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RESUMO 
 

 

Aguiar JD. Avaliação do efeito antibacteriano e da citotoxicidade de um adesivo com 
nanopartículas de prata e sua resistência de união à dentina associado ao uso de 
nanopartículas de hidroxiapatita [Tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, 
Faculdade de Odontologia; 2019. Versão Corrigida. 
 

 

O desenvolvimento de adesivos bioativos mostra-se como uma alternativa 

interessante para agregar benefícios aos novos materiais. O objetivo do estudo foi 

sintetizar nanopartículas de prata (NAg) e de hidroxiapatita (NHA), avaliar sua 

influencia no efeito antibacteriano, citotoxicidade de um adesivo com NAg e sua 

resistência de união à dentina associado ao uso de NHA. As nanopartículas foram 

caracterizadas por fluorescência de raio x por reflexão total (TRXF), difratometria de 

raio x (DRX), microscopia eletrônica de transmissão (TEM) e espalhamento de luz 

visível (DLS). O sistema Scotchbond Multi-Purpose (SBMP) foi modificado com adição 

de 0,05% e 0,1% de NAg no primer e no bond. Molares humanos foram restaurados 

com o sistema adesivo modificado após o pre-tratamento da dentina com suspensão 

aquosa de NHA a 0,5% e 1% para realização do ensaio de resistência de união 

imediata (24h) e após 1 ano de envelhecimento. A interface adesiva foi caracterizada 

por Microscopia Confocal Raman (MCR). Para mensurar o efeito antibacteriano 

(S.mutans) do adesivo com NAg foi realizado o ensaio de difusão em ágar com 

template e contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC). A citotoxicidade 

foi avaliada com uso de células tronco da polpa dentária (DPSCs) em contato com 

adesivos não polimerizados e polimerizados em diferentes concentrações de meio 

condicionado (0% 25%, 75% e 100%). Foram produzidas NAg esféricas, com 

estrutura cúbica de face centrada, e com 16 nm de diâmetro médio. As NHA exibiram 

estrutura prismática com tamanho médio de 79,4 nm. O adesivo com NAg e o 

tratamento da dentina com NHA não afetaram a resistência de união imediata ou após 

1 ano de envelhecimento, e as interfaces adesivas mostraram-se íntegras. Os 

adesivos modificados por NAg exibiram citotoxicidade similar ao adesivo controle e 

maior efeito antibacteriano. Os adesivos com adição de NAg são promissores quanto 

à obtenção de um material bioativo antimicrobiano que não altera a resistência de 

união ou a biocompatibilidade. 



 

 

Palavras-chave: Adesivos dentinários. Agentes Antibacterianos. Resistência à 

Tração.  Citotoxicidade. 

 
  



 
 

 

ABSTRACT 
 

 

Aguiar JD. Evaluation of antibacterial effect, cytotoxicity of adhesive modified by 
silver nanoparticles, and bond strength to dentin when associated to the use of 
hydroxyapatite nanoparticles [Thesis] São Paulo: Universidade de São Paulo, 
Faculdade de Odontologia; 2019. Versão Corrigida. 
 

 

The development of bioactive adhesives is shown an interesting alternative to add 

benefits to the new materials. The aim of the study was to synthesize silver 

nanoparticles (NAg) and hydroxyapatite (NHA) and to evaluate their influence on the 

bond strength, antimicrobial effect, and biomaterials cytotoxicity. The nanoparticles 

were characterized by x-ray fluorescence by total reflection (TRXF), x-ray 

diffractometry (XRD), transmission electron microscopy (TEM) and visible light 

scattering (DLS). The Scotchbond Multi-Purpose system (SBMP) was modified with 

0.05% and 0.1% silver in the primer and bond. Human molars were restored with the 

modified adhesive after pre-treatment of dentin with 0.5% and 1% NHA for the 

immediate bond strength test (24h), and after 1 year of aging. The adhesive interface 

was characterized by Confocal Raman Microscopy (MCR). To measure the 

antibacterial effect (S.mutans) of the adhesive with NAg, the agar diffusion assay with 

template was performed and counting of Colony Forming Units (UFC). In order to 

evaluate the cytotoxicity, dental pulp stem cells (DPSCs) were used in contact with 

unpolymerized and polymerized adhesives in different concentrations of conditioned 

medium (0% 25%, 75% and 100%). Spherical NAg, with a cubic face centered 

structure, and 16 nm in diameter were produced. The NHA exhibited a prismatic 

structure with approximately 79.4 nm. The adhesive with NAg and the treatment of 

dentin with NHA did not affect the bond strength immediately or after 1 year of aging, 

and the adhesive interfaces were shown to be intact. NAg-modified adhesives 

exhibited cytotoxicity similar to the control adhesive and higher antibacterial effect. The 

adhesives with NAg addition are promising in obtaining a bioactive antimicrobial 

material that does not alter the bond strength or the biocompatibility. 

 

Keywords: Dentin adhesives. Antibacterial Agents. Tensile Strength. Cytotoxicity. 
 



 

 

  



 
 

 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 4.1 – Equipamento de Espalhamento de Luz Dinâmico (Malvem, Zetasizer 
NanoSizer90) utilizado para indicação do tamanho médio das partículas
 ............................................................................................................ 44 

Figura 4.2 – Espectrômetro de fluorescência de raios X por reflexão total (TRXF) da 
Bruker, modelo S2 Picofox, utilizado para detecção da composição das 
amostras .............................................................................................. 45 

Figura 4.3 –  Difratômetro D2-phaser, Bruker, do Laboratório de Química 
Supramolecular e Nanotecnologia do Instituto de Química da USP .... 46 

Figura 4.4 – Corte oclusal para exposição da dentina superficial, observação do dente 
após remoção das cúspides, politriz, e padronização da camada de 
esfregaço .............................................................................................. 47 

Figura 4.5  – Corte para confecção de palitos de dente-adesivo-resina composta ... 49 

Figura 4.6  – Ensaio de microtração. Palito (dente-adesivo-resina composta) fixado no 
Jig e posicionado na máquina de ensaio universal ................................................... 50 

Figura 4.7  – Padrões de fratura ................................... Erro! Indicador não definido. 

Figura 4.8 –   Microscópio confocal Raman ............................................................... 52 

Figura 4.9 – Desenho esquemático de placa de ágar com os halos de inibição
 ............................................................................................................ 54 

Figura 4.10 –Imagem obtida de microscópio invertido de fase, onde observa-se as 
células tronco da polpa dentária em meio de cultivo ............................ 59 

Figura 4. 11–Tubos em câmara de CO2 a 5%, para condicionamento do meio contendo 
discos de papel com os adesivos polimerizados ou não (de acordo com 
o grupo experimental) colocados em meio de cultivo .......................... 60 

Figura 4.12 – Fotografias ilustrando a realização do ensaio de MTT. À esquerda, a 
aplicação do meio de cultivo nos poços e à direita o posicionamento da 
placa no espectrofotômetro ................................................................ 61 

Figura 5.1 – Gráfico de distribuição de tamanho obtido por espalhamento de luz 
dinâmico (DLS) mostrando o tamanho médio das nanopartículas de 
hidroxiapatita funcionalizadas 62 

Figura 5.2  – Fluorescência de raio-X por reflexão total (TRXF) das nanopartículas de 
hidroxiapatita ....................................................................................... 64 

Figura 5.3 – Composição elementar por Fluorescência de raio-X por reflexão total 
(TRXF) das nanopartículas de prata ................................................... 66  



 

 

Figura 5.4 –  Resultado da difratometria de raio-X (DRX) das nanopartículas de 
hidroxiapatita (NHa) ......................................................................... 67 

Figura 5.5 –  Imagem de difratometria de raio-X (DRX) das nanopartículas de prata 
(NAg) ............................................................................................... 68 

Figura 5.6– Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) das 
nanopartículas de hidroxiapatita ...................................................... 69 

Figura 5. 7 – Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) das 
nanopartículas de prata ................................................................... 70 

Figura 5.8 – Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) da 
nanopartículas de prata (NAg) em maior aumento .......................... 70 

Figura 5.9 – Histograma obtido por microscopia eletrônica de transmissão (TEM) 
das nanopartículas de prata ............................................................ 71 

Figura 5.10 – Resistência de união imediata e após 1 ano de armazenagem .......... 73 

Figura 5.11 –  Tipos de fratura classificadas como: A) adesiva; M) mista; CR) coesiva 
em resina e CD) coesiva em dentina ................................................ 73 

Figura 5.12 – Grupo SBMP (controle): A) Imagem ótica da interface adesiva. B) 
Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 
para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) 
Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface ........................ 103 

Figura 5.13 – Grupo NHa 0,5% + SBMP: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) 
Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 
para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) 
Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface ........................ 105 

Figura 5.14 – Grupo NHA 1% + SBMP: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) 
Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 
para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) 
Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface ........................ 107 

Figura 5.15  – Grupo SBMP com NAg 0,05% A) Imagem ótica da interface adesiva. B) 
Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 
para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) 
Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface ......................... 109 

Figura 5.16 – NHA 0,5% + SBMP com NAg 0,05% A) Imagem ótica da interface 
adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. 
C) Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B 
e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface ............. 111 

  



 
 

 

Figura 5.17 – SBMP com NAg 0,1%: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) 
Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 
para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) 
Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface ........................ 113 

Figura 5.18 – NHA 0,5% + SBMP com NAg 0,1%: A) Imagem ótica da interface 
adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. 
C) Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B 
e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface............. 115 

Figura 5.19  – NHA 1% + SBMP com NAg 0,1%: A) Imagem ótica da interface adesiva. 
B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) 
Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e 
C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface................. 117 

Figura 5.20 – Grupo SBMP: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), 

colágeno (amida I) e adesivo/resina (Bis-GMA) .............................. 119 

Figura 5.21 – Grupo NHA 0,5%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-

3), colágeno (amida I) e adesivo/resina (Bis-GMA) .......................... 121 

Figura 5.22 – Grupo NHA 1%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), 

colágeno (amida I) e adesivo/resina (Bis-GMA) ............................... 123 

Figura 5.23 – Grupo NAg 0,05%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-

3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA) e nanopartículas de 
prata (NAg)....................................................................................... 125 

Figura 5.24 – NHa 0,5% + SBMP com NAg 0,05%: Interface adesiva evidenciando a 
hidroxiapatita (PO4

-3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA) e 
nanopartículas de prata (NAg) ......................................................... 127 

Figura 5.25 – NAg 0,1%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), 

colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA) e nanopartículas de prata 
(NAg) ................................................................................................ 129 

Figura 5.26 – Grupo NHa 1% + SBMP com NAg 0,1%: Interface adesiva evidenciando 
a hidroxiapatita (PO4

-3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA)
 ......................................................................................................... 131 

Figura 5.27 - Halo de inibição bacteriana de acordo com os grupos experimentais 107 

Figura 5.28 – Influência da adição de NAg na população viável de S. mutans em 
biofilmes (médias ± DP das UFC/ml). A análise estatística foi realizada 
pelo teste ANOVA (p<0,05). Letras iguais indicam semelhança entre os 
grupos .............................................................................................. 109 

  



 

 

Figura 5.29 – Representação gráfica das porcentagens médias de viabilidade de 
DPSCs em função das diferentes concentrações de meios 
condicionados por primer e/ou bond não polimerizados. Barras 
indicam o desvio padrão ................................................................. 110 

Figura 5.30 – Representação gráfica das porcentagens médias de viabilidade de 
DPSCs em função das diferentes concentrações de meios 
condicionados por primer e/ou bond polimerizados. Barras indicam 
desvio padrão ................................................................................. 112 

Figura 5.31 – Representação gráfica das porcentagens médias de viabilidade de 
DPSCs em função das diferentes concentrações de meios 
condicionados por primer e bond polimerizados e não polimerizados. 
Barras indicam desvio padrão ........................................................ 114 

 

 

 

 

 



 
 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 4.1 – Grupos experimentais para o teste de efeito antimicrobiano por contagem 
de unidades formadoras de colônias .................................................... 55 

Tabela 4.2  – Grupos experimentais para os testes de citotoxicidade ...................... 57 

Tabela 5.1 – Análise de Variância da resistência de união 72 

Tabela 5.2 – Média ± desvio padrão (DP) da resistência de união e tipos de fratura (A: 
adesiva; M: mista; CR: coesiva em resina; CD: coesiva em dentina) 
mensurados em 24h e após 1 ano de armazenagem. ......................... 74 

Tabela 5.3 – Principais elementos espectrais observados a partir de bandas indexadas 
por Toledano, 201737. ........................................................................... 75 

Tabela 5.4 – Atividade bactericida de acordo com halo de inibição (mm), Média ± 
desvio padrão (DP) segundo ANOVA e Tukey .................................. 108 

Tabela 5. 5 – Dados das porcentagens de viabilidades inferiores a 50% em relação às 
concentrações dos meios condicionados dos grupos não polimerizados
 .......................................................................................................... 107 

Tabela 5.6 – Dados das porcentagens de viabilidades inferiores a 50% em relação às 
concentrações dos meios condicionados dos grupos polimerizados.113 

Tabela 5.7 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao 
contato com meios condicionados por bond polimerizados. Comparação 
entre linhas (concentração dos meios) e colunas (grupos 
experimentais). Média e desvio padrão da densidade óptica (nm) 
resultante do teste de redução do MTT, segundo ANOVA e Tukey .. 113 

Tabela 5.8 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao 
contato com meios condicionados por primers+bond polimerizados. 
Comparação entre linhas (concentração dos meios) e colunas (grupos 
experimentais). Média ± desvio padrão da densidade óptica (nm)  
resultante do teste de redução do MTT, segundo Kruskal-Wallis e 
Student-Newman-Keuls .................................................................... 113 

 

 

 

 

file:///C:/Users/User/Documents/Juliana%20Aguiar/Doutorado/Projeto%20de%20doutorado/Tese%20Juliana%20Aguiar/Tese%20a%20partir%20de%2028-11-18/Tese%20IMPRIMIR%2028-11-18%20versão2.docx%23_Toc531273001
file:///C:/Users/User/Documents/Juliana%20Aguiar/Doutorado/Projeto%20de%20doutorado/Tese%20Juliana%20Aguiar/Tese%20a%20partir%20de%2028-11-18/Tese%20IMPRIMIR%2028-11-18%20versão2.docx%23_Toc531273001
file:///C:/Users/User/Documents/Juliana%20Aguiar/Doutorado/Projeto%20de%20doutorado/Tese%20Juliana%20Aguiar/Tese%20a%20partir%20de%2028-11-18/Tese%20IMPRIMIR%2028-11-18%20versão2.docx%23_Toc531273001


 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

 

