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RESUMO

A whitlockita de magnésio (Mg-WH) é um fosfato de calcio que representa o segundo mineral
0sseo mais abundante no corpo humano e tem despertado interesse devido ao seu potencial em
aplicacdes biomédicas. Este composto apresenta propriedades que podem ser vantajosas para a
regeneracdo 0ssea e dentéria, como biocompatibilidade, bioatividade e capacidade de promover
a formacéo de tecido mineralizado. Até 0 momento, nao ha registros na literatura sobre estudos
que explorem o uso de nanobastdes de whitlockita de magnésio (nMg-WH) como
biomodificador dentinério. O presente estudo objetivou sintetizar e caracterizar nMg-WH, a fim
de avaliar as propriedades fisico-quimicas e adesivas de um sistema adesivo convencional com
diferentes concentracdes de nMg-WH. Para tanto, tais nanoparticulas foram obtidas por sintese
hidrotérmica e caracterizadas por meio de espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourrier (FTIR), difragdo de raio-X (DRX) e microscopia eletronica de varredura por
transmissdo (MEVT). Em seguida, seis grupos com diferentes concentragdes de nMg-WH no
sistema adesivo foram formados (0% [Controle], 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1% e 2%) para avaliar as
propriedades fisico-quimicas, incluindo o grau de conversdo (%), a viscosidade (cP) e a
sorcao/solubilidade em agua (ug/mm?). Quarenta e oito molares (n=8) foram seccionados para
expor dentina, distribuidos aleatoriamente entre 0s seis grupos e avaliados quanto ao angulo de
contato (°) e resisténcia adesiva ao microcisalhamento (LRAC) em 2 tempos (antes vs. apds
termociclagem). O envelhecimento artificial para simular 1 ano foi realizado de acordo com 0s
seguintes parametros: 10 mil ciclos e tempo de imersdo de 30 segundos em temperaturas de 5
°C e 55 °C. One-way ANOVA e ANOVA mista, ambos seguidos pelo teste de Tukey, foram os
testes usados para avaliar as propriedades fisico- quimicas e adesdo dentinaria, respectivamente.
O DRX identificou que a brushita (BRU) apresenta estrutura monoclinica e os nMg-WH como
estrutura cristalina romboédrica. Os modos vibracionais do FTIR identificaram as fases da
amostra em BRU e nMg-WH por meio de picos especificos. O MEVT com EDS detectou pico
de Mg?* apenas na amostra de nMg- WH. A analise da ptRAC mostrou interagdo significante
entre os fatores Grupo x Tempo (F(5)=24,99; p<0,001). Antes do envelhecimento, 0s grupos
Mg-WH 0,1% (32,0 + 3,9) e 0,2% (30,8 + 2,0) apresentaram os maiores valores de pRAC,
ambos estatisticamente superiores (p<0,05) ao controle (17,9 + 5,2), mas ndo mantiveram essa
estabilidade de unido apds termociclagem. Apos o envelhecimento, as concentragdes entre
0,2% a 2% mostraram uRAC



superior ao controle, com destaque para Mg-WH 0,5%, que obteve o maior valor de uRAC
(31,81 + 1,01) entre todos os grupos. Além disso, os grupos Mg-WH 0,2%, 0,5% e 1% se
destacaram por apresentar melhor desempenho em relacdo ao controle no GC, no angulo de
contato a molhabilidade foi mantida ou melhorada, com sorcdo/solubilidade semelhante e
viscosidade aumentada, sem comprometer a uRAC. Assim, dentro das limitagcdes do estudo, 0s
nMg-WH melhoraram as propriedades fisico-quimicas do sistema adesivo e proporcionaram
melhor adeséo & dentina, especialmente nas concentragdes de 0,2% a 1%.

Palavras-chave: Nanoparticulas multifuncionais. Whitlockita de magnésio. Adesivos

dentinarios. Propriedades fisicas e quimicas.



ABSTRACT

Magnesium whitlockite (Mg-WH) is a calcium phosphate that represents the second most
abundant bone mineral and has aroused interest due to its potential in biomedical applications.
This compound has properties that may be advantageous for bone and tooth regeneration, such
as biocompatibility, bioactivity and ability to promote the formation of mineralized tissue. To
date, there are no records in the literature of studies exploring the use of magnesium whitlockite
nanorods (nMg-WH) as a dentin biomodifier. The present study aimed to synthesize and
characterize nMg-WH in order to evaluate the physicochemical and adhesive properties of a
conventional adhesive system with different concentrations of nMg-WH. For this purpose, such
nanoparticles were obtained by hydrothermal synthesis and characterized by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD) and scanning transmission electron
microscopy (TEM). Then, six groups with different concentrations of nMg-WH in the adhesive
system were formed (0% [Control], 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1% and 2%) to evaluate the
physicochemical properties, including the degree of conversion (%), viscosity (cP) and water
sorption/solubility (ug/mm3). Forty-eight molars (n=8) were sectioned to expose dentin,
randomly distributed among the six groups and evaluated for contact angle (°) and microshear
bond strength (uSBS) in 2 times (before vs. after thermocycling). Artificial aging to simulate 1
year was performed according to the following parameters: 10,000 cycles and 30-s run time at
temperatures of 5 °C and 55 °C. One-way ANOVA and mixed ANOVA, both followed by
Tukey's test, were the tests used to evaluate the physicochemical properties and dentin adhesion,
respectively. XRD identified that brushite has a monoclinic structure and nMg-WH as a
rhombohedral crystal structure. FTIR vibrational modes identified the sample phases in BRU
and nMg-WH through specific peaks. TEM with EDS detected a Mg?* peak only in the nMg-
WH sample. The analysis of the uSBS showed a significant interaction between the factors
Group x Time (F(5)=24.99; p<0.001). Before aging, the Mg-WH 0.1% (32.0 + 3.9) and 0.2%
(30.8 = 2.0) groups had the highest uSBS values, both statistically higher (p<0.05) than the
control (17.9 + 5.2), but did not maintain this union stability after thermocycling. After aging,
concentrations between 0.2% and 2% showed uSBS higher than the control, especially Mg-WH
0.5%, which obtained the highest uSBS value (31.81 + 1.01) among all groups. In addition, the
Mg-WH 0.2%, 0.5% and 1% groups stood out for presenting better performance in relation to

the control in the CG, in the contact angle the wettability was maintained or improved, with



similar sorption/solubility and increased viscosity, without compromising the uSBS. Thus,
within the limitations of the study, nMg-WH improved the physicochemical properties of the
adhesive system and provided better adhesion to dentin, especially in concentrations of 0.2% to
1%.

Keywords: Multifunctional Nanoparticles. Magnesium Whitlockite. Dentin-Bonding Agents.

Chemical Phenomena.
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1 INTRODUCAO GERAL

Na area da Odontologia restauradora e reabilitadora, hd uma crescente demanda por
restauracdes estéticas e funcionais, impulsionando o constante desenvolvimento de materiais
odontoldgicos, especialmente os resinosos. No entanto, apesar do avanco destes materiais e do
aprimoramento na adesdo, as restauracGes ainda apresentam falhas na interface adesiva,
principalmente a longo prazo (VAN MEERBEEK et al., 2020). Essa degradagéo ocorre de
forma mais intensa na camada hibrida e por meio dos mecanismos de hidrélise (HASS et al.,
2016) ou acdo de proteases (TAHA et al., 2017).

As proteases, como as metaloproteinases da matriz (MMPS) e as cisteino-catepsinas
(CCs), sdo enzimas enddgenas presentes na dentina que podem ser ativadas durante o preparo
cavitario e a aplicacdo do sistema adesivo (TAHA et al., 2017). Quando a dentina é
condicionada com &cidos, a matriz de coldgeno é exposta e desmineralizada, tornando-se
vulnerdvel a acdo dessas enzimas. As MMPs e CCs degradam as fibras de colageno que
compdem a matriz da camada hibrida. Sem a integridade dessas fibras, o material adesivo perde
0 suporte estrutural, resultando em enfraquecimento e degradacdo da interface adesiva
(RIFANE et al., 2023).

Biomateriais podem desempenhar um papel crucial na melhoria da adesdo dentinaria e
na prevencao da degradacdo da camada hibrida, seja por inibicdo de MMPs e CCs (TAHA et
al., 2017; XU et al., 2011) ou pelo fortalecimento da matriz de colageno através da deposicao
de minerais que preenchem os espacos interfibrilares, proporcionando remineralizagdo e uma
barreira fisica contra a degradacdo (BAUER et al., 2019; JURIC, 2013; RIFANE et al., 2023;
TAHA et al., 2017). A incorporacdo de biomateriais em sistemas adesivos pode oferecer
diversas estratégias eficazes para melhorar a adeséo, ndo sé fortalecendo a interface adesiva,
mas também, aumentando sua eficacia e durabilidade (RIFANE et al., 2023).

