tragdo (RT)

Doze corpos-de-prova foram confeccionados (6 mm de didmetro x 3 mm de altura) (ISO
9917 — 2:2017) em matrizes de silicone de condensacdo (Speedex) e fotopolimerizados por 40
segundos, nas superficies superior e inferior [da Silva et al., 2019]. Apo6s os periodos de
armazenamento (como descrito anteriormente) foram submetidos ao ensaio de resisténcia a
tracdo diametral (RT), com célula de carga de 5 kN a uma velocidade de 0,5 mm/min, em posicao
horizontal, até que ocorresse a fratura. Para tanto, foi utilizada uma maquina de ensaio universal
Instron (DL3000, Instron Co., Canton, MA, Estados Unidos da América). Os valores de tensdo
diametral (kgf/cm?) foram calculados usando a equagdo: DTS=2F/3.14DT, onde F é a carga, D é

o diametro e T € a altura do espécime.

2.4.3 Avaliacéo da Dureza de Superficie (DS)

Foram confeccionados 6 corpos-de-prova com o auxilio de uma matriz de silicona de
condensacdo (6 mm de diametro e 3 mm de espessura) [Moshaverinia et al., 2016; Menezes-
Silva et al., 2020] e fotopolimerizados por 40 segundos, nas superficies superior e inferior [Silva
etal., 2007]. Apds 24 horas, mantidos em recipiente plastico e em ambiente imido (37 °C), foram
submetidos ao teste de dureza de superficie. O teste foi realizado com o auxilio de um
microdurémetro (Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2.000 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan), sob carga estatica (Knoop) de 100 g por um tempo de 5 segundos. Foram realizadas 5
impressoes na superficie do material distantes 500 um entre si [Silva et al., 2007]. A seguir, 0s
corpos-de-prova foram armazenados em estufa a 37 °C (em ambiente Umido) e apds 7 dias foi

repetido o teste da dureza, sendo realizadas 5 impressdes a 250 um das realizadas em 24 horas.
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2.4.4 Teste de Rugosidade Superficial (RS)

A rugosidade superficial das amostras para cada grupo experimental (6 mm de didmetro
e 3 mm de espessura; n = 6) [Cibim et al., 2017] foi analisada com um instrumento de medicéo
de rugosidade (Surfcorder SE1700; Kosaka Corp, Toquio, Japdo) equipado com uma agulha de
diamante de 2 um de raio. Apés a confecgdo das amostras, as mesmas foram armazenadas por 24
horas em estufa a 37 °C (100% umidade). Para registrar as medidas de rugosidade, a agulha foi
movida a uma velocidade constante de 1,25 mm/s sob uma carga de 0,7 mN. O valor de corte foi
estabelecido em 0,25 mm para maximizar a filtragdo da ondulacéo superficial. Trés tracos foram
registrados para cada amostra em trés locais diferentes - paralela, perpendicular e obliqua para
escanear toda a area da amostra. A RS foi caracterizada pela rugosidade média (Ra), que é o valor
médio aritmético de todas as distancias absolutas do perfil de rugosidade a partir da linha central,

dentro do comprimento de medicao.

2.4.5 Determinacdo da Porcentagem do Grau de Conversdo dos Mondmeros (%GC)

Os CIVMR experimentais e comercial (n=3) foram manipulados, inseridos entre duas
laminas de vidro, pressionados formando um filme de aproximadamente 0,12 + 0,02 mm, e
fotopolimerizados por 40 segundos de cada lado da amostra. Em seguida, foram armazenados
durante 24 horas, ao abrigo da luz, em estufa a 37 °C. Apo0s estes periodos, os filmes de cada
material foram triturados e misturados com brometo de potassio (KBr), na proporc¢do de 1:35
(mg:mg). As misturas foram colocadas na prensa (PikeTechnologies, Madison, WI, Estados
Unidos da América), sob uma carga de 3 toneladas, para confeccao das pastilhas, as quais foram
analisadas imediatamente usando a técnica de espectroscopia no infravermelho transformada de
Fourier (FTIR) Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos pelo método de
transmissdo em espectrofotébmetro (Nexus 670, Nicoletinstrument Corporation, Madison, WI,
Estados Unidos da América), na regido espectral entre 1.400 e 2.000 cm, utilizando 128
varreduras e 4 cm™ de resolucdo. A determinacio do grau de conversdo na polimerizagdo dos
CIVMRs foi baseada na medida da diminuicdo da intensidade da banda de absor¢éo associada ao
metacrilato quando o monémero é convertido em polimero. Para o material estudado e as
condigdes de preparo das amostras, foram utilizadas as bandas de absor¢éo associadas a vibragoes
de estiramento das ligacbes C = C do mondmero e COO™ do acido carboxilico, localizadas
aproximadamente em 1640 e 1540 cm™ respectivamente. O valor da porcentagem do grau de

conversdo dos monémeros foi determinada utilizando seguinte equacao:

[ABs(C=C)/ABs(CO0-)|polimero
[ABs(C=C)/ABs(CO0O-=)]mondémero *

(1- 00)
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2.4.6 Analise da Morfologia e Composicdo Quimica Através da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

Trés corpos-de-prova (n=3) com espessura de 2 mm x 4 mm foram depositados sobre
stubs recobertos com fita de carbono e foram submetidas a vacuo e pulverizacdo catddica para
uma fina cobertura com ouro. A composicéo local foi estimada por meio de espectros de EDS e
pela construcdo de mapas elementares a imagens de MEV. O instrumento utilizado foi 0 MEV-
PHILIPS (XL-30 FEG, Philips, Amsterdd, Holanda), equipado com EDS. As amostras foram
selecionadas aleatoriamente em varias etapas para exame de superficie com o MEV e EDS de
cada material. Os corpos-de-prova foram secos lentamente em ar ambiente. Em seguida, foi
examinado com o MEV a uma tenséo de aceleragdo de 15 kV em ampliagdes de 2000x [Kheur
et al., 2020].