4-MET 4-metacriloiloxietila ácido trimetílico  

10-MDP 10-metacriloiloxidecil fosfato de di-hidrogênio  

ACP Fosfato de cálcio amorfo  

ATP Adenosina trifosfato  

BHI Brain Hearth Infusion 

Bis-EMA Bisfenol A diglicidil dimetacrilato etoxilado 

Bis-GMA Bisfenol A glicidil metacrilato 

CEP Comitê de Ética em Pesquisa  

CO2 Dióxido de carbono 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DMSO dimethyl sulfoxide 

DLS Espalhamento de luz dinâmico 

DP Desvio padrão 

DPSC Células tronco da polpa dentária 

DRX Difratometria de raio X 

EMA Etídio mono-azida  

Fenil-P metacriloiloxi-etil fenil fosfato de hidrogênio  

HAP Hidroxiapatita 

HEMA 2-hidroxietilmetacrilato  

MCR Microscopia Confocal Raman 

MDPB 12-metacriloiloxidodecilpiridínio brometo 

MEV Microscopia Eletrônica de Varredura 

MMPs Matriz de metaloproteinases 

MPa Megapascal 

MTT (3-(brometo de 4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio) 

NAg Nanopartículas de prata  

NHA Nanopartículas de hidroxiapatita  

PBS Phosphate buffred saline 

PMA Propídio mono-azida 

PCR Reação em cadeia da polimerase 

PEG Polietileno glicol dimetacrilato 
PEG-
UDMA Polietileno glicol dimetacrilato com uretano dimetacrilato 

ppm Partes por milhão 

QAM Quaternário amônio metacrilato 

q-PCR Reação em cadeia da polimerase  

RNA Ácido ribonucleico  

ROS Espécies reativas de oxigênio  

RT-qPCR 
Reação de transcriptase reversa associada à reação em cadeia da 
polimerase em tempo real  

SBMP Scotchbond Multi-Purpose 

SiC Carbeto de silício 

TBAEMA 2-(tert-butilamino)etil metacrilato 



 

 

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

TEGDMA Trietilenoglicol dimetacrilato 

TEM Microscopia Eletrônica de Transmissão 

TRXF Fluorescência de raios X por reflexão total 

UDMA Uretano dimetacrilato 

UFC Unidades formadoras de colônias 

VBNC Bactérias viáveis mas não cultiváveis 

XTT 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]- 

 2H-tetrazoliohidróxido 
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1  INTRODUÇÃO 
 

 

Desenvolver materiais com princípios bioativos é de extrema importância à era 

da odontologia minimamente invasiva. Diante da tendência de conservar o máximo de 

estrutura dental, muitas bactérias podem permanecer após preparo cavitário(1-4) e 

também podem infiltrar a interface dente-restauração através de fendas marginais(1-

7). É interessante que sistemas adesivos tenham atividade antimicrobiana para inibir 

cáries secundárias e aumentar a longevidade da restauração(1-4, 6-12). Aos adesivos 

também podem ser incoporados compostos minerais (como fosfato de cálcio amorfo 

e hidroxiapatita) com os objetivos de neutralizar os ácidos bacterianos, inibir cáries, 

remineralizar os tecidos duros ou proteger a camada híbrida da degradação hidrolítica 

ou enzimática(1, 3, 8, 9, 13).  

Muitos dos compostos antimicrobianos e remineralizadores são propostos na 

forma de nanopartículas, pois possuem elevada relação área de superfície-volume e 

maior atividade biológica(3, 9, 14, 15), mesmo quando utilizadas em baixas 

concentrações(9, 16).  Foram propostos agentes de união com adição de 

nanopartículas de prata (Ag)(9, 16, 17), titânio (Ti)(7), iodo de cobre (Cu)(18), 

hidroxiapatita (HA)(19-22), fosfato de cálcio amorfo (ACP)(1, 3, 8, 9), além da grande 

classe de monômeros antibacterianos, os quaternário amônio metacrilatos (QAM)(1-

3, 8, 9, 11, 12), e substâncias como a arginina(5), extrato de planta de quercetina(10), 

peptídeo de nisina(6) e epigalocatequim (EGCG)(4). Mais recentemente, a associação 

de componentes antimicrobianos e remineralizadores tem sido proposto para otimizar 

os sistemas adesivos(1, 3, 8, 9, 23-25). 

As nanopartículas de prata (NAg) tem apresentado destaque devido à atividade 

antimicrobiana associada à alta efetividade, baixa toxicidade e virtualmente baixa 

resistência dos microrganismos(16, 23-29). Muitas discussões restam sobre 

mecanismo de ação das NAg que parece estar relacionado à oxidação da superfície 

da partícula,  liberação de íons prata e geração de espécies reativas de oxigênio(30-

33). As NAg tem sido incorporadas em materiais odontológicos em concentrações que 

variam de 0,005% a 0,1% com resultados antimicrobianos favoráveis em relação as 

bactérias causadoras da cárie(9, 16, 23-29, 34-36). 
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A hidroxiapatita é o principal componente mineral dos tecidos dentários e 

também tem sido destaque nas pesquisas que visam a mineralização. Algumas 

estratégias de mineralização intrínseca e extrínseca estão associadas ao uso de 

nanopartículas a base de fosfato de cálcio com o propósito de ancoragem direta sobre 

o colágeno ou como fonte de íons para a formação de cristais de apatita(37-39).  

Quando novos componentes antimicrobianos e remineralizadores são 

adicionados aos sistemas adesivos, torna-se relevante avaliar os efeitos na 

resistência de união aos tecidos dentários, sua biocompatibilidade, assim como o 

efeito antimicrobiano. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi sintetizar 

nanopartículas de prata (NAg) a 0,05% e 0,1% e de hidroxiapatita (NHA) a 0,5% e 1%, 

avaliar sua influencia no efeito antibacteriano, citotoxicidade de um adesivo etch-and-

rinse de três passos com NAg, sua resistência de união à dentina imediata e após 1 

ano de envelhecimento associado ao uso de NHA. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 Este capitulo foi dividido em seções. 

 

 

2.1  CÁRIE SECUNDÁRIA 

 

 

A cárie secundária é a principal causa para substituição de restaurações(3, 5, 

6, 12, 23, 24, 26, 27, 34, 36, 40, 41). Esta é uma doença infecciosa sacarose-

dependente que ocorre em interfaces previamente restauradas(42) e os 

microrganismos responsáveis pelo seu surgimento são os mesmos envolvidos na 

cárie primária(42). Os principais agentes etiológicos são do gênero streptococci, como 

o Streptococcus mutans e o S. sobrinus(34, 36, 40, 43).  

Dentre os materiais restauradores de uso direto, a resina composta é aquele 

que mais acumula biofilme(3, 4, 24, 26, 36, 44), a adesão inicial desses 

microorganismos ocorre após a deposição da camada de proteínas que está 

associada a forças Van de Waals e eletrostáticas(42). Assim, estudos sugerem que 

quanto maior a energia livre e maior hidrofilia do material, maior a adesão 

microorganismos(8, 42). 

Na película adquirida, uma camada de proteínas salivares que recobre 

superfícies de dentes e restaurações, aderem os colonizadores microbianos iniciais, 

e à medida que aumenta adesão microbiana, é formado o biofilme(8, 15, 44). O 

biofilme oral é uma comunidade composta por mais de mil espécies por mL de saliva 

(15, 23, 34, 36) ou mg de placa(15), embebidas em uma matriz de substância 

polimérica extracelular (EPS)(33, 35, 45-49), constituída de polissacarídeos, 

proteínas, ácidos nucléicos e lipídios(15). Diferentemente do crescimento planctônico, 

no biofilme os microrganismos aderem uns aos outros e a uma superfície(33) e são 

1000 vezes mais resistentes à antimicrobianos(15). Como resultado da fermentação 

da sacarose proveniente da dieta pelos microorganismos são gerados ácidos, como 

o ácido lático(9, 23, 24, 26, 27, 34, 36), responsáveis pela desmineralização do 

esmalte e dentina, além da degradação da interface adesiva(42).  
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Vários fatores podem favorecer o surgimento de cáries secundárias, dentre os 

quais: microfendas (acima de 50-60 µm)(6, 42) originadas da contração de 

polimerização do material restaurador, selamento cavitário insatisfatório, degradação 

hidrolítica e enzimática da interface adesiva e acúmulo de biofilme sobre a restauração 

e a estrutura dental, etc.(4-6, 23, 24, 26, 34, 42, 44, 46, 50). 

Diante de uma odontologia minimamente invasiva e cada vez mais 

conservadora, é preconizada a remoção da dentina infectada e a dentina afetada é 

deixada no fundo da cavidade, o que pode resultar em bactérias residuais após 

preparo cavitário(3, 5, 23, 24, 26, 34, 36, 45-47, 51, 52). 

É estimado que de 50 a 70% dos procedimentos restauradores ocorrem para 

substituição de restaurações deficientes, devido a presença de cáries secundárias(12, 

23, 24, 26, 47). Então, lançar mão de mecanismos que possam inibi-las torna-se 

primordial para promover maior longevidade das restaurações diretas em resina 

composta.  

 

 

2.2  SISTEMAS ADESIVOS 

 

 

Os sistemas adesivos tem a função de unir o material restaurador ao substrato 

dental. Podem promover adesão através de retenção micromecânica, química ou 

ambas(53). Basicamente são compostos de ácido, primer, adesivo, além de foto-

iniciadores, inibidores de polimerização, e podem ser adicionadas cargas 

inorgânicas(53-55), inibidores de metaloproteinases(4, 52, 56, 57), repelentes de 

proteínas(8, 41), agentes antibacterianos(3-9, 11, 12, 23, 24, 26, 27, 34-36, 40, 45-48, 

51, 55, 58-61), e agentes remineralizadores(3, 5, 8, 9, 23, 24, 27, 48, 60). A 

classificação atual destes sistemas leva em consideração o tipo de interação que 

estabelecem com o substrato, os quais podem ser categorizados como sistemas de 

condicionamento total, auto condicionantes ou universais, e com o número de passos 

operatórios, classificados em três, dois ou um passo(62). 

Nos sistemas de condicionamento total, um ácido forte (pH = 1 à 2), geralmente 

o ácido fosfórico a 37% é aplicado no substrato dental para: remover a camada de 

esfregado, comumente denominada smear layer, desminerarizar o tecido, criar 

microporosidades e aumentar a energia de superfície do dente(53, 54, 57). O primer, 
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por sua vez, contém monômeros hidrofílicos, como o 2-hidroetil metacrilato (HEMA) 

associado a solventes orgânicos como álcool, acetona ou água, que servem para 

deslocar a água do substrato e carrear os monômeros para o entorno das fibras 

colágenas(53, 54, 57). Além disso, os primers servem como um intermediário para 

ligação do substrato hidratado ao adesivo hidrofóbico e posterior formação da camada 

híbrida(53, 57). Os adesivos podem apresentar monômeros hidrofílicos, como o 

HEMA, e hidrofóbicos como o BisGlicidilmetacrilato (Bis-GMA), uretano dimetacrilato 

(UDMA) e etilenoglicol dimetacrilato (TEGDMA), e sua função é preencher luz dos 

túbulos dentinários expostos, os espaços interfibrilares, responsáveis pela retenção 

micromecânica(53). Esses sistemas podem ser de três passos: aplicação do ácido, 

primer e bond; ou de dois passos: ácido, primer/bond associados(53, 57, 62). A 

aplicação de primer e adesivo em etapas distintas tem mostrado maior resistência de 

união quando comparados a frascos únicos (54) (53, 63). 

A técnica de condicionamento total é extremamente sensível, pois conta com a 

subjetividade da quantidade de água que deve ser deixada no substrato, após 

processo de lavagem do agente condicionante(57). Em esmalte, devido a sua 

natureza altamente inorgânica, 96% de cristais de hidroxiapatita, 1% de matriz 

orgânica, principalmente proteínas, e 3% de água em volume(54), a adesão é 

bastante favorável, e este pode ser seco até obtenção de aspecto opaco(53, 54). 

Porém, a dentina tem composição bastante heterogênea, 50% de matriz inorgânica 

composta por hidroxiapatita, 30% de proteínas (principalmente colágeno tipo I), e 20% 

de água em volume(53, 54), e deve ser deixada levemente úmida após lavagem, para 

a manutenção e sustentação da trama de colágeno exposta após o condicionamento 

com ácido(54, 56, 57). Neste sentido, se a água for removida em excesso, ocorre o 

colapso das fibras colágenas, e os monômeros resinosos não penetram 

adequadamente entre os espaços interfibrilares(53, 54, 57). Por outro lado, se a 

dentina for deixada muito úmida, os monômeros são diluídos, o que interfere 

diretamente no grau de conversão do material(54).  

Além disso, o tempo de condicionamento e de aplicação do sistema adesivo 

devem ser seguidos rigorosamente, pois se o dente for condicionado em excesso ou 

se o adesivo não for aplicado pelo tempo recomendado, monômeros podem não 

adentrar totalmente nas áreas condicionadas, deixando uma região de colágeno 

desprotegida, o que favorece o processo de nano-infiltração e, consequentemente, a 

degradação da interface adesiva(50, 64). Falhas na hidridização dos tecidos pode 
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causar sensibilidade pós operatória, nano-infiltração, e tornar o colágeno susceptível 

a degradação hidrolítica, ação de metaloproteinases (MMPs) e catepsinas endógenas 

da dentina, o que compromete a longevidade da restauração(50, 56, 64). 

Nos adesivos auto-condicionantes não há uma etapa separada de 

condicionamento. Logo, podem ser de dois passos, aplicação do primer acídico e 

bond, ou de etapa única que associa ácido/primer/bond(53). Sendo assim, 

monômeros acídicos têm a função de condicionar e simultaneamente infiltrar no 

substrato, logo, a smear layer é incorporada a camada híbrida, e a hidroxiapatita 

residual protege as fibras colágenas da degradação(53, 57, 63, 64). Esses sistemas 

podem ser divididos de acordo com sua acidez e profundidade de penetração em: 

ultra suaves, pH> 2,5 (0,2-0,5 µm), suaves, pH~2 (0,5-1 µm), intermediários, pH 1-2 

(1-2 µm) e fortes, pH≤1 (≥ 5 µm)(57, 63). Além disso, contém grupos funcionais como: 

10-metacriloiloxidecil fosfato de di-hidrogênio (10-MDP), 4-metacriloiloxietila ácido 

trimetílico (4 MET) e metacriloiloxi-etil fenil fosfato de hidrogênio (fenil P), que podem 

ligar-se quimicamente ao cálcio da hidroxiapatita(53, 56, 57, 63). Nesses sistemas não 

há a subjetividade quanto a quantidade de água remanescente, pois não existe a 

etapa de lavagem do substrato, além disso, minimiza o problema de haver uma área 

condicionada e não infiltrada por monômeros, reduzindo o risco de sensibilidade pós 

operatória, e apresentam desempenho previsível nos substratos dentinários(56, 57, 

63). Um ponto negativo destes adesivos é sua alta hidrofilia, pois a água é necessária 

para ionizar os monômeros, o que os torna suscetíveis a sorção hídrica e degradação 

da interface adesiva(53, 56, 57).  

