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RESUMO

Objetivo: avaliar a influéncia da adicdo de nanoparticulas de prata (NAg) no
efeito antibacteriano, na alteragédo de cor, na sor¢éo e solubilidade de adesivos
dentarios. Material e métodos: para tanto foram analisados quatro grupos de
adesivos dentarios: SB - Adper™ Single Bond 2 sem adicdo de NAg; SM -
Adper™ Scotchbond Multi-uso sem adicdo de NAg; SBAg — SB com adicéo de
0,1% de NAg; SMAg - SM com adicdo de 0,1% de NAg. Cento e trinta e dois
espécimes dos adesivos foram confeccionados segundo a norma da I1SO
4049:2010, com geometria interna circular nas dimensfes de 10mmXlmm.
Apbs diferentes periodos de contaminacdo dos espécimes com Streptococcus
mutans (ATCC 25175) (1min; 5min; 1h; 6h e 24h), o efeito antibacteriano foi
analisado por meio de densidade 6ptica e a presenca/auséncia de bactérias na
superficie dos espécimes por microscopia eletrbnica de varredura (2500x e
5000x). Avaliou-se também a alteracdo de cor (AE) dos espécimes apoés a
adicdo da NAg, utilizando espectrofotometro com base no sistema CIELab. Os
testes de sor¢ao e solubilidade (ISO 4049:2010) foram realizados para verificar
a qualidade polimérica dos materiais. Os dados obtidos foram submetidos a
uma andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, para
comparacdes multiplas, com p=0,05, para todos os testes, exceto para analise
do AE que foi submetido a correlacdo de Pearson (p=0,01). Resultados: né&o
foram observadas diferencas estatisticas entre os valores de densidade Optica

dos meios de cultura utilizados para armazenar os espécimes contaminados




com S. mutans, mesmo com a adicdo de NAg (p>0,05). Ambos os adesivos
sofreram alteracdo de cor significante, posterior a adicdo da nanoprata em sua
composicao (p<0,01). Quanto aos valores de sorcdo e solubilidade ndo foram
observadas diferencas estaticas quanto a adicdo de NAg nos adesivos
estudados (p>0,05). Conclusdo: a adicdo de nanoparticulas de prata, pura, em
p6é a 0,1%, nos adesivos dentarios ndo conferiu efeito antibacteriano ao
material, causou alteracdo de cor e nao interferiu nos valores de sorcéo e

solubilidade dos mesmos.




ABSTRACT

Aim: to evaluate the influence of silver nanoparticles to antibacterial effect, color
change, sorption, and solubility of dental adhesives. Material and methods:

they were analised four groups of dental adhesives: SB - Adper™ Single Bond 2
without adding NAg, SM - Adper™ Scotchbond Multi-use without adding NAg;
SBAg - SB with addition of 0.1% of NAg ; SMAG - SM with addition of 0.1% of
NAg. One handred and thirty two specimens of the adhesives were prepared
according to the standard of ISO 4049:2010, with circular geometry dimensions
of 10mmx1mm. After different periods of specimens contamination with
Streptococcus mutans (ATCC 25175) (1min; 5min; 1h; 6h, e 24h) the
antimicrobial activity was observed by bacterial grouth (optical density), and the
presence/absence of bacteria on the specimens surface by Scanning Electron
Microscopy (2500x e 5000x). Also evaluated the color change of specimens
after adding NAg through the CIELab system, and sorption and solubility tests
(ISO 4049:2010) were performed to verify the polymeric quality of materials.
Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test for
multiple comparisons, with p=0.05 for all tests, except for analysis of AE what
underwent Pearson’'s correlation (p=0.01). Results: there were no statistical
differences between the values of optical density of the culture broth used to
store the specimens contaminated with S. mutans, even with the addition of NAg
(p>0.05). Both adhesives have significant change in color, after the addition of

nanosilver in its composition (p<0.01). No statistical differences were observed
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on the values of sorption and solubility differences as the addition of NAg in
studied adhesives (p>0.05). Conclusion: addition of 0.1% pure silver
nanopowder in dental adhesive did not confer antibacterial effect to the material,
cause material color changes and did not affect the values of sorption and

solubility.
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1 INTRODUCAO

A leséo de cérie secundéria representa um frequente problema bucal e
constitui a principal razdo para a substituicAo de restauracdes diretas na
odontologia restauradora (SARRETT, 2007; SAKU et al.,, 2010). As resinas
compostas tém sido o material preferencialmente usado pelos cirurgides
dentistas, devido as suas caracteristicas estéticas e por ser de aplicacdo direta
(FERRACANE, 2011). Embora as propriedades fisicas e mecéanicas das resinas
compostas terem sido significativamente melhoradas, ainda apresentam a
tendéncia em acumular mais biofilme em sua superficie do que os outros
materiais restauradores (BEYTH et al, 2007).

Os sistemas adesivos tém por funcao estabelecer a unido entre resina
composta e estrutura dentaria, de forma a oferecer suporte ao selamento
marginal e a retencdo de restauragcbes (WANG & SPENCER, 2003). O
emprego de sistemas restauradores de aplicacao direta (adesivos dentérios e
resinas compostas) com menor susceptibilidade a aderéncia bacteriana e que
expressam potencial antibacteriano favorece na prevencéo de lesbes de cérie
secundaria e, para isso, mudancas na composi¢cdo de materiais destinados as
restauraces tém sido realizadas (BURGUERS et al., 2009).

A nanoparticula de prata (NAg) tem sido usada em baixas concentracdes
com o objetivo de conferir propriedade antibacteriana a diversos materiais, sem
no entanto alterar suas caracteristicas mecéanicas (MONTEIRO et al., 2009). A

prata € um metal conhecido pela atividade antimicrobiana contra bactérias
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Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, protozodrios e até alguns virus, mas
sua acdo € proporcional a sua capacidade de liberar ions bioativos (Ag®)
(LANSDOWN, 2002). As NAg séo insoluveis, geralmente apresentam tamanho
menor que 100nm e podem ser produzidas por uma variedade de métodos
(WEIR et al.,, 2008). O mecanismo de acdo da nanoprata na eliminacdo de
bactérias pode ocorrer pela interacdo com elementos da membrana celular
bacteriana, causando danos estruturais, forcando a dissipacao de prétons e,
finalmente, a morte celular; pela reacgéo de fons bioativos Ag* com o fosfato das
moléculas de DNA bacteriano inativando sua duplicagéo, e/ou pela rea¢cdo com
proteinas contendo enxofre, induzindo a inibicdo de fungBes enziméticas
respiratorias (LANSDOWN, 2006). Assim, estudos tém mostrado que a adigcéo
de solucdo coloidal de NAg em concentracbes de 0,3% a 0,6% em volume
(BURGUERS et al., 2009) ou de 0,05% a 0,1% em peso (ZHANG et al., 2012)
de sal de NAg, aos materiais resinosos tem levado a diminuicdo da aderéncia
bacteriana ao material e proporcionado efeito antibacteriano contra S.mutans.
Materiais  estéticos de aplicacdo direta devem  apresentar
biocompatibilidade e propriedade antibacteriana, sem que haja prejuizo em
suas caracteristicas fisica, quimica e mecanica (KASRAEI & AZARSINA, 2012).
Diversos fatores, podem influenciar o grau de conversdo monémero/polimero
alcancado com a fotopolimerizacdo, o qual, quando incompleto, resulta em
mondmeros residuais (FERRACANE, 2006). Esta caracteristica, além de
contribuir para a degradacdo do material de unido, pode causar agressao ao

tecido pulpar (SPAHL et al., 1998).
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A degradacdo quimica é geralmente causada pelos processos de
oxidacdo e hidrélise, nos quais a &gua apresenta papel fundamental.
(FERRACANE, 2006) Este fato ocorre devido aos fenbmenos de sorgédo e
solubilidade aos quais 0os materiais resinosos estao sujeitos, principalmente, em
decorréncia de sua composicdo (ORTENGREN et al., 2001).

O grau de conversdo mondmero/polimero dos materiais resinosos além de
influenciar a degracdo quimica atua diretamente nas propriedades fisicas e
estabilidade quimica dos materiais adesivos (RUEGGEBERG & CRAIG, 1988).
Quanto maior esse grau, melhores sao as propriedades como estabilidade de
cor, dureza superficial, médulo de elasticidade, resisténcia flexural e ao
desgaste (LOVELL et al., 2003). Com relacdo as propriedades mecanicas,
estas dependem do tipo de cadeia polimérica e densidade de ligacdes cruzadas
formadas durante o processo de polimerizacao (YAP et al., 2004).