2.5 Determinacéo das Propriedades Antimicrobiana dos CIVMR
2.5.1 Teste de Adesdo ao Streptococcus mutans

Apbs a reativacao de cepas de S. mutans (UA159) [Huang et al., 2022], as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C por 48 horas. Em seguida, as colbnias reativadas de S. mutans foram
removidas e adicionadas a um caldo BHI suplementado com 1% de sacarose para a formacgéo do
inéculo. A homogeneizacao do indculo foi realizada durante 30 segundos em um Vortex (Maxi
MixTM, Barnstead International, Dubuque, lowa, EUA). Cada disco de material ionomérico (n
= 4) foi exposto sob condicdes estaticas a 10 mL de BHI, acrescido de 4 alcas de S. mutans do
inéculo ajustado para uma densidade Optica (DO) de 0,6 a 550 nm (aproximadamente 107
UFC/mL), utilizando um espectrofotometro (Microplate Spectrophotometer EONC, Biotek,
EUA). Em seguida, uma placa de 24 pocos foi utilizada, sendo cada pog¢o preenchido com 700
pL para que as amostras ficassem imersas no inoculo. Essas placas foram incubadas a 37 °C por
24 horas. Posteriormente, os corpos de prova foram retirados da placa e inseridos em tubos de
polietileno contendo 3 mL de solugéo salina.

Em seguida, os tubos foram submetidos ao ultrassom por 10 minutos para permitir o
desprendimento das células aderidas aos espécimes. Na sequéncia retirou-se uma aliquota de 200
uL da solugao salina contendo o espécime e dispensada em uma placa de 96 pocos. Uma aliquota
de 180 pL de PBS foi dispensada nos pocos subsequentes na mesma coluna da placa. Procedeu-
se com a dilui¢do seriada para todos os grupos, retirando 20 pLL de um pogo e transferindo para
0 subsequente na mesma coluna da placa. Foi realizado o plagueamento retirando uma aliquota
de 5 uL de cada pogo, aguardando a secagem das placas para entdo incuba-las por 48 horas em

ambiente suplementado com 10% de CO.. Apds esse periodo, as colonias foram contadas, e o

Leticia Gongalves Oliveira Menezes



36

numero de bactérias viaveis foi determinado em unidades formadoras de colénia (UFC/mL),

correspondendo as células aderidas aos CIVMR [Fucio et al., 2016].

2.5.2 Avaliacéo do Biofilme pelo Método do XTT

O ensaio de biofilme foi baseado no estudo de Hu et al. [2013]. S. mutans (UA159) foi
cultivado anaerobicamente em caldo BHI durante a noite a 37 °C. A suspensdo bacteriana obtida
foi ajustada para uma densidade Optica de 0,3 a 600 nm (aproximadamente 3 x 108 UFC/mL)
com um espectrofotdometro (Microplate Spectrofotometer EONC, Biotek, EUA), para uso
posterior. Para cada material testado, seis espécimes em forma de disco (2 mm x 4 mm) foram
preparadas usando matrizes de silicone de condensacdo (Speedex, Vigodent S.A. Industria e
Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os corpos-de-prova foram mantidos por 20 minutos em
estufa a 37 °C com 100% de umidade, lavados com agua destilada e esterilizados sob luz
ultravioleta por 20 minutos. A seguir foram inseridos nos pogos de uma placa de 24 pocos
(Corning, NY, EUA) e mantidos em suspensao por um fio ortodontico permanecendo fixado com
cera utilidade na tampa da placa de poliestireno durante o periodo experimental. Em seguida foi
retirado, 39,6 mL de BHI suplementado com 1% de sacarose e 0,4 mL de suspensao bacteriana
formando uma solucgéo a qual foi colocada no vortéx por 15 segundos e em seguida inoculada em
cada poco. As placas foram incubadas a 37 °C em um camara anaerdbica por 24 h. Atividade
celular metabolica do biofilme formado nos pocos foi quantificada pelo XTT (2,3 (2-metoxi-4-
nitro-5-sul- fofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-2H-hidréxido de tetrazolio) (CAS: 111072-3-2,
Sigma-Aldrich). Para isso, 0s pocos contendo o biofilme formado foram lavados suavemente
com solucéo salina e 1 mL de solugdo compreendendo 150 mg/L de XTT e 10 mg/L de fenazina
adicionou-se metosulfato (CAS: 299-11-6, Sigma-Aldrich). As placas foram incubadas no escuro
a 37 °C por 3 h e, em seguida, 200 pL da suspensdo solubilizada foram transferidos para
microplacas de 96 pocos e a absorbancia lida em 490 nm. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata em trés diferentes ocasides. Os resultados foram expressos em valores de absorbancia.

2.6 Andlise da Citotoxicidade dos CIVMR
2.6.1 Obtencédo da Cultura de Células

Odontoblastos da linhagem MDPC23 foram cultivados em garrafas de 75 cm? (Corning
Inc., Corning, NY, USA), contendo meio de cultura DMEM (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Invitrogen)
e solucdo de estreptomicina/penicilina a 100 pg/mL e 100 Ul/mL, respectivamente (Gibco,
Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, USA). As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera

umidificada, contendo 5% de CO e 95% de ar atmosferico. Apos subconfluéncia, as células
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foram plagueadas diretamente na superficie de poliestireno em placas de 24 po¢os na densidade
de 20.000 células/poco. Para cada grupo avaliado, amostras cilindricas dos CIVMRs com 2 mm
de altura e 4 mm de largura (n=5) foram preparadas em matrizes de silicone (previamente
esterilizadas), fotopolimerizadas por 40s e mantidas por 1 h & 37 °C em atmosfera umidificada,
contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico. Apds 6 h de adesdo, insertos (ThinCert® Cell
Culture Inserts, Greiner Bio-One, Kremsminster, KI, AT) foram acoplados aos pocos e as
amostras dos cimentos foram colocadas em seu interior para troca ionica no ambiente celular,

sendo recobertas com o meio de cultura DMEM (*contato direto).

2.6.2 Anélise do Metabolismo Celular

Ao final de 24, 48 e 72 horas de exposicdo aos cimentos ionoméricos experimentais, a
proliferacdo celular foi avaliada pelo método de reducdo de um corante resazurina. O ensaio é
baseado na capacidade das células vivas de converter a resazurina em um produto final
colorimétrico (resorufina), no qual aquelas ndo vidveis perdem a capacidade metabolica e,
portanto, ndo geram um sinal observavel [Chen et al., 2018]. Para isso, utilizou-se o reagente
CellTiter-Blue (Promega, Madison, WI, USA) seguindo as recomendacfes do fabricante.
Brevemente, 20 pL do reagente foram diluidos em 100 pL de meio de cultura suplementado e 0s
120 pL foram despejados em cada pogo, seguido por incubacdo de 4 horas a 37 °C. Apds
decorrido periodo, o sobrenadante formado foi retirado dos pocos e transferido para placa de 96
pocos para medida colorimétrica em espectrofotdmetro (570-600nm, Epoch 2,
BioTeklInstruments Inc., Winooski, VT, USA). As médias foram calculadas para 0s grupos e
transformadas em porcentagens, o que representou o efeito inibitério da atividade mitocondrial
das células pelos CIVMR. O controle negativo (DMEM) foi definido como tendo 100% de

metabolismo celular. Os dados foram apresentados em valores de absorbancia.