Os adesivos universais são uma associação das duas propostas anteriores. 

Pois, podem ser utilizados na técnica de condicionamento total ou auto-condicionante, 

dependendo da conveniência do clínico(62, 65). Eles têm como marketing tornar o 

procedimento mais versátil e facilitar a utilização clínica(62, 65). Contudo, a maioria 

dos fabricantes recomenda que se a cavidade envolver esmalte e dentina proceda 

com o condicionamento seletivo do esmalte com ácido fosfórico(62, 65). Estes 

adesivos também podem funcionar como primers metálicos e cerâmicos(65). 

Contudo, assim como os adesivos auto-condicionantes, estes materiais simplificados 

são altamente susceptíveis à degradação da camada híbrida, devido a sua natureza 

hidrofílica(65) 

Alguns cuidados clínicos podem ser tomados para favorecer maior longevidade 

clínica quando os adesivos são utilizados. Além de orientar o paciente e controlar o 
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biofilme, medidas relacionadas à técnica adesiva podem são importantes, dentre as 

principais estão: respeitar o tempo de condicionamento para cada substrato; realizar 

a aplicação ativa e de múltiplas camadas do sistema adesivo, para facilitar sua 

penetração, e garantir a infiltração dos monômeros; além de aumentar o tempo de 

foto-ativação, visando elevar seu grau de conversão(50, 57, 64). Em relação à técnica 

restauradora, deve-se realizar a técnica incremental, para evitar a excessiva tensão 

de contração de polimerização, o que pode gerar fendas na interface; correta 

adaptação do compósito na cavidade e fotoativação por tempo igual ou superior ao 

recomendado pelo fabricante, para evitar falhas, minimizar a sorção de água e a 

degradação hidrolítica precoce do material; além de um bom polimento da 

restauração, para dificultar a adesão de microorganismos(42). Contudo, mesmo com 

todos estes cuidados, a cavidade oral é um ambiente muito agressivo devido a 

mastigação, carregamentos oclusais, ciclos térmicos, presença de água, enzimas 

salivares e bacterianas(5, 9, 26, 42, 50, 64). Logo, espera-se que novos biomateriais 

apresentem benefício adicional ao que são originalmente propostos, dentre os quais 

a ação remineralizadora e antimicrobiana.  

 

 

2.3  NANOPARTÍCULAS 

 

 

São consideradas nanopartículas, materiais com dimensões menores que 100 

nm(14, 15, 30). Essas nanopartículas podem ter formato esférico, cúbico, 

pontiagudo(15, 66) e triangular(66), além disso,  a redução de partículas a tamanhos 

nanométricos aumenta sua área de superfície(14), e modifica as propriedades como 

dureza, reatividade química, e atividade biológica(14, 15), portanto, podem ter 

benefícios mesmo quando aplicadas em baixas concentrações(30, 33). Seu tamanho 

diminuto está diretamente relacionado com o aumento da capacidade de penetração 

em membranas celulares(14). As nanopartículas metálicas podem ser utilizadas para 

controlar biofilmes devido suas propriedades biocidas, anti-adesivas e de liberação de 

substâncias(15). 
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2.3.1 Adesivos com nanopartículas de fosfato de cálcio 
 

 

Diversos estudos têm incorporado fosfato de cálcio amorfo ou hidroxiapatita 

[Ca10(PO4)6(OH)2] em agentes de união ou aplicado como um pré-tratamento da 

dentina (3, 8, 9, 19, 21, 23, 24, 27, 48). A adição de fosfato de cálcio tem como objetivo 

promover uma biomineralização da interface adesiva e inibir cáries secundárias(3, 8, 

9, 23, 24, 27, 30, 48). As nanopartículas são lançadas e depositados entres as fibras 

colágenas e podem guiar o crescimento de apatita, o que viabiliza a mineralização 

interfibrilar e intrafibrilar das fibras colágenas(19, 30), e pode resultar em aumento do 

módulo de elasticidade da camada híbrida(9, 39). Além disso, as nanopartículas 

preenchem espaços vazios na interface que são propensos a degradação hidrolítica 

e à ação de metaloproteinases(37). Desta forma, esses adesivos bioativos previnem 

a diminuição da resistência de união ao longo do tempo(27, 39), e promovem a 

remineralização para prevenção de cáries(3, 8, 23, 24, 30, 48). 

 

 

2.3.2 Adesivos com nanopartículas de prata 
 

 

O efeito antimicrobiano visa inviabilizar bactérias que podem ter permanecido 

após preparo cavitário, ou a ação de bactérias que possam invadir a interface dente – 

restauração através das fendas marginais(23, 24, 26). Vários antimicrobianos foram 

incorporados nos sistemas adesivos com destaque na literatura para as 

nanopartículas de prata (3, 4, 6, 8, 9, 12, 23, 24, 26, 27, 34-36, 40, 45-48, 51, 58-60). 

Essas partículas têm principalmente ação antimicrobiana, antifúngica e antiviral(15, 

31), além de ações anti-inflamatórias e anti-tumorais(31). Seu tamanho nanométrico 

permite que tenham grande área de superfície em relação ao volume ocupado e 

potencial de ação em pequenas concentrações, o que é muito favorável por não afetar 

significativamente a cor, ou as propriedades mecânicas material(9, 23, 24, 26, 27, 34, 

36, 67). 

Desta forma, foi desenvolvido um método, que utiliza o monômero 2-(tert-

butilamino)etil metacrilato (TBAEMA) para reduzir o sal de prata a nanopartículas de 

prata in situ, e introduzir as nanopartículas funcionalizadas à matriz orgânica do 
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adesivo(9, 23, 24, 26, 27, 34, 36). Esta técnica favorece a dispersão das 

nanopartículas nos monômeros resinosos, reduz a formação de aglomerados, a 

vinculação das nanopartículas à rede polimérica(9, 23, 24, 26, 27, 34, 67).  

Outra técnica utilizada é a funcionalização das nanopartículas de prata com 

polivinilálcool associado ao etanol(16). Esse método também permite que as 

nanopartículas não formem aglomerados e sejam incorporadas à matriz polimérica 

propiciando ação prolongada, pois as nanopartículas não são liberadas ao meio(16). 

O mecanismo de ação da prata ainda não foi completamente elucidado(31-

33). Várias teorias referem-se à atuação da prata iônica, relacionadas à atração 

eletrostática existente entre a membrana celular bacteriana de peptideoglicanos, 

carregada negativamente, e os íons de prata, carregados positivamente, essa 

interação promove o aumento da permeabilidade celular, dano a membrana e, 

consequentemente, inviabilidade da bactéria(15, 30-32, 66, 68). Ao penetrar na 

membrana, íons de prata podem gerar espécies reativas de oxigênio (ROS)(14, 15, 

30, 32, 33, 66), além de ligar-se as bases do DNA bacteriano citoplasmático(14, 15, 

23, 24, 26, 30-32, 34, 36, 60, 66), o que promove sua condensação, e inviabiliza a 

replicação(31). Adicionalmente, a prata iônica pode desnaturar ribossomos, o que 

inibe a síntese proteica(15, 31, 35, 66). Por fim, foi relatado que íons de prata inibem 

enzimas respiratórias e, consequentemente a produção de adenosina trifosfato (ATP), 

utilizada nas necessidades energéticas bacterianas(15, 32, 66). 

Em relação toxicidade do material, quando as nanopartículas são aplicadas 

na medicina e odontologia, foi demonstrado que de maneira geral, as nanopartículas 

de prata são altamente citotóxicas à bactérias, fungos e alguns vírus(15, 31). Porém 

exibem baixa toxicidade a células humanas(23, 24, 26, 32, 33, 36, 66).  

 

 
2.4 EFEITO ANTIMICROBIANO 

 

 

Dentre as técnicas utilizadas para avaliar o efeito antimicrobiano, os métodos 

de cultura mais difundidos são o ágar disco difusão, que mensura o diâmetro do halo 

de inibição promovida pelo antibacteriano(6, 24, 26, 35, 36, 59, 61); mínima 

concentração inibitória (MCI) e mínima concentração bactericida (MCB), que 

representam a quantidade de material (µg/ml) necessária para inibir o crescimento ou 
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matar os microrganismos(26, 51, 69);  contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC), contabiliza as colônias bacterianas formadas em placas de ágar(3, 8, 17, 23, 

24, 26, 27, 34, 36, 40, 41, 45, 46, 48, 59, 61, 70-75); 3-(brometo de 4,5-dimetiltiazol-

2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), mensura a atividade metabólica de bactérias pela 

absorbância do meio de cultivo(3, 8, 12, 23, 24, 26-28, 34, 41, 47, 48, 60); produção 

de ácido lático, que contabiliza a concentração de lactato produzido pelo biofilme(3, 8, 

12, 23, 24, 26-28, 34, 36, 46, 47); ensaio live/dead, demonstra qualitativamente as 

células bacterianas com a membrana comprometida, as quais são pigmentadas de 

vermelho, mediante atuação do corante propídio iodo, e as células bacterianas com 

membrana intacta coradas de verde pelo syto 9(3-6, 8, 10, 12, 23, 24, 26-28, 34-36, 

41, 45-48, 61); 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-2H-

tetrazoliohidróxido (XTT), que semelhantemente ao MTT mensura a atividade 

mitocondrial por medida colorimétrica(6, 10); microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), para análise morfológica do biofilme ou de sua adesão em determinada 

superfície(76).   

Além dos métodos de cultura previamente citados, existem os métodos 

moleculares como a reação em cadeia da polimerase (PCR), que detecta a presença 

ou ausência de determinado gene(77); a reação em cadeia da polimerase em tempo 

real (qPCR), técnica que quantifica o ácido desoxirribonucleico (DNA) presente em 

uma amostra(12, 46, 77); a reação de transcriptase reversa associada a reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR), quantifica ácido ribonucleico (RNA) 

usado para medir a atividade metabólica bacteriana ou a expressão de determinado 

gene(28, 77-81), dentre outros. Para identificação da viabilidade celular, o método 

adotado deve avaliar a atividade metabólica ou mensurar o RNA amplificado, visto 

que o RNA degrada-se prontamente após inviabilidade celular, ou detectar a 

integridade da membrana(78, 82). Além disso, os ensaios podem ser feitos com um 

único microrganismo(4, 6, 10, 24, 26, 28, 35, 45, 47, 59-61, 70-75, 80), com vários 

microrganismos(5, 12, 46, 48, 55, 69, 75), ou com um microcosmo(3, 8, 17, 23, 24, 

26, 27, 34, 40, 41), no qual, geralmente a saliva humana é utilizada como inóculo, pois 

simula mais fielmente o ambiente oral(3, 8, 26, 27, 40, 41). As análises podem ser 

realizadas em microrganismos tanto na forma planctônica(5, 24, 28, 35, 60, 61, 69, 

71, 72) ou de biofilme(3, 4, 8, 10, 12, 17, 23, 24, 26-28, 34, 36, 40, 41, 45-48, 59, 61, 

75). 
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Os métodos de cultura têm a desvantagem de serem incapazes de detectar 

bactérias viáveis mas não cultiváveis (VBNC), as que requerem condições especiais 

de cultivo, ou aquelas mortas(77, 83), além disso, são trabalhosos, caros, e 

subestimam o número de células(43, 77). Dentre os métodos moleculares, o mais 

lavrado é o qPCR, pois é capaz de quantificar a população de uma amostra, porém, 

tem como desvantagem a inabilidade de distinguir as bactérias vivas das mortas, o 

que superestima a contagem destes microorganismos(43, 83, 84). Com intuito de 

contornar tal limitação deste procedimento molecular, foi proposta uma técnica que 

utiliza o corante etídio monoazida (EMA), que se liga quimicamente ao DNA de células 

com a membrana comprometida, o que impede sua amplificação por qPCR, e torna 

possível contabilizar apenas as células viáveis(43, 78, 82, 85). Outro método 

molecular sugerido para detecção precisa de células viáveis, utiliza o corante propídio 

monoazida (PMA), que se liga de maneira covalente apenas ao DNA de bactérias com 

a membrana comprometida, desta forma, o qPCR amplificaria apenas as células 

viáveis da amostra analisada(43, 78, 82-86). Este novo procedimento foi utilizado com 

sucesso em estudos de microbiologia(43, 78, 83, 85), endodontia(84) e, o presente 

estudo propõe utilizá-lo na odontologia adesiva para mensurar de forma mais o efeito 

de antimicrobianos. 

 

 

2.5 BIOCOMPATIBILIDADE 

 

 
Para que um biomaterial seja considerado seguro para uso em humanos, 

testes biológicos devem ser realizados em células de mamíferos com intuito de 

verificar sua resposta a um contato direto ou indireto com este material(87). Uma das 

formas mais utilizadas de mensurar a viabilidade celular é através do ensaio 

colorimétrico de MTT(10, 17, 18, 26-28, 70, 88-94). Através da atividade mitocondrial 

de células viáveis, o MTT, que é um tetrazole amarelo solúvel em água, é reduzido a 

formazana violeta insolúvel em água, por conseguinte, a absorbância é medida 

através de espectrofotômetro(17, 26-28, 87-91, 93). A viabilidade celular é calculada 

através da seguinte fórmula: Viabilidade do grupo teste (%) = 100 x (densidade óptica 

grupo teste / densidade óptica do grupo controle), sendo que o grupo controle é 
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representado pelo meio de cultivo correspondente a 100% de viabilidade celular(26-

28, 87, 88, 93, 94). 

Quando sistemas adesivos são avaliados, normalmente utiliza-se extrato com 

meio condicionado pelos monômeros resinosos e diluições seriadas desse extrato, 

que simulam sua eluição nos fluidos dentinários. Além disso, pode-se calcular a dose 

letal 50% (DL50) que representa a concentração necessária para inviabilizar 50% das 

células. As análises podem ser realizadas por contato direto das células com o meio 

condicionado, ou indireto, que utilizam uma barreira dentinária. Uma maneira simples, 

menos dispendiosa e rápida de estimar o efeito citotóxico dos adesivos é através da 

impregnação de discos de papel(89, 91, 92) com monômeros resinosos, que servem 

para condicionar o meio de cultivo, ou podem ser usados discos de adesivo(17, 18, 

26-28, 90) para o condicionamento do meio ou aplicar os adesivos diretamente sobre 

a dentina, (88, 93) o que simularia de forma mais próxima uma condição clínica. Muitos 

trabalhos avaliam a biocompatibilidade apenas no primer(26, 90), adesivo(27, 90), ou 

em ambos(27, 28), tanto na sua forma curada(17, 18, 26-28, 88-93, 95) quanto não 

curada(69, 90, 92, 94, 95). E, em geral, utilizam células humanas, como os 

fibroblastos(96), odontoblastos(91) e células tronco da polpa dentária (97). 

