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Resumo

MEEREIS, Carine Tais Welter. Efeito de nanoparticulas de silica funcionalizadas
com fosfato na formulacdo de sistemas adesivos. 2015. 81f. Dissertacdo
(Mestrado em Dentistica) - Programa de P6s-Graduacao em Odontologia, Faculdade
de Odontologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Este estudo investigou o efeito da incorporacdo de nanoparticulas de silica
funcionalizadas com fosfato (SiO,—~POOH) na resisténcia de unido a dentina e
propriedades fisico-quimica de um sistema adesivo autocondicionante de um passo
(SAA-1). O fosfato foi funcionalizado nas nanoparticulas de silica através da
polimerizacdo por radicais livres do monémero acido fosfatado (metacriloiloxietil di-
hidrogénio fosfato / bis (metacriloiloxietil) hidrogénio fosfato — HEMA-P), em meio
alcodlico. As SiO,-POOH resultantes foram caracterizadas por FTIR, TGA e MET.
As SiO,—-POOH foram adicionadas aos SAA-1s, os quais foram formulados com trés
concentracbes de HEMA-P (0, 20 e 40 %, em massa), como grupo controle foram
formulados SAA-1s sem a adicdo de SiO,-POOH. Os SAA-1s formulados foram
avaliados quanto a resisténcia de unido ao microcisalhamento em dentina e o
padrdo de fratura foi classificado. Adicionalmente, morfologia da camada hibrida,
angulo de contato, grau de conversao, taxa de polimerizacéo e resisténcia coesiva
foram avaliados. A analise estatistica foi realizada considerando o nivel de
significancia de 5%. A reacédo de funcionalizagcdo de SiO,—POOH foi confirmada por
FTIR e TGA. Os SAA-1s com SiO,—-POOH obtiveram valores de resisténcia de unido
significativamente maiores que 0s SAA-1s sem SiO,-POOH (p < 0,001), exceto para
SAA-1s sem HEMA-P que ndo apresentaram adesdo a dentina. Comparando com o
correspondente SAA-1 sem SiO,-POOH, a adicdo de SiO,-POOH melhorou a
molhamento da dentina, através da reducdo do angulo de contato, e aumentou o
grau de conversado e a taxa de polimerizacdo. A resisténcia coesiva, entretanto, nédo
foi alterada pela adicdo de SiO,-POOH. Em conclusédo, a adicdo de SiO,-POOH
melhora a resisténcia de unido a dentina de SAA-1 sem prejudicar as outras
propriedades avaliadas.

Palavras-chave: Sistemas adesivos; Nanoparticulas de silica; funcionalizagéo;
Mondmero 4cido; Resisténcia de unido;



Abstract

MEEREIS, Carine Tais Welter. Phosphate grafted silica nanoparticles as a dentin
bonding component. 2015. 81f. Dissertation (Master Degree em Dentistica) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Odontologia, Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

This study investigated the effect of the incorporation of phosphate-grafted-silica
nanoparticles (SiO,—POOH) on dentin bond strength and the physical-chemical
properties of model one-step self-etching adhesive (1-SEA). Phosphate was grafted
onto the silica nanoparticles through the free radical polymerization of the acid
phosphate monomer (Methacryloyloxyethyl Dihydrogen Phosphate / Bis
(methacryloyloxyethyl) Hydrogen Phosphate — HEMA-P), in an alcoholic medium.
The resulting SiO,-~POOH was characterized by using FTIR spectroscopy, TGA, and
a TEM micrograph. The SiO,-POOH were added to 1-SEA with three HEMA-P
concentrations (0, 20 and 40% wt.), as the control group an unfilled 1-SEA were
formulated. The formulated 1-SEAs were evaluated for microshear bond strength to
dentin and classified according to failure mode. Additionally, morphological analysis
of bonding interface, contact angle, degree of conversion, rate of polymerization, and
the cohesive strength were evaluated. Statistical comparisons were conducted at a
5% significance level. The grafting reaction of SiO,—~POOH was confirmed by FTIR
and TGA. 1-SEA containing SiO,—POOH had significantly higher shear bond strength
values than the non-SiO,-POOH adhesives (p < 0.001), except for 1-SEA with 0% of
HEMA-P that did not exhibit bonding to the dentin. Compared with its correspondent
unfilled 1-SEA, the addition of SiO,—-POOH improved the dentin wettability by
decreasing the contact angle and, increasing the degree of conversion and rate of
polymerization. The cohesive strength, in contrast, was not affected by SiO,—-POOH.
In conclusion, the SiO,—~POOH addition could be used to produce 1-SEA with
enhanced dentin bond strength without harming the other properties that were
investigated.

Keywords: Dental adhesives; Dentin bonding agents; Silica; Filler; Graft
polymerization; Acidic monomers; Bond strength;



Projeto

Figura 1

Artigo

Figure 1

Figure 2
Figure 3

Figure 4

Lista de Figuras

Representacdo esquematica das nanoparticulas de SiO;
funcionalizadas com mondémero &cido fosfatado (HEMA-P)...............