2.7 Andlise Estatistica

Para andlise estatistica, foram considerados como varidveis os valores dos testes fisico-
mecanicos, microbioldgicos e citotoxico, e como fator de variagdo o tipo de CIVMR e o tempo.
Todos os dados apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk) e homogénea (Bartlet). Os
dados de RC, RT, DS, RS, liberacdo de F e Metabolismo Celular (Abs) foram submetidos a
ANOVA (2-critérios). Ja os dados de %GC e microbioldgicos (CFU/mL) foram analisados por
ANOVA (1-critério). O teste utilizado para comparacgdo entre 0s grupos, apos as andlises, foi o
de Student-Newman-Keuls. Todas as anélises foram realizadas com o programa SigmaPlot

versdo 12.0 com limite de significancia de 5%.
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3. Resultados

3.1 Sintese e Caracterizacdo das Nanoparticulas de Oxido de Zinco (ZnONPs)

A anélise composicional (Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS)
(Figura 1) revelou que as amostras apresentaram alta porcentagem de atomos de zinco, sem
contaminacdo com outros elementos. Além disso, o processo de moagem reduziu o tamanho das
particulas do p6 das ZnONPs sem afetar sua estrutura cristalina. O tamanho em escala
nanomeétrica foi caracterizado por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com estimativa

de tamanho médio de aproximadamente 20nm para as ZnONPs (Figura 1).

3.2 Propriedades Mecanicas (RC, RT, DS, RS, MEV e %GC)

Apbs 24 horas, a RC (Tabela 1) para o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs foi superior em
~22,5% quando comparado ao CIVMR (Controle) (p < 0,001). Além disso, os grupos CIVMR-
1,0%ZnONPs-14,0%TMP e CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP, apresentaram 0S menores
valores e similares entre si (p > 0,001) quando comparado aos demais grupos. Na analise
comparativa individual de cada grupo, entre os dois tempos avaliados (24 horas e 7 dias), foi
possivel observar que somente o grupo CIVMR-14,0%TMP apresentou valores similares em
ambos os tempos (p > 0,001). Todos os demais grupos diferiram apds 7 dias, na analise entre 0s
tempos, e melhoraram sua RC (p < 0,001). Para os dados de RT, na analise comparativa
individual de cada grupo em relacdo aos tempos, foi possivel observar que todos 0s grupos
apresentaram valores similares de RT (MPa), quando avaliados no tempo de 24 horas (p > 0,001).
Apo6s 7 dias, somente 0 grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP apresentou um resultado
distinto aos demais grupos, dessa forma, se destacando com um valor de RT maior em ~37%
guando comparado ao grupo CIVMR (Controle). A comparacédo entre 0s tempos evidenciou uma
melhora significativa na RT para o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP (p < 0,001).

Na analise da DS (KHN) dos cimentos ionomericos experimentais, apos as 24 horas,
observou-se que o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP apresentou o maior valor quando
comparado aos demais grupos (p < 0,001), o qual foi superior em 46% quando comparado ao
CIVMR. Os grupos CIVMR e CIVMR-1,0%ZnONPs-14%TMP foram similares entre si. Apos
7 dias, os menores valores foram encontrados para o0s grupos CIVMR, CIVMR-2,0%ZnONPs e
CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0TMP. Todos os 6 grupos obtiveram variagdo de DS entre 0os tempos
(Tabela 1). Para os dados de RS, todos os grupos foram similares entre si, independente da adi¢ao
apenas de ZnONPs/TMP ou em associacao (p > 0,001) (Tabela 1).

A Figura 2 evidencia a micrografia da superficie dos cimentos ionoméricos

experimentais. Foi possivel notar superficies rugosas para todos o0s grupos. Depdsito globulares,
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semelhantes a minerais, foram observados em maior intensidade para os grupos CIVMR-
2,0%ZnONPs>CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP>CIVMR-14,0%TMP>CIVMR-
1,0%ZnONPs-14,0%TMP. A anélise pela EDS confirmou a presenca, em todos 0S grupos
experimentais, de elementos tipicamente encontrados no CIVMR, incluindo aluminio, fldor,
zinco, fésforo, silicio, estroncio e calcio, mesmo com a adi¢do dos agentes ativos.

A Figura 3 revela os valores de porcentagem do grau de conversdao (%GC) para 0s
cimentos ionoméricos experimentais, apds 24 horas. A adicdo dos agentes ativos sozinhos
(1,0%ZnONPs, 2,0%ZnONPs e 14%TMP) ou em associagdo (1,0%ZnONPs-14,0%TMP e
2,0%ZnONPs-14,0%TMP) ao CIVMR, néo alterou a %GC em relagdo ao CIVMR apenas (p <
0,001).

3.3 Liberacao de Fluor

A Figura 4 apresenta o padrao de liberagdo de F (ugF/cm?) e os valores médios (+dp) de
liberacdo cumulativa ao longo de 15 dias, pelos cimentos ionoméricos experimentais. Apés 24
horas, todos 0s grupos apresentaram uma rapida e alta liberacdo de F. Foi observado no primeiro
dia os maiores valores para 0s CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP e CIVMR-14,0%TMP, no 15°
dia para os grupos CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP e CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP. No
periodo de 15 dias, todos os grupos apresentaram uma reducdo na liberacdo de F. Em relacao
aos valores médios de liberacdo de F observa-se que todos 0s grupos apresentaram liberacdo ao

longo de 15 dias, diferenciando estatisticamente entre si (p > 0,001).