Assim, com o objetivo de prevenir as lesGes de céarie secundarias e a troca
excessiva de restauracdes é importante que os materiais estéticos de aplicagéo
direta sejam biocompativeis, tenham propriedade antibacteriana, sem que haja
interferéncia em suas caracteristicas fisica, quimica e mecéanica (KASRAEI &

AZARSINA, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia da adicdo de nanoparticulas de prata no efeito
antibacteriano, na alteracdo de cor, na sorcao e solubilidade de adesivos

dentarios.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito antibacteriano dos adesivos Adper™ Single Bond 2 e Adper™
Scotchbond Multi-uso, sem e com adi¢cdo de NAg, sobre o S.mutans, por meio
de crescimento bacteriano (densidade Optica);

- Analisar a alteracdo de cor dos adesivos dentarios com a adicdo de NAg, por
meio de espectrofotometria;

- Verificar os valores de sorcdo e solubilidade dos adesivos dentarios

adicionados de NAg.
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3 MATERIAL E METODOS

Para o estudo laboratorial in vitro foram confeccionados 132 espécimes de
adesivos dentarios submetidos aos seguintes meétodos experimentais: teste
antibacteriano, microscopia eletrénica de varredura, avaliacdo da alteracdo de

cor e testes de sorcao e solubilidade.

3.1. INCORPORACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Dois adesivos dentarios foram testados neste estudo: Adper™ Single
Bond 2 (3M-ESPE, St. Paul, MN, USA), Adper™ Scotchbond Multi-uso, (3M-
ESPE, St. Paul, MN, USA) (Quadro 1). Cada material teve em sua composi¢cao
a incorporacdo de NAg na matriz polimérica. Os materiais foram manipulados
de acordo com as orientacdes da ISO 4049:2010, no que se refere a confeccéo
dos espécimes.

Quadro 1 Descrigdo dos adesivos dentarios testados

Material Classificacdo Passos Fabricante Lote Compo  sicdo
AdperTMSingIe Condicionamento 2 3M ESPE, N345818 Agua
Bond 2 C
e aplicacao (all- St Paul MN 2015-01 Etanol
(SB) etch) USA Bis-GMA
HEMA

Canforquinona

Dimetacrilatos

Adper™ Condicionamento 3 3M ESPE, N335871 Bis-GMA
Scotchbond L
Multiruso  © @plicagdo (all StPaul, MN, 201409 HEMA
(SM) etch) USA Canforquinona

Dimetacrilatos

Triaminas

A NAg, em p6, com pureza de 100% e particulas no tamanho de 20nm

(US Research Nanomaterials, Inc, Houston, TX, USA), ap0s ser dosada e
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pesada foi adicionada aos frascos de adesivo em propor¢éao de 0,1% em peso,
a seguir, os frascos foram agitados em um aparelho de ultrassom, por 3 ciclos
de 10 minutos para completa dispersdo do metal no matérial, segundo o
fabricante (US Research Nanomaterials, Inc, Houston, TX, USA).

Assim, no presente estudo foram estabelecidos quatro grupos diferentes
de adesivos: G1(n=33) - SB (Adper'™ Single Bond 2 sem adicdo de NAg); G2
(n=33) - SM (Adper™ Scotchbond Multi-uso sem adicdo de NAg); G3 (n=33) -
SBAg (Adper™ Single Bond 2 com adicdo de 0,1% de NAQ); G4 (n=33) - SMAG

(Adper™ Scotchbond Multi-uso com adicéo de 0,1% de NAg).

3.2. PREPARO DOS ESPECIMES

Os espécimes foram confeccionados segundo a norma da ISO
4049:2010, exceto para o tamanho dos mesmos. Durante todo processo de
confeccdo, temperatura (25 °C +1°C) e umidade (50%+2%) foram controlados
pelo uso de um termo-higrémetro (Termo-Hygro Clock, Corel).

Os espécimes foram obtidos a partir da insercdo do material em uma
matriz em aco inoxidavel com geometria interna circular, com as dimensdes de
10mmX1mm (Figura 1). Sobre a placa de vidro foi posicionada a tira de
poliéster (3M do Brasil, Ribeirdo Preto-SP, Brasil) e sobre esta a matriz de aco
supracitada (Figura 2). O frasco do adesivo foi posicionado verticalmente e o
material gotejado pausadamente dentro desta matriz para evitar a formacgéo de
bolhas de ar, sendo 2 gotas para os grupos SB e SBAg e uma gota para SM e
SMAg.

Na parte superior da matriz e sobre o material foi colocada uma tira de

poliéster e sobre a tira uma laminula de vidro de 1mm de espessura, para
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permitir o extravasamento do excesso de adesivo e a obtencdo de uma
superficie lisa e uniforme (Figura 3).

Sobre a laminula foi posicionada a ponteira do aparelho fotopolimerizador
(Figura 4). Foi utilizada a técnica continua de polimerizacdo (poténcia de
600mW/cm?2 por 40 segundos), por meio do uso de um aparelho a base de LED
(Emitter, Schuster, Santa Maria, RS, Brasil), a uma distancia de 1mm do
espécime. O aparelho foi ligado em um estabilizador de energia e a densidade
de poténcia foi previamente verificada em um radidmetro (Demetron Research
Corp.). Apés a fotoativacdo, os espécimes foram retirados da matriz de aco
com o auxilio de um instrumento esterilizado (Figura 5).

Foram confeccionados 132 espécimes, sendo 66 de SB e 66 de SM.
Setenta e dois foram utilizados para o teste antibacteriano (36 de SB e 36 de
SM), 20 para a avaliacédo de alteracao de cor (10 de SB e 10 de SM) e 40 para

o teste de sorcao e solubilidade (20 de SB e 20 de SM).
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Figura 1 Matriz em aco inoxidavel com geometria interna circular e dimensdes de
10mmX1mm

Figura 2 Materiais utilizados para confec¢do dos espécimes: A-placa de vidro, B-fita
matriz de poliéster, C-matriz de ago, D-fita matriz de poliéster, E-laminula de vidro

Figura 3 Sobreposicdo dos materiais para confeccdo dos espécimes.
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Figura 4 Posicionamento da ponteira do aparelho fotopolimerizador sobre a laminula de
vidro.

Figura 5 Desenho ilustrativo do espécime com as dimensfes de 10mmX1mm.
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3.3. TESTE ANTIBACTERIANO

Foi utilizada cepa padrdo de Streptococcus mutans obtida da American
Type Culture Collection (ATCC 25175), inoculada em 7mL de caldo de BHI
(Brain-heart infusion; Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA) e incubada a 37°C,
por 24 horas. Apdés o periodo de incubacédo, 0,1mL de solucédo bacteriana foi
resuspenso em 4 frascos com 10mL de BHI, em uma concentracdo final de
aproximadamente 3X10°® células/mL em cada frasco, ajustada para o padréo de
turvacdol de McFarland (ESTRELA et al., 2009).

Para o teste antibacteriano, foram utilizados 72 espécimes dos 132
confeccionados, sendo o numero amostral de 18 para cada grupo (Diagrama
1). Os espécimes de cada grupo foram armazenados em uma placa de Petri
com tampa, esterilizada e devidamente identificada. Trés espécimes de cada
grupo foram retirados antes da contaminacdo e transferidos para tubos de
ensaio individualizados com BHI. Dez mililitros de suspenséao bacteriana foram
adicionados a cada placa para contaminagcdo dos espécimes com S. mutans.
A contaminacéao foi realizada nos periodos de tempo de 1min, 5min, 1h, 6h e
24h, sendo n=3.

Apo6s cada periodo de contaminacgéo, os espécimes foram retirados das placas
e colocados em frascos com 10mL de agua deionizada esterilizada para
lavagem com agitacdo em Vortex (modelo AP 56, Phoenix), por 1 minuto.
Foram, entdo, recondicionados a tubos de ensaio com BHI esterilizado e
incubados por 48 horas, a 37°C, em estufa bacterioldgica (modelo B2CBE,
Deleo). Decorrido esse periodo, 2mL de amostra dos meios foram coletados,
colocados em frascos de acrilico tranparentes e analisados quanto ao

crescimento bacteriano (densidade Optica), utilizando para isso o0
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espectrofotometro UV (Spectrophotometer Model Nova 1600 UV, Piracicaba,
SP, Brasil) ajustado para leitura em comprimento de onda A=600nm, adotando-
se como padrdo a escala 1 de McFarland, que correspondeu a absorbancia de
0,137nm apos leitura zero de BHI esterilizado.