Dentre as substâncias que podem estar presentes nos sistemas adesivos, e que 

são capazes de induzir a morte celular, estão os monômeros como o HEMA, Bis-GMA, 

Bisfenol A diglicidil dimetacrilato etoxilado (Bis-EMA), UDMA, polietileno glicol 

dimetacrilato (PEG), polietileno glicol dimetacrilato com uretano dimetacrilato (PEG-

UDMA), TEGDMA, 2-metacriloxiletil dodecil metil amônio brometo (MAE-DB), 2-

metacriloxiletil hexadecil metil amônio brometo (MAE-HB) e os monômeros de 

quaternário amônio metacrilato (QAM)(18, 26-28, 69, 88, 89, 91, 93, 95, 98); foto-

iniciadores como a canforoquinona(89, 95) e outras substância como o 

glutaraldeído(88), riboflavina(88), ácido poliacrílico(18), iodo de cobre(18), 

quercetina(10), que podem ser potencialmente citotóxicas. Além destes, o pH do 

adesivo(89, 91) e o grau de conversão(90, 91) também têm relação direta com a 

capacidade de inviabilizar as células. O HEMA é um dos monômero mais citotóxico, 

muito provavelmente pelo seu baixo peso molecular, hidrofilia e capacidade de 

difundir-se facilmente em meio aquoso(91). A canforoquinona pode induzir a geração 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) e, finalmente, morte celular(89). Além disso, 

formulações adesivas mais acídicas também são associadas à efeitos mais 
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citotóxicos, e o menor grau de conversão de monômeros em polímeros têm relação 

direta com a lixiviação dos componentes adesivos e toxicidade ao meio (91). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a resistência de união, o efeito antibacteriano e a citotoxicidade de 

adesivo experimental contendo nanopartículas de prata associado ao pré tratamento 

da dentina, com suspensão de nanopartículas de hidroxiapatita. 

 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Avaliar uma estratégia adesiva que envolve a incorporação de 0,05% ou 0,1% de 

nanopartículas de prata (NAg) no primer e no adesivo de um agente de união, 

associado ao pré tratamento da dentina, após o condicionamento com ácido fosfórico, 

com nanopartículas de hidroxiapatita (NHA) à 0,05% ou 1%, segundo os seguintes 

critérios: 

1) Ensaio de microtração imediata (24h) e após 1 ano de envelhecimento; 

2) Efeito antimicrobiano por métodos de cultura e métodos moleculares; 

3) Efeito citotóxico sobre células tronco da polpa dentária. 

 

 
3.3  HIPÓTESES 

 
 

A incorporação de nanopartículas de prata (NAg) no sistema adesivo e 

tratamento remineralizador com nanopartículas de hidroxiapatita (NHA): 
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3.3.1 Resistência de união 
 

 

H0: Não afetará a resistência de união do adesivo à dentina. 

H1: Aumentará a resistência de união do adesivo à dentina. 

 

 

A incorporação de 0,05% ou 0,1% de nanopartículas de prata (NAg) no sistema 

adesivo: 

 

 

3.3.2 Ação antibacteriana 
 
 

H0: Apresentará efeito antimicrobiano similar ao sistema adesivo sem aditivos. 

H1: Apresentará efeito antimicrobiano superior ao sistema adesivo sem aditivos.  

 

 

3.3.3 Citotoxicidade 
 
 

H0: Apresentará efeito citotóxico semelhante ao controle. 

H1: Apresentará efeito citotóxico inferior ao do controle. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

4.1  COMPOSIÇÃO DO ADESIVO DE TRÊS PASSOS (SCOTCHBOND MULTI- 

PURPOSE) 

 

 

O sistema Scotchbond Multi-Purpose (SBMP, 3M, Sumaré, SP, Brasil) foi 

utilizado com agente de união. É constituído por ácido, primer e adesivo em etapas 

separadas.  Segundo o fabricante, o agente condicionante é o ácido fosfórico a 35%, 

o primer (pH~3,3) é composto de 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) e um copolímero do 

ácido polialcenóico e o adesivo é constituído por BisGlicidilmetacrilato (Bis-GMA) e 2-

hidroxietilmetacrilato (HEMA) associados a um foto-iniciador. 

 

 

4.2  SÍNTESE E FUNCIONALIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

 

 

A síntese das nanopartículas de hidroxiapatita e de prata foram realizadas no 

Laboratório de Química Supramolecular e Nanotecnologia, Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo – IQ/USP. 

 

 

4.2.1 Síntese das nanopartículas de hidroxiapatita (NHA) 
 

 

Para a síntese das nanopartículas de hidroxiapatita foram utilizados 50 mL de 

uma solução de Ca(NO3)2.4H2O (0,1mol L-1) desaerada e resfriada a 5 0C. 

Posteriormente, foram adicionados 50 mL de uma solução (NH4)2.HPO4  (0,06 mol L-

1) contendo 390g de ácido deoxicólico (0,001 mol) previamente desaerada, ajustada 

para pH 9 com NH4OH e resfriada à 5oC. Em seguida, o pH da mistura foi ajustado 



  43 
 

 

para 9 com algumas gotas de uma solução de NH4OH (0,1 mol L-1), e mantida sob 

agitação a 50C, por 1 h. Finalmente, a mistura foi centrifugada por 10 min e lavada 

com 100 mL de água deionizada por 3 vezes, e ressuspendida em água deionizada 

até obter a concentração de 10 g L-1 de NHA.  Posteriormente foram produzidas 

suspensões em concentrações de 0,5% e 1% de NHA em água. 

 

 

4.2.2 Síntese e funcionalização das nanopartículas de prata (NAg) 
 

 

As nanopartículas de prata foram obtidas a partir da redução do AgNO3 em 

etanol. Logo, 10,7 mL de etanol associado a 5% de polivinilálcool (100.000 MM) foram 

aquecidos em refluxo, sob agitação por 5 min. Posteriormente, 0,5 mL de uma solução 

de AgNO3 (0,171 g)  foi adicionada e a mistura mantida em refluxo por 10 mim, em 

seguida resfriada à temperatura ambiente onde foi filtrada, e acondicionada em frasco 

protegido da luz e armazenada a 4 oC.  

 

 

4.3  PREPARO DOS PRIMERS E BONDS COM ADIÇÃO DE NAg 

 

 

Para preparar os primers e bonds, partiu-se de uma dispersão de NAg de 

concentração 10.000 ppm que foi incorporada aos componentes por diluição 

perfazendo as concentrações 0,05% (500 ppm) e 0,1% (1000 ppm) de NAg e o volume 

final ajustado com etanol, quando necessário.  A mistura foi realizada sob agitação, a 

partir da mesma quantidade dos componentes e dos aditivos (dispersão de NAg e 

etanol), compensando o efeito de diluição dos componentes (adesivo e primer) entre 

as diferentes concentrações.  O fator de diluição final em cada um dos componentes 

foi de 1,11. 

 

 

4.4  CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 
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As caracterizações das nanopartículas foram realizadas no Laboratório de 

Química Supramolecular e Nanotecnologia, Instituto de Química, Universidade de São 

Paulo – IQ/USP. 

 

 

4.4.1 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 
 

 

Para analisar o tamanho das nanopartículas de hidroxiapatita, foi realizado o 

ensaio de Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) em equipamento Malvem, Zetasizer 

NanoSizer90 (Figura 4.1), com resolução de dimensões de 0,3 nm a 5 µm. As 

nanopartículas, em concentrações de 0,1 a 1g/L, foram dispersas em água e 

depositadas em porta amostras para a realização de 3 leituras. Esta análise forneceu 

histogramas de distribuição do tamanho médio das nanopartículas.   

 
 

 
Figura 4.1 – Equipamento de Espalhamento de Luz Dinâmico (Malvem, Zetasizer NanoSizer90) 

utilizado para indicação do tamanho médio das partículas 
 

 
Fonte: O autor. 

 

4.4.2 Fluorescência de raios X por reflexão total (TRXF) 
 

 

Para análise da composição elementar das nanopartículas hidroxiapatita e prata, 

foi utilizado um espectrômetro de fluorescência de raios X por reflexão total (TRXF) 

da Bruker, modelo S2 Picofox (Figura 4.2), com tubo de raios X e alvo de molibdênio, 

operando a 50 kV, 600 uA, monocromador multicamadas e detector SDD refrigerado 
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por banho Peltier.  As análises foram realizadas a partir de nanopartículas dispersas 

em água, depositadas em filmes finos em porta-amostra de quartzo ou acrílico. Foram 

utilizados elementos com concentrações conhecidas, Ti, V, Se, Ni, Ga e As, através 

de ICP-OES, para referenciar a quantificação da composição das nanopartículas. 

 

 
Figura 4.2 – Espectrômetro de fluorescência de raios X por reflexão total (TRXF) da Bruker, modelo S2 

Picofox, utilizado para detecção da composição das amostras 
 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.4.3 Difratometria de raio X (DRX) 
 

 

 Para análise da estrutura cristalina das NAg e NHA, os pós das amostras foram 

depositados em um difratômetro D2-phaser, Bruker (Figura 4.3), com utilização de 

radiação Kα de Cobre em 1,5418 Å, 30 mA, 40kV, 15 rpm, auxiliado por detector de 

energia dispersiva Lynxeye® de 192 canais. Foi realizado o ensaio em modo de 

varredura foi contínuo, de 10 a 90° 2θ, deslocamento de 0,02°, e tempo de integração 

de 1s por ponto. 
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Figura 4.3 – Difratômetro D2-phaser, Bruker, do Laboratório de Química Supramolecular e 
Nanotecnologia do Instituto de Química da USP 

 

 
Fonte: O autor. 

 

 

4.4.4 Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 
 

 

A observação do tamanho e formato das NAg e NHA foi realizada através de 

microscópio eletrônico de transmissão (JEOL, modelo JEM 2100), operado com 

200kV, em diferentes aumentos. As nanopartículas dispersas em água foram 

depositadas sobre grids de cobre e recobertos com filmes finos de carbono. 

 

 

4.5 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (CEP-FOUSP) sob parecer 

1.774.950 (Anexo A e B). Assim, serão selecionados os participantes da pesquisa na 

Clínica Odontológica da FOUSP para obter 61 dentes terceiros molares humanos, 

mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Apêndice A). 
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4.6 RESISTÊNCIA DE UNIÃO À DENTINA 

 

 

Sessenta e um terceiros molares humanos foram limpos e armazenados em 

solução de Cloramina T 0,5%, por um período de 07 dias. Após a desinfecção, os 

dentes foram lavados, incluídos em anel de PVC e mantidos em água destilada por 

24h. Posteriormente, foi realizado um corte no terço oclusal da coroa com disco 

diamantado, em máquina de corte (Isomet 1000, Buheler, Lake Bluff, IL, EUA), com 

objetivo de remover a camada de esmalte e expor a dentina. Após a exposição da 

superfície dentinária, realizou-se um desgaste em politriz (EcoMet 3000, Buehler, 

Lake Bluff, IL, EUA) com lixas de SiC 600 (3M, Sumaré, SP, Brasil) por 1 minuto para 

padronização da camada de esfregaço (Figura 4.4). 

 

 

Figura 4.4 – Corte oclusal para exposição da dentina superficial, observação do dente após remoção 
das cúspides, politriz, e padronização da camada de esfregaço 

 
 

 
Fonte: O autor. 

 

 

4.6.1 Grupos experimentais (n=5) e procedimento adesivo 
 

 

G1. Sem pré tratamento e SBMP Controle (SBMP); 

G2a. Pré tratamento com 0,5% NHA + SBMP (0.5 NHA); 
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G2b. Pré tratamento com 1% NHA + SBMP (1 NHA); 

G3. Sem pré tratamento SBMP com NAg 0,05% (0.05 NAg); 

G4a. Pré tratamento com 0,5% NHA + SBMP com 0,05% NAg (0.5 NHA + 0.05 NAg); 

G4b. Pré tratamento com 1% NHA + SBMP com NAg 0,05% (1 NHA + 0.05 NAg); 

G5. Sem pré tratamento SBMP com NAg 0,1% (0.1 NAg) 

G6a. Pré tratamento com 0,5% NHA + SBMP com NAg 0,1% (0.5 NHA + 0.1 NAg); 

G6b. Pré tratamento com 1% NHA + SBMP com NAg 0,1%. (1 NHA + 0.1 NAg). 

 

Para realização de procedimento adesivo e restaurador, a dentina recebeu 

tratamento de acordo com o grupo experimental: 

Para os grupos G1, G3 e G5, foram realizados os seguintes passos operatórios: 

- Aplicação do ácido fosfórico a 35 % por 15 s; 

- Lavagem por 30 s (jato de ar/água); 

- Secagem com papel absorvente (deixar a superfície levemente úmida); 

- Aplicação do primer por 30 s e leve jato de ar; 

- Aplicação do adesivo; 

- Fotoativação por 20 s; 

- Inserção da resina composta (Z350 XT A2B) em incrementos; 

- Fotoativação* de cada incremento por 40 s. 

 

Para os grupos G2a, G2b, G4a, G4b, G6a e G6b foram realizados os seguintes passos 

operatórios: 

- Aplicação do ácido fosfórico a 35 % por 15 s; 

- Lavagem por 30 s (jato de ar/água); 

- Secagem com papel absorvente (deixar a superfície levemente úmida); 

- Aplicação da suspensão 0,5% ou 1% de NHA (NHA) em água Milli-Q com microbrush 

por 30 s, deixar em repouso por 10 s; 

- Aplicação de etanol 50% com microbrush por 10 s, deixar em repouso por 10 s; 

- Aplicação do primer por 30 s e leve jato de ar; 

- Aplicação do adesivo; 

- Fotoativação por 20 s; 

- Inserção da resina composta (Z350 XT A2B) em incrementos; 

- Fotoativação* de cada incremento por 40 s. 

 * Através do aparelho LED (Valo Cordless, Ultradent, South Jordan, Estados Unidos). 
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 Após tratamento, os dentes foram armazenados em água destilada em estufa 

à 37oC por 24 h. Logo, foram cortados em sentido mésio-distal e vestíbulo-lingual 

(Isomet 1000, Buheler, Lake Bluff, IL, EUA), de maneira a produzir palitos com 0,7 ± 

0,2 mm2 de secção transversal, aferida com paquímetro digital (Digimess, São Paulo, 

SP, Brasil) (Figura 4.5). 

 

 

Figura 4.5  –  Corte para confecção de palitos de dente-adesivo-resina composta 
 

 
Fonte: O autor. 