Os fosfatos de calcio (CaPs) s&o os principais constituintes minerais dos 0ssos e dentes,
caracterizando-se por sua excelente biocompatibilidade, propriedades osteocondutoras, nao
toxicidade e semelhanca quimica com os componentes inorganicos do 0sso natural (ARUFFINI
et al., 2019; DIAZ-CUENCA et al., 2022). As formas de apatita possuem aplicacdes
odontoldgicas vantajosas devido a semelhanca bioldgica e quimica com as estruturas dentarias,
que compBem os prismas hexagonais. Essa caracteristica estrutural facilita a integracdo com os

componentes minerais dos dentes, podendo ser utilizada para induzir a remineralizacdo dentaria
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(MELNIKOV, GONGALVES, 2015; ELKASSAS et al., 2017).

Dentre os CaPs, a hidroxiapatita Caio(PO4)sOH2 (HAp) tem sido amplamente estudada
como componente em resinas compostas (JARDIM et al., 2020; PAR et al., 2022; SABIR et
al., 2020), sistemas adesivos (AGTHA et al., 2023; CARVALHO et al., 2020), infiltrantes de
esmalte (ANDRADE NETO et al.,, 2016; BAGHERI et al., 2020) e ionébmeros de vidro
(KHEUR et al., 2020; SHARAFEDDIN et al., 2020). De acordo com Andrade Neto et al.
(2016), as nanoparticulas de HAp tém demonstrado eficAcia em materiais resinosos,
melhorando sua adesdo a substratos dentarios, além de preservarem suas propriedades
mecanicas ap6s envelhecimento em agua.

Existem diversos relatos de substituicdo de fons célcio (Ca®*) em apatitas por cations
bivalentes (AINA et al., 2012; GOPI et al., 2014; HUANG et al., 2016; KRISHNAN et al.,
2016). Entre os fons metalicos bioativos, os fons de estroncio (Sr?*) apresentam melhor
desempenho em biomateriais para regeneracao 6ssea (AINA et al., 2012; HUANG et al., 2016).
O magnésio (Mg %), assim como Ca?* e o Sr?*, pertence a familia 2A e ao grupo Il da tabela
periddica, diferenciando-se apenas pelo periodo. Do ponto de vista quimico, esses elementos
possuem propriedades periddicas similares, comportando-se de forma semelhante no corpo
humano. O interesse no papel dos oligoelementos na estrutura da apatita dentinaria continua a
crescer, pois esses ions sdo essenciais para 0 bem-estar de todos 0s organismos vivos. Esses
elementos cationicos substituem os fons Ca?* na HAp durante a mineralizagdo Ossea, mas
também estdo intimamente relacionados a outros tecidos mineralizados, como a dentina
(SAGHIRI et al., 2022). A dentina possui a capacidade de incorporar muitos elementos
inorganicos em sua estrutura de apatita, sendo os mais abundantes Mg 2*, Sr?*, zinco (Zn?*) e
ferro (Fe?*). A medida que essas espécies sdo incorporadas a estrutura do HAp, as dimensoes
dos parametros de sua rede geralmente mudam, criando estresse interno nos tecidos da apatita.
Enquanto que Fe?* e Sr?*, expandem os pardmetros da rede, o Zn?* e o0 Mg?* o encolhem. Além
disso, alguns oligoelementos, como Sr?*, podem aumentar a cristalinidade do HAp, enquanto
outros, como Mg?*, Zn?* e Fe?* tém o efeito oposto (SAGHIRI et al., 2022).

O segundo mineral 6sseo mais abundante no corpo humano é a whitlockita de magnésio
[Mg-WH: Cai1sMg2(HPO4)2(POa4)12], que representa aproximadamente 25-35% em peso da parte
inorganica do osso humano (JEONG et al., 2019; KIM et al., 2017). Possui uma estrutura
cristalina romboeédrica de formato cuboide (JEONG et al., 2019) com uma relacdo Ca /P de 1,43.

O Mg ?* é altamente estavel em condi¢Bes acidas (JEONG et al., 2019) e os nanobastdes de
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whitlockita de magnésio (nMg-WH) tem sido estudado no campo da regeneracao 6ssea (KIM et
al., 2017; LEE et al., 2020; LIU et al., 2023), além da capacidade de promover atividades neurais
e osteogénicas (WANG et al., 2022; YANG et al., 2020). Recentemente, um estudo mostrou que
nMg-WH exibiram efeitos anti-inflamatorios significativos ao reduzir marcadores-chave (NO,
TNF-o e IL-6) e demonstraram potencial para terapia do cancer ao inibir a proliferacdo de células
de cancer de mama MDA MB231 (MAXIMIANO et al., 2024). Portanto, o nMg-WH é uma
excelente alternativa ao HAp, que s6 pode liberar Ca** e PO,* limitados, além de ser
lentamente degradavel, enquanto que o Mg?* extra liberado do nMg-WH é um fon terapéutico
versatil que aumenta a adesdo (WANG et al., 2022). O ion Mg?* presente na whitlockita parece
desempenhar um papel fundamental na regulacdo do processo de remineralizacdo da dentina,
influenciando a taxa de deposi¢cdo de minerais e contribuindo para a estabilidade estrutural do
substrato (WANG et al., 2022). Por isso, € uma opg¢do promissora como nhanoparticulas
bioativas para aplica¢des odontologicas.

Uma abordagem biomimética desenvolveu scaffolds hibridos tridimensionais (3D)
nanofibrosos de gelatina/fosfato de Mg?* que n&o apenas imitam a arquitetura nanoestruturada
e composicdo quimica das matrizes dentinas naturais, mas também liberam Mg?* de forma
controlada. Isso cria um microambiente propicio para facilitar a proliferacdo, diferenciacéo e
biomineralizacdo das células-tronco da polpa dentaria, além de aumentar a resisténcia mecanica
do scaffold hibrido (QU et al., 2014). O estudo de Berg et al. (2020) demonstrou que a aplicacao
de particulas de fosfato amorfo de Ca?* e Mg?*, seguida de incubacio em saliva artificial,
resultou na oclusédo dos tibulos dentinarios, evidenciando que as particulas podiam penetrar até
100 um nos tibulos a partir da superficie da dentina. Dentro de 12 h apods a aplicagdo, as
particulas se transformaram em estruturas nanocristalinas de HAp na superficie da dentina. Essa
penetracao das particulas nos tdbulos, acompanhada por uma maior liberacéo e difusdo de ions,
resultou em uma oclusdo intratubular profunda na maioria dos tubulos dentro de 3 dias ap6s a
aplicacdo. Apds 7 dias, a deposicdo estava firmemente aderida as paredes dos tabulos,
preenchendo todo o volume intratubular.

O mecanismo que regula a mineralizagdo biomimética dopada com Mg?* das fibrilas de
colageno ainda ndo foi totalmente elucidado. No entanto, sabe-se que o Mg?* enriquece
altamente o estdgio inicial da biomineralizagdo dos tecidos duros (SHEN et al., 2024).
Paradoxalmente, a alta concentragio de Mg?* inibe significativamente a cristalizacdo da HAp.

A dentina desmineralizada por meios fisico-quimicos e remineralizada com HAp dopado com
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Mg?* demonstra capacidade antibacteriana, e os métodos de mineralizacdo apresentam
excelente biocompatibilidade (SHEN et al., 2024). Embora 0 Mg?* seja um constituinte dos
tecidos duros, seu papel na biomineralizagdo ainda é pouco compreendido. Os fons Mg?* e Ca2*
competem pelos mesmos sitios de adsor¢do nas superficies cristalinas das apatitas, e é possivel
que o Mg?* adsorvido em bioapatitas contribua para a modulagio do crescimento dos cristais.

Foram desenvolvidos diversos métodos para sintetizar HAp nanocristalino e nMg-WH,
assim como fases mistas de CaPs. Entre esses métodos, destacam-se 0 processo biomimético in
situ (MOLLAZADEH et al., 2007), sintese hidrotérmica (ZHANG et al., 2009), precipitacéo sol-
gel (SANOSH et al., 2009), atomizacéo ultrassonica (QIU et al., 2010), acoplamento ultrassénico
sintese sol-gel (GOPI et al., 2008) e moagem Umida seguida de sinterizacdo (ZHOU, LEE, 2011).
A sintese hidrotérmica de fluxo continuo destaca-se como um método engenhoso capaz de
atender a crescente demanda por rotas industrialmente sustentaveis para produzir nanomateriais
com morfologias variadas (STIEBEROVA et al., 2019).

N&o ha registros na literatura, até 0 momento, sobre pesquisas que explorem o uso de
nMg-WH como biomodificador dentinario para potencializar a adesdo. Considerando essa lacuna
e reconhecendo que nMg-WH representam uma alternativa promissora para a adesdo com a

dentina.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Sintetizar e caracterizar nanobastdes de whitlockita de magnésio (nMg-WH) para

avaliar as propriedades fisico-quimicas e adesivas de um sistema adesivo convencional

incorporado com diferentes concentragdes dos nMg-WH.