A seguir, os espécimes foram retirados dos meios de cultura e irrigados
individualmente com 10mL de agua destilada esterilizada e armazenados em
solucéo fixadora, por 7 dias, para posterior andlise superficial em microscopia

eletronica.
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Diagrama 1 Caracterizacdo dos grupos e subgrupos do teste antibacteriano

Sem contaminagido (n=3]} I

Contaminagdo de 1min (n=3)

Contaminag¢do de Smin (n=3}

Contaminag3ao de 1h{n=3}

Contaminag¢3ode 6h (n=3}

Contaminagao de 24h [n=3)

Sem contaminag¢io (n=3) I

Contaminagido de 1min (n=3)

Contaminag3o de Smin (n=3}

Contaminagao de 1h{n=3)

Contaminac¢3o de 6h (n=3]}

Contaminagaode 24h {n=3)

Sem contamirac¢io (n=3} I

Contaminag¢3o de 1min (n=3}

G3 - SBAg
(n=18)

Contaminag¢aode 5min {n=3}

Contaminacio de 1h{n=3}

Contaminaci3ode 6h (n=3}

Contaminagao de 24h [n=3})

Sem contaminagao (n=3} I

Contaminag¢ao de 1min (n=3)

G4 - SMAg
(h=18}

Contaminag¢3do de Smin {n=3}

Contaminagio de 1h{n=3}

Contaminac¢iode 6h (n=3)

Contaminac¢io de 24h [n=3)
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3.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Decorrido o periodo de fixacdo e a seguir, armazenados por 30 minutos
em etanol a 70%, mais 30 minutos em etanol a 95% e, por fim, 30 minutos em
etanol a 99% para desidratacdo. Em seguida foi realizado o aquecimento em
ponto critico para completar o processo.

Apés a desidratracdo, os espécimes foram fixados em stubs metalicos e
posicionados no metalizador (MED 010; Bal-Tec AG, Balzers,Liechtenstein),
para cobertura superficial com fina camada de ouro. Apds a metalizacdo, os
espécimes foram examinados em microscopio eletrébnico de varredura de
pressdo variavel, em alto vacuo (LEO 435 VP; Nano Technology Systems
Division of Carl Zeiss SMT), para verificar a presenca ou auséncia de S.
mutans na superficie de cada espécime.

A leitura foi realizada por um unico examinador e foram coletadas duas

imagens de cada espécime, em diferentes aumentos, de X2500 e X5000.

3.5. AVALIACAO DE ALTERACAO DE COR
Para avaliar a alteracdo de cor foram utilizados outros 20 espécimes,
sendo n=5 para cada grupo (Diagrama 2). A mensuracao da cor dos espécimes
foi realizada com espectrofotémetro (Easyshade, Vita, Alemanha) de forma que
SB e SM serviram como controle, para comparacao de cor com os adesivos
experimentais SBAg e SMAg, respectivamente.
A cor foi determinada utilizando os parametros do sistema CIELab ( L*
a* b*) , no qual L* indica a luminosidade em que a média varia de O (preto) para

100 (branco) e o a*e b* 0 matiz, sendo que 0 a* representa a saturacao no eixo
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vermelho-verde e o b* no eixo azul-amarelo. Com este sistema todas as cores
podem ser especificadas com as coordenadas L*, a*, b*.

Os espécimes foram submetidos a trés leituras da cor sobre o bloco de
fundo padrdo branco (Standard For 45° 0° Reflectance and Color Gardner
Laboratory Inc. Maryland, EUA). As amostras sob a ponta do espectrofotémetro
receberam a luz proveniente de 30 lampadas LED, com 10 cores diferentes,
dispostas de forma circular, com incidéncia de 45° com a superficie do material.
Esse feixe foi refletido em 0°de volta para o apar elho e este captou e registrou
os valores de L*, a* e b* de cada amostra.

A alteracdo de cor foi determinada pela diferenca (AE*) entre as
coordenadas obtidas das amostras do SB e SM e as amostras do SBAg e
SMAg, respectivamente. A variacdo de cor, AE, foi usada para representar a
diferenca de cor e foi calculada a partir da féormula (ASTM, 2006):

A E* =[(AL*¥) ? + (A a*) >+ (A b*) 21°°, onde
AL*=L1*- Lo Aa*=ar* - ap*; Ab*=Dby* - bp*
Valores de AE = 3,3 foram considerados clinicamente inaceitaveis

(JOHNSTON & KAO, 1989).

3.6. TESTES DE SORQAO E SOLUBILIDADE

Os testes de sor¢ao e solubilidade foram realizados segundo a norma da
ISO 4049:2010. Para estes testes foram utilizados 40 espécimes, sendo n=10
para cada grupo (Diagrama 2). Os espécimes foram colocados em frascos que,
por sua vez, permaneceram abertos, dentro de um dessecador de vidro

contendo silica gel branca freshly dried (VETEC®, lote 0506198), os quais
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foram mantidos por vinte e duas horas a 37£1°C, no interior de uma estufa a
vacuo (LF Equipamentos - modelo 440 D). Decorrido esse periodo, o
dessecador foi retirado da estufa com o0s respectivos espécimes e colocado
sobre uma bancada pelo periodo de duas horas a temperatura ambiente de
23+1°C, completando um ciclo de 24 horas. Em seguida, cada espécime foi
retirado do interior do frasco e pesado repetidas vezes, apds cada ciclo de 24
horas, até obter a massa constante M1, com a precisao de 0,1mg, utilizando-se
para tanto uma balanca analitica eletronica (AB204-S, Mettler-Toledo®,
precisao de 0,01mg).

Os espécimes foram retirados do interior dos frascos por meio de uma
pinca clinica esterilizada para evitar o contato com qualquer outra superficie.
Antes de cada pesagem, a balanca (AB204-S, Mettler-Toledo®, precisdo de
0,01lmg) foi devidamente tarada. Os valores de pesagem obtidos foram
anotados em tabelas previamente elaboradas. Apos a obtencdo da M1, os
espécimes foram colocados novamente em seus respectivos frascos
etiquetados e, observando atentamente suas rotulacdes, os permeantes foram
adicionados por meio de pipetas manuais (uma para cada solvente), na
quantidade de 15mL, sendo que metade dos espécimes de cada grupo de
adesivo foi armazenada em agua deionizada (A) e a outra metade em etanol a
75% (E) (n=5). Os frascos foram tampados e levados novamente para o interior
da estufa mantida a temperatura de 37+£1°C, os quais permaneceram por vinte
e oito dias.

Apos esse tempo, todos os frascos foram removidos da estufa e mantidos
a temperatura ambiente, 23+1°C, por duas horas. Os espécimes foram

retirados dos frascos por meio de uma pinga clinica romba, enxutos com papel
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absorvente duplo ultramacio (Kiss, Santher) por 15 segundos e deixados em
uma cubeta esterilizada por 1 minuto sendo, entdo, nhovamente pesados para
obtencdo de M2. Em seguida, eles foram novamente acondicionados em seus
respectivos frascos vazios, posicionados no interior do dessecador e levados a
estufa a vacuo. Como foi realizado para obtencdo de M1, os espécimes foram
pesados apos cada ciclo de 24 horas, até a obtencdo de uma massa constante,
aqui denominada M3.

A seguir, o volume de cada espécime (mm?®) foi calculado a partir da
seguinte férmula: V= Tr’.h, onde r corresponde ao raio e h a altura do
espécime obtida por meio das dimensdes internas da matriz de aco utilizada
para a confeccdo dos espécimes (r=5mm e h=1mm).

Com estes dados o calculo da sorcdo e solubilidade se deu pela
aplicacdo das seguintes formulas (ISO 4049:2010): W = M2-M3 / V, onde W
corresponde a sor¢cdo; M2- massa ap0s imersao nos permeantes; M3- massa
apos dessecacdo. S = M1-M3/V, onde S corresponde a solubilidade; M1-
massa inicial; M3- massa ap0s dessecacao.

O protocolo laboratorial de todos os grupos manteve a mesma sequéncia.