 

 

4.6.2 Ensaio de Microtração  
 

 

 Após 24h de armazenagem em água destilada, os palitos foram fixados em JIGs 

com auxílio de cola a base de cianocrilato. E o teste de microtração foi realizado em 

máquina de ensaio universal (Instron, modelo 5565, Instron Corp, Canton MA, EUA) 

com velocidade de 0,5 mm/min (Figura 4.6).  
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Figura 4.6  – Ensaio de microtração. Palito (dente-adesivo-resina composta) fixado no Jig e posicionado 
na máquina de ensaio universal 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 
 

Após 1 ano de armazenagem em água destilada, reposta semanalmente, foi 

simulado o envelhecimento dos palitos. O ensaio de microtração foi realizado como 

descrito em 4.6.2. 

 

 

4.6.3 Análise dos padrões de fratura 
 

 

Após os ensaios, as superfícies de fratura foram analisadas em lupa 

estereoscópica (SZ2-ILST, Olympus SZ61, Tóquio, Japão), sob aumento de 40x, para 

classificação dos padrões de fratura em: adesiva, coesiva em resina, coesiva em 

dentina ou mista. 
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4.6.4 Estatística da resistência de união 
 

 

Foi aplicado o teste de normalidade (Shapiro-wilk) e homocedasticidade 

(Levene), bem como Análise de variância (ANOVA) de três fatores (concentração 

NAg, concentração NHA e envelhecimento) e teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

4.7 CARACTERIZAÇÃO DA INTERFACE ADESIVA 

 

 

4.7.1 Microscopia Confocal Raman (MCR) 
 

 

Após a realização do procedimento adesivo e restaurador (n=2), conforme 

descrito no item 4.6, foi realizado um corte no sentido longitudinal no dente restaurado. 

As metades dos dentes foram embutidas com resina epóxica em matriz de silicone, e 

o polimento foi realizado com lixas de carbeto de silício: #400, #600, #1200, #1500, 

#2000 e #4000. 

 Para análise da interface adesiva e da composição da mesma, foi utilizado um 

Microscópio Confocal Raman Witec, alpha 300R ( 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 4.7), operado com laser Nd:YAG (l = 532 nm, P = 100 mW/cm2). Foram 

realizadas varreduras por ponto em uma área de 25x40 µm e a plataforma 

apresentava deslocamento nos eixos X, Y e Z. Foram obtidas imagens ópticas e 

hiperespectrais, com auxílio de objetiva Nikon (100 x NA=0.8), com laser a 25mW/cm2, 

tempo de 0,02 s por ponto, e detector EMCCD. Assim, para aquisição das imagens 

Raman, seguiu-se como parâmetro bandas referenciadas na literatura, através da 

mensuração dos seus picos máximos. 
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Figura 4.7 – Microscópio confocal Raman 
 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.8 EFEITO ANTIMICROBIANO 

 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

 

4.8.1 Difusão em Ágar com template 
 

 

Para o ensaio de difusão em ágar com template, os seguintes grupos experimentais 

(n=3) foram avaliados: 
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• SBMP primer (P0); 

• SBMP primer com NAg 0,05% (P0.05) 

• SBMP primer com NAg 0,1% (P0.1) 

• SBMP bond (B0); 

• SBMP bond com NAg 0,05% (B0.05) 

• SBMP bond com NAg 0,1% (B0.1) 

• SBMP primer+bond (P0+B0); 

• SBMP primer com NAg 0,05% + SBMP bond com NAg 0,05% (P0.05+B0.05); 

• SBMP primer com NAg 0,1% + SBMP bond com NAg 0,1% (P0.1+B0.1). 

 

Este ensaio foi realizado no Laboratório de Extração, Núcleo de Pesquisas em 

Biodiversidade (NPBio), Universiddae Paulista (UNIP) em ambiente estéril sob a 

presença de Bico de Busen. Em todos os experimentos foram utilizadas cepas de 

Streptococcus mutans ATTCC 25175 na 4ª passagem (P4).  

O meio de cultivo empregado foi o Brain Hearth Infusion (BHI), utilizado de 

acordo com as instruções do fabricante. Após pesagem do pó e dissolução em água, 

o meio foi esterilizado em autoclave à 121 oC. Foram depositados 15 mL de meio em 

cada placa de Petri (12 cm) e, após geleificação, armazenado em geladeira. As células 

bacterianas foram estriadas em meio de cultivo por esgotamento, e mantidas em 

estufa bacteriológica por 48h à 37 oC.  

Para preparar a suspensão bacteriana, colônias de bactérias foram removidas 

do meio de cultivo, com auxílio de alças, e depositadas em tubo de ensaio com 9 mL 

de soro fisiológico até se obter uma concentração de, no mínimo, 6 McFarland. A partir 

desta concentração, as suspensões bacterianas foram vortexadas por 1 min e diluídas 

seriadamente em soro fisiológico (9mL) até chegar a uma concentração de 0,5 

McFarland ou 1,5 x 108 UFC/ml. 

Sobre a placa de Petri com meio BHI, foi inoculada a suspensão de 0,5 Mc 

Farland, com auxílio de swab estéril, pela técnica de esgotamento. Logo, um template 

com 6mm de diâmetro foi colocado sobre o meio/cepas bacterianas, e 10 µL de primer, 

bond ou primer+bond, foram depositados no poço formado pelo template. 

Posteriormente, tais placas foram colocadas em estufa bacteriológica por 48h à 37 oC. 

Após este período, foi realizada a leitura do halo de inibição bacteriano, através de 

leituras no sentido horizontal e vertical, com auxílio de paquímetro digital ( 
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Figura 4.8). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.8 – Desenho esquemático de placa de ágar com os halos de inibição 

 

v
v

Altura de 
inibição

Largura de 
inibição

Unidades formadoras de colônias (UFC)

Monômero (10µL)

Brain Heart Infusion (BHI) + 
0,2%  de sacarose

Prato de ágar (90mm)

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.8.2 Análise estatística do teste de difusão em ágar 
 

 

Foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk), ANOVA e teste de Tukey 

(p<0,05). 
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4.8.3 Efeito dos biomateriais sobre biofilmes de S. mutans 

 

Tabela 4.1 – Grupos experimentais para o teste de efeito antimicrobiano por contagem de unidades 
formadoras de colônias  

 

Grupos (n=6) 

SBMP - controle 

(P0+B0) 

SBMP + NAg 0,05% 

(P0.05+B0.05) 

SBMP + NAg 0,1% 

(P0.1+B0.1) 

Fonte: O artor. 

 

 

4.8.3.1 Preparo dos corpos de prova 

 

 

Foram utilizados os grupos experimentais de acordo com  a Figura 4.1 Uma 

matriz de teflon bipartida (8 mm x 2 mm) foi posicionada sobre uma placa de vidro, 

aplicados o primer e bond, fotopolimerizados por 20s, e inserido único incremento de 

resina composta Z350 XT A2B, e fotopolimerizada por 1 min (Valo Cordless, Ultradent, 

South Jordan, Estados Unidos). Após confecção dos corpos de prova (discos de 

primer/bond/resina composta), os mesmos foram colocados em água destilada, sob 

agitação magnética por 1h, para remoção dos monômeros não curados. Logo, foram 

secos, embalados e encaminhados ao Irradiador Multipropósito de 60Co do Centro de 

Tecnologia das Radiações (CTR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares 

(IPEN), para esterilização dos mesmos com dose de 25kGy. 
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4.8.3.2 Formação do biofilme de Streptococcus mutans 

 
 

Foi utilizada a cepa de S.mutans UA 159 para formação do biofilme sobre os 

discos primer/bond/resina composta por um período de 48 h. Essa cepa foi 

inicialmente descongelada e culivada em caldo TSB (Tryptic Soy Broth) suplementado 

com  1% de sacarose, em câmara com 5% de CO2 a 37 ºC por 24h. Uma alíquota de 

2 mL da suspensão bacteriana foi transferida para um tubo com 40 mL de meio TSB 

+ 1% de sacarose e cultivada nas condições anteriores por mais 24 h. Foi realizada a 

leitura de densidade óptica em espectrofotômetro com comprimento de onda de 

660mm e a absorbância foi ajustada para 1. Então, 500 µl dessa supensão bacteriana 

foi transferida para um tubo com 4,5 mL de meio TSB + 1% de glicose e cultivada por 

3h para atingir a fase mid-log, ou seja, a fase intermediária do crescimento 

exponencial (Bueno-Silva et al., 2013)(79). Nessa fase, foi realizada a leitura da 

absorbância (0,6), seguida da diluição seriada para a contagem das unidades 

formadoras de colônias (1 x 107 UFC). Esse inóculo bacteriano foi utilizado para iniciar 

a formação dos biofilmes sobre os discos primer/bond/resina composta. Foram 

realizados 2 experimentos em dias independentes, em triplicata para cada grupo.  

Cada disco foi coberto com 100 µL de saliva humana, clarificada e filtrada, por 1h 

a 37 ºC antes da colocação do inóculo bacteriano (Bueno-Silva et al., 2013)(79). Em 

seguida, os discos foram posicionados em uma placa de 24 poços, com a face voltada 

para cima, e inoculado com 100 µL da suspensão bacteriana (fase mid-log) e 900 µl 

de TSB + 1% de sacarose, em câmara com 5% de CO2 a 37 ºC por 24h. Após esse 

período, foi realizada a remoção de todo o meio e acrescentado 1000 µL de TSB + 

1% de sacarose, que foi cultivado por mais 24h.  

Após a formação do biofilme por 48h, os discos foram transferidos para uma nova 

placa de 24 poços, onde foi realizada uma lavagem com 1000 µL de tampão PBS 

(phosphate buffered saline) para remoção das células bacterianas não-aderidas. A 

seguir, os discos foram transferidos para tubos contendo 1000 µL de PBS e colocados 

em uma cuba ultrassônica por 10 min. Essas suspensões bacterianas foram agitadas 

em vortex por 1min e foram realizadas diluições seriadas para contagem de UFC em 

placas de ágar TSB. A contagem bacteriana foi realizada em triplicata para cada corpo 

de prova. 
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4.8.3.3 Análise estatística 
 

 

Após contagem de UFC, foi realizado o teste de normalidade (Shapiro-Wilk), 

e ANOVA (p<0,05). 

 
 
4.9 CITOTOXICIDADE 

 

 

4.9.1 Grupos experimentais 
 

 

Para o ensaio de citotoxicidade, os grupos experimentais descritos na tabela 

4.2 foram avaliados. 

 

 

Tabela 4.2  – Grupos experimentais para os testes de citotoxicidade 
 

5.0 - Cytotoxicity

Table 5. 1  – Experimental groups.

Grupos Não polimerizados Polimerizados

Controle

- -Meio de cultura sem eluentes dos 

adesivos (100% de viabilidade celular)

SBMP

Primer (P0 N) -

Bond (B0 N) B0 P

Primer & Bond (P0+B0 N) P0+B0 P

P + NAg 0.05% (P0.05 N) -

SBMP + NAg 0,05% B + NAg 0.05% (B0.05 N) B0.05 P

P&B + NAg 0.05% (P0.05+B0.05 N)  P0.05+B0.05 P 

P + NAg 0.1% (P0.1 N) -

SBMP + NAg 0,1% B + NAg 0.1% (B0.1 N) B0.1P

P&B + NAg 0.1%  (P0.1+B0.1 N) P0.1+B0.1P
 

Fonte: O autor. 

 

4.9.2 Cultura de células 
 

 

Foram utilizadas células tronco da polpa dentária (DPSCs) previamente isoladas 

e caracterizadas(99), que foram doadas pelo Banco de Células da Faculdade de 

Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP), que se encontravam 
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congeladas no Laboratório de Pesquisas Básicas do Departamento de Dentística da 

FOUSP. As células foram descongeladas em banho de água a 37 ºC por 2 minutos e 

foram cultivadas em meio de cultura clonogênico composto por: α-MEM (GIBCO/Life 

Technologies, Grand Island, NY, EUA) suplementado com concentrações finais de 

15% de soro fetal bovino (MSC-FBS, Gibco), 100 U/ml de solução de antibióticos 

(penicilina + estreptomicina; Pen Strep, Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco) e 0,1 

mM de solução de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, EUA). 

As células foram incubadas a 37 °C numa atmosfera úmida contendo 95 % de ar e 5 

% de dióxido de carbono (CO2) e expandidas até no máximo 6 passagens (P6). 

A monitorização do crescimento celular foi realizada diariamente em microscópio 

invertido de fase e o meio de cultivo trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo com o 

metabolismo celular. Os subcultivos foram feitos quando as células atingiram a 

subconfluência (aproximadamente 70 a 80 % do fundo da placa ocupado por células), 

de acordo com a Figura 4.9. As células foram destacadas com enzima proteolítica, 

solução de tripsina a 0,25% (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), transferidas para 

um tubo de ensaio e centrifugadas. As células foram ressuspensas e replaqueadas 

em novos frascos, criando novas passagens da cultura. Com o intuito de manter a 

menor passagem possível, foram realizados estoques congelados de alíquotas de 

células de primeira à sexta passagens (P1 a P6).  

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em capela de fluxo 

laminar, seguindo os protocolos de esterilidade dos materiais e soluções  

 

  



60 
 

 

Figura 4.9 – Imagem obtida de microscópio invertido de fase, onde observa-se as células tronco da 
polpa dentária em meio de cultivo 

 

 

Fonte: O autor. 

 

4.9.3 Condicionamento do meio de cultivo 
 

 

A citotoxicidade dos adesivos foi analisada através do contato de meios de 

cultura condicionados por estes materiais com as células em cultura. Esses meios 

condicionados apresentavam em sua composição substâncias extraídas ou 

dissolvidas dos adesivos. Assim sendo, esse teste in vitro analisou a resposta das 

células em cultura a substâncias liberadas pelos adesivos em meio líquido, como 

ocorre in vivo.  

O teste de citotoxicidade foi realizado de acordo com Bianchi, 2013(91), mediante 

adaptações. Brevemente, para condicionar o meio de cultivo foram utilizados discos 

de papel filtro estéreis (5mm de diâmetro x 0,5mm de espessura) após aplicação de 5 

µL de primer, 5 µL de adesivo. A fotoativação, quando aplicável, foi realizada com 

aparelho LED (Valo Cordless, Ultradent, South Jordan, EUA), por 20 s, e a ponta 

posicionada 2 mm acima do disco de papel(91). O condicionamento dos meios dos 

grupos não polimerizados foi realizado durante 1h antes de sua aplicação nas células, 

enquanto que para os grupos polimerizados o condicionamento foi realizado durante 
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24h após a polimerização e, a seguir foram aplicados nas células. O condicionamento 

dos meios se deu em incubadora em atmosfera úmida contando 5 % de CO2 a 37 °C 

(Figura 4. 10). Os discos contendo os monômeros foram colocados em tubos tipo 

falcon com acréscimo de meio de cultivo fresco (1disco/mL de meio). Após o período 

de incubação, os meios condicionados foram diluídos em cinco concentrações [0% 

(controle positivo), 25%, 50%, 75% e 100%].  