2.2 ESPECIFICOS

Sintetizar nMg-WH por meio de sintese hidrotérmica;

Caracterizar o nMg-WH por meio de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio-X (DRX) e microscopia eletrdnica
de varredura por transmissdo (MEVT);

Avaliar as propriedades fisico-quimicas (grau de conversdo, Vviscosidade,
sorcdo/solubilidade em agua e angulo de contato) de um sistema adesivo
convencional ap6s a incorporacgdo de diferentes concentracdes de nMg-WH (0,1%;
0,2%, 0,5%, 1% e 2%);

Avaliar a resisténcia adesiva ao microcisalhamento de um sistema adesivo
convencional ap6s a incorporacgdo de diferentes concentracdes de nMg-WH (0,1%;
0,2%, 0,5%, 1% e 2%);

Avaliar a estabilidade de unido a dentina por meio de termociclagem, simulando 1

ano de envelhecimento.
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3 HIPOTESES

To — A incorporagdo de diferentes concentracbes de nMg-WH em sistema adesivo
convencional, em comparagdo ao controle: (1) ndo altera a resisténcia adesiva ao
microcisalhamento (LRAC) antes e apds o envelhecimento e (2) nao influencia nas propriedades

fisico-quimicas dos sistemas adesivos.

T1 — A incorporagdo de diferentes concentragbes de nMg-WH em sistema adesivo
convencional, em comparacdo ao controle: (1) aumenta a resisténcia adesiva ao
microcisalhamento (uLRAC) antes e ap0s o envelhecimento e (2) melhora as propriedades fisico-

quimicas dos sistemas adesivos.
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4 CAPITULO

Esta dissertacdo estd baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pds-
graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta o formato
alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de Doutorado, e permite a insercdo de artigos
cientificos de autoria ou coautoria do candidato. Por se tratar de pesquisa envolvendo seres
humanos, o projeto de pesquisa deste trabalho foi submetido a apreciacio do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Ceard, com o protocolo #6.817.488. Assim sendo, esta
dissertacdo é composta de um capitulo que contém um artigo cientifico que sera submetido para
publicacdo no periodico “Journal of Dental Research” (Anexo A), sob o titulo “Incorporacao
de nanobastdes de whitlockita de magnésio em sistema adesivo convencional: sintese

hidrotérmica, caracterizacao, propriedades fisico-quimicas e adesdo dentinaria”.
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RESUMO

O presente estudo objetivou sintetizar e caracterizar nMg-WH, a fim de avaliar as propriedades
fisico-quimicas e adesivas de um sistema adesivo convencional com diferentes concentragoes
de nMg-WH. Para tanto, tais nanoparticulas foram obtidas por sintese hidrotérmica e
caracterizadas por meio de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier,
difracdo de raio-X e microscopia eletronica de varredura por transmissdo. Em seguida, seis
grupos com diferentes concentragcdes de nMg-WH no sistema adesivo foram formados (0%
[Controle], 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1% e 2%) para avaliar as propriedades fisico-quimicas, incluindo
o grau de conversido (%), a viscosidade (cP) e a sorcdo/solubilidade em agua (ug/mmd).
Quarenta e oito molares (n=8) foram seccionados para expor dentina, distribuidos
aleatoriamente entre os seis grupos e avaliados quanto ao angulo de contato (°) e resisténcia
adesiva ao microcisalhamento (LRAC) em 2 tempos (antes vs. apds termociclagem). O
envelhecimento artificial para simular 1 ano foi realizado de acordo com o0s seguintes
parametros: 10 mil ciclos e tempo de imersdo de 30 segundos em temperaturas de 5 °C e 55 °C.
A andlise da pPRAC mostrou interacéo significante entre os fatores Grupo x Tempo (F(5)=24,99;
p<0,001). Antes do envelhecimento, os grupos Mg-WH 0,1% (32,0 = 3,9) e 0,2% (30,8 + 2,0)
apresentaram os maiores valores de uRAC, ambos estatisticamente superiores (p<0,05) ao
controle (17,9 £ 5,2), mas ndo mantiveram essa estabilidade de unido apds termociclagem. Apds
o envelhecimento, as concentracdes entre 0,2% a 2% mostraram PRAC superior ao controle,
com destaque para Mg-WH 0,5%, que obteve o maior valor de uRAC (31,81 + 1,01) entre todos
0s grupos. Além disso, os grupos Mg-WH 0,2%, 0,5% e 1% se destacaram por apresentar
melhor desempenho em relagdo ao controle no GC, no angulo de contato a molhabilidade foi
mantida ou melhorada, com sorc¢do/solubilidade semelhante e viscosidade aumentada, sem
comprometer a puRAC. Assim, dentro das limitagdes do estudo, os nMg-WH melhoraram as
propriedades fisico-quimicas do sistema adesivo e proporcionaram melhor adeséo a dentina,

especialmente nas concentracgdes de 0,2% a 1%.

Palavras-chave: Nanoparticulas multifuncionais. Whitlockita de magnésio. Adesivos

dentinarios. Propriedades fisicas e quimicas.
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Introducéo
Na &rea da Odontologia restauradora e reabilitadora, a demanda por restauracoes
estéticas e funcionais vem crescendo, impulsionando o desenvolvimento continuo de materiais
odontoldgicos, especialmente os resinosos. Apesar dos avancgos desses materiais e da melhoria
na adesdo, a degradacdo da camada hibrida continua sendo um problema que compromete a
durabilidade das restauracdes adesivas, levando eventualmente a falha da adesdo (Van
Meerbeek et al., 2011; Van Meerbeek et al., 2020). Essa degradacdo da camada hibrida pode
ocorrer por meio dos mecanismos de hidrélise (Hass et al., 2016) ou agdo de proteases (Taha et
al., 2017).
As proteases, como as metaloproteinases da matriz (MMPS) e as cisteino-catepsinas
(CCs), sdo enzimas enddgenas presentes na dentina que podem ser ativadas durante o preparo
cavitario e a aplicagdo do sistema adesivo (Taha et al., 2017). Quando a dentina é condicionada
com acidos, a matriz de colageno é exposta e desmineralizada, tornando-se vulneravel a acao
dessas enzimas. As MMPs e CCs degradam as fibras de colageno que compfem a matriz da
camada hibrida. Sem a integridade dessas fibras, o material resinoso perde o suporte estrutural,
resultando em enfraquecimento e degradacao da interface adesiva (Rifane et al., 2023).
Os biomateriais podem desempenhar um papel crucial na melhoria da adeséo dentinaria
e na prevencao da degradacdo da camada hibrida, seja por inibicdo de MMPs e CCs (Xu et al.,
2011; Taha et al., 2017) ou pelo fortalecimento da matriz de colageno atravées da deposicao de
minerais que preenchem os espagos interfibrilares, proporcionando remineralizagdo e uma
barreira fisica contra a degradacdo (Juric, 2013; Taha et al., 2017; Bauer et al., 2019; Rifane et
al., 2023). A incorporacao de biomateriais em sistemas adesivos ou a sua aplicacao direta na
dentina pode oferecer diversas estratégias eficazes para melhorar a adesdo e prevenir a
degradacéo da camada hibrida. Essas abordagens ndo so fortalecem a interface adesiva, mas
também aumentando a eficacia e durabilidade das restauracdes dentarias (Rifane et al., 2023).
Os fosfatos de calcio (CaPs) sdo os principais constituintes minerais dos 0ssos e dentes,
conhecidos por sua excelente biocompatibilidade, propriedades osteocondutoras, nao
toxicidade e semelhanca quimica com os componentes inorganicos do osso natural (Aruffini et
al., 2019; Diaz-Cuenca et al., 2022). Dentre os compostos CaPs, a hidroxiapatita
Ca10(PO4)sOH2 (HAp) é uma forma de apatita ndo estequiométrica, carbonatada e deficiente
em célcio (com rela¢do Ca/P <1,67). A HAp tem sido amplamente estudada como componente

em resinas compostas (Sabir et al., 2020; Jardim et al., 2020; Par et al., 2022), sistemas adesivos
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(Carvalho et al., 2020; Agtha et al., 2023), infiltrantes de esmalte (Andrade Neto et al., 2016;
Bagheri et al., 2020) e iondmeros de vidro (Kheur et al., 2020; Sharafeddin et al., 2020). De
acordo com Andrade Neto et al. (2016), as nanoparticulas de HAp tém demonstrado eficacia
em materiais resinosos, melhorando sua adesao a substratos dentarios, além de preservarem suas
propriedades mecanicas apos envelhecimento em agua.