3.7. TRATAMENTO E INTERPRETA(;AO DOS DADOS

A anélise estatistica foi realizada no programa IBM® SSPS® Statistics Data
Editor (versdao 19, IBM Company, 2010). Os dados obtidos foram
adequadamente tabulados e submetidos a uma analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey, para comparacbes multiplas, com p=0,05, para
todos os testes, exceto para andalise do AE que foi submetido a correlacdo de

Pearson (p=0,01).
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Diagrama 2 Caracterizacdo dos grupos e subgrupos do teste de sor¢éo e solubilidade

Agua {n=5)

G1l-SB

Etanol a 75% (n=5}

Agua (n=5)

G2-3M

A

Etanol a 75% (n=5)

Agua {n=5)

G3- SBAg

Etanol a 75% (n=5])

Agua (n=5)

G4 - SMAg

A

Etanol a 75% (n=5)




4 RESULTADOS

Na Tabela 1 podem ser observados os valores de média e desvio
padrdo (dp) da densidade 6ptica do meio de cultura utilizado para armazenar
0s espécimes de adesivo contaminados com Streptococcus mutans. Todos 0s
grupos apresentaram valores de densidade 6ptica maiores do que 0,137nm
(escala 1 de McFarland), ndo sendo observadas diferencas estatisticas
significantes entre os adesivos nos diferentes periodos de contaminacéo
(p>0,05). O grupo SB no periodo de 1 hora apresentou valor significantemente
maior (p<0,05) quando comparado ao SMAg, no mesmo periodo. Os

espécimes de cada grupo que nao foram contaminados apresentaram valores

de densidade Optica de zero nanémetro (p<0,05).

Tabela 1. Valores de média e desvio padréo (dp) da densidade 6ptica do meio de cultura dos
espécimes contaminados por S. mutans

Adesivo Tempo de contaminacéo

1min 5min 1h 6h 24h
SB 1,059+0,265*  1,094+0,101**  1,435+0,609"%  0,837+0,402**  1,032+0,045"2
SM 1,031+0,007**  0,894+0,260**  1,00810,071"%%  0,906+0,154**  1,104+0,031"
SBAg  0,902+0,18 A2 1,031+0,022**  1,0350,027"°%%  0,907+0,252**  1,065+0,013"?
SMAg  0,97510,022*%  0,97310,008"*  0,556+0,390°%%  1,003%0,031**  1,098+0,061*?

Mesmas letras sobrescritas (A-B) nas colunas e (a) nas linhas indicam diferencas estatisticas néo
significantes para o teste deTukey (p=0.05).

Ao analisar as superficies dos espécimes em MEV foi observada

auséncia de bactérias nos grupos SB, SBAg e SMAg, e presenca nos

espécimes do grupo SM. Foi constatada a auséncia de bactérias na superficie

dos todos os espécimes ndo contaminados.
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: Ny " : !
Figura 6 Superficie dos espécimes do grupo SB: A-sem contaminag&o; B-1minuto; C-5minutos;
D-1hora; E-6horas; F-24 horas. (MEV 5000x).

Figura 7 Superficie dos espécimes do grupo SM: A-sem contaminacdo; B-lminuto; C-
5minutos; D-1hora; E-6horas; F-24 horas. (MEV 5000x). Setas indicam presenca de bactéria.
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Figura 8 Superficie dos espécimes do grupo SBAg: A-sem contaminacgdo; B-lminuto; C-
5minutos; D-1hora; E-6horas; F-24 horas. (MEV 5000x).

Figura 9 Superficie dos espécimes do grupo SMAg: A-sem contaminacao; B-1minuto; C-
5minutos; D-1hora; E-6horas; F-24 horas. (MEV 5000x).

Os dados obtidos com o teste para avaliacdo de alteracao de cor estédo
dispostos na Tabela 2. Apés a adicdo de NAg em sua composi¢do, ambos 0s
adesivos sofreram alteragao de cor quando comparados ao valor de referéncia
de AE=3,3 (p<0,05). A alteracdo foi maior para o adesivo SM, AE=31,97,

guando comparada a alteracao de cor do SB, AE=13,93 (p<0,01).
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Tabela 2 Valores de média e desvio padrao (dp) de alteracdo de cor dos adesivos dentarios SB
e SM, pelo sistema CIELab, ap6s adi¢cdo de nanoprata

Sistema CIELab Adesivos

SB SBAg SM SMAg
Cor B2 C3 Al C4
L 85,0+3,5" 71,2+1,8° 86,1+2,7" 54,3+1,6°
a -3,7+0,8" -2,3+0,2° -0,5+0,2° -0,120,1°
b 21,6+1,3" 20,3+1,1" 15,4+0,1° 12,1+0,4°¢
AE 13,93° 31,97%

Mesmas letras sobrescritas (A-C) nas linhas indicam diferengas estatisticas néo significantes para o teste
de Tukey (p=0,05) e para correlacdo de Pearson (p=0,01)

Na Tabela 3 podem ser observados os valores de média e desvio
padrdo (dp) de sorcdo e solubilidade. Quanto a sorcdo, foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os adesivos SB e SM (p<0,05) e
entre SBAg e SMAg (p<0,05), mas nao houve diferenca entre SB e SBAg
(p>0,05) e entre SM e SMAg (p>0,05).Quanto a solubilidade, foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os adesivos SB e SM (p<0,05),
entre SBAg e SMAg (p<0,05), mas nao houve diferenca entre SB e SBAg
(p>0,05), quando armazenado em agua, e entre SM e SMAg (p>0,05), tanto
quando armazenados em agua ou etanol. Houve diferenca estatisticamente

significante entre SB e SBAg apenas quando armazenados em etanol(p<0,05).
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Tabela 3. Valores de média e desvio padrao (dp) de sorcéo e solubilidade, obtidos em agua (A)
e etanol a 75% (E)

Adesivos Sorcéo (pug/mm ) Solubilidade (ug/mm %)
A E A E
SB 34,89+25 79  22,60+9,26"* 100,8445,36"* 96,45+24,03%2
SM -0,76+1,7°2 -26,48+2,90%" 32,85+2,90%° 69,77+2,285°2
SBAg 43,04+5,43"2 26,31+5,15™2 105,17+14,02"° 145,57+7,01"2
SMAg -2,04+1,71%2 -24,19+2,38 B° 29,79+3,995° 60,69+26,19%2

Mesmas letras sobrescritas (A-C) nas colunas e (a-b) nas linhas indicam diferencas estatisticas
ndo significantes para o teste de Tukey (p=0,05).
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5 DISCUSSAO

E de extrema importancia o desenvolvimento de sistemas adesivos com
propriedades antibacterianas, com o intuito de reduzir a ocorréncia de lesGes
de cérie secundarias (IMAZATO, 2009). A céarie € uma doenca infecciosa,
bacteriana e tem suas lesGes iniciadas pela desmineralizacdo decorrente da
producao de &cido pelo biofiime (LOESCHE, 1986). Além disso, ha uma maior
suscetibilidade pela colonizacdo de micro-organismo por parte das resinas
compostas, em comparacdo com outros materiais restauradores (BEYTH et al,
2007). Tendo em vista que os sistemas adesivos apresentam contato direto
com a estrutura dentéria, por estar na interface dente-restauracao, eles podem
funcionar como um dispensador de agentes antibacterianos, sendo, portanto,
promissores na inibicdo do desenvolvimento de biofiime e de lesdo de carie
secundéria (IMAZATO et al., 2003; LI et al., 2009).

A prata (Ag) demonstrou possuir funcbes antibacteriana, antifungica e
antiviral sendo eficaz contra uma grande variedade de micro-organismos
(MONTEIRO et al., 2009). Com relacdo a sua atividade antimicrobiana,
sugeriu-se que os fons Ag’ poderiam inativar as enzimas vitais de bactérias
para fazer com que o DNA bacteriano perdesse a sua capacidade de
replicacdo, levando a célula & morte (RAI et al., 2009). A Ag apresenta varias
propriedades importantes: biocompatibilidade com células animais (SLENTERS
et al.,, 2008); efeito antibacteriano a longo prazo, devido a manutencdo da
liberacdo de prata ser sustentada pela eluicdo do seu ion Ag®, e leva a menor
resisténcia bacteriana do que os antibidticos (DAMM et al., 2007). Uma

vantagem adicional para a NAg € o pequeno tamanho da particula associado a
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elevada area superficial especifica, 0 que resulta em uma alta poténcia
antibacteriana, mesmo que em baixa concentracdo (ZHANG et al., 2013).