3.4 Propriedades Antimicrobiana e Citotoxicidade dos CIVMR

Na anélise dos dados para efeito antimicrobiano, obtidos atravées do teste de adesdo ao S.
mutans sobre 0s cimentos ionoméricos experimentais (Logio-UFC/mL), todos os grupos testados
foram similares entre si (p=0,881) (Figura 5). Para analise do biofilme formado (logio-UFC/mL)
foi possivel notar o maior efeito inibitorio e maior atividade antibacteriana (contra S. mutans)
para o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP, seguido pelo grupo CIVMR-14,0%TMP (p <
0,001) (Figura 6). Ja os grupos CIVMR-1,0%ZnONPs e CIVMR-2,0%ZnONPs apresentaram
valores similares entre si (p > 0,001).

A Figura 7 mostra os dados da reducdo do biofilme de S. mutans (pelo método XTT), na
presenca dos cimentos ionomericos experimentais. A adi¢do dos agentes ativos (TMP; TMP-
ZnONPs), aos cimentos ionoméricos, promoveu uma redugdo na atividade metabdlica do
biofilme de S. mutans em relacdo ao Controle negativo (DEMEM), CIVMR e CIVMR associado
a1,0% e 2,0% de ZnONPs (p < 0,001). Os grupos CIVMR-14,0%TMP e CIVMR-1,0%ZnONPs-

14,0%TMP foram similares entre si (p > 0,001), reduzindo a atividade metabolica em ~ 50%
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quando comparados ao CIVMR (p < 0,001). Por outro lado, a adi¢do de 2,0%ZnONPs e
14,0%TMP ao CIVMR, promoveu uma reduc¢ao de ~ 78% quando comparado ao CIVMR (p <
0,001).

Os resultados da resposta do metabolismo celular pelo método da resazurina, obtidos apds
exposicdo das células de Odontoblastos da linhagem MDPC23, aos cimentos ionoméricos
experimentais (24, 48 e 72 horas) sdo apresentados na Figura 8. Para o tempo de 24 horas , 0
grupo CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP foi o que apresentou a melhor citocompatibilidade,
apresentando superioridade em relacdo ao CIVMR em 33,3% (p < 0,001). Quando comparado
ambos os tempos (48 horas e 72 horas) houve diferenca no metabolismo celular apenas para 0s
grupos CIVMR-1,0%ZnONPs e CIVMR-2,0%ZnONPs (p < 0,001). Nos tempos de 48 e 72 horas
de exposicao aos cimentos, os grupos CIVMR-1,0%ZnONPs, CIVMR-2,0%ZnONPs, CIVMR-
1,0%ZnONPs-14,0%TMP e CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP apresentaram a menor
citotoxicidade e similar ao DMEM (p < 0,001).

4. Discussao

No contexto atual, a busca por materiais que possuam propriedades fisico-mecanicas e
antimicrobianas melhoradas e que também conservem a estrutura dental - minimizando a
remog&o excessiva de esmalte e dentina, vem crescendo. Diante deste contexto, a nanotecnologia,
juntamente com o uso de materiais bioativos, tem mostrado avancos nas propriedades dos
materiais dentarios. Uma area da nanotecnologia que tem sido amplamente explorada € a de
nanoparticulas em compdsitos. A razéo para a utilizacdo de nanoparticulas é devido a sua maior
bioeficacia com a melhora na estética, tornando os materiais mais transltcidos e nas propriedades
de desgaste, por apresentarem uma maior area de superficie em relacdo ao volume [Abou Neel
etal., 2015; Ali, 2023]. Varios nanomateriais tém sido utilizados em Odontologia para ultrapassar
as falhas do tratamento convencional e para tratar doencas dentarias. As nanoparticulas de prata,
silica e zinco tém sido utilizadas em adesivos e resinas compostas para prevenir a formacao de
biofilme nas margens da restauracdo e melhorar as propriedades mecénicas e quimicas destes
biomateriais [Bapat et al., 2020; Yin et al., 2020]. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da incorporacao de microparticulas de Trimetafosfato de Sédio (TMP) e nanoparticulas de
Oxido de Zinco (ZnONPs) em Cimento de lonémero de Vidro modificado por Resina (CIVMR)
sobre as propriedades fisico-mecanicas e microbioldgicas. A hipétese nula do estudo foi a de que
a incorporacgéo dos agentes ativos ao CIVMR ndo promoveria melhoras nas propriedades fisico-
mecanicas, microbiolégicas e citotdxicas quando comparado ao CIVMR apenas. Diante dos

resultados obtidos a hipétese nula foi rejeitada.
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A escolha dos testes de resisténcia foi baseada nas recomendacgdes da ABNT, 2011 e ISO
9917-2:2017, para cimentos a base de resina. Os resultados de Resisténcia a Tra¢do (RT-MPa)
(Tabela 1) mostram que apds a adigdo dos agentes ativos a formulagdo do CIVMR, ap6s 24 horas,
nédo houve alteracdo desta propriedade do material, uma vez que os resultados foram similares ao
grupo controle (CIVRM). Apos 7 dias, somente 0 grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP
evidenciou maiores valores de RT. Ambos agentes ativos (2,0%ZnONPS e 14,0%TMP) quando
acrescentados separadamente ao CIVMR, representando (CIVMR-2,0%ZnONPs e CIVMR-
14,0%TMP), ndo contribuiram para a melhora da propriedade de RT. Em um estudo realizado
por da Silva et al. [2019], em que os autores analisaram a incorporacdo de clorexidina nas
concentragdes de 1,25%, 2,5% ,7% e 14,0%TMPnano ao CIVMR, concluiram que a
incorporagdo de 14,0%TMPnano ao CIVMR nédo obteve melhoria no valor de RT quando
comparado ao CIVMR sem aditivos bioativos, ratificando os resultados que encontramos.

Para o teste de RC (Tabela 1), a partir de 24 horas, observou-se que o grupo CIVMR-
2,0%ZnONPs apresentou o maior valor quando comparado aos demais grupos (p < 0,001). Apds
7 dias, o0 maior valor foi verificado para o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP, enquanto o
mais baixo para o grupo CIVMR-14,0%TMP — que simultaneamente, foi o Unico grupo a ndo
apresentar variacdo de RC entre os tempos. A RC do grupo que incorpora 1,0% e 2,0% de
ZnONPs é significativamente mais elevada do que o grupo de controle ndo modificado (CIVMR),
podendo concluir que a incorporacdo de ZnONPs na matriz de resina pode aprimorar a sua
propriedade mecéanica em baixas porcentagens. A maior RC com baixo contetido de NPs (< 2,0%)
deve-se a sua dispersdo relativamente boa, preservando sua biocompatibilidade e suas
propriedades fisicas e mecéanicas, enquanto que a maior porcentagem de NPs levaria a formacao
de feixes e aglomerados que conduziriam a defeitos e falhas, o que por sua vez, deterioram as
propriedades mecéanicas do compdsito [Pushpalatha et al., 2022]. Juntamente a isso, a quantidade
de Zn e F no p6 do CIVMR induzem uma maior flexdo e compressdo a forca, além de
promoverem a conectividade dessa rede aprimorada pelas inumeras liga¢fes cruzadas devido a
uniformidade do material, 0 que contribui para maior formagéo da fase silica-gel que corresponde
a presa final melhorando as propriedades mecanicas [Malekhoseini et al., 2021].