O segundo mineral 6sseo mais abundante no corpo humano é a whitlockita de magnésio
[Mg-WH: Ca1sMg2(HPO4)2(PO4)12], que constitui aproximadamente 25-35% em peso da parte
inorgéanica do osso humano (Kim et al., 2017; Jeong et al., 2019). Esse mineral possui uma
estrutura cristalina romboédrica de formato cuboide (Jeong et al., 2019). O magnésio (Mg?*) é
altamente estavel em condi¢des acidas (Jeong et al., 2019). Sua apresentacdo em nanobastdes
de whitlockita de magneésio (nMg-WH) tem sido estudado no campo da regeneracao 6ssea (Kim
et al., 2017; Lee et al., 2020; Liu et al., 2023), além da capacidade de promover atividades
neurais e osteogénicas (Yang et al., 2020; Wang et al., 2022). Recentemente, um estudo
mostrou que nMg-WH exibiram efeitos anti-inflamatorios significativos ao reduzir marcadores-
chave (NO, TNF-a e IL-6) e demonstraram potencial para terapia do cancer ao inibir a
proliferacdo de células de cancer de mama MDA MB231 (Maximiano et al., 2024).

Até o momento, ndo héa registros na literatura sobre pesquisas que explorem o uso de
nMg-WH como biomodificador dentinario para potencializar a adesdo. O mecanismo que
regula a mineralizacdo biomimética dopada com Mg?* das fibrilas de colageno ainda néo foi
totalmente elucidado. No entanto, sabe-se que 0 Mg?* enriquece altamente o estagio inicial da
biomineralizacdo dos tecidos duros (Shen et al., 2024). Paradoxalmente, a alta concentracao de
Mg?* inibe significativamente a cristalizacdo da HAp. A dentina desmineralizada por meios
fisico-quimicos e remineralizada com HAp dopado com Mg?" demonstra capacidade
antibacteriana, e os métodos de mineralizacdo apresentam excelente biocompatibilidade (Shen
et al., 2024). Embora o Mg?" seja um constituinte dos tecidos duros, seu papel na
biomineralizacdo ainda € pouco compreendido.

Diante desta lacuna e reconhecendo o potencial promissor dos nMg-WH para adesao a
dentina, o presente estudo teve como objetivo sintetizar e caracterizar nMg-WH, para avaliar as
propriedades fisico-quimicas (grau de conversdo, viscosidade, sor¢do/solubilidade em agua e
angulo de contato) e adesivas (microcisalnamento) de um sistema adesivo convencional com
diferentes concentracfes desses nanobastdes. As hipoteses testadas foram de que a incorporacgao

de diferentes concentracfes de nMg-WH em sistema adesivo convencional, em comparacéo ao
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controle: (1) aumenta a resisténcia adesiva ao microcisalhamento (URAC) antes e apds o

envelhecimento e (2) melhora as propriedades fisico-quimicas dos adesivos.

Materiais e métodos
Delineamento experimental

A caracterizagdo dos nMg-WH foi realizada utilizando espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio-X (DRX) e microscopia eletrénica de
varredura por transmisséo (MEVT). O estudo consistiu em seis grupos paralelos, baseados na
concentragdo de nMg-WH incorporada ao sistema adesivo convencional (Adper Single Bond
2, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA), conforme mostrado na tabela 1. A variavel de desfecho
primaria foi a resisténcia adesiva ao microcisalnamento (MPa), incluindo dois fatores de
variagdo: concentra¢do de nMg-WH no sistema adesivo (Tabela 1) e envelhecimento (antes vs.
apos). As variaveis de desfecho secundarias incluiram o grau de conversao (%), viscosidade
(cP), sorcdo/solubilidade em agua (ng/mm?®) e angulo de contato (°), todas com o sistema
adesivo como Unico fator de variagdo. O protocolo e o termo de consentimento para a doagdo
dos dentes para este estudo foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa

envolvendo seres humanos (#6.817.488) (Anexo B).

Tabela 1. Distribui¢do dos grupos baseada na concentracdo de nanobastdes de whitlockita de

magnésio (hMG-WH) em sistema adesivo convencional.

GRUPOS NMg-WH (%)
Mg-WH 0% 0

Mg-WH 0,1% 0,1

Mg-WH 0,2% 0,2

Mg-WH 0,5% 05

Mg-WH 1% 1

Mg-WH 2% 2

Um estudo piloto foi conduzido para estimar o tamanho da amostra, levando em
consideracdo a resisténcia adesiva ao microcisalhamento (WRAC) como variavel de desfecho
primaria. Para o delineamento experimental com dois fatores de variacéo, considerando o tempo
como fator pareado e o grupo como néo pareado (ANOVA multifatorial de medidas repetidas

— testes F), foram utilizados os seguintes parametros: tamanho do efeito f = 0,20 (efeito médio);
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nivel de significancia (o)) = 0,05; poder estatistico (1-) = 0,90; nimero de grupos = 6; nimero
de mensuracgdes: 12; correlacdo entre medidas repetidas: 0,5; e correlacdo de ndo esfericidade
() = 1,0. Com base nesses parametros, determinou-se que seriam necessarios, no minimo, oito
espécimes por grupo, resultando em um tamanho total da mostra de 48. O célculo do tamanho

da amostra foi realizado utilizando o software G*Power 3.1.9.6.

Sintese e caracterizacdo dos nanobastfes de whitlockita de magnésio (nMg-WH)
Nanoparticulas de fosfato de calcio (CaPs) foram sintetizadas utilizando uma
abordagem hidrotérmica, com base na metodologia descrita por Maximiano et al., (2024)
(Figura 1). Inicialmente, uma solugio de 0,375 mol L™* CaCl, = 2H,0 e 0,125 mol L™ MgCl,
- 6H,0 foi combinada com 0,5 mol L™* HsPOs com volumes que atingiram uma raz&o molar
(Ca + Mg)/P =1,5. O pH foi entdo ajustado para 5,5 usando NH4OH, resultando na formacéo
de um precipitado branco. Esta mistura foi agitada magneticamente durante 1 h a temperatura
ambiente. Uma porc¢do do solido foi filtrada, lavada e seca para produzir a amostra de brushita
(BRU). A mistura restante foi transferida para um reator de politetrafluoretileno (PTFE), selado
em autoclave de ago inoxidavel e aquecido a 190 °C por 4,5 horas. A amostra solida final foi

filtrada, lavada, seca e rotulada como amostra nMg-WH.

Hydrothermal
Reaction

> ) > e

: 190 °C; 4.5 h

Figura 1. Procedimento experimental para producédo das amostras
de BRU e nMg-WH por reacéo hidrotérmica (Maximiano et al.,
2024).

Os compostos obtidos (BRU e nMg-WH) durante a reag@o foram caracterizados por meio
de DRX, FTIR e MEVT, conforme metodologia de Maximiano et al., (2024) e descrita abaixo:

Difracdo de Raio-X (DRX)
Os espécimes foram submetidos a DRX utilizando difratbmetro (D8 Advance, Bruker,
Billerica, MA, EUA) equipado com um tubo CuKa (A = 1,5406 A). Esta é uma técnica nio
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destrutiva utilizada para determinar estrutura cristalografica e identificar a fracdo molar dos
nanobastdes. Os padrdes de difracdo foram obtidos com a geometria de Bragg-Brentano em modo
continuo, com uma velocidade de 0,5°/min e um passo de 0,02° (20) (Andrade Neto et al., 2016;
Sauro et al., 2023). Para identificar nMg-WH, foram utilizados os bancos de dados do Powder
Diffraction File (PDF), que contém informacGes cristalograficas béasicas, como angulos,
intensidades de difracdo, familias de planos relacionadas a cada angulo e algumas propriedades
fisicas de compostos cristalinos. A nMg-WH difratou a radiagdo x em determinados angulos e as
intensidades da difragdo da amostra foram interpretadas como a impressao digital do nMg-WH.

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise dos grupos fosfato em amostras de BRU e nMg-WH foi realizada por meio de
espectroscopia FTIR (Modelo 8300, Shimadzu, Kyoto, Japdo). Cada amostra foi triturada em um
almofariz de 4gata e compactada em discos de brometo de potassio (KBr). A andlise espectral foi
conduzida no intervalo de 1.700-400 cm™!, com resolucéo definida em 2 cm™ e um total de 128
varreduras (Andrade Neto et al., 2016; Maximiano et al., 2024). Este método de caracterizagdo
fisica € utilizado para analises qualitativas e determinagdes quantitativas de tracos de elementos em
amostras. Os atomos que compdem as moléculas apresentam frequéncias de vibracao especificas,
que variam conforme a estrutura, a composicdo e o modo de vibracdo da amostra. A propriedade
fisica medida é a capacidade da substdncia de absorver, transmitir ou refletir radiacdo

infravermelha.