 

 

Figura 4. 10 – Tubos em câmara de CO2 a 5%, para condicionamento do meio contendo discos de 
papel com os adesivos polimerizados ou não (de acordo com o grupo experimental) 
colocados em meio de cultivo  

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.9.4 Avaliação da citotoxicidade 
 

 

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de redução do MTT (3-(brometo de 

4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio). Este teste mensura a atividade 

mitocondrial celular(100).  

As células foram semeadas em uma placa de 96 poços (104 células por poço) e 

incubadas por 24h a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO2, sob umidade. Após 

este período, os meios de cultura foram substituídos por meio não condicionado 

(controle) ou meio condicionado (demais grupos) nas suas diferentes concentrações. 

Vinte e quatro horas após o contato das células com os diferentes meios testados foi 

realizado o ensaio de redução de MTT. O MTT solúvel em água, foi reduzido a 
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formazana púrpura (insolúvel em água),(28) que foi solubilizada e sua concentração 

determinada pela densidade óptica, medida através da leitura em espectrofotômetro 

com comprimento de onda de 562 nm (Figura 4.11).  

Os dados de densidade óptica serviram para a realização da análise estatística. 

Para a ilustração gráfica dos resultados, as densidades ópticas foram transformadas 

em porcentagens de viabilidade celular tendo a densidade óptica média do grupo 

controle positivo sido considerada como 100% de viabilidade.  

 

 

Figura 4.11 – Fotografias ilustrando a realização do ensaio de MTT. À esquerda, a aplicação do meio 
de cultivo nos poços e à direita o posicionamento da placa no espectrofotômetro 

 

 
Fonte: O autor. 

 

 

4.9.5 Análise estatística 
 

 

Após obtenção dos valores de densidade óptica, os dados foram submetidos aos 

testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e, de acordo com a distribuição dos dados, 

aplicados os testes de ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls 

(p<0,05). 
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5  RESULTADOS 

 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

5.1  CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

5.1.1 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 
 

 

O resultado da distribuição de tamanho das nanopartículas de hidroxiapatita 

estão apresentados na Figura 5.1. As NHA apresentaram tamanho médio de 79,4 nm.  

 

 

Figura 5.1 – Gráfico de distribuição de tamanho obtido por espalhamento de luz dinâmico (DLS) 
mostrando o tamanho médio das nanopartículas de hidroxiapatita funcionalizadas 

 

 

Fonte: O autor.  
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5.1.2 Fluorescência de raios X por reflexão total (TRXF) 
 

 

A Figura 5.2 demonstra a composição elementar das NHA. Os elementos Cálcio 

(Ca = 206,7 mg/l) e Fósforo (P =110,2 mg/l) foram encontrados em maiores 

concentrações e a razão de Ca/P foi de 1,9.  O elemento titânio (Ti) foi adicionado no 

momento da análise em concentração conhecida e utilizado como padrão de 

referência para determinação da concentração dos demais elementos. Os elementos 

silício (Si) e argônio (Ar) são provenientes do porta amostra e do ar; os elementos 

ferro (Fe), níquel (Ni) e zinco (Zn) foram detectados como traços de impureza na 

amostra. 
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Figura 5.2  – Fluorescência de raio-X por reflexão total (TRXF) das nanopartículas de 
hidroxiapatita 

 

Fonte: O autor. 
 

 
A Figura 5.3 apresenta a composição elementar das NAg. Os elementos titânio 

(Ti) e gálio (Ga) foram adicionados no momento da análise em concentrações 

conhecidas e utilizados como padrões de referência para determinação da 

concentração dos demais elementos.  Os elementos silício (Si) e argônio (Ar), são 

provenientes do porta amostra e do ar. A prata se apresentou como elemento 

majoritário (Ag= 196 mg/l) e os elementos ferro (Fe), niquel (Ni), zinco (Zn), selênio 
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(Se), bromo (Br) e estrôncio (Sr) foram detectados como traços de impureza na 

amostra.  
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Figura 5.3 – Composição elementar por Fluorescência de raio-X por reflexão total (TRXF) das 
nanopartículas de prata 

 

 

 
Fonte: O autor. 
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5.1.3 Difratometria de raio X (DRX) 
 

 

A Figura 5.4 exibe um difratograma de análise das nanopartículas de 

hidroxiapatita. A NHA exibe estrutura cristalina hexagonal evidenciada pelos picos 

23,3, 25,9, 29,3 e 32,2, nos planos 211, 002, 2010 e 300, respectivamente(101).  E 

apresenta semelhança àquela hidroxiapatita produzida pela técnica de sol-gel 

executada por Besinis, 2012(19). 

 

 
Figura 5.4 – Resultado da difratometria de raio-X (DRX) das nanopartículas de hidroxiapatita 

(NHa)  
 

 
Fonte: O autor. 

 

 

A Figura 5.5 mostra o difratograma daa nanopartículas de prata. A análise indica 

a presença de NAg cristalina na fase cúbica de face centrada (CFC) referenciada 

pelos planos 111 a 38,1o, 200 a 44,2o, e 220 a 64,4º (102).   
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Figura 5.5 – Imagem de difratometria de raio-X (DRX) das nanopartículas de prata (NAg) 
 

 
Fonte: O autor. 

 
  



70 
 

 

5.1.4 Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) 
 
 

A Figura 5.6 apresenta a TEM das nanopartículas de hidroxiapatita. As NHA 

apresentaram estrutura prismática e comprimento inferior a 100 nm.  

 
Figura 5.6  – Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) das nanopartículas de 

hidroxiapatita 

 
 

 

Fonte: O autor. 

 
 
 

As Figura 5. 7 e a Figura 5.8 exibem a TEM das nanopartículas de prata com 

aspecto esférico, elevada dispersão e ausência de aglomerados. A Figura 5.9 

demonstra o histograma de distribuição das NAg com tamanho médio de 

aproximadamente 16 nm.  
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Figura 5. 7 – Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) das nanopartículas de prata 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Figura 5.8 – Imagem de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) da nanopartículas de prata 
(NAg) em maior aumento 

 

 

Fonte: O autor. 
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Figura 5.9 – Histograma obtido por microscopia eletrônica de transmissão (TEM) das nanopartículas 

de prata 

 

 
Fonte: O autor. 

 

 

5.2 RESISTÊNCIA DE UNIÃO À DENTINA 

 

 
 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

5.2.1 Ensaio de microtração e padrões de fratura 
 

 
A análise estatística da resistência de união está apresentada na Tabela 5.1 A 

Figura 5.10 apresenta os resultados de resistência de união imediata (24h) da 

confecção dos corpos de prova e armazenados por 1 ano em água destilada. A  

 

Figura 5.11 exibe os padrões de fratura, e a Tabela 5.2 faz a compilação dos 

resultados de resistência de união e padrões de fratura. 

A análise de variância de três fatores (1. Pre-tratamento com NHA (0%; 0,5% e 

1%); 2. NAg (0%; 0,05% e 0,1%); 3. Tempo (24h e 1 ano)) demonstrou que não houve 
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diferença estatisticamente significante para nenhum dos fatores ou interações 

testados (Figura 5.1).  

Nos grupos de 24h houve predominância de fraturas adesivas (75% para o 

controle e 90% para o grupo 0.1NAg). As fraturas mistas representaram entre 6% (0.1 

NAg) e 19% (0.5 NHA) das falhas observadas. As fraturas coesivas em resina e 

coesivas em dentina ocorreram com menor frequencia.  

Após 1 ano de armazenagem, também houve predominância de fraturas 

adesivas (59% para o grupo 0.5 NHA e 90% para o grupo 0.1 NAg), seguidas das 

fraturas mistas, exceto nos grupos 0.5 NHA e 1 NHA + 0.05 NAg, que tiveram 25% de 

fratura coesiva em resina e 10% de fratura coesiva em dentina, respectivamente.   

 

 

Tabela 5.1 – Análise de Variância da resistência de união 

 

Fator Tipo Níveis Valores

NHA Fixo 3 0,0; 0,5; 1,0

NAg Fixo 3 0,0; 0,5; 1,0

Tempo Fixo 2 1ano; 24h

Análise de Variância

Fonte DF Adj SS Adj MS Valor de F Valor de p

NHA 2 62,29 31,14 0,38 0,685

NAg 2 444,15 222,08 2,72 0,073

Tempo 1 133,68 133,68 1,64 0,205

NHA x NAg 4 307,01 76,75 0,94 0,447

NHA x Tempo 2 399,28 199,64 2,44 0,094

NAg x Tempo 2 140,66 70,33 0,86 0,427

NHA x NAg x Tempo 4 87,76 21,94 0,27 0,897

Erro 72 5885,89 81,75

Total 89 7460,72  
Fonte: O autor. 
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Figura 5.10 – Resistência de união imediata e após 1 ano de armazenagem 
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Fonte: O autor. 

 

 

Figura 5.11 – Tipos de fratura classificadas como: A) adesiva; M) mista; CR) coesiva em resina e CD) 
coesiva em dentina 
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Fonte: O autor. 
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Tabela 5.2 – Média ± desvio padrão (DP) da resistência de união e tipos de fratura (A: adesiva; M: 
mista; CR: coesiva em resina; CD: coesiva em dentina) mensurados em 24h e após 1 
ano de armazenagem. 

 

Grupo

24 h 1 ano

Média ± DP
Fratura (%)

Média ± DP
Fratura (%)

A M CR CD A M CR CD

SBMP 51,90 (9,19) 75 13 11 2 52,37 (10,77) 68 18 14 0

0.5 NHA 59,13 (5,64) 78 19 2 2 54,74 (7,53) 59 7 25 9

1 NHA 58,63 (11,01) 84 10 4 1 54,36 (9,80) 68 10 9 14

0.05 NAg 54,76 (5,73) 80 15 3 2 62,42 (4,42) 81 15 4 0

0.5 NHA + 0.05 NAg 49,61 (7,21) 82 14 4 0 49,94 (11,29) 80 15 4 2

1 NHA + 0.05 NAg 51,00 (7,67) 84 14 0 2 56,89 (6,58) 80 2 8 10

0.1 NAg 45,15 (6,99) 90 6 4 0 48,23 (9,06) 90 6 4 0

0.5 NHA + 0.1 NAg 46,36 (3,93) 88 12 0 0 45,31 (7,60) 78 14 8 0

1 NHA + 0.1 NAg 48,75 (14,56) 85 15 0 0 50,96 (20,09) 87 5 5 3  
Fonte: O autor. 

 

 

5.3 CARACTERIZAÇÃO DA INTERFACE ADESIVA 
 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

5.3.1 Microscopia Confocal Raman (MCR) 
 

 

A Tabela 5.3 apresenta as principais bandas de vibração analisadas na 

microscopia confocal Raman. Entre a Figura 5.12 e a Figura 5.26 são apresentadas 

imagens da interface adesiva, imagens microscópicas de tags resinosos, dentina, 

interface, bem como respectivos espectros Raman referentes a resina, dentina e 

interface. 
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Tabela 5.3 – Principais elementos espectrais observados a partir de bandas indexadas por Toledano, 
2017(37). 

 

Elementos Picos 

Hidroxiapatita (fosfato) 960 cm -1 

Colágeno (amida I) 1655/1667 cm -1 

Bis-GMA (grupamento C-O-C) 1113 cm -1 
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Figura 5.12 – Grupo SBMP (controle): A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 
para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface 

 

    

 
Fonte: O autor. 
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Figura 5.13 – Grupo NHa 0,5% + SBMP: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 

para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface 
 

    

 
Fonte: O autor. 
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Figura 5.14 – Grupo NHA 1% + SBMP: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste 

para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface  
 

 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.15  – Grupo SBMP com NAg 0,05% A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) 
Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface 

 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.16 – NHA 0,5% + SBMP com NAg 0,05% A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) 
Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface 

 

 
Fonte: O autor.  
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igura 5.17 – SBMP com NAg 0,1%: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) Contraste para 
evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.18 – NHA 0,5% + SBMP com NAg 0,1%: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) 
Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.19  – NHA 1% + SBMP com NAg 0,1%: A) Imagem ótica da interface adesiva. B) Contraste para evidenciar a presença de tags resinosos. C) 
Contraste para evidenciar a dentina. D) Associação das imagens B e C. E) Espectros: E1.  Resina, E2. Dentina, E3. Interface.  

 
 

Fonte: O autor.  

A 

B C D 

E1 E2 E3 

9
1

 



 
 

 

  



 

 

 

Figura 5.20 – Grupo SBMP: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I) e adesivo/resina (Bis-GMA) 

 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.21 – Grupo NHA 0,5%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I) e adesivo/resina (Bis-GMA) 

 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.22 – Grupo NHA 1%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I) e adesivo/resina (Bis-GMA) 

 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.23 – Grupo NAg 0,05%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA) e nanopartículas 

de prata (NAg) 
 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.24 – NHa 0,5% + SBMP com NAg 0,05%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA) e 

nanopartículas de prata (NAg) 

 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.25 – NAg 0,1%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA) e nanopartículas de prata 

(NAg) 
 

 
Fonte: O autor.  
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Figura 5.26 – Grupo NHa 1% + SBMP com NAg 0,1%: Interface adesiva evidenciando a hidroxiapatita (PO4
-3), colágeno (amida I), adesivo/resina (Bis-GMA)  

e nanopartículas de prata (NAg) 

  
Fonte: O autor.  
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5.4  EFEITO ANTIBACTERIANO 

 

 

 Este capítulo foi dividido em seções. 
 

 

5.4.1 Difusão em Ágar com template 
 

 

As médias e desvios padrão dos diâmetros do halo de inibição estão descritos 

na Figura 5.27 e Tabela 5.4. Os grupos com primer ou bond, em diferentes 

concentrações, apresentaram médias estatisticamente similares entre si. Além disso, 

ao associar P0+B0 houve um discreto aumento no halo de inibição, com média 

estatisticamente similar a do P0.05 e B0.05. Porém, ao incorporar diferentes 

concentrações de nanopartículas de prata (NAg) nos grupos P0.05+B0.05 e 

P0.1+B0.1, foi observado maior efeito antimicrobiano, com valores estatisticamente 

similares entre si, e superiores aos demais grupos que utilizaram primer ou bond 

isoladamente (p < 0,01) ou primer + bond sem adição de nanopartículas (p < 0,05). 

 

 
Figura 5.27 - Halo de inibição bacteriana de acordo com os grupos experimentais 

 

 
Fonte: O autor. 
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Tabela 5.4 – Atividade bactericida de acordo com halo de inibição (mm), Média ± desvio padrão (DP) 
segundo ANOVA e Tukey 

 

Grupo Média ± DP Grupo Média ± DP Grupo Média ± DP 

P0 6,89 (0,45) a B0 7,43 (1,01) a P0+B0 8,75 (0,88) b 

P0.05 7,88 (0,45) ab B0.05 7,99 (0,79) ab P0.05+B0.05 10,18 (0,46) c 

P0.1 7,33 (0,23) a B0.1 6,99 (0,58) a P0.1+B0.1  9,97 (0,59) c 

*Letras iguais significam semelhança estatística entre os grupos. 