No presente estudo, foi utilizada a NAg de 20nm, pura, em p6, a qual foi
adicionada aos adesivos dentarios na concentracdao de 0,1% em peso,
conforme indicava o fabricante (US Research Nanomaterials, Inc, Houston, TX,
USA). No entanto, ndo foi observada acdo antibacteriana em relagdo aos S.
mutans decorrente da adicdo de NAg aos adesivos dentérios neste estudo.
Estes resultados apresentam-se divergentes dos de outros estudos, os quais
mostraram além da acao antibacteriana da NAg, a diminuicdo da aderéncia de
S.mutans ao material quando utilizaram sal de NAg, de 2,7nm, nas
concentracbes de 0,05% e 0,10% em peso, em primers e adesivos dentarios
(ZHANG et al., 2012; ZHANG et al., 2013), ou quando adicionaram de 0,3% a
0,6% (BURGUERS et al., 2009) e de 0,0125% a 0,3000% (DURNER et al.,
2010) de solucéo coloidal de NAg em volume, em resina flow, até 0,5% a 1,0%
de NAg em p6, em resinas compostas (KARSRAEI & AZARSINA, 2012).

Damm et al. (2007) demonstraram que quanto menor o diametro das
particulas de Ag melhor a sua distribuicdo e dispersdo na massa polimérica,
quanto mais hidrofilico for o polimero maior a eluicdo de Ag* para o meio, e
quanto maior a eluicdo de Ag” mais efetiva a agdo antibacteriana, sendo que a
liberacdo de Ag”™ esta diretamente ligada ao tempo de imersdo em liquido. Os
adesivos dentérios utilizados neste estudo, além de ndo apresentarem
particulas de carga em sua composi¢cdo, sdo constituidos por monémeros
(HEMA, Bis-GMA) que formam polimeros de cadeia rica em carbono e
oxigénio. A presenca de grupos hidroxila, carboxila e fosfato nos monémeros e

seus polimeros torna-os mais hidrofilicos e, supostamente, mais propensos a
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sofrer sor¢cdo de agua do que as resinas compostas (SIDERIDOU et al., 2004)
No entanto, essa hidrofilia provavelmente tenha sido diminuida pela adicdo de
NAg em po, que pode ter funcionado como particula de carga, fazendo com
que a eluicdo de ions Ag’ tenha sido prejudicada, o que justificaria a ndo
observancia de efeito antibacteriano no presente estudo. Adicionalmente, o
tempo de armazenamento dos espécimes no caldo de cultura (48 horas) pode
ter sido insuficiente para permitir um maior relaxamento das cadeias
poliméricas e liberacdo da prata para o meio liquido (KARSRAEI & ARZASINA,
2012).

Outro fator a ser considerado € a susceptibilidade das diferentes espécies
bacterianas aos agentes antibacterianos. Embora Ag tenha acdo antibacteriana
comprovada contra Vvarios micro-organismos, as caracteristicas estruturais
bacterianas também interferem em sua acdo. Os S.mutans utilizados neste
estudo, sdo bactérias Gram-positivas e a parede celular desta espécie de
bactérias contém 3-20 vezes mais peptidoglicanos do que a das Gram-
negativas (KAWAHARA et al., 2000). Como os peptidoglicanos séo carregados
negativamente, provavelmente parte deles se ligue ao Ag" presente no meio,
neutralizando-o. Por conseguinte, as bactérias Gram-positivas sdo menos
susceptiveis a agentes antibacterianos que eluem Ag® do que as espécies
Gram-negativas (KAWAHARA et al., 2000).

Hipdteses tém sido levantadas sobre o efeito adverso da adicdo de
nanoparticulas sobre as propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas de
materiais adesivos. Em estudo prévio foi relatado que a adi¢cdo de prata, em
escala micrométrica, em uma concentracdo de 10% ou mais, em materiais

dentérios, reduziu significativamente a resisténcia a compressédo, moédulo de
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elasticidade e resisténcia a tracdo desses materiais (YOSHIDA et al., 1999)
Portanto, o0 uso de nanoparticulas, em baixas concentra¢cfes, tal como no
presente estudo, pode conferir ao material propriedade antibacteriana e nao
afetar adversamente suas propriedades fisico-quimicas (BURGUERS et al.,
2009; KARSRAEI & AZARSINA, 2012).

A alteracdo de cor do material € uma das alteragGes fisicas mais comuns
quando se tém prata em sua composicdo, conferindo ao mesmo uma
tonalidade mais acinzentada (LI et al., 2009). Portanto, o0 uso de uma baixa
concentracdo do metal, em nanoparticulas, poderia evitar a alteracdo grave de
cor dos adesivos dentarios, como foi descrito por Zhang et al. (2012) que
observaram que a adicdo de NAg em concentracdes de 0,05% a 0,10% né&o
alteraram a cor do material. Uma significativa alteracéo foi observada apenas
quando realizaram a adicéo de 0,20% de NAg. No presente estudo, apesar de
ter sido utilizada a NAg em baixa concentracdo (0,1%), foi observada
significativa alteracdo de cor em ambos os adesivos estudados, o que limitaria
seu uso na clinica diaria.

Birgers et al. (2009) relataram uma maior hidrofobia apés a adicdo de
prata em resinas compostas. Tem sido relatado que a composi¢cao do material
€ um fator importante na questéo relacionada a sor¢do de agua, pois o volume
de sorcdo dependeria da hidrofilia da matriz polimérica e da quantidade de
particulas presente em sua composicao (SPAHL et al., 1998). A resina usada
no estudo de Blrgers et al. (2009) continha 38% em volume de particulas de
dioxido de silicio e teve seus valores de sor¢do diminuidos devido a adicdo de
NAg, pois ocorreu 0 aumento da quantidade de carga no polimero. De acordo

com Torchinsky & Rosenman (2009), particulas metélicas de prata tém uma
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grande energia de superficie, assim, quanto menor o tamanho da particula
maior a atividade de energia de superficie e consequentemente, menor o
angulo de contato com a agua.

Os adesivos dentarios usados no presente estudo ndo apresentavam
particulas de carga em sua composi¢cdo, e mesmo com a adicdo de NAg nao
foi observada interferéncia desta adicdo nos valores de sor¢cédo e solubilidade.
Isso pode ser explicado pela baixa concentracdo de NAg adicionada nos
adesivos, quantidade que provavelmente ndo tenha sido suficiente para alterar
a hidrofilia do material. No entanto, diferencas significativas foram observadas
quanto ao tipo de adesivo, sendo que o SB e SBAg apresentaram maiores
valores de sorcéo e solubilidade do que SM e SMAg. Essa diferenca ocorreu
provavelmente pelo fato de SB apresentar solvente em sua composi¢ao, por
ser um sistema de dois passos, 0 que o torna mais hidrofilico que o SM que é
um sistema de trés passos (MALACARNE et al., 2006). Além disso, o fato de
nao ter sido realizada a evaporacao do solvente do SB, com jato de ar, antes
da polimerizacdo dos espécimes pode ter contribuido para o aumento de sua
hidrofilia, sendo essa uma limitacdo da metodologia.

Diferenca estatisticamente significantes também foram observadas
guanto ao permeante no qual os espécimes foram armazenados, resultados
estes concordantes com os de Moreira et al. (2010), e também quanto ao tipo
de adesivo, sendo o SB, quando armazenado em etanol a 75%, sofreu
aumento da hidrofobia (diminuicdo de sor¢cdo) e aumento dos valores de
solubilidade, em comparacdo aos armazenados em agua. A quantidade de
sorcdo de solvente pelo polimero € determinada pelas diferencas de

parametros de solubilidade entre o polimero e o permeante; uma maior
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captacdo é obtida quando esta diferenca € pequena (FERRACANE, 2006).
Ferracane (2006) sugeriu que de todos os fluidos organicos, o intra-bucal €,
provavelmente, um dos mais agressivos. De acordo com a US FDA (1988), a
utilizacdo de uma solucédo de etanol a 75% simulando uma situacdo adversa
como a presenca de alimentos e liquidos em longo prazo, no ambiente bucal é
clinicamente relevante. Assim, o fato de o etanol a 75% apresentar parametro
de solubilidade bem préximo ao do polimero e ser um permeante que simula
uma acao mais agressiva na rede polimérica, justifica o fato do aumento dos
valores de solubilidade neste estudo.