Microscopia eletronica de varredura por transmissao (MEVT)

Imagens microscépicas foram obtidas com auxilio de MEVT (Titan Cubed Themis,
LNNano, Campinas, SP, Brasil) acoplado ao dispositivo de espectroscopia dispersiva de
energia de raios-X (EDS), para a quantificacdo elementar de célcio (Ca), Fosforo (P), Magnésio
(Mg) e oxigénio (O). Sua principal vantagem é a coleta das informagdes sobre o espécime
usando um detector de campo escuro anular angular alto, no qual as imagens registradas
apresentam diferentes niveis de contraste relacionados & composi¢do quimica da amostra
(Ponce et al., 2012). As amostras de nMg-WH e de BRU foram dispersas em alcool
isopropilico, depositadas em gotas sobre grades de cobre revestidas com carbono, deixadas para
secar completamente durante a noite para posterior analise de MEVT/EDS (Andrade Neto et al.,
2016; Maximiano et al., 2024).
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Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos

Seis frascos do adesivo convencional (Adper Single Bond 2, 3M ESPE, St. Paul, MN,
EUA) foram usados na pesquisa. A obtencdo dos adesivos com diferentes concentracGes de
nMg-WH em peso (0,1%; 0,2%; 0,5%; 1% e 2%) foi realizada por um dnico pesquisador (M.
A. A. F.). Em seguida, os frascos foram etiquetados e suas respectivas identificacbes foram
colocadas dentro de um envelope lacrado para garantir o cegamento do pesquisador responsavel
pela confec¢do dos espécimes e mensuracao dos resultados (F. A. S.). A mistura dos nMg-WH
com o adesivo convencional foi realizada em um agitador vértex (Victhlab, Araras, SP, Brasil)
a uma velocidade constante de 3000 rpm por um periodo de 5 minutos (Ono et al., 2007). Este
tempo de agitacdo foi padronizado para garantir uma distribuicdo homogénea das
nanoparticulas no adesivo.

Em seguida, as propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos foram avaliados
guanto ao grau de conversdo (GC), viscosidade, sorcdo (SA) e solubilidade (SL) em agua e

angulo de contato.

Grau de conversao (GC)

O GC foi avaliado por meio de FTIR, usando 3 espécimes por grupo (n=3). Os sistemas
adesivos (Tabela 1) foram diretamente dispensados em uma matriz metélica (26 mm x 1 mm,
Odeme Dental Research, Luzerna, SC, Brasil). Uma placa de vidro foi colocada sobre o molde
para evitar desperdicio da solucdo, reduzir o contato com o oxigénio atmosférico e evitar a
evaporagdo dos solventes. A fotoativacdo foi realizada imediatamente, utilizando o
fotopolimerizador Valo (1200mW/cmz?, Ultradent, South Jordan, UT, EUA) por 40 segundos.
Apbs um periodo de armazenamento seco de 24 horas, as amostras polimerizadas e nao
polimerizadas foram levadas para a realizacdo dos testes sobre o cristal de seleneto de zinco
(Sezn) do espectrometro infravermelho Spectrum 100 Optica (Perkin Elmer, Waltham, MA,
EUA). A leitura dos picos C=C alifatico (1635 cm™) e aromatico (1608 cm™) foi entéo realizada,

aplicado o baseline (1800 -1593) e calculado o grau de conversdo para cada espécime,

conforme férmula: GC (%) = 100 x [1 — (R R polimerizado )] (Xu et al., 2020).

nao polimerizado

Viscosidade

A determinag&o da viscosidade de trés espécimes por grupo (n=3) foi realizada em um
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redmetro (RST-CPS, Ametek Brookfield, Middleborough, MA, EUA) usando uma geometria
de placa cbnica, com diametro de 40 mm, angulo de 2° e gap de 0,045 mm. Para cada amostra,
foi utilizado 1 mL dispensado verticalmente, submetendo-as a uma tenséo constante de 2000
Pa por 300 segundos a 25 °C. Todos os materiais foram testados sequencialmente para eliminar

variacOes de temperatura que podem afetar as leituras de viscosidade.

Sorcédo (SA) e solubilidade (SL) em &gua

Os testes de SA e SL foram realizados conforme a metodologia descrita por Kreutz et
al., (2022). Dez espécimes do adesivo por grupo (n=10), em formato de disco (¢6mm x 1 mm),
foram confecionados com o auxilio de uma matriz metalica (Odeme Dental Research, Luzerna,
SC, Brasil). O molde foi preenchido com adesivo, coberto com tira de poliéster e
fotopolimerizado por 40 segundos (Valo, Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Os espécimes
foram entdo secos em um dessecador com silica gel a 37 °C e pesados em balanca de precisao
10,0001 g (Modelo AUW2220D, Marte, Sdo Paulo, Brasil) a cada 48 horas até que a diferenca
entre duas medicOes consecutivas fosse menor ou igual a 0,1 mg (mo). ApGs a secagem, 0
didmetro e a espessura dos espécimes foram medidos para determinagdo do volume (Vm). Em
seguida, os espécimes foram armazenados a 37 °C em agua destilada e pesados a cada dois dias.
Este ciclo foi repetido até que a diferenca entre duas medicoes fosse novamente inferior ou igual
a 0,1 mg (my). Por fim, os espécimes foram secos novamente em dessecador e pesados a cada
dois dias até atingirem um valor estavel (m2). O processo de pesagem foi conduzido por um

unico investigador (F.A.S.) para padronizar do procedimento. Com base nos valores

. - ) . 1-m2
determinados, SA e SL foram calculados utilizando as seguintes equacfes: SA = (ml—m2).
Vm
SL = (mO—mZ).
Vm

Angulo de contato

Quarenta e oito molares ndo cariados (n=8) foram seccionados em méaquina de corte
(Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), para obter blocos de dentina coronaria com 5
mm de espessura. Em seguida, a superficie de analise dos blocos de dentina foi planificada com
lixa de carbeto de silicio (SiC) de granulacdo #400, #600 e #1200, sob refrigeracéo, por 30
segundos (cada) para criar uma smear layer padronizada (Meharry et al., 2013). O angulo de

contato produzido pelos diferentes sistemas adesivos foi avaliado sobre espécimes de dentina,
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seguindo o método da gota séssil (Huhtamaki et al., 2018). Cada espécime de dentina foi
posicionado na base do sistema medidor de angulo de contato (MCAT-Digidrop, GBX
Scientific LTD, Dublin, Irlanda), com auxilio de fita adesiva dupla face. O foco da camera do
gonidémetro (PixeLINK, Nikon, Sendai, Japdo) foi ajustado, a gota do adesivo foi aplicada
verticalmente por meio de uma seringa de 1 mL, com agulha de 0,815mm de diametro, acoplada
ao equipamento e dispensando gotas com volume médio de 0,05mL no substrato dentinario. O
angulo de contato foi medido automaticamente por meio do software do equipamento
(Visiodrop, versdo 13.05.2.10 GB), através da média dos angulos direito e esquerdo da gota.

Resisténcia adesiva ao microcisalhamento

Outros quarenta e oito molares humanos (n=8) foram seccionados, planificados de
forma semelhante ao descrito na sec¢do “angulo de contato” e distribuidos aleatoriamente nos
seis grupos que compdem o estudo. Para garantir uniformidade, reprodutibilidade,
confiabilidade e reduzir a variabilidade entre operadores, todos 0s procedimentos de preparacao
das amostras foram conduzidos por um Unico operador cego quanto ao sistema adesivo (F. A.
S.).

Os blocos de dentina foram incluidos em anéis de policloreto de vinila (PVVC) com resina
acrilica autopolimerizavel (JET, Sao Paulo, SP, Brasil), mantendo apenas a dentina coronaria
média exposta. Posteriormente, os blocos de dentina foram condicionados com gel de &cido
fosférico a 37% (Condac 37, FGM, Joinville, SC, Brasil) por 15 segundos, enxaguados por 30
segundos e secos com bolinhas de algoddo. Duas camadas do sistema adesivo foram aplicadas
vigorosamente por 20 segundos sobre as superficies das dentinas, com aplicacdo de jato de ar
entre as camadas por 5 segundos e fotopolimerizadas por 40 segundos (Valo, Ultradent, South
Jordan, UT, EUA).

Quatro espécimes de cimento resinoso (RelyX™ ARC, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA)
em formato cilindrico (z1mm) foram confeccionados diretamente sobre a superficie de dentina
com o auxilio de elasticos ortodonticos de correntes curtas (Orthometric, Marilia, SP, Brasil) e
fotopolimerizados por 20 segundos cada um.

Dois espécimes foram destinados ao ensaio de microcisalhamento antes e os outros dois
para 0 ensaio apos o envelhecimento, buscando parear as amostras em funcdo do tempo. O
envelhecimento dos espécimes foi realizado em uma termocicladora (OMC 250L, Odeme

Dental Research, Luzerna, SC, Brasil) por 10 mil ciclos, com um tempo de imersdo de 30
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segundos em temperaturas de 5 ° C e 55 ° C, para simular o equivalente a um ano de uso
(Peumans et al., 2021).

O teste de microcisalhamento foi realizado em méaquina de Ensaio Universal EMIC (DL
2000, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil), com célula de carga de 100 Kgf e velocidade de
aproximacdo de 0,5 mm/min. Cada cilindro de cimento resinoso foi submetido ao ensaio
mecanico com auxilio de um fio ortod6ntico (20,2 mm x 10 cm) preso na parte superior da
garra, circundando o cilindro de cimento resinoso o0 mais proximo possivel da interface de uniao
cimento resinoso-dentina, formando um angulo de 90° (Al Habdan et al., 2021). A forca de
ruptura por cisalhnamento foi registrada em Kgf e os valores de resisténcia adesiva foram
expressos em megapascal (MPa).

Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos dados, revelando
uma distribuicdo normal para todas as varidveis de desfecho priméaria e secundarias. As
propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos (grau de conversdo, viscosidade,
sorcdo/solubilidade em agua e angulo de contato), que apresentaram um tnico fator de variacéo,
foram avaliadas usando ANOVA de uma via (one-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey
para multiplas comparacdes. A resisténcia adesiva ao microcisalhamento, que envolveu dois
fatores de variacdo (grupo e tempo), foi avaliado por meio de ANOVA mista, também seguida
pelo teste de Tukey para multiplas comparacdes. Todas as analises foram realizadas utilizando
o0 software Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS 20.0, Armonk, NY, USA) com

um nivel de significancia de 5% (o < 0,05).

Resultados
Caracterizacdo dos nMg-WH

Os padrdes de DRX e FTIR do nMg-WH e seu precursor BRU séo apresentados nas Figuras
2A e 2B, respetivamente. A analise da posi¢éo e intensidade dos picos de difragdo mostrou que
BRU é composto de brushita (CaHPO4-2 H20) com estrutura monoclinica, conforme JCPDS
n° 01-072-0713. Apos a sintese hidrotérmica, ficou evidente a presenca de uma fase Gnica com
estrutura cristalina romboédrica (JCPDS n° 01-070-2064), caracteristica da Mg-WH
[Ca1sMg2(HPO4)2(PO4)12].

A regido entre 400 e 1700 cm™ da espectroscopia FTIR foi utilizada devido apresentar
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as vibracBes mais importantes para identificacdo das fases. Na amostra de BRU, as vibrac6es
sdo observadas em 1650 cm™ referente a flexdo H-O—H simétrica. Além disso, a identificacéo
do grupo HPO4? é baseada no estiramento da ligagdo dupla P=0 (1134, 1060, 865 e 874 cm™),
flexdio O—P—-O (576 e 526 cm™) e P-O—H dobrando no plano (1220 cm™) e fora do plano
(792 cm™). Na amostra de nWH, os modos vibracionais ocorrem primariamente nos grupos
fosfato tetraédrico (PO4>), por alongamento na faixa 935-1200 cm™ (vs e v1) e flexdo na faixa
500-600 cm™® (va € V).

A figura 3 apresenta 0 mapeamento dos elementos P (verde), Ca (vermelho), Mg (azul)
e O (amarelo) na BRU (Figura 3.1A-D) e nMg-WH (3.2A-D) foi realizada por MEVT. A
quantificacdo desses elementos esté representada pelos picos dos elementos (Figura 1E e 2E).
O pico correspondente aos ions Mg?* néo foi detectado no espectro EDS da BRU (Figura 1E),

mas esteve presente no espectro da nMg-WH (Figura 2E).
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Figura 2. Padrdes de difracdo de raio-X (DRX) (A) e espectros de FTIR (B) das amostras de
BRU e nMg-WH.
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Figura 3. 1) MEVT da BRU. Os painéis 1A a 1D exibem o mapeamento elementar de P, Ca,
Mg e O correspondente a micrografia MEVT. O painel 1E representa o espectro de EDS da
BRU. 2) MEVT da nWH. Os painéis 2A a 2D exibem o mapeamento elementar de P, Ca, Mg e
O correspondente a micrografia MEVT. O painel 2E representa o espectro de EDS da nMg-
WH.

Propriedades fisico-quimicas do sistema adesivo

A tabela 2 apresenta os resultados das propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos
com diferentes concentragdes de nMg-WH incorporados. A figura 4 mostra o angulo de contato
médio representativo dos sistemas adesivos estudados. Os grupos Mg-WH 0,2% (51,33 £ 0,30),
Mg-WH 0,5% (48,99 + 1,39) e Mg-WH 1% (49,17 £ 1,93) apresentaram GC semelhantes entre si
(p>0,05) e foram estatisticamente superiores (p < 0,05) ao controle (40,97 + 0,21). Observou-se
um aumento significativo da viscosidade (p < 0,05) nos grupos com concentracdes de nMg-WH
iguais ou superiores a 0,2%, em relacéo aos grupos controle (31,00 + 1,08) e Mg-WH 0,1% (28,91
* 0,75). Em relacdo a molhabilidade, 0 Mg-WH 0,2% foi o melhor entre todos os grupos (p < 0,05),
apresentando o menor angulo de contato (16,24 £ 7,79), menor inclusive do que o controle (45,97
+2,38).
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Tabela 2. Média (desvio-padrao) dos grupos de acordo com o grau de conversdo (GC, %),
viscosidade (cP), angulo de contato (°), sorcdo e solubilidade a dgua (ug/mm?3).

Propriedades fisico-quimicas

Grupo GC Viscosidade Agg:tﬁge Sorgédo Solubilidade
(n=3) (n=3) (n=8) (n=10) (n=10)
Mg-WH 0% 40,97 (0,21) BC 31,00 (1,08) A 4597 (2,38)C  2351(2,43) AB  23,05(2,30) AB
Mg-WH0,1% 42,48 (2,01)B  2891(0,75) A 42,54(7,25)BC  26,31(2,95)B 25,90 (2,88) B
Mg-WH0,2% 51,33 (0,30) A  43,60(2,33) B 16,24 (7,79)A  26,29(3,92) B 26,47 (3,88)B
Mg-WH 05% 48,99 (1,39) A 53,40(7,57)B  40,94(568)BC  20,85(321)A  21,89(3,73) A
Mg-WH 1% 49,17 (1,93) A  54,48(8,75) B 34,10(9,41)B 23,46 (3,08) AB 24,30 (3,03) AB
Mg-WH2%  38,13(1,52)C  53,59(3,23) B 41,00 (6,11) BC 21,84 (1,19) A 23,37 (3,30) AB
F 42,284 10,881 17,646 4,894 33,752
p? <0,001* 0,006* <0,001* 0,001* 0,022*

Nota: Diferentes letras maitsculas (colunas) indicam diferenca estatisticamente significante.
Mg-WH, Whitlockita de magnésio.
* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
20ne-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

O grupo Mg-WH 0,5% apresentou os menores valores de SA (20,85 + 3,21) e SL (21,89 +
3,73) em agua, sendo estatisticamente semelhante (p > 0,05) ao controle e as concentracfes de 1%
e 2% de nMg-WH, mas significativamente diferente (p < 0,05) dos grupos com concentracfes mais
baixas de nMg-WH (0,1% e 0,2%).

Mg-WH 0% Mg-WH 0,1% Mg-WH 0,2%
Mg-WH 0,5% Mg-WH 1% Mg-WH 2%

e

Figura 4. Média do angulo de contato do sistema adesivo com diferentes concentraces de
nanoparticulas.

33



Resisténcia ao microcisalhamento (uRAC)

A analise da uRAC mostrou efeitos significativos do fator grupo (F5=27,219; p<0.001),
do tempo (F1)=29,410; p<0.001) e da interacdo grupo X tempo (F)=24,993; p<0.001).
Conforme mostrado na tabela 3, a incorporacdo de nMg-WH em adesivo convencional
aumentou significativamente a uRAC nos grupos com concentracdes variando de 0,1% a 1%

antes e de 0,2% a 2% apds a termociclagem, em relacéo ao controle.

Tabela 3. Média (desvio-padrdo) da resisténcia adesiva ao microcisalhamento (uRAC), antes e
apos a termociclagem.

Envelhecimento

Grupo Antes Apds ! P
Mg-WH 0% 17,97 (5,21) Ca 21,42 (4,46) Ca -1,380 0,210
Mg-WH 0,1% 32,08 (3,95) Aa 25,77 (1,56) BCb 3,522 0,010*
Mg-WH 0,2% 30,89 (2,05) Aa 26,78 (2,80) Bb 5,422 0,001*
Mg-WH 0,5% 23,48 (2,34) Bb 31,81 (1,01) Aa -11,361 <0,001*
Mg-WH 1% 22,24 (1,90) Bb 26,99 (3,04) Ba -3,673 0,008*
Mg-WH 2% 12,41 (2,42) Db 26,87 (4,64) Ba -9,874 <0,001*

F 43,872 8,521
p <0,001* <0,001*

Nota: Diferentes letras mailsculas (colunas) e minusculas (linhas) indicam diferenca
estatisticamente significante. Mg-WH, Whitlockita de magnésio.

* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

2 One-way ANOVA seguido pelo teste Tukey. ° Teste t pareado.

Os grupos Mg-WH 0,1% (32,08 + 3,95) e Mg-WH 0,2% (30,89 + 2,05) apresentaram
as maiores PRAC entre todos 0s grupos antes do envelhecimento (p<0,05), superando o grupo
controle (17,97 + 5,21). No entanto, a estabilidade de unido desses grupos diminuiu
significativamente (p<0,05) ap6s a simulagdo de 1 ano em termocicladora, com valores de
URAC de 25,77 + 1,56 para Mg-WH 0,1% e 26,78 + 2,80 para Mg-WH 0,2%. Apds o
envelhecimento, apenas o grupo Mg-WH 0,1% foi estatisticamente semelhante (p<0,05) ao
controle Mg-WH 0% (21,42 + 4,46), todos os demais grupos foram superiores com destaque
para o grupo Mg-WH 0,5% que apresentou maior uRAC (31,81 £ 1,01) entre todos 0s grupos.