Fonte: O autor. 
 

 

5.4.2 Efeito dos biomateriais sobre biofilmes de S. mutans 
 

 

A Figura 5.28 mostra a população bacteriana viável recuperada dos biofilmes 

de S. mutans sobre os corpos de prova, que foi determinada pela contagem de UFC. 

Embora a adição de NAg, em ambas as concentrações, tenha promovido um 

decréscimo de 2 vezes no total de bactérias quando comparada ao controle, não foi 

observada diferença significativa entre os grupos (p = 0,06).   
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Figura 5.28 – Influência da adição de NAg na população viável de S. mutans em biofilmes (médias ± 
DP das UFC/ml). A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA (p<0,05). Letras 
iguais indicam semelhança entre os grupos 
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5.5 CITOTOXICIDADE 

 

 

A Figura 5.29 apresenta as médias e desvios padrão (DP) da porcentagem de 

viabilidade celular em resposta aos meios condicionados pelos adesivos não 

polimerizados aplicados nas 5 concentrações testadas. Houve diminuição da 

viabilidade celular com o aumento da concentração dos meios condicionados. Na 

Figura 5.30 estão apresentadas médias e os DP das porcentagens de viabilidade 

celular dos grupos polimerizados. 

 

 

Figura 5.29 – Representação gráfica das porcentagens médias de viabilidade de DPSCs em função 
das diferentes concentrações de meios condicionados por primer e/ou bond não 
polimerizados. Barras indicam o desvio padrão 
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Figure 18: Cell viability of dental pulp stem cells (DPSC) using uncured primer and/or adhesive discs. The dilutions simulate
the concentration of the conditioned medium. Thus, the 0% dilution means that there is no conditioned medium with
monomeric eluents, which has 100% cell viability.

 

Fonte: O autor. 

 

 

Todos os grupos quando aplicados em concentrações iguais ou superiores a 

75% levaram a uma viabilidade celular inferior a 50%. Os grupos que associaram 

primer e bond, levaram à viabilidade celular menor que 50% já em concentração mais 

baixa (50%), exceto quando o primer e o bond continham NAg 0,1% (Figura 5.29). O 

grupo P0.1 N apresentou viabilidade significativamente maior que o grupo P0 N 

quando a concentração do meio condicionado foi de 25% (Tabela 5. 5, Tabela 5. 

6,Tabela 5. 7,Tabela 5. 8). 
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Tabela 5. 5 – Dados das porcentagens de viabilidades inferiores a 50% em relação às concentrações 
dos meios condicionados dos grupos não polimerizados. 

 

Grupo
Não polimerizados Polimerizados

Diluição Viabilidade celular Diluição Viabilidade celular

P0 75% 26,29% -

B0 75% 38,92% *

P0+B0 50% 42,14% 75% 25,82%

P0.05 75% 34,68% -

B0.05 75% 42,07% *

P0.05+B0.05 50% 41,79% 75% 22,36%

P0.1 75% 35,71% -

B0.1 75% 40,22% *

P0.1+B0.1 75% 14,08% 75% 23,17%

* Não houve dose letal que matasse mais de 50% das células.

5.0 - Cytotoxicity

 
      Fonte: O autor 

 

Tabela 5. 6 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao contato com meios 
condicionados por primer não polimerizados. Comparação entre linhas (concentração 
dos meios) e colunas (grupos experimentais). Média e desvio padrão da densidade óptica 
(nm) resultante do teste de redução do MTT, segundo ANOVA e Tukey 

 

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0 N 0,5902 (0,1141) Aa 0,5172 (0,0991) Aa 0,2629 (0,0858) Ab 0,1375 (0,0456) Ab

P0.05 N 0,7249 (0,0679) ABa 0,6442 (0,0605) Aab 0,3468 (0,0388) Ac 0,1714 (0,0564) Ad

P0.1 N 0,7937 (0,0681) Ba 0,6304 (0,0861) Ab 0,3571  (0,1042) Ac 0,1351 (0,0265) Ad

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

B0 N 0,7051 (0,0899) Aa 0,6898(0,0833) Aab 0,3892 (0,0866) Abc 0,2434 (0,0616) Ac

B0.05 N 0,8881 (0,0943) Aa 0,6784 (0,0701) Aab 0,4207 (0,0945) Abc 0,2238 (0,0531) Ac

B0.1 N 0,8503 (0,0974) Aa 0,7058 (0,1229) Aab 0,4022 (0,1144) Ab 0,2253 (0,0656) Abc

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0+B0 N 0,6113 (0,1226) Aa 0,4215 (0,1017) Aa 0,1330 (0,0410) Ab 0,1069 (0,0375) Ab

P0.05+B0.05 N 0,6393 (0,1695) Aa 0,4179 (0,0968) Aa 0,1017 (0,0078) Ab 0,1100 (0,0296) Ab

P0.1+B0.1 N 0,7381 (0,1082) Aa 0,5006 (0,1213) Aab 0,1408 (0,0200) Ac 0,1458 (0,0463) Ac

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

 

Fonte: O autor 

 

Tabela 5. 7 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao contato com meios 
condicionados por bond não polimerizados. Comparação entre linhas (concentração dos 
meios) e colunas (grupos experimentais). Média e desvio padrão da densidade óptica 
(nm) resultante do teste de redução do MTT, segundo Kruskal-Wallis e Student-Newman-
Keuls 

 
 

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0 N 0,5902 (0,1141) Aa 0,5172 (0,0991) Aa 0,2629 (0,0858) Ab 0,1375 (0,0456) Ab

P0.05 N 0,7249 (0,0679) ABa 0,6442 (0,0605) Aab 0,3468 (0,0388) Ac 0,1714 (0,0564) Ad

P0.1 N 0,7937 (0,0681) Ba 0,6304 (0,0861) Ab 0,3571  (0,1042) Ac 0,1351 (0,0265) Ad

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

B0 N 0,7051 (0,0899) Aa 0,6898(0,0833) Aab 0,3892 (0,0866) Abc 0,2434 (0,0616) Ac

B0.05 N 0,8881 (0,0943) Aa 0,6784 (0,0701) Aab 0,4207 (0,0945) Abc 0,2238 (0,0531) Ac

B0.1 N 0,8503 (0,0974) Aa 0,7058 (0,1229) Aab 0,4022 (0,1144) Ab 0,2253 (0,0656) Abc

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0+B0 N 0,6113 (0,1226) Aa 0,4215 (0,1017) Aa 0,1330 (0,0410) Ab 0,1069 (0,0375) Ab

P0.05+B0.05 N 0,6393 (0,1695) Aa 0,4179 (0,0968) Aa 0,1017 (0,0078) Ab 0,1100 (0,0296) Ab

P0.1+B0.1 N 0,7381 (0,1082) Aa 0,5006 (0,1213) Aab 0,1408 (0,0200) Ac 0,1458 (0,0463) Ac

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

 

Fonte: O autor 
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Tabela 5. 8 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao contato com meios 
condicionados por primer e bond não polimerizados. Comparação entre linhas 
(concentração dos meios) e colunas (grupos experimentais). Média e desvio padrão da 
densidade óptica (nm) resultante do teste de redução do MTT, segundo Kruskal-Wallis e 
Student-Newman-Keuls 

 

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0 N 0,5902 (0,1141) Aa 0,5172 (0,0991) Aa 0,2629 (0,0858) Ab 0,1375 (0,0456) Ab

P0.05 N 0,7249 (0,0679) ABa 0,6442 (0,0605) Aab 0,3468 (0,0388) Ac 0,1714 (0,0564) Ad

P0.1 N 0,7937 (0,0681) Ba 0,6304 (0,0861) Ab 0,3571  (0,1042) Ac 0,1351 (0,0265) Ad

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

B0 N 0,7051 (0,0899) Aa 0,6898(0,0833) Aab 0,3892 (0,0866) Abc 0,2434 (0,0616) Ac

B0.05 N 0,8881 (0,0943) Aa 0,6784 (0,0701) Aab 0,4207 (0,0945) Abc 0,2238 (0,0531) Ac

B0.1 N 0,8503 (0,0974) Aa 0,7058 (0,1229) Aab 0,4022 (0,1144) Ab 0,2253 (0,0656) Abc

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0+B0 N 0,6113 (0,1226) Aa 0,4215 (0,1017) Aa 0,1330 (0,0410) Ab 0,1069 (0,0375) Ab

P0.05+B0.05 N 0,6393 (0,1695) Aa 0,4179 (0,0968) Aa 0,1017 (0,0078) Ab 0,1100 (0,0296) Ab

P0.1+B0.1 N 0,7381 (0,1082) Aa 0,5006 (0,1213) Aab 0,1408 (0,0200) Ac 0,1458 (0,0463) Ac

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.  

Fonte: O autor 

 

A Figura 5.30 apresenta as médias e desvios padrão (DP) da porcentagem de 

viabilidade celular em resposta aos meios condicionados pelos adesivos 

polimerizados aplicados nas 5 concentrações testadas. Houve diminuição da 

viabilidade celular com o aumento da concentração dos meios condicionados. Todos 

os grupos bond apresentaram viabilidades superiores a 50% independentemente da 

concentração. Os grupos primer+bond apresentaram viabilidades celulares inferiores 

a 50% quando aplicados em concentrações maiores que 75% (Tabela 5.9,Tabela 

5.10,  

 

Tabela 5.11) 

 

 
Figura 5.30 – Representação gráfica das porcentagens médias de viabilidade de DPSCs em 

função das diferentes concentrações de meios condicionados por primer e/ou bond 
polimerizados. Barras indicam desvio padrão 
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5.0 - Cytotoxicity
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Figure 19: Cell viability of dental pulp stem cells (DPSC) using bond or primer+bond disks cured. The dilutions simulate the
concentration of the conditioned medium. Thus, the 0% dilution means that there is no conditioned medium with
monomeric eluents, which has 100% cell viability.

 

Fonte: O autor. 
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Tabela 5.9 – Dados das porcentagens de viabilidades inferiores a 50% em relação às concentrações 
dos meios condicionados dos grupos polimerizados. 

  

Grupo Polimerizados

Diluição Viabilidade celular

P0 -

B0 *

P0+B0 75% 25,82%

P0.05 -

B0.05 *

P0.05+B0.05 75% 22,36%

P0.1 -

B0.1 *

P0.1+B0.1 75% 23,17%

* Não houve dose letal que matasse mais de 50% das células.

5.0 - Cytotoxicity

 

      Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 5.10 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao contato com 
meios condicionados por bond polimerizados. Comparação entre linhas (concentração 
dos meios) e colunas (grupos experimentais). Média e desvio padrão da densidade 
óptica (nm) resultante do teste de redução do MTT, segundo ANOVA e Tukey 

 

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

B0 P 0,9751 (0,0996) Aa 0,9322 (0,1145) Aa 0,8442 (0,1420) Aa 0,6170 (0,0683) Ab

B0.05 P 0,9220 (0,1130) Aa 0,8968 (0,1116) Aa 0,8765 (0,0820) Aa 0,6050 (0,0596) Ab

B0.1 P 0,8851 (0,0787) Aa 0,9386 (0,0977) Aa 0,8951 (0,1712) Aa 0,5835 (0,1132) Ab

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0+B0 P 0,8588 (0,1486) Aa 0,7111  (0,0869) Aa 0,2582 (0,0837) Ab 0,1573 (0,0922) Ab

P0.05+B0.05 P 0,7795 (0,1413) Aa 0,6548 (0,1408) Aa 0,2236 (0,0846) Ab 0,1120 (0,0168) Ab

P0.1+B0.1 P 0,8178 (0,1076) Aa 0,7746 (0,1563) Aa 0,2317 (0,0493) Ab 0,1528 (0,0571) Ab

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

 

Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 5.11 – Comparações entre os dados de viabilidade de DPSCs submetidas ao contato com meios 
condicionados por primers+bond polimerizados. Comparação entre linhas (concentração 
dos meios) e colunas (grupos experimentais). Média ± desvio padrão da densidade óptica 
(nm)  resultante do teste de redução do MTT, segundo Kruskal-Wallis e Student-
Newman-Keuls 

 
 

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

B0 P 0,9751 (0,0996) Aa 0,9322 (0,1145) Aa 0,8442 (0,1420) Aa 0,6170 (0,0683) Ab

B0.05 P 0,9220 (0,1130) Aa 0,8968 (0,1116) Aa 0,8765 (0,0820) Aa 0,6050 (0,0596) Ab

B0.1 P 0,8851 (0,0787) Aa 0,9386 (0,0977) Aa 0,8951 (0,1712) Aa 0,5835 (0,1132) Ab

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.

Grupo
Diluições

25% 50% 75% 100%

P0+B0 P 0,8588 (0,1486) Aa 0,7111  (0,0869) Aa 0,2582 (0,0837) Ab 0,1573 (0,0922) Ab

P0.05+B0.05 P 0,7795 (0,1413) Aa 0,6548 (0,1408) Aa 0,2236 (0,0846) Ab 0,1120 (0,0168) Ab

P0.1+B0.1 P 0,8178 (0,1076) Aa 0,7746 (0,1563) Aa 0,2317 (0,0493) Ab 0,1528 (0,0571) Ab

*Letras minúsculas iguais ( mesma linha) significam semelhança estatística. Letras maiúsculas iguais (mesma coluna) significam 

semelhança estatística.  
Fonte: O autor.  
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Figura 5.31 ilustra um desvio para a direita da viabilidade celular maior que 50% 

para os grupos de primer + bond polimerizados em relação aos não polimerizados. 

Enquanto em considerações próximas a 50% as viabilidades dos grupos não 

polimerizados estão menores que 50%, para os grupos polimerizados essa viabilidade 

celular menor que 50% ocorre em resposta aos meios condicionados em 

concentrações maiores, próximas a 75%.  

 

 

Figura 5.31 – Representação gráfica das porcentagens médias de viabilidade de DPSCs em função 
das diferentes concentrações de meios condicionados por primer e bond polimerizados 
e não polimerizados. Barras indicam desvio padrão 
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Fonte: O autor. 
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6  DISCUSSÃO 

 

 

Foram produzidas nanopartículas de hidroxiapatita (NHA) prismáticas com 

tamanho médio de 79,4 nm, e razão Ca/P de 1,9, bem como, nanopartículas de prata 

(Nag) esféricas de aproximadamente 16 nm. Partículas nanométricas tem a elevada 

relação área de superfície - volume (14, 15, 24, 26-28, 34), o que as tornam mais 

reativas, capazes de estabelecer ligações químicas(14, 15), e aumenta seu potencial 

de ação biológico(14, 15, 24, 26-28), mesmo em baixas concentrações(24, 26-28, 34). 