Schematic representation of graft polymerization of the phosphate
on an SiO, nanoparticle. Silanization (a) followed by grafting (b) with

the acidic phosphate monomer HEMA-P.............ccooiiiiiiiiiiii..

FTIR spectra of SIO;—POOH....... ...,
TGA thermograms of the SiO,, SiO,—POOH and HEMA-P monomer

TEM micrographs of the SiO, and grafted SiO,—POOH. The
formation of clasters that are made of nanoparticles can be
observed in SiO, (arrows) and the same morphologic pattern can be
observed in SiO,-POOH. Compared with the SiO,, we could
observe that the SiO,-~POOH had a smoother surface than the other
and had a halo surrounding its particles (arrows), suggesting that
this appearance can be attributed to phosphate grafted on the

nanoparticles’ surface.

67

68

69

70



Figure 5

Figure 6

Figure 7

Figure 8

SEM micrographs of the fracture area in the microshear bond
strength test. (A-1) and (B-1) shows a mixed failure from filled and
unfiled 1-SEA (HEMA-P,,/SiO,-POOH and HEMA-P4/NO,
respectively) and (A-2) and (B-2) shows the corresponding interface
dentin-adhesive in higher magnification. (A-2) The area for 1-SEA
containing the SiO,—POOH, thus representing good penetration of
the adhesive into dentin tubules and SiO,—-POOH particles could be
observed in the hybrid layer. (B-2) The area for the unfilled 1-SEA is
observed the lack of complete penetration. Abbreviations: Ar,
adhesive resin; Hy, hybrid layer; Dt, dentinal tubule........................

SEM micrographs of the morphological analysis of the bonding
interfaces for filled and unfilled 1-SEA. (A) HEMA-P4,/SiO,-POOH,
(B) HEMA-P4/NO, (C) HEMA-P,/SiO,-POOH and (D) HEMA-
P20o/NO show a limited interaction with the dentin. No appreciable
differences in the homogeneity and continuity of the hybrid layer
were detected along the bonding interface between the materials. A
few and short resin-tags (arrow) can be observed in the dentinal
tubules. (E) HEMA-Py/SiO,-POOH and (F) HEMA-P4/NO show a
huge gap between the dentin-resin interface. The hybrid layer and
resin-tags cannot be detected. Abbreviations: CR, composite resin;

Ar, adhesive resin; Hy, hybrid layer; Dt, dentinal tubule; G, gap......

Contact angle of the 1-SEAS.........ccoiiiiiiii e

Kinetics of polymerization of the 1-SEAs. (A) Degree of conversion
and (B) rate of polymerization............ccoiiiiiiiiii

71

72

73



Projeto

Tabela 1

Tabela 2

Lista de Tabelas

Composicéao dos primers/adesivos experimentais (% em massa)......

Composicéo dos primers experimentais com substituicdo parcial ou
total do mondémero &cido fosfatado (MA) por nanoparticulas

fosfatadas (PHema-p), Y0 €M MASSA....ccoeeiiiieeeeeeiieeeeeeie e

Relatério de campo

Tabela 1

Artigo

Table 1

Table 2

Valores de resisténcia de unido (média * desvio-padrdo) do
screening de concentracao dos sistemas adesivos
autocondicionantes experimentais de um passo de um passo, de
acordo com a concentracdo de HEMA-P e nanoparticulas

fUNCIONANIZAAAS. ... e

Means (standard deviations) for the microshear bond strength

(MSBS) to dentin and failure mode............cooooiiiiii i

Means (standard deviations) for the physical-chemicals properties

(21] (<To P

25

41

65



%

pl
HSBS

1-SEA

ATR
Bis-GMA

BPO

cm?

CQ
DC
DPIHFP

EDAB
FTIR

HEMA
HEMA-P

LED
m?/g
MA
MET

Lista de Abreviaturas e Simbolos

Porcentagem

Microlitro

Microshear bond strength (resisténcia de unido ao
microcisalhamento)

One-step self-etching adhesive system (sistema adesivo
autocondicionante de um passo)

Attenuated total reflectance (reflectancia total atenuada)
Monomers 2,2-bis[4-(2-hydroxy-3-methacryloyloxy propyl)phenyl]-
propane (Bisfenol A glicidil dimetacrilato)

Benzoyl peroxide (Peroxido de benzoila)

Por centimetro

Camphorquinone (canforoquinona)

Degree of conversion (grau de conversao)

Diphenyliodonium hexafluorphosphate (hexafluorfosfato de
difenilioddnio)

Ethyl 4-(dimethylamino) benzoate (etil 4-dimetilamina benzoato)
Fourier transform infrared spectroscopy (espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier)

Gramas

Hora

2-hydroxyethyl methacrylate (2-hidroxietil metacrilato)
Methacryloyloxyethyl Dihydrogen Phosphate / Bis
(methacryloyloxyethyl) Hydrogen Phosphate (Metacriloiloxietil di-
hidrogénio fosfato / Bis (metacriloiloxietil) hidrogénio fosfato)
Light-emitting diode unit (diodo emissor de luz)