Apesar de néo influenciar nos valores de sorcdo e solubilidade, a
incorporacdo de NAg nos adesivos dentarios testados trouxe a desvantagem
da alteracdo da cor, que € uma limitacdo clinica consideravel, visto que os
mesmo sao utilizados na ades&o de materiais estéticos. Aléem disso, neste
estudo néo foi observada acéo antibacteriana das NAg em p6 na propor¢cao de
0,1%. Desta forma, mais estudos sd0 necessarios para que se encontre a
proporcéao e forma ideal de NAg a ser incorporada em adesivos dentarios, de
forma a evitar a alteracdo de cor e verificar a atividade antimicrobiana a longo

prazo.
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6 CONCLUSAO

A adicao de nanoparticulas de prata, pura, em po a 0,1% em peso, nos
adesivos dentarios ndo conferiu efeito antibacteriano ao material em relacéo
aos S. mutans, causou alteragcédo de cor e nao interferiu nos valores de sorgéo

e solubilidade dos mesmos.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the influentesilver nanoparticles (NAQ)
addition on the antibacterial effect, color changetption, and solubility of dental
adhesives. Four groups of dental adhesives welesethaSB - Single Bond 2 without
Nag; SM - Scotchbond Multipurpose without NAg; SBA&B with 0.1% (weight) of
NAg; SMAg - SM with 0.1% (weight) of NAg. It was alated the antimicrobial
activity of adhesives in regard to the bacte&ianutans by optical density of culture
broth. It was also evaluated the adhesives™ cdlange after adding NAg through the
CIELab system. Sorption and solubility tests (IS®92010), were performed to
verify the adhesives™ polymeric quality. It was cluded that the addition of pure silver
nanopowder in dental adhesive did not confer aatdésal effect to the material, cause
material color changes and did not affect the \&abfesorption and solubility.

Keywords: Silver nanoparticles; Dental adhesives; Antimicabb

1 Introduction

Dental composites are increasingly used due to thaiellent esthetics and improved
performanceé. Although the composites physical, chemical and harizal properties
have been significantly improved, a disadvantageh& they have a tendency to
accumulate more biofilm on its surface than otlestarative materiafsBiofilms with
fermentable carbohydrates are responsible for Satiee biofilm accumulation at
composite restorations needs to be reduced oritadibo combat secondary caries and
increase the longevity of the restoratiéns.

Adhesives are useful to bond the composite restorab the tooth structure and
maintain a functional interfacelt is desirable for the adhesive to be antibadteda

inhibit recurrent caries at the tooth—composite gims® Incorporating antibacterial
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agents into adhesives would be beneficial to corbladiims and recurrent caries at the
tooth—composite interfac€<.While residual bacteria could exist in the prepaath
cavity, microleakage may occur during service amadtéria can invade the tooth—
restoration margins. Therefore, antibacterial ailesscould be used to hinder bacteria
invasion and growtf.

Silver (Ag) has been shown to possess antibacterial, agafuand antiviral functions,
and is an effective antibacterial agent againstce wange of microorganisnisyut he
antimicrobial action of silver or silver compounts proportional to the amount of
released bioactive silver ions (Ad® Silver ranoparticles (NAg) are insoluble particles
that are smaller than 100nm in siz&@ue to the small size of NAg and the high specific
surface area, a low NAg filler level could be usedhe resin materials to achieve an
antibacerial efficacy”****It is beneficial to use a low NAg filler level sbat did not
adversely affect the material color and physicatimagical propertie$ Therefore, the
aim of this study was to evaluate the influencesibfer nanoparticles addition on the

antibacterial effect, color change, sorption, amidfslity of dental adhesives.

2 Experimental procedures

Two dental adhesives were tested in this study:efdiSingle Bond 2 (3M ESPE, St.
Paul, MN, USA), AdpefScotchbond Multipurpose (3M-ESPE, St. Paul, MN, YSA
(Table 1). Each material had NAg incorporated ieirtttomposition, in the polymer
matrix. The materials were handled according toghielelines of 1ISO 4049:2018,in
regards to the preparation of specimens.

NAg used in this study was presented in powderjngaa purity of 100% and the
particle size of 20nm (U.S. Nanomaterials Resedrah, Houston, TX, USA). It was

added to the bottles of adhesives after being dasddveighed in a proportion of 0.1%
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by weight. After its addition, the bottles were lsbia in an ultrasonic apparatus for 3
cycles of 10 minutes for complete dispersion ofrtietal in the material.

Thus, in the present study were established fdterdnt groups of adhesives: G1 - SB
(Adper™Single Bond 2 without NAg), G2- SM (AdpélScotchbond Multipurpose
without Nag ), G3 - SBAg (AdpéfSingle Bond 2 with the addition of 0.1% NAg), G4
- SMAg (Adper™Scotchbond Multipurpose with addition of 0.1% NAQ).

2.1 Specimens preparation

This study was performed in compliance with ISO%t@810 standard specificatiotts.
The adhesives were directly dispensed drop-by-drip a stainless steel matrix
(10mmX1mm) until it was completely filled. A polyes strip was placed over the
adhesive and covered with a glass slide. Specimvens cured using a light-curing unit
based on light emitting diodes (LED) (Emitter, Sefem, Santa Maria, RS, Brazil).
Continuous polymerization technique was used (mytesf 600mW/cm?2 , for 40s).
Light irradiance was checked before each photopmoimation with the built-in
radiometer to ensure consistency of light output.

2.2 Antibacterial test

Standard strain oftreptococcus mutans (ATCC 25175) was obtained from American
Type Culture Collection. The strain was inoculaitetd 7ml of BHI broth (Brain- heart
infusion, Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) aridcubated at 37°C for 24h. After
the incubation period, the bacterial cells wereispended in four test-tubes with 10mL
of BHI broth in a final concentration of approxirabt 3x1Gcells/ml in each tube in
accordance to the turbidity standard 1 of McFarlsrale®.

Seventy-two specimens were used to the antibaktes being n=18 for each group.
Each group specimens were stored in a Petri diglmoppately indentified. Three

specimens of each group were not contaminated. #&tgy of 10 mL of bacterial

49



suspension was added to each dish for contaminaficgpecimens witls. mutans.
Contamination was carried out at time periods afif, 5 min, 1h, 6h, and 24h (n = 3).
Then, the specimens were placed in test tubesMitmL of deionized sterile water for
washing with vortexing (Model AP 56, Phoenix) fominute. In sequence, they were
reconditioned to test tubes with sterile BHI bratid incubated for 48 hours at°87in

a bacteriological incubator (model B2CBE , DeleAjter incubation time, 2mL of
broth sample were collected, and them optical dgisirbidity) were analyzed by UV
spectrophotometer (UV Spectrophotometer Model 18@W, Piracicaba, SP, Brazil)
set to read at a wavelength= 600 nm, adopting as standard the level 1of MeRdr
scale, which corresponded to the absorbance o haBafter reset the device for BHI
sterilized reading.

After collecting the culture broth, the specimereravindividually irrigated with 10mL
of sterile distilled water and stored in fixativelion for 7 days for subsequent
analysis of presence/absence of bacteria on thenspes surface by scanning electron
microscopy (SEM).

2.3 Evaluation of color changes

Twenty specimens were used to evaluate the colang#y being n=5 for each group.
The measurement of the color of the specimens weaformed with an Easyshade
spectrophotometer (Vita, Germany). For each spetitihree readings were made
using the parameters CIELab system (L* indicatghtliess, a* represents the color
saturation in red-green axis b* means color andrafbn in blue-yellow axis). The
reading for the determination of color parametees &lways performed at the central
point of the specimen in the same environment thighsame lighting conditions.

The influence of NAg in color was directly expreddey AE values that indicate the

color difference between an initial condition cotled on SB and SM specimens, and
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the other evaluated condition collected on SBAg 8MIAg specimens, respectively.
The variation of AE was used to represent the difference in colorvaasl calculated
from the formulaAE* = [(AL*) 2+(Aa*)*+(Ab*)%]*°, whereAL* = L1* - Lo*, Aa* = a*

- &*, Ab* = by* - be*. AE values> 3.3 were considered unacceptafle.