A utilização da NHA como pré-tratamento da dentina teve como objetivo prevenir 

a redução da resistência de união à dentina a longo prazo e a incorporação da NAg 

no primer e bond do sistema teve o propósito de adicionar um efeito antimicrobiano 

na interface de união. Todavia, o pré-tratamento da dentina com NHA e os adesivos 

com NAg utilizados em associação ou isoladamente não alteraram a resistência de 

união à dentina imediata ou após 1 ano de envelhecimento. 

Estudos prévios apresentaram que a adição de maiores concentrações de 

nanopartículas de fosfato de cálcio amorfo esférico (10% a 40% de NACP) com NAg 

não alterou a resistência de união imediata(23, 24) ou após 6 meses(27). Do mesmo 

modo, o uso de NACP associado a 5% de DMADDM manteve os valores de 

resistência de união após 24h e 28 dias quando comparado ao controle(3). Porém, 

quando o NACP foi associado a 5% DMAHDM e um agente repelente de proteína 

denominado MPC a 5%(1) ou a 7,5%(2), houve uma tendência de redução na 

resistência de união à medida que a concentração de NACP aumentou de 20% para 

40%(1, 8).  

 O estudo da resistência de união após um período de envelhecimento é 

importante, pois as mudanças significativas na camada híbrida de sistemas de 

condicionamento total são observados a partir de 6 meses a 3-5 anos de 

envelhecimento(103). Trabalhos que utilizaram diferentes concentrações de NAg(23, 

24, 26-28, 34, 36), desde baixas concentrações de NAg (0,005% a 0,025%) avaliados 

em 24h e 6 meses(16) a maiores concentrações (0,1%) em um ano, não observaram 

alteração na resistência de união(23, 24, 26-28, 34, 36). Ao investigar a influência de 

diferentes antimicrobianos na resistência de união à dentina após 1 semana e 1 ano 

de armazenagem em saliva artificial, foi notado que não houve diferença significante 



116 

 

 

nos valores de adesão(55). Porém, a utilização de 7,5% de MPC, associado a 10% 

de DMAHDM, promoveu diminuição da resistência adesiva imediata(2). 

No presente estudo foi observado que o coeficiente de variação (CV) esteve entre 

8% (0.5 NHA + 0.1 NAg) e 39% (1 NHA +0.1 NAg). Foram observados elevados CV 

em ensaios de resistência de união com dentes humanos, devido as suas variações 

biológicas, químicas e micro-estruturais(24). A ISO 11405 aceita variações de até 

50%, acima disso, o experimento deve ser inspecionado(104).  

Independentemente do uso das NAg ou das NHA, o padrão de fratura do tipo 

adesiva foi predominante. A comparação do padrão de fratura da interface de união 

adesivo-dentina produzido de diferentes adesivos adicionados de agentes 

antimicrobianos também demonstrou que as maiores falhas foram adesivas e mistas, 

e que não houve mudança no padrão quando os espécimes foram envelhecidos por 

1 ano(55).  A análise da interface adesiva por MCR demostrou que todos os grupos 

testados exibiram camada híbrida menor que 5 µm, interfaces íntegras, presença de 

tags resinosos, e nos grupos com NAg, observou-se sua presença na interface e 

penetração nos túbulos dentinários. 

As NAg têm sido amplamente estudadas(16, 23, 24, 26, 27, 34-36) em razão da 

atividade antibacteriana, antifúngica e antiviral(15, 31), mesmo quando utilizada em 

baixas concentrações, sem afetar as propriedades mecânicas(24, 26-28, 34, 36) ou a 

biocompatibilidade do material(27, 28). O efeito antimicrobiano é especialmente 

desejado diante da odontologia minimamente invasiva no qual é removido o mínimo 

possível de estrutura dental, o que pode contribuir para a presença de bactérias 

residuais após preparo cavitário(23, 24, 26, 28, 34, 47). Além disso, é comum a 

presença de fendas na interface entre dente e restauração, o que favorece a infiltração 

bacteriana(23, 26, 28, 34, 42, 47) e, finalmente, o surgimento de cáries secundárias, 

as quais estão presentes em interfaces previamente restauradas(26, 27, 42, 47).  

No presente estudo foi utilizada uma nova técnica que consiste na síntese e 

estabilização das NAg com polivinil álcool associado com etanol, o que permite 

dispersão das nanopartículas e a copolimerização com os monômeros presentes nos 

sistemas adesivos, ampliando a ação antimicrobiana por longo período de tempo(16). 

Outros métodos de síntese e funcionalização das NAg são propostos, incluindo a 

associação de um sal de prata ao monômero TBAEMA, que possibilita a síntese das 

nanopartículas de prata in situ, funcionalizadas com o monômero metacrilato (23, 24, 

26-28, 34, 36). Muitos estudos exploram o uso de monômeros antibacterianos, com 
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destaque para os QAM, que exibem mecanismo de ação por contato, e não são 

liberados do material ao longo do tempo, pois são incorporados à resina adesiva(23, 

24, 26-28, 34, 36). 

O mecanismo de ação da prata está relacionado à prata iônica (Ag+), que altera 

a parede celular bacteriana, carregada negativamente, e destrói a membrana celular 

dos microorganismo(15, 30, 32). Além disso, também foi mencionado que a prata é 

capaz de gerar espécies reativas de oxigênio (ROS)(14, 15, 30, 32, 33, 35), interferir 

no metabolismo(14, 15, 23, 24, 26-28, 30-36) e causar danos ao DNA bacteriano(14, 

15, 23, 24, 26-28, 30-34, 36).  No presente estudo, o efeito antibacteriano dos adesivos 

contendo NAg nas concentrações de 0,05% e 0,1% foi mensurado através de um 

ensaio de difusão em ágar (16, 24, 26, 35, 36, 55, 75) contra o biofilm de S. mutans, 

principal causador da cárie dentária(5, 34, 47, 69).  A avaliação do efeito 

antibacteriano em biofilme torna-se ainda mais relevante pois, as bactérias quando 

formam biofilme são mil vezes mais resistentes a antimicrobianos que na forma 

planktônica(45).  

O efeito antibacteriano do primer e bond, ambos com NAg, foram estudados 

isoladamente e em associação no estado não polimerizado, através do ensaio de 

difusão em ágar. De modo geral, quando esses monômeros foram utilizados 

isoladamente exibiram ação antibacteriana similar aos grupos sem adição de NAg. A 

utilização associada de 0,05% e 0,1% de NAg no primer e no bond promoveu efeito 

estatisticamente superior à do grupo controle, resultado semelhante ao observado em 

outros trabalhos que utilizaram as mesmas concentrações de NAg em um ou ambos 

componentes do sistema adesivo(24, 26, 27, 34). No modelo de biofilme, a adição de 

0,05% ou 0,1% de NAg aos discos contendo primer+bond polimerizados promoveu 

um decréscimo de 2x no total de S. mutans em relação aos discos sem a adição das 

NAg, o que está de acordo com os resultados obtidos por estudos similares que 

incorporaram as mesmas concentrações de NAg no bond, e encontraram uma 

redução de 1,5x a 2x de UFC de S.mutans(34). Da mesma forma, um estudo prévio 

relatou que a adição de 0,1% de NAg no bond reduziu em 3x o número de UFC de S. 

mutans em relação ao controle negativo (27). 

O ensaio colorimétrico de MTT, que passa de uma coloração amarelo para 

púrpura de acordo com a atividade mitocondrial das células(26, 87) foi utilizado para 

avaliar a citotoxicidade. Utilizou-se um teste de contato indireto de células tronco da 

polpa dentária (DPSCs) com primer e/ou bond (controle, 0,05% e 0,1% de NAg) 
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impregnados em discos de papel (16, 89, 91), utilizados para condicionar o meio de 

cultivo, e simular a eluição desses monômeros no fluido dentinário. Este é um método 

rápido, de baixo custo, e que fornece boa estimativa da biocompatibilidade de 

determinado material(91). Outro método para a avaliação da citotoxicidade propõe o 

contato indireto dos monômeros resinosos com as células pulpares, através de uma 

barreira dentinária(88). Embora este método seja mais próximo ao ocorrido na clínica, 

apresenta maior dificuldade de realização e maior custo. Foi avaliada a ação de primer 

e/ou bond isoladamente ou associados, tanto antes quanto após a polimerização para 

compreender o potencial citotóxico destes monômeros em diluições seriadas quando 

em contato com células tronco pulpares (DPSCs).  

No presente estudo foi observado que a incorporação de 0,05% e 0,1% de NAg 

ao primer ou ao bond não interferiu na citotoxicidade do material (26-28), o que 

demonstra que a NAg apresenta citotoxicidade inferior a dos monômeros constituintes 

dos sistemas adesivos (24, 26-28, 32, 33). Foi também evidenciado alto potencial 

citotóxico de materiais não curados ou com reduzido grau de conversão(90, 91, 93), 

devido difusão dos monômeros não polimerizados em contato com as células pulpares 

(89, 91, 93), o que nos alerta para a correta fotoativação do adesivo, com intuito de 

obter máxima conversão de monômeros em polímeros. Além disso, a medida que se 

aumentou a concentração do meio condicionado por monômeros resinosos, houve 

uma redução da viabilidade celular.  Houve efeito citotóxico a partir de 50% de meio 

condicionado para os grupos não polimerizados, e iniciou em 75% para os grupos 

polimerizados que associavam primer e bond.  

Os sistemas adesivos apresentam reconhecida citotoxicidade pela presença de 

monômeros como o HEMA, Bis-GMA, TEGDMA, UDMA, Bis-EMA e QAMs(69, 89-94, 

98); além de fotoiniciadores como a canforoquinona(89, 92, 95). Notou-se a grande 

contribuição do primer no potencial citotóxico, muito provavelmente pela associação 

de fatores: , o baixo pH (~3,3) do primer pode levar a um menor grau de conversão do 

adesivo (89-91, 93, 98), por isso formulações mais acídicas têm maior potencial 

citotóxico(91) e a presença do HEMA que é um monômero hidrofílico, de baixo peso 

molecular de fácil difusão em meio aquoso, tem reconhecido efeito toxico em relação 

a células pulpares (89-91). Na maioria dos trabalhos que avaliam a biocompatibilidade 

de sistemas adesivos, são utilizados fibroblastos da gengiva humana(26-28, 69). 

Contudo, clinicamente, o contato dessas células com os adesivos é mínimo e optou-
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se no presente estudo pela utilização de células tronco da polpa dentária (DPSCs), 

pois apresentam-se mais adequadas à realidade clínica. 

Por fim, a estratégia de síntese e funcionalização das nanopartículas de prata e 

de hidroxiapatita e a sua utilização em uma estratégia adesiva mostra-se promissora. 

Embora não tenha sido evidenciado diretamente um efeito protetivo produzido pelo 

pré-tratamento com nanopartículas de hidroxiapativa, outros estudos devem ser 

realizados com outras combinações de fosfato de cálcio, assim como em maiores 

concentrações. Os efeitos antibacterianos do sistema adesivo com NAg foram 

evidenciados, mas devem ser complementados por futuros estudos que avaliem sua 

ação antimicrobiana em biofilmes com múltiplas espécies presentes na cavidade oral 

e associados à avaliação da biocompatilidade com a presença de barreira dentinária. 
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7  CONCLUSÕES 

 

 

Foram sintetizadas nanopartículas de prata (NAg) e de hidroxiapatita (NHA) e 

compatibilizadas para a utilização na estratégia adesiva etch-and-rinse. Os adesivos 

com adição de NAg são promissores quanto à obtenção de um material bioativo 

antibacteriano que não altera a resistência de união ou sua biocompatibilidade. 
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APÊNDICE A – Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

DEPARTAMENTO DE BIOMATERIAIS E BIOLOGIA ORAL 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
 

 

Você está sendo convidado (a) participar da pesquisa intitulada “Avaliação da resistência 

de união, efeito antimicrobiano e citotoxicidade de adesivo experimental contendo 

nanopartículas de prata e hidroxiapatita”, que tem como objetivo avaliar a ação antibacteriana, 

mineralizadora e citotóxica de adesivo odontológico experimental. 

Sua participação não é obrigatória, e sua recusa não lhe trará nenhum prejuízo para 

continuidade do seu tratamento. Além disso, mesmo como participante da pesquisa, você pode 

deixar de participar da pesquisa, caso seja do seu interesse, a qualquer momento. 

Sua colaboração, caso seja de sua concordância, será através da doação de um dente (terceiro 

molar incluso), com indicação cirúrgica de exodontia. A doação do dente não trará ao 

participante da pesquisa qualquer risco direto, visto já haver a recomendação de extração deste 

pela Clínica que você está em tratamento. 

A doação do dente não trará qualquer benefício direto ao participante da pesquisa, mas, 

este estudo estará colaborando para o avanço do conhecimento quanto à ação antibacteriana, 

mineralizadora e citotóxica de adesivo odontológico experimental. 

As informações obtidas através desta pesquisa serão confidenciais e apenas de interesse 

científico, sendo assegurado o absoluto sigilo sobre a sua participação. Os resultados não serão 

divulgados de forma a possibilitar sua identificação, pois o pesquisador protegerá sua 

privacidade. 

O participante da pesquisa não terá nenhuma despesa por participar da pesquisa. Além 

disso, é garantida qualquer indenização, caso você tenha algum dano decorrente da pesquisa. 

Caso necessite esclarecer dúvidas sobre a pesquisa, você poderá contatar com os pesquisadores: 

Prof. Dr. Igor Studart Medeiros, contatos: (11)30917840/ e-mail: igorsm@usp.br); ou Msc. 

Juliana Dias Aguiar, contatos: (11)30917840/e-mail: julianadaguiar@hotmail.com. 

Em caso de dúvidas quanto à ética na pesquisa, entrar em contato com: Comitê de Ética 

em Pesquisa (Seres Humanos) Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo Av. 

Prof. Lineu Prestes, 2227  –  05508-000  –  São Paulo  –  SP Fone: (11) 3091.7960  –  E-mail: 

cepfo@usp.br. Horário de Funcionamento: segunda a sexta-feira das 8 às 17h (exceto feriados 

e recesso universitário). O Comitê é um colegiado interdisciplinar e independente, de relevância 
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pública, de caráter consultivo, deliberativo e educativo, criado para defender os interesses dos 

participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade para contribuir no desenvolvimento 

da pesquisa dentro de padrões éticos. (Resolução CNS nº 466 de 2012). 

 

Este documento foi elaborado em duas vias, sendo uma do pesquisador responsável e a outra 

do participante da pesquisa. 

 

Após ter sido esclarecido, eu concordo em participar desta pesquisa. 

 

São Paulo, ______ de ____________________ de 20___. 

 

 

___________________________________________ 

Assinatura do participante da pesquisa 

 

 

___________________________________________ 

Assinatura do pesquisador responsável
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa versão 1 
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ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa versão 2 
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