A interferéncia dos compostos adicionados ao cimento na ocupacéo dos poros do material,
provavelmente sucede devido a manipulacgdo e insercdo do material, pois esses sdo 0s principais
fatores que proporcionam a incluséo de bolhas de ar em seu interior, alterando negativamente a
RS do material [Saadat et al., 2021; Soygun et al., 2021]. Em nosso estudo, podemos sugerir que
a quantidade de aglomerados deve ter sido menor, formando certamente uma menor quantidade
de bolhas internas para todos os grupos experimentais, favorecendo assim a homogeneidade do

material, 0 que contribuiu para a similaridade na RS (Tabela 1).
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A DS é uma das propriedades clinicas mais importantes dos materiais dentarios e pode
comprometer o sucesso clinico de uma restauracédo [Sharafeddin et al., 2021]. No periodo de 24
horas (Tabela 1), observou-se que o grupo CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP apresentou o
maior valor quando comparado aos demais grupos (p < 0,001). Apo6s 7 dias, 0s menores valores
foram encontrados para o grupo CIVMR, CIVMR-1,0%ZnONPs e CIVMR-1,0%ZnONPs-
14,0TMP. Com a adi¢éo de 2,0% de ZnONPs ao CIVMR e ao CIVMR-14,0%TMP houve uma
melhora significativa da DS, mostrando os melhores resultados. Esse resultado pode ser
explicado devido a maior quantidade de nanoparticulas disponiveis para interagir com a matriz
do material, formando ligacdes mais fortes, além de sua singularidade que surge especificamente
de proporc¢des mais altas entre superficie e volume e de uma porcentagem aumentada de atomos
nos limites das particulas [Premanathan et al., 2011].

A contracdo de polimerizacdo que ocorre ap0s a insercdo do material, em cavidades
acometidas pela carie ou hipomineralizacdo molar-incisivo (HMI), pode levar a lacunas
marginais, e consequentemente a formacdo de lesdo de carie secundaria, contribuindo para o
fracasso da restauracdo. Destaca-se também que a contracdo dos materiais dentarios a base de
resina esté diretamente associada ao grau percentual de conversdo das duplas ligagdes carbono-
carbono em ligacOes simples apds a polimerizacdo. Embora seja favoravel aumentar o grau de
conversdo (polimerizacao) dos materiais dentarios para melhorar as suas propriedades mecanicas
e bioldgicas, um elevado grau de conversdo é menos desejavel devido a possibilidade de
aumentar a contracdo de polimerizacdo, exotermia e fragilidade do material [Agha et al., 2020].
A reducdo do tamanho das particulas do ZnO a escala nanométrica favoreceu a interacdo com
Ca?* e AlI*® do CIVMR proporcionando uma melhor intera¢io mecanica com a matriz polimérica
do material. Os grupos anidnicos do TMP (P-O-) apresentam uma grande reatividade por
fosfatos, estabelecendo também reagBes eletrostaticas com os componentes do CIVMR
contribuindo para a maior interacdo e menor tensdo entre os componentes, sendo provavel que
as caracteristicas dos agentes ativos favoreceram um efeito sinérgico entre eles. Vale ressaltar
que o cimento de ionébmero de vidro utilizado no presente estudo compfe-se por acidos
poliacrilicos apresentando carater bifuncional, possuindo grupamentos carboxilicos (COO") em
uma das extremidades e grupamentos metacrilatos [CH2=C-(CH3)] na outra. Assim a hipdtese
seria que a reducdo da reacdo do grupo carboxilico as particulas de carga (silicato de aluminio)
pode influenciar na polimerizacdo do grupamento metacrilato, principalmente quando ha muitos
grupamentos carboxilicos livres. As concentracdes de 14,0%TMP e de 1,0% - 2,0%ZnONPs
acrescentadas, ndo afetaram a reagéo do acido poliacrilico com as particulas de vidro do CIVMR,
muito menos as propriedades fisico-mecanicas, e este fato também é verificado através dos dados

do grau de conversdo (GC) (Figura 6), o qual mesmo com a adi¢cdo dos agentes ativos sozinhos
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ou com associagdes, ndo promoveu alteracdo na reagdo monomerica do cimento, indicando que
a melhora das propriedades mecéanicas dos CIVMRs ao longo do tempo foi praticamente
dependente da reacdo acido-base e influenciada pela adicdo do TMP e ZnONPs.

A liberacdo de F do CIVMR (Figura 4) qualifica-se por uma liberacao réapida inicial,
seguida por uma diminuicdo gradual. A adicdo de 14,0%TMP ao CIVMR favoreceu a maior
liberacdo de F nas primeiras 24 horas com valor maior que o grupo CIVMR. Essa maior liberacéao
de F pode estar relacionada a afinidade do TMP por ions metélicos presentes no material
[Danelon et al., 2017; da Silva et al., 2019]. No decorrer da aglutinagdo do p6 e liquido, o Ca*?
e 0 Al™® da mistura reagiriam com o TMP reduzindo a reac¢o destes jons com o F, tornando-o
mais disponivel para ser liberado. No entanto, as ZnONPs sdo vulneraveis a reacdes oxidativas
com diferentes materiais organicos, proporcionaram assim uma maior reatividade do oxigénio
com os ions metalicos presentes no CIVMR o que leva também, a maior disponibilidade de F e
Zn [Rahman et al., 2022]. A partir do 11° dia a liberacdo foi maior e similar para 0s grupos
CIVMR-1%ZnONPs-14,0%TMP e CIVMR-2,0%ZnONPs-14,0%TMP, o que pode ser
explicado pelo efeito catalitico da ZnONPs sobre a liberacdo de F [Czyzowska et al., 2020].
Diante disso, mesmo que o CIVMR apresente F em sua composicdo, a liberagdo ndo foi
expressiva quanto aos grupos associando ZnONPs com TMP.