2.4 Sorption and solubility test

Forty specimens were placed individually in opeasglbottles, which were placed in
desiccators containing freshly dried white silia&etec®, batch 0506198) and kept at
37°C £1°C inside a vacuum oven for 22 hours (LFifagent - Model 440 D). After
that, the desiccators containing the specimens reeneved from the oven and left on a
bench for 2 hours at a temperature of 23°C t1°Gciwtompleted a 24 hour cycle. The
specimens were weighed daily using an analytickEnoa (AB204-S, Mettler Toledo,
Séo Paulo, SP, Brazil; accuracy to 0.0lmg) to kc®th weighing cycles. The
complete cycle was repeated until a constant md43 (vas obtained, i.e., until the
mass loss for each specimen was not more than OpEm@g4h cycle. Thereafter, the
specimens were carefully placed back in their kdbddottles, and 15mL of permeants,
either deionized water (W) or 75% ethanol (E), evadded using manual pipettes (one
for each permeant). The bottles were capped, btduatk into the oven and kept at a

temperature of 37°C+1°C for twenty eight days.

After this time period, all the bottles were remdvieom the oven and kept at room
temperature (23°C+1°C) for two hours. The specinvegr® removed from the bottles,
dried with absorbent paper for 15 seconds andredtsterile bucket for 1 minute. They
were then weighed again to obtain M2. After weigdti the specimens were
reconditioned in the desiccators until they reachecbnstant weight (M3) using the

cycle describe for M1.
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The values for water sorption (Wsp) and solubiliy/sl) in micrograms per cubic
millimeter were calculated using the following etjaas: Wsp=(M2-M3)/V;
Ws1=(M1-M3)/V; V=nr%h.

2.5 Statistical analysis

Data were analyzed by analysis of variance (ANOWAY the Tukey test for multiple
comparisons =0.05) for all tests, except fokE that was analyzed by Pearson's

correlation p=0.01).

3 Results and discussion

In Table 1, mean and standard deviation (SD) obitecal density of the culture broth
used to store the adhesive specimens contaminatbdSmeptococcus mutans were
observed. All groups showed optical density valgresaiter than 0.137nm (standard 1 of
McFarland scale), and there were no statisticatiypicant differences between the
adhesives at different periods of contaminatiprO(05). The SB group in 1h period
showed values significantly highgr<0.05) when compared to the SMAg, at the same
time. The specimens of each group that were ndiacanated had been optical density
values of zero nanometep<0.05). By analyzing the surface of the specimelas w
observed by SEM the absence of bacteria in groBp$SBAg and SMAg, and presence
in the SM group specimens. It was observed thenalesef bacteria on the surface of all
uncontaminated specimens.

It is extremely important the development of adbhessystems with antibacterial
characteristics, in order to reduce the occurresfceecondary carie. Furthermore,
composites have a greater susceptibility for caatmdn by the microorganism, as
compared to other restorative materfaBonsidering that the adhesive systems have

direct contact with the tooth structure by stayimghe tooth-restoration interface, they
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can act as a dispenser of antibacterial agents,pamishising in inhibiting biofilm
formation and secondary carfes.

Silver (Ag) has been shown to possess antibactardifungal, and antiviral functions,
and has been known to be an effective antibactegeht against a wide range of micro-
organisms. Regarding its antimicrobial mechanism, it was setgg that the Ag ions
could inactivate the vital enzymes of bacteria anise the bacterial DNA to lose its
replication ability, leading to cell deathAg has several properties worth mentioning:
biocompatibility with human cell€? long-term antibacterial effect due to sustained
silver ion release; and less bacterial resistar@n tantibioticS> An additional
advantage for NAg is the small particle size anel @ssociated high specific surface
area, which yielded a strong antibacterial poteatya low Nag filler level in the
material. A low NAg filler level was advantageoweschuse it could not adversely affect
the physical properties of the printér.

In the present study, it was used the NAg 20nmigharsize, pure powder, which was
added to the dental adhesive at a concentratidhl18b by weight, as indicated by the
manufacturer (U.S. Nanomaterials Research, Incyskdm, TX, USA). However, no
antibacterial effect was observed compare&. tautans due to the addition of NAg in
dental adhesives in this study. Contrary, othedisgishowed the antibacterial effect as
a result of the NAg addition, and adhesion reducih§ mutans when were used NAg
salt of 2.7nm particles size, in concentration@5% to 0.1% by weight, in dental
adhesives and priméfs*or when added from 0.3 to 0.6%and 0.0125 to 0 3% of
Nag colloidal solution in volume, until Nag powd&b to 1% by weight, in composite
resins®®

The smaller is Ag particle diameter, better thetriigtion and dispersion in the

polymeric mass, how much more hydrophilic the payns, greater the elution of Ag+
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in the environment, the greater is elution of Agigre effective the antibacterial effect,
and the release of Ag+ is directly linked to thregiof immersion in liquid* The dental
adhesive used in this study, besides of not hawhgrged particles in their
composition, are made up of monomers (HEMA, Bis-GMAat form oxygen and
carbon-rich chain polymers thatake them more hydrophilic and presumably more
likely to suffer water sorption than the compos#sins®* However, this hydrophilicity
was probably decreased by the addition of NAg paoyaéich would act as particle
charging, causing the elution of Ag+ ions were imgy which would justify non-
compliance with antibacterial effect. Moreover, gterage time of the specimens in the
culture broth (48 hours) may have been insufficienallow for a better relaxation of
the polymer chains and release of silver to thehifrb

Differences among bacterial species may influehedr tsusceptibility to antibacterial
agents. The cell walls of Gram-positive speciedaior3—20 times more peptidoglycan
than Gram-negative bacteria. Since peptidoglycares reegatively charged, they
probably bind some portion of Ag+ in the broth. Gequently, Gram-positive bacteria
are generally less susceptible to antibacteriah@geontaining Ag+ than Gram-negative
specieg®

Data obtained from the test for evaluation of calbanges are shown in Table 2. After
addition of NAg in their composition, both adhesiwhange in color when compared to
the reference value &E = 3.3 <0.05). The change was greater for the adhesive SM,
AE = 31.97, compared to the SB color chandge= 13.93 §p<0.01).

The color change of the material is one of the ntcostmon physical alteration when
you have silver in their composition, which evefijuaget a more gray shade.
Therefore, the use of a low concentration of NAg garevent serious color

deteriorations of dental adhesives, as describe@Hanget al.*®* who found that the
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addition of NAg at concentrations from 0.05% to%.dlid not change the color of the
material. A significant change was observed onlemperformed adding of 0.2%. In
the present study, despite having been used NAayatoncentration (0.1%), there was
significant color change in both studied adhesivdsch would limit their use in daily
clinical practice.

In Table 3, mean and standard deviation (SD) optsmr and solubility values were
described. For sorption were observed statisticgitipificant differences between the
adhesive SB and SMp<0.05) and between SBAg and SMAQ<(Q.05), but no
difference was observed between SB and SB#®.05) and between SM and SMAg
(p>0.05). For solubility, there were statisticallygmificant differences between the
adhesive SB and SMp<£0.05), and between SBAg and SMAp<Q.05), but no
difference was observed between SB and SB#).05) when stored in water, and
between SM and SMA@#$0.05), either when stored in water or ethanoltiSteally
significant difference was noted between SB and &BAly when stored in ethanol
(p<0,05).

Biirgerset al.*?

reported an increased hydrophobicity after addihgr in composites.
The material composition is important as it reldtes/ater sorption because the amount
of sorption depends on the hydrophilicity of thelypmer matrix and quantity of

particles present in compositi6hThe resin used in the Biirgestsal .*?

study contained
38% by volume silicon dioxide particles and hadexaorption values decreased due to
the addition of NAg occurred due to increasingaheount of filler in the polymer. NAg
have a large surface energy, thus how much sntbhigparticle size, greater the activity
of surface energy thus lower the contact angle water?’

The dental adhesives used in this study had rer filarticles in their composition, and

even with the addition of NAg this addition was pbserved interfering in sorption and
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solubility values. This can be explained by the loancentration of NAg added in
adhesives in this study, which quantity was propahbbt enough to change the
hydrophilicity of the material. However, signifidastatistical differences were observed
as type of adhesive, where SB and SBAg presentgthvalues of water sorption and
solubility than SM and SMAg, respectively. Thispgobably because of the solvents
present in SB composition what made it present @rypdrophilic behavior than SFA.
Significant differences were observed on the pennéawhich the specimens were
stored as related by Moreigt al.>> When being stored in 75% ethanol there was
increased the hydrophobicity (decrease of sorptang increased solubility values as
compared to those stored under water. The amountatdr sorption by the polymer
solvent is determined by the difference in solipiparameters between the polymer
and the permeant, a higher uptake is obtained when difference is smaff
Ferracan® suggested that between all body fluids, the inted-is probably one of the
most aggressive. According to U.S. FBAsing a solution of 75% ethanol simulating a
food / liquid, long-term oral environment is cliaity relevant. Thus, the fact that 75%
ethanol present solubility parameter very clospdlymer parameter and simulate more

aggressive action in the polymer network, justiftes increase in solubility values.