Discussao

A Mg-WH é um mineral bioativo composto por fosfato de Ca?* e Mg?*, que tem

34



recebido crescente atencdo no campo da regeneracdo Ossea devido suas propriedades
promissoras (Kimetal., 2017; Lee et al., 2020; Liu et al., 2023). Estudos recentes tém destacado
ndo apenas seus beneficios osteoindutores, mas também suas propriedades anti-inflamatorias e
anticancerigenas, como evidenciado pela reducdo significativa de marcadores inflamatdrios
(NO, TNF-a ¢ IL-6) e pela inibicdo da proliferacdo de células de cancer de mama MDA-MB-
231 (Maximiano et al., 2024). A sintese e caracterizacdo por DRX e FTIR dos nMg-MH foram
descritas no presente estudo para serem testadas em aplicacdes bioldgicas, devido sua
biocompatibilidade, bioatividade, capacidade de permear barreiras biolégicas e tamanho
adequado para incorporacdo em materiais sem alterar suas propriedades (Aruffini et al., 2019;
Diaz-Cuenca et al., 2022). Nessa perspectiva, este € o primeiro estudo a investigar o potencial
dos nMg-WH incorporadas em sistemas adesivos dentarios para biomodificacdo dentinaria,
visando a otimizag&o da adesao, o que pode abrir perspectivas para o desenvolvimento de novos
materiais odontologicos.

A formacgdo da camada hibrida inicia-se com a penetracdo de mondmeros ainda nao
polimerizados em areas de dentina que sdo ricas em agua e pobres em minerais, seguida pelo
envolvimento de fibrilas de colageno expostas e pela subsequente polimerizagdo por meio da
irradiacdo de luz fotoativada (Sofan et al., 2017). Quando bem-sucedida, essa etapa resulta no
estabelecimento de uma rede tridimensional de polimero-colageno reticulada e hermeticamente
selada (Song et al., 2014), capaz de reduzir microinfiltracdo, invasao bacteriana, pigmentacdo
marginal, carie secundaria e irritacdo pulpar. No entanto, como o0s sistemas adesivos
simplificados contém partes hidrofilicas e hidrofébicas em um unico frasco (Malacarne et al.,
2006), eles tendem a tornar-se quimicamente instaveis ao entrarem em contato com a dentina
umida (Lee et al., 2016). Essa instabilidade pode resultar na separacdo de fases do material e
em um grau de conversdo inadequado dos mondmeros (Florez et al., 2020). Nesse contexto, 0
presente estudo buscou verificar se a incorporacdo de nMg-WH poderia comprometer o grau de
conversdo do sistema adesivo e o0s resultados mostraram que a adigdo de nMg-WH,
independentemente da concentragdo, ndo prejudicou o grau de conversdo, embora as
concentracgdes de 0,2%, 0,5% e 1% tenha promovido graus de conversao superiores ao controle.
Sugere-se que os ions Mg*" atuaram como catalisadores nas reagdes de polimerizagio,
acelerando a formacéo de ligagdes cruzadas entre os monémeros e resultando em uma rede
polimérica mais densa e resistente. Além disso, esses ions podem ter interagido com 0s grupos

funcionais dos mondmeros, alterando a reatividade e a cinética da polimerizagéo, o que levou a
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um desempenho superior em comparagdo ao controle.

A degradacdo da camada hibrida em processos restauradores ou reabilitadores continua
sendo um problema significativo, devido a degradacdo hidrolitica e a acdo de proteases ao longo
do tempo (Hass et al., 2016; Taha et al., 2017). Uma abordagem para minimizar a degradacédo
da camada hibrida consiste em adicionar particulas bioativas liberadoras de ions, como os CaPs,
que estabilizam essa camada por meio da remineralizacdo (Huang et al., 2009; Oudadesse et
al., 2011). Quando armazenadas em meio aquoso, essas particulas liberam fons Ca?* e PO4*",
que se depositam como precipitados na superficie dentinaria (Hu et al., 2010; Taubock et al.,
2014; Seyedlar et al., 2019; Odermatt et al., 2020). Essa capacidade de precipitacdo mineral
pode minimizar ou compensar a degradacdo da camada hibrida (Grosfeld et al., 2016). No
entanto, é conhecido que as particulas bioativas tipicas tendem a se agregar, 0 que pode
aumentar a viscosidade do material (Rizk et al., 2017). No presente estudo, observou-se que a
viscosidade do sistema adesivo aumentava proporcionalmente a concentracdo de nMg-WH e
somente a concentracao de 0,1% de nMg-WH manteve uma reologia similar ao grupo controle
(Mg-WH 0%), enquanto concentragdes que variaram de 0,2% a 2% apresentaram maior
resisténcia ao escoamento. Assim, a concentracdo limite de nMg-WH que ndo altera
significativamente a viscosidade em relacdo ao controle é de 0,1%. Segundo Kreutz et al.,
(2022), uma baixa viscosidade é vantajosa para sistemas adesivos convencionais, pois facilita a
infiltracdo do adesivo na matriz de colageno apds o ataque &cido, promovendo uma maior
deposicdo de minerais. Por esta razdo, a incorporacao de concentracfes elevadas de nMg-WH
no sistema adesivo deve ser cuidadosamente limitada.

A infiltracdo de adesivo na matriz dentinaria depende da sua interagdo com a superficie,
mais especificamente da molhabilidade do sistema adesivo em relagdo ao substrato a ser
restaurada (Feitosa et al., 2014). A molhabilidade esta diretamente relacionada ao angulo de
contato formado entre o adesivo e a dentina, uma vez que quanto menor o angulo de contato,
melhor a capacidade de molhamento, o que tende a potencializa a adeséo. A adi¢do de nMg-
WH ndo comprometeu a molhabilidade dos sistemas adesivos avaliados, ja que 0s grupos com
0,1%, 0,5% e 2% de nMg-WH apresentaram resultados semelhantes ao controle e 0s grupos
com 0,2% e 1% de nMg-WH exibiram angulos de contato estatisticamente superiores. Portanto,
é necessario cuidado ao utilizar concentracgdes elevadas de nMg-WH, pois a baixa capacidade
de molhamento, juntamente com o aumento da viscosidade podem prejudicar a adesdo. De

acordo com Genari et al., (2018), a baixa performance do sistema adesivo em relagéo a estas
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propriedades pode resultar em infiltracdo inadequada do adesivo na dentina, levando a uma
degradacdo mais extensa das fibrilas de colageno expostas e, consequentemente, a uma menor
resisténcia adesiva, impactando negativamente o desempenho clinico a longo prazo.

A incorporacdo de nMg-WH, independente da concentragéo, ndo alterou as propriedades
de SA e SL em relagdo ao controle, garantindo um bom equilibrio entre propriedades fisico-
quimicas e adesivas, essencial para o sucesso e longevidade das restauragdes (Carvalho et al.,
2012). De acordo com Florez et al., (2020), as propriedades de SA e SL estdo correlacionadas
com a composic¢do dos materiais, hidrofilicidade e cinética de polimerizagdo. Nesse contexto,
guanto maior o grau de conversdo, menor a liberacdo de mondémeros lixiviaveis, 0 que pode
evitar danos ao tecido pulpar (Hashemian et al., 2021) e degradacdo da interface adesiva por
hidrélise (Hass et al., 2016; Van Meerbeek et al., 2020). Embora polimeros com alto grau de
reticulagdo estejam associados a menores valores de SA e SL, o presente estudo mostrou que
0s maiores GC ndo interferiram necessariamente de forma significa na SA e SL dos sistemas
adesivos contendo nMg-WH.

A pRAC neste estudo foi avaliada com o objetivo de testar a capacidade de unido de
sistemas adesivos contendo diferentes concentragdes de nMg-WH. A presenga de ions Mg?* em
materiais bioativos pode melhorar a estabilidade estrutural dos adesivos, o que especialmente
importante em ambientes Umidos, como a cavidade oral, onde a resisténcia a degradacdo é
crucial. Optou-se por uma superficie de dentina plana para o teste, pois ela proporciona uma
area maior de dentina a ser tratada, considerando que a tensdo de microcisalhamento é calculada
dividindo-se a forca pela area paralela a direcdo da forca (Braem, 2007). Antes do
envelhecimento, os grupos com 0,1% e 0,2% de nMg-WH apresentaram os maiores valores de
uRAC, seguidos pelo grupo com 0,5% de nMg-WH, todos estatisticamente superiores ao
controle (Mg-WH 0%). Esses resultados sugerem que concentraces de nMg-WH de até 0,5%
podem proporcionar uma adesao imediata ao substrato dentinario superior aquele oferecida por
sistemas adesivos disponiveis no mercado (grupo controle), sem comprometer o grau de
conversao e molhabilidade do adesivo. Embora a viscosidade desses grupos tenha aumentado,
esse aumento néo foi suficiente para interferir na resisténcia adesiva, permanecendo dentro do
espectro clinicamente aceitavel.