A procura por materiais que apresentem potencial na reducéo e/ou formacao do biofilme,
e consequentemente no metabolismo bacteriano tem sido constante [Benoit et al., 2019]. No
presente estudo, a contagem das unidades formadoras de colonias (Figura 5) foi similar entre os
grupos experimentais, podendo ser explicado pela capacidade dos cimentos em fornecerem
inicialmente adesdo para microrganismos tais como espécies de S. mutans, porém essa
colonizacdo é superficial. Convém lembrar que a presenca de um substrato/meio que proporcione
condigdes adequadas ao microrganismo para desenvolver suas func¢des, no decorrer do tempo,
pode evoluir para formacao de biofilme.

Na andlise do crescimento do biofilme e viabilidade bacteriana (Figura 6 e Figura 7) a
incorporagdo de 2,0% de ZnONPs e 14,0% de TMP ao po do CIVMR produziu um efeito
antimicrobiano sobre a formacdo de S. mutans assim como maior reducdo na viabilidade
bacteriana (Figura 7). Possivelmente a agregacdo dos agentes ativos promoveu uma maior
interacdo entre os componentes quimicos do CIVMR e maior liberagdo dos ions presentes no
material contribuindo para melhor acdo sobre o crescimento de S. mutans. Em nosso estudo a
incorporacdo de 2,0% de ZnONPs e 14,0% de TMP ao po do CIVMR produziu um efeito
antimicrobiano sobre a formacéo de S. mutans (Figura 7). Isso ocorre pelo fato das ZnONPs
atuarem por contato direto com o microrganismo, contribuindo para a desorganizacdo da parede

bacteriana, tornando-a mais permeavel e consequentemente, facilitando a entrada das
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nanoparticulas no citoplasma bacteriano [Benoit et al., 2019; Almutairi et al., 2020; Czyzowska
et al., 2022. Hasanin et al., 2023]. Isso contribui para a formacdo fotocatalitica de espécies
reativas de oxigénio, que geram estresse oxidativo e danificam irreversivelmente as células
bacterianas [Valtsifer et al., 2023]. Ainda, a podugdo de Zn?* pelas nanoparticulas contribui para
a inibicdo do transporte ativo e o metabolismo de agUcares, bem como interrompe 0s sistemas
enzimaticos do biofilme dentéario (levando ao deslocamento de ions de magnésio, essenciais para
a atividade do biofilme). Os Zn?* também podem reduzir a producéo de acidos pelo biofilme de
S. mutans, assim como, apresentam a capacidade de inibir a atividade da enzima
glicosiltransferase, impedindo dessa forma a desmineralizagdo dentaria. De acordo com o estudo
de Malekhoseini et al. [2021], a adicdo de NPs de ZnO ao CIVMR causou um aumento
significativo na sua propriedade antibacteriana contra S. mutans, semelhante aos nossos achados.

A biocompatibilidade é vital para todas as estratégias de tratamento e refere-se a
capacidade do material funcionar no ambiente oral sem causar danos locais ou sistémicos, o que
significa essencialmente que a interacdo entre o material e o hospedeiro deve ser harmoniosa
[Wozniak-Budych et al., 2023]. Em nosso estudo a citotoxicidade dos CIVMR’s foi avaliada
pelas linhagens de Odontoblastos MDPC23, conforme mostrado na Figura 8. Segundo a norma
ISO 10993-5:2009, os materiais podem ser considerados como tendo potencial citotoxico se a
viabilidade celular relativa obtida for inferior a 70% em comparagcdo com o controle em branco
(DMEM). Assim sendo, ap6s 72 horas, os grupos CIVMR-1,0%ZnONPs, CIVMR-14%TMP-
1,0%ZnONPs e CIVMR-14%TMP-2,0%ZnONPs foram os que apresentaram maiores valores de
DO (Figura 8) e similar ao DMEM, representando maior grau de viabilidade celular/atividade
mitocondrial quando comparado ao CIVMR. Especula-se que quando o TMP foi adicionado ao
CIVMR, seu grupo fosfato (PO4*) reagiu com grupos carboxilicos (COOH) a partir do &cido
poliacrilico e redes poliméricas foram formadas, mudando assim, as propriedades bioldgicas do
CIVMR. Desse modo, os resultados do presente estudo mostram que a adicdo de TMP e ZnONPs
ao CIVMR levou a baixo efeito citotoxico para as células estudadas.

Frente ao exposto, recomenda-se estudos adicionais como: utilizacdo de esmalte e dentina
como substrato e consequentemente, a acdo dos novos cimentos na remineralizacédo, avaliacdo da
recarga de F, resisténcia ao cisalhamento com o intuito de verificar possiveis defeitos de adesdo
e biofilme misto, para assim obter melhor estimativa do comportamento desses novos materiais
ionomeéricos e suas caracteristicas bioativas no decorrer do tempo, assim como estudos clinicos.
Diante dos resultados obtidos conclui-se que a incorporacgéo de 2,0%ZnONPs e 14,0%TMP ao
CIVMR melhorou suas propriedades fisico-mecanicas, microbiolégicas e reduziu seu potencial
citotoxico, podendo tornar-se um biomaterial promissor para procedimentos restauradores,

promovendo a biomineralizacao dos tecidos dentarios duros e com efeito anticariogénico.
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Legenda de Tabela

Tabela 1: Valores médios (xdp, n=12) dos dados de RC, RC, DS e RS de acordo com 0s
Cimentos lonoméricos Experimentais e tempo (24 horas e 7 dias).
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Legenda de Figuras

Figura 1: Imagens de Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Microscopia
Eletronica de Varredura e Difratogramas de Raios X das ZnONPs. Aumento: 20.000 x.
Figura 2: Imagens obtidas através do MEV e analise da % atdmica de elementos quimicos nos
Cimentos lonoméricos Experimentais: (a) CIVMR; (b) CIVMR-1,0%ZnONPs; (c) CIVMR-
2,0%ZnONPs; (d) CIVMR-14,0%TMP; (e) CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP; (f) CIVMR-
2,0%ZnONPs-14,0%TMP (x 2000). Letras minusculas indicam diferencas estatisticas entre 0s
grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p < 0,001). Asterisco: Deposito
globulares, semelhantes a minerais.