4 Conclusion
In conclusion, the addition of 0.1% pure silver oowder in dental adhesives did not
confer antibacterial effect to the material, causaterial color changes and did not

affect the values of sorption and solubility.
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Tables

Table 1 Mean and standard deviation (SD) values of optiEtsity of culture broth of specimens
contaminated witl&treptococcus mutans

Adhesive Contaminacéo time

1min 5min 1h 6h 24h
SB 1,059+0,265* 1,094+0,10%*  1,435+0,609*  0,837+0,402%  1,032+0,045°
SM 1,031+0,007*  0,894%0,260° 1,008+0,074%*  0,906+0,154*  1,104+0,03%°

SBAg 0,902+0,18  1,031%0,022*  1,035#0,027°* 0,907+0,252*  1,065+0,013%

SMAg 0,975+0,022% 0,973+0,008%  0,556+0,398*  1,003+0,03%*  1,098+0,06%2

Same superscript letters (A,B) in the columns, sawhe superscript letters (a) in the lines indicatestatistically
significant difference (Tukey tegt=0.05).
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Table 2 Mean and standard deviation (SD) color changeenftal adhesives SB and SM, by CIELab
system after the addition of nanosilver

CIELab system

SB SBAg SM SMAg
Color B2 C3 Al (o}
L 85,0+3,%' 71,2+1,8 86,1+2,7 54,3+1,6
a -3,7+0,8 -2,3+0,2 -0,5+0,% -0,1+0,F
b 21,6+1,3 20,3#1,1 15,440, 12,1+0,4

AE

13,93

31,97

Same superscript letters (A-C) in the lines indicatestatistically significant difference (Tukeyttgs=0.05). ForAE,
same superscript letters (A,B) in the line indigatestatistically significant difference (Pearsocosrelation;p=0.01)
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Table 3 Mean and standard deviation (SD) values of waigsten and solubility of specimens stored in
water (W) and 75% ethanol (E)

Adhesive Water sorption (ug/mni) Solubility (ug/mm?)
W E w E
SB 34,89+25,79° 22,60+9,26° 100,845,362 96,45+24,0%
SM -0,76+1, P2 -26,48+2,96° 32,85+2,96° 69,77+2,28%2
SBAg 43,04+5,48° 26,3145,15° 105,17+14,02° 145,577,012
SMAg -2,04x1,78* -24,19+2 38" 29,79+3,98° 60,69+26,16°

Same superscript letters (A-C) in the columns, ardessuperscript letters (a,b) in the lines indicetestatistically
significant difference (Tukey tegt=0.05).
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The submission of a paper implies that it has not been previously published,
that it is not under consideration for publication elsewhere, and that it will not
be published elsewhere in the same form without the written permission of the
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their article is transferred to Materials Research Ibero-american Journal of
Materials if and when the article is accepted for publication. Accepted articles
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Form and preparation of manuscripts
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12, and with ample (~2.5 cm) top, bottom and left-hand margins. In general,
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experimental, simulation or calculation procedures, results and discussion,
conclusions, acknowledgments, references, tables, figure captions, and
figures.

Letters are restricted to reports of unusual urgency, significance or_interest,
and should be limited to 1000 words or the equivalent. A statement from the
authors as to why the manuscript meets these criteria will be helpful to the
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as 100 words and separate formulae and lines of a table are counted as 8
words per line, including headings and horizontal rulings. The title, authors'
names, and literature references are not counted.

Title : This should be brief and convey the contents of the paper.
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than 150 words for an Article and 50 words for Letters, and should contain
numerical and factual data only.

Keywords : The authors should indicate a minimum of three keywords.

lllustrations : All necessary illustrations should be submitted with at least 300
dots per inch (600 dpi recommended). Graphs and diagrams should be
consecutively numbered in Arabic numerals in the order in which they appear
in the text. The submitted illustrations will be reduced and directly reproduced
in the published paper, so authors should take particular care to ensure that all
lettering of an illustration (particularly the smallest ones) are clearly legible.
Figures should be supplied on separate pages, which are the same size as
those of the manuscript. Each illustration should be marked with the names of
the authors and the illustration number.

Tables: Each table should be typed or printed on a separate sheet, and should
have a caption in addition to its sequence number.

Photographs : Photographs should be submitted with at least 300 dots per
inch (600 dpi recommended), high contrast and positive. When necessary, the
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photographs may be published at additional cost.
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illustration comprehensible.

Bibliography : Reference numbers in the text should be typed as superscripts
without parentheses. The literature cited should be printed on a separate page
(double-spaced), and should be listed in the order in which it appears in the
text. Articles not yet published should be cited as "in press”, "submitted for
publication” (journal should be specified in both cases), or "personal
communication”. In the reference list, the style, punctuation and capitalization
should conform to the following examples:

Referring to an article in a periodical (journal, m  agazine, newspaper etc.)

1. Harris S, Hyland T. Basic skills and learning support in further
education. Journal of Further and Higher Education. 1995; 19(1):42-48.

Referring to a book by a single author, or by a gro  up of authors who have
not written chapters separately (a monograph)
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2. Gorbachev M. Perestroika. expanded ed. London: Fontana / Collins; 1987.
Referring to a chapter of book

3. Ashby MF and Jones DRH. Metals. In: Engineering materials 2: an
introduction to microstructures, processing and design. 3rd ed. Burlington:
Elsevier; 2006. p. 3-15.

Referring to a thesis or dissertation

4. Paggett JW. Neutron diffraction study of load response and residual
stresses in WC-(Ni/Co) composites. [Dissertation]. Columbia: University of
Missouri; 2005.

Referring to conference papers or proceedings

5. Garat M, Maenner L and Sztur CH. State of the art of thixocasting.
In: Proceedings of the 6th International Conference on the Semi-solid
Processing of Alloys and Composites; 2000; Turin, Italy. Brescia: Edimet Spa;
2000. p. 187-194.

Referring to a publication in electronic format

6. Brasil. Ministério de Minas e Energia. Departamento Nacional de Produgé&o
Mineral. Informativo anual da induastria carbonifera. Brasilia: Ministério de
Minas e Energia; 2006. Available from: <http://www.dnpm.gov.br>. Access in:
20/11/2010.

Function of Referees : The Editor seeks the advice of experts in the research
areas of the submitted manuscripts. Referees should estimate the originality,
soundness and scientific value of the work, together with some basis for their
opinion. They should also indicate whether the writing is clear and concise.
Improperly used space merely restricts the amount of useful material which
can be published. The Editor, who accepts full responsibility for decisions
about manuscripts, may not always follow the recommendations from the
referees. Papers which are not accepted by the Editor will be returned to the
authors, and there will be no communication about them with the editors of
other journals.

General Considerations : Authors should present their materials with the
utmost conciseness and clarity. Extensive reviews of the literature cannot be
accepted, however, the state-of-art on the specific subject covered by the
article must be clearly stated. Well-known procedures should either be
designated by name or literature references. Notes acknowledging technical
assistance for the research or indicating presentation at a meeting should be
brief. The name of the author to whom inquiries about the paper may be
addressed should be marked with an asterisk. The authors' official titles should
not be included. Introductions should contain only enough background material
to show why the work was done and why it is worth publishing. This
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information should also be addressed in the cover letter sent to the editor.

Experimental results are of lasting value and should be clearly and logically
presented in a separate section. Results and discussions should be sequential.
The addition of a final section at the end of the paper, which briefly
summarizes the main conclusions of the work, is recommended.

General Instructions : Contributions will only be considered for publication
when  submitted in  our online submission website located
at http://materialsresearch.org.br. File types accepted for submission: DOC,
RTF, PDF, TIFF, XLS, PPT, EPS, ZIP, BMP or JPG. The first page should
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be inserted.
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Galley Proofs and Reprints : Galley proofs are provided for the correction of
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the language or substance of the paper. The cost of changes considered to be
excessive will be charged to the author(s). If changes in the conclusions are
necessary due to work done or published since the manuscript was prepared,
it is preferable that a brief Note Added in Proof be prepared. Corrected galley
proofs should be returned promptly, preferably within 48 hours by e-mail or as
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