Por outro lado, concentragdes de 0,1% e 0,2% de nMg-WH néo foram capazes de manter
a estabilidade de unido ao longo do tempo, demonstrando uma reducdo na unRAC. Embora as

baixas concentragdes de nMg-WH apresentem uma pRAC igual (Mg-WH 0,1%: 25,77 £+ 1,56)
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ou superior (Mg-WH 0,2%: 26,78 + 2,80) a do controle (21,42 * 4,46), elas ndo proporcionam
uma deposicdo de ions remineralizadores suficiente para garantir uma estabilidade de unido
duradoura. Em contraste, a concentracdo de 0,5% néo s6 potencializou a estabilidade de unido,
como também apresentou uma pRAC estatisticamente maior em compara¢do a todos 0s outros
grupos apés o envelhecimento. De forma semelhante, concentraces mais altas de nMg-WH
(1% e 2%) também mostraram uma boa uRAC apos o envelhecimento, superando inclusive o
grupo controle. Esses achados corroboram o estudo de Profeta et al., (2013), que investigou
adesivos experimentais contendo diferentes ions, como hidréxido de silicato de sddio-célcio-
aluminio-magnésio, hidratos de hidroxido de carbonato de aluminio-magnésio e éxido de
titdnio. Esses adesivos, aplicados em dentina condicionada com &cido fosforico a 37% e
fotopolimerizados por 30 segundos, mostraram uma evidente redugdo da nanoinfiltracdo e
deposicdo mineral ap6s 6 meses de armazenamento. Assim, o0 estudo concluiu que adesivos
dopados com diferentes ions promovem uma deposicao mineral terapéutica dentro da camada
hibrida a longo prazo, aumentando a durabilidade da unido com a dentina.

Os nMg-WH séo agentes promissores para liberar de fons de Ca?, Mg>* e POs*,
demostrando um potencial significativo como agentes remineralizantes na superficie dentinaria.
Melo et al., (2013) afirmam que particulas com cerca de 100 nm conseguem infiltrar-se nos
tubulos dentinarios de forma mais eficiente do que as particulas tradicionais de CaPs, que
possuem tamanho de dezenas de micrometros, o que as torna aplicaveis a uma ampla gama de
sistemas adesivos. O desenvolvimento de compoésitos contendo nanoparticulas bioativas com
capacidade de remineralizacdo, que liberam niveis supersaturados de fons Ca?** e POs*,
representa uma abordagem importante para inibir carie secundaria e remineralizar lesGes em
esmalte e dentina (Langhorst et al., 2009).

Apesar dos avancos no desenvolvimento de sistemas adesivos, a unido da dentina e a
estabilidade da interface adesiva continuam sendo problemas clinicos desafiadores. Nessa
perspectiva, os resultados do presente estudo sdo promissores, pois confirmaram a primeira
hipdtese do estudo ao demonstrar um efeito positivo da incorporacdo de nMg-WH em relagao
ao controle, evidenciando ndo apenas maior pRAC, mas também uma melhora na estabilidade
de unido apds envelhecimento. No entanto, a segunda hipotese do estudo, que previa alteragdes
significativas nas propriedades fisico-quimicas em relacdo ao controle, foi parcialmente
confirmada. Embora o grau de conversdo, a viscosidade e o angulo de contato tenham sido

impactados pela adigdo de nMg-WH, nenhuma mudanca significativa na SA e SL foi observada.
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As limitaces do nosso estudo consiste na falta de uma analise detalhada da
remineralizacdo na camada hibrida, visto que a incorporacdo de nMg-WH ndo s6 manteve como
melhorou as propriedades fisico-quimicas dos sistemas adesivos convencionais e otimizou a
estabilidade de unido a longo prazo. Portanto, recomenda-se a realizagdo de mais estudos sobre
nMg-WH, explorando diferentes tempos de hidrotermia para obter diversas cristalizacGes das
nanoparticulas, assim como, a realizacdo de testes mecanicos, avaliacdo de seu potencial na
inibicdo de proteases que degradam a interface adesiva e o efeito de sua incorporagdo em outros
materiais odontoldgicos como adesivos autocondiconantes, primers, cimentos resinosos

convencionais e autoadesivos.

Concluséo
Dentro das limitagBes do estudo, as concentracdes de nMg-WH, especialmente entre
0,2% e 1%, melhoraram as propriedades fisico-quimicas do sistema adesivo convencional e

proporcionaram uma melhor estabilidade de unido a longo prazo.
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5 CONCLUSAO GERAL

Dentro das limitacbes do estudo, as propriedades fisico-quimicas do adesivo
convencional foram melhoradas pela incorporacdo das diferentes concentragdes das
nanoparticulas e proporcionaram maior estabilidade de unido a longo prazo, especialmente
nas concentracdes de 0,2% a 1%. Novos estudos devem ser direcionados sobre diferentes
tempos de hidrotermia dos nanobastdes, para obtermos diferentes cristalizagdes da nMg-WH,
assim como, avaliar sua incorporacdo em outros materiais odontolégicos, como outras
classificacdes de adesivos e cimentos odontoldgicos, e assim, analisar seu potencial de adeséo

e remineralizacdo em tecido dentinario.
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2%), por meio da analise do angulo de contato, microscopia eletronica de varredura (MEV) e MET.

- Avaliar a resisténcia adesiva do cimento resinoso e sistemas adesivos com diferentes concentragdes de
Mg-WH (0%; 0,1%; 0,2%, 0,5%, 1% e 2%),

por meio do teste de microcisalhamento.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Objetivo Primario:

Avaliar a unido quimica e adesao promovida por um novo nanobastao remineralizante (Mg-WH) incorporado
em materiais odontolégicos.

Objetivo Secundario:

- Sintetizar um novo nanobastéo de whitlockita de magnésio (Mg-WH) por meio de sintese hidrotérmica;

- Caracterizar o nanobastao de Mg-WH por meio de Espectroscopia no infravermelho transformada de
Fourier (FTIR), espectroscopia fotoelétron de

raio-X (XPS), difragéo de raio-X (DRX) e microscopia eletrénica de transmissao (MET);

- Avaliar as propriedades fisico-quimicas de materiais odontologicos apos a incorporagéao do Mg-WH, por
meio dos testes de viscosidade, grau de

conversao e sorgao de agua e solubilidade;

- Caracterizar a superficie de dentina apos aplicacdo de sistemas adesivos com diferentes concentragtes de
Mg-WH (0%:; 0,1%; 0,2%, 0,5%, 1% e
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2%), por meio da analise do angulo de contato, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e MET.

- Avaliar a resisténcia adesiva do cimento resinoso e sistemas adesivos com diferentes concentracbes de
Mg-WH (0%; 0,1%; 0,2%, 0,5%, 1% e 2%),

por meio do teste de microcisalhamento.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para a area odontologica

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Entregues corretamente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 25/03/2024 Aceito
do Projeto ROJETO 2310467.pdf 15:03:30
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 25/03/2024 |RANIEL Aceito

14:58:11 |FERNANDES
PEIXOTO
Outros Termo_de_compromisso_para_utilizaca | 25/03/2024 | RANIEL Aceito
o0_de_dados.pdf 14:30:34 |FERNANDES
PEIXOTO
QOutros Termo_de doacao.pdf 25/03/2024 | RANIEL Aceito
14:27:17 |FERNANDES
PEIXOTO
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 25/03/2024 |RANIEL Aceito
Assentimento / 14:26:47 |FERNANDES
Justificativa de PEIXOTO
Auséncia
Orgamento Orcamento.pdf 25/03/2024 | RANIEL Aceito
14:26:34 |FERNANDES
PEIXOTO
Cronograma Cronograma.pdf 25/03/2024 |RANIEL Aceito
14:26.08 |FERNANDES
PEIXOTO
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP.pdf 25/03/2024 |RANIEL Aceito
Brochura 14:25:49 |FERNANDES
Investigador PEIXOTO
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Outros Curriculo.pdf 25/03/2024 |RANIEL Aceito
14.25:28 |FERNANDES
PEIXOTO
Declaragao de Declaracao_de_concordancia_dos_pesq| 25/03/2024 |RANIEL Aceito
concordancia uisadores.pdf 14:24:52 |FERNANDES
PEIXOTO
Declaracao de Autorizacao_institucional.pdf 25/03/2024 | RANIEL Aceito
Instituigdo e 14:24.24 |FERNANDES
Infraestrutura PEIXOTO
Qutros Carta_de_apreciacao_de_projeto.pdf 25/03/2024 |RANIEL Aceito
14:23.54 |FERNANDES
PEIXOTO

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 10 de Maio de 2024

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador(a))
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