Figura 3: Porcentagem do Grau de Conversdo dos Monémeros (%GC, apds 24 horas) de
acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minusculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 4: Valores médios de F liberados nas solugdes DE e RE em funcdo do tempo (15 dias),
de acordo com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minusculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 5: Valores médios (+ dp, n=4) de adesdo ao S. Mutans (Logio-UFC/mL) de acordo com
os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minUsculas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 6: Valores médios (£ dp, n=6) de crescimento de biofilme (S. Mutans, Logio-UFC/mL)
de acordo com 0s cimentos ionoméricos experimentais. Letras minasculas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).

Figura 7: Valores médios (x dp, n=6) da viabilidade celular pelo XTT (Biofilme S. Mutans,
Log10-UFC/mL) de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minusculas
indicam diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p
< 0,001).

Figura 8: Valores médios (+ dp, n=6) do metabolismo celular apos 24, 48 e 72 horas de acordo
com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras minudsculas indicam diferengas estatisticas
entre 0s grupos e as maiusculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls,
p < 0,001).
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Figura 1: Imagens de Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Microscopia

Eletronica de Varredura e Difratogramas de Raios X das ZnONPs. Aumento: 20.000 x.
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Tabela 1: Valores médios (xdp, n=12) dos dados de RC, RC, DS e RS de acordo com o0s

Cimentos lonoméricos Experimentais e tempo (24 horas e 7 dias).

RC RC RT RT DS DS RS
Cimentos lonoméricos

Experimentais MPa MPa MPa MPa KHN KHN Ra

24 horas 7 dias 24 horas 7 dias 24 horas 7 dias 24 horas
Tempo

CIVMR 1058 (1,1)a,A 1338 (1,1)a,B [20,6 (1,0)a,A 22,1 (0,8)a,A | 552 (3,0)a,A 698 (4,1)aB 0,4 (0,05)a
CIVMR-1,0%ZnONPs 109,.3 (0,9)a,A 1255 (0,8)b,B (20,4 (1,1)a,A 18,4 (1,1)a,A | 74,0 (3,7)b,A  87.4 (3,7)aB 0,4 (0,04)a
CIVMR-2,0%InONPs 129.6 (1.3)b,A 1477 (0,8)c,B [18,8 (1,1)a.A 24,5(1,0)a,A | 43,2 (24)c. A 66,4 (4,6)b,B 0,5 (0,04)a
CIVMR-14,0%TMP 102,0 (0,5)a,A 1026 (0,6)d.A [19,2 (1.4)a,A 19,5(1,2)a,A | 63.7 (23)d A 748 (49)c,B 0,5 (0,08)a
CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP 87,4 (1.1)c, A 114,5(0,7)e,B [18,6 (0.6)a,A 21,9 (08]a,A | 56,7 (3.4)a,A 651 (20)aB 0,5 (0,05)a
94,2 (0,2)c, A 1651 (1,1)fB [189 (1,2)a,A 30,3 (1,5)b,B | 80,6 (53)]e,A 107.,5(4,4)d.B 0,4 (0,03)a

CIVMR-2 0%ZnONPs-14,07%TMP

Letras mindsculas indicam diferengas estatisticas entre os cimentos ionoméricos experimentais de acordo
com cada tempo. Letras mailsculas diferengas entre os periodos (ANOVA, 2 critérios, Student-Newman-
Keuls, p < 0,001). **RC: Resisténcia a compressao; RT: Resisténcia a tracdo; DS: Dureza de superficie.
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Figura 2: Imagens obtidas através do MEV e andlise da % atémica de elementos quimicos nos
Cimentos lonoméricos Experimentais: (a) CIVMR; (b) CIVMR-1,0%ZnONPs; (c) CIVMR-
2,0%ZnONPs; (d) CIVMR-14,0%TMP; (e) CIVMR-1,0%ZnONPs-14,0%TMP; (f) CIVMR-
2,0%ZnONPs-14,0%TMP (x 2000). Asterisco: Deposito globulares, semelhantes a minerais.
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Figura 3: Porcentagem do Grau de Conversao dos Monémeros (%GC, apés 24 horas) de acordo
com os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minusculas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 4: Valores médios de F liberados nas solu¢des DE e RE em funcéo do tempo (15 dias),

de acordo com os Cimentos lonomericos Experimentais. Letras minusculas indicam diferengas
estatisticas entre os grupos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 5: Valores médios (x dp, n=4) de adeséo ao S. Mutans (Log1o-UFC/mL) de acordo com
os Cimentos lonoméricos Experimentais. Letras minasculas indicam diferencas estatisticas
entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 6: Valores médios (+ dp, n=6) de crescimento de biofilme (S. Mutans, Logio-UFC/mL)
de acordo com 0s cimentos ionomeéricos experimentais. Letras minuasculas indicam diferencas

estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p < 0,001).
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Figura 7: Valores médios (+ dp, n=6) da viabilidade celular pelo XTT (Biofilme S. Mutans,

Logi0-UFC/mL) de acordo com os cimentos ionoméricos experimentais. Letras mindsculas

indicam diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA 1-critério, Student-Newman-Keuls, p

<0,001).
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Figura 8: Valores médios (+ dp, n=6) do metabolismo celular apos 24, 48 e 72 horas de acordo
com 0s cimentos ionoméricos experimentais. Letras minasculas indicam diferengas estatisticas
entre 0s grupos e as maidsculas entre os tempos (ANOVA 2-critérios, Student-Newman-Keuls, p
<0,001).
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ANEXOS
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7.1 ANEXO A

Sintese e Caracterizacdo das ZnONPs

l*@*@

de NaOH -200 de ZnCl,- Solugdo precursora
80\'91 de dgua Milli- mL de (contendo ions Zn'2,)) mﬁm
Q, 90°C sob dgua Milli-Q foi adicionada 7 st T
agitacdo lentamente a solugdo 'se'ocoi "’m 4
contendo NaOH estuf

Caracterizacdo por
EDS/DRX e MEV
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7.2 ANEXO B
Preparo da mistura dos CIVMRs

@

—_—>
CIVMR Fuji IT LC - 6C Pesagem dos Adigdo das esferas de
CIVMRs/ZnONPs/TMP zircdnia sob as misturas
dos CIVMRs

)

Homogeneizagdo das

misturas dos CIVMRs Moinho de Bolas de
Agam em agitacdo
Grupos Experimentais:
fa -3

Grupo 1: CIVMR sem ZnONPs/TMP_(CTVMR Fui TTLO) |-

Grupo 2: CIVMR-1,0%ZnONPs .

6rupo 3: CIVMR-2,0%ZnONPs .

Grupo 4: CIVMR-14 0% TMP .

Grupo 5: CIVMR-1 0%ZnONPs-14,0% TMP .

Grupo 6: CIVMR-2 0%ZnONPs-14 0% TMP .
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7.3 ANEXO C
Liberacéo de F dos CIVMRs

m A‘ll ”
Confecgdo dos corpos-de- - -

prova com matriz metdlica
2mm x 4mm

Manipulagdo do material Insergdo do material na matriz Posicionamento do fio de ago
0,25mm

Fotopolimerizagdo por 40s na

superficie superior e inferior Solugdes: Desmineralizadora - 6h

e
Remineralizadora - 18h

3 Apds a remocdo dos corpos-de-
prova da sol. DES

Mantidos em mesa agitadora TE-420
Orbital Tecnal, & temperatura de 37°C

Lavagem durante 15s com dgua deionizada
e secagem com papel absorvente

+ Eletrodo especifico para F; Orion 9409-BN
» Microeletrodo de referéncia

« Analisador de fons

!

Leitura da liberag@o de F dos 15 dias de
ciclagem das sol. DES e RE

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.4 ANEXO D

Avaliacdo da Resisténcia & Compressdo

i
VO =

Confecgdo dos corpos-de-prova . S Insercdo do material na
com matriz de silicone 4mm x Manipulaglo do material matrize
6mm fo*opohm:gnszngao por

Universal Instron:
Velocidade de
0,75mm/min, em
posigdo vertical

m

Corpos-de-prova (n=12)
6 omallsades e 24h- s Ambiente Umido a 37°C entre
Biiteos 6 ople 7 s 24 horas e 7 dias

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.5 ANEXO E

Avaliacdo da Resisténcia a Tracao

matriz e fotopolimerizagdo
por 40s na superficie
superior e inferior

Confecgdo dos corpos-de-prova com Manipulagdo do material
Matriz de silicone émm x 3mm

- Comoide-prwa n=12) . Ambiente Gmido a 37°C entre 24 horas e
6 analisados apos 24 h e os outros 6 apos 7 dias.

7 dias.

Universal Instron: Velocidade de
0,5mm/min, em posi¢do horizontal

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.6 ANEXO F

Avaliacdo da Dureza de Superficie

Al B

Confecgdo dos corpos-de- Manipulacdo do material
prova com matriz de
silicone 6mm x 3mm

_—> = '_: = ——
- s |
| S — )

Corpos-de-prova (n=6)

.

Ambiente timido a 37°C enire Microdurémetro Shimadzu _ Impressdes:
24 horas e 7 dias Carga estdtica: 100g a: apés 24 horas - 500m
Tempo: 5s entre si;

b: apds 7 dias - 250pm
entre si

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.7 ANEXO G

Avaliacao da Rugosidade Superficial

Confecgdo dos Manipulac@o do material Insergdo do material na matriz e
corpos-de-prova fotopolimerizagdo por 40s
com matriz de
silicone 6mm x
3mm

Corpos-de-prova (n=6)

Ambiente (mido a 37°C entre T
rés tragos:
24 horas Surfeorder SE1700 - parelele | Rugasidade
Velocidade: 1,25 mm/s - ~— média: R
Corac: 0.7 - perpendicular MEa: W
o gl - obliqua ‘
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7.8 ANEXO H

Determinacgéo da Porcentagem do Grau de Conversao dos Monémeros

O material & pressionado entre
duas |dminas de vidro até formar
um filme de aproximadamente l

Manipulagao do material Insergdo do material na pastilha Fotopolimerizagdo por 40 s

0,12 + 0,02 mm

Determinagdo do grau de conversdo: FTIR

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.9 ANEXO I
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de Raios-x
(EDS)

Corpos-de-prova foram
confeccionados com matriz
metalica de 2mm x 4mm

Depositados em sfubs e -
recobertos com fita carbono pulverizacdo catddica e cobertura em ouro

Equipamento utilizado para leitura do MEV e EDS:
MEV-PHILIPS equipado com EDS OXFORD INCA
XACT

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.10 ANEXO J

Teste de Adesédo ao Streptococcus mutans

Reativagdo de espécies de S.
mutans (UA159) Retirou-se 4 algas de BHI caldo suplementado
S.mutans com 1% de sacarose

Ajuste da DO
(Densidade optica)

Inéculo: Homogeneizagdo 15s

o i . Fotopolimerizagdo por 40 s nas 48 horas em éstu?a UFC /mL
Inserc¢do do material na matriz de superficies superior e inferior com 10% de CO
silicone 5mm x 2mm i

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.11 ANEXO K
Avaliacao do Biofilme pelo método do XTT

Formagio do Inéculo

% Y

Homogeneizagdo
durante 15 s

. Fotopolimerizagdo

Confecgdo dos corpos-de- por 40s + Fio

prova com matriz de silicone ortodontico
de 2mm x 4mm

Avaliagio da atividade
metabélica do biofilme
pelo XTT

- & Incubagdo em cdmara Biofilme sobrenadante e
| o g : anaérobica 37°C durante lavagem com sol.salina
Os corpos-de-prova em 24 horas
contato com indculo
suspenso por fio
ortontico e fixos na
tampa da placa

Retira aliquota de 200 pl
de cada pogo e transfere
para uma placa de 96

Apbs 3 horas em estufa de

- co,
Preparo do XTT Solugdo XTT

Leitura no
espectrofotémetro em
DO de 490nm

Leticia Gongalves Oliveira Menezes
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7.12 ANEXO L
Analise da Citotoxidade dos CIVMR’s

[ MDPC23
[ MDPC23
[ MDPC23

Qdontoblastos Meio de cultura D-MEM,
(Linhagem MDPC23) 10% SFB, 1% Incubadera 37°C a 5% de

estreptomicina e penicilina; €Oz em ambiente dmido

Molde de silicone Amostras cilindricas 2mm pp——
x 2mm (n=10) 20.000 células/pogo 24h e 48h de adesdo

Proliferacao Celular

Redugdo da Resazurina

| Apés 24,48 e 72
| horas de exposigdo
' aos cimentos

Resazurina diluida no meio de cultura

Leitura em espectrofotémetro (570-600nm)
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