Metros quadrados por grama

Monémero &cido

Microscopia eletrbnica por transmissao



MEV
Min
min’
mi
mm
mm/min
mm/s
mm?
MPa
mwW/cm?
N
nm
0
°C
°C/min*
pH
POOH
Rp
RT-FTIR

S
SAA-1
SEM
SiO;
TEGDMA
TEM

TGA
Wt
y-MPTS

Microscopia eletrdnica de varredura

Minutos

Por minuto

Mililitro

Milimetro

Milimetro por minuto

Milimetro por segundo

Milimetro ao quadrado

Mega pascal

Miliwatt por centimetro quadrado

Newton

Nanbmetro

Graus

Graus Celsius

Graus Celsius por milimetro

Potencial hidrogeniénico

Fosfato

Rate of polymerization (taxa de polimerizagao)

Real time Fourier transform infrared spectroscopy (espectroscopia de
infravermelho pela transformada de Fourier em tempo real)
Segundos

Sistema adesivo autocondicionante de um passo

Scanning electron microscopy (microscopia eletrénica de varredura)
Silica nanoparticles (nanoparticulas de silica)

Trietyleneglycol dimethacrylate (dimetacrilato de trietilenoglicol)
Transmission electron microscopy (microscopia eletrénica por
transmissao)

Thermogravimetric analyses (analise termogravimétrica)
Weight (massa)

y-metacriloixipropiltrimetoxisilano



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

3.

4.

5.

Sumario

e R Ao To 1N ToF=To I =T -1 PSSR 16
Projeto de PESOUISA ..occuuuiueiiiiiii e eee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeee e 18
Caracterizaga8o do Problema ... 18
JUSTIFICALIVA ..t 19
(O oY1= (1770 1= PP SPURPURRR 20
Y[ CeTo [o] [ Yo | - TP PP PPPPPPRP 21
(O ot 0 0 1= 01 {0 T PRSPPI 33
(@igeTaleTo T g=TanF=Wo (oI o] 0] =] o I 34
Relatorio do trabalho de CampPoO ... 38
N o o o PP 43
ConSIderagBes fiNAIS .....uiiiiii i, 75



1 Introducéo geral

Estudos clinicos demonstram que os sistemas adesivos autocondicionantes
de um passo (SAA-1) possuem um menor desempenho clinico e uma maior taxa de
perda de retencao de restauracdes quando comparados aos sistemas adesivos de
multiplos passos (PEUMANS et al., 2005, 2014). A fraca adesédo ao tecido dental
resulta em um selamento marginal ineficiente, pigmentacdo marginal, sensibilidade
dentinaria e perda de retencdo da restauracdo (BRANNSTROM, 1992, HEINTZE,
2007, PEUMANS, et al., 2005, 2014). Os SAA-1s foram introduzidos no mercado
para simplificar os procedimentos clinicos restauradores, no entanto a simplificacéo
até agora parece induzir a perda de eficacia da adesdo (PEUMANS, et al., 2005,
2014). Este desempenho clinico desfavoravel esta relacionado com resultados
inferiores encontrados em estudos laboratoriais (VAN MEERBEEK et al., 2010).
Portanto, a melhoria da adesdo dos SAA-1s tem sido investigada, devido estes
adesivos apresentarem uma menor resisténcia de uniao (MUNOZ et al., 2013,
SADEK et al., 2005, VAN LANDUYT et al., 2009) e baixa estabilidade da adeséao
(FOXTON et al., 2008), quando comparados aos sistemas adesivos de multiplos
passos.

A eficacia da adesdo ao tecido dental esta relacionada com a capacidade do
sistema adesivo desmineralizar o tecido dental, infiltrar no substrato e resistir a
hidrolise da camada hibrida (polimero e rede fibras coldgenas) (BRESCHI et al.,
2008). Em adesivos autocondicionantes, a retencdo micromecanica € atribuida a
presenca de mondmeros metacrilatos com grupamentos &cidos funcionais, que
promovem uma interacdo fisico-quimica entre o sistema adesivo e a superficie do
substrato dental (VAN MEERBEEK et al., 2011). No entanto, estes mondmeros
acidos prejudicam a reacdo de polimerizacdo (ADUSEI et al., 2003) e sao
hidroliticamente instaveis em materiais de frasco unico (FUJITA; NISHIYAMA, 2006,
SADR et al., 2007, SALZ et al., 2005); aumentando assim a absor¢do de agua, e
diminuindo as propriedades mecanicas da camada hibrida e a estabilidade da

adesao (BRESCHI, et al., 2008). As principais tentativas para resolver os problemas
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relacionados com a estabilidade da adesdo séo: controle da atividade colagenolitica
(HASHIMOTO et al., 2003), aumentou impregnacdo do adesivo no substrato
(BRESCHI, et al., 2008), reducao da hidrofilicidade do polimero (COLLARES et al.,
2011), melhoria da polimerizacdo do polimero (BRESCHI, et al., 2008, LEAL et al.,
2012), e adicao de particulas (CONDE et al., 2009, HABEKOST et al., 2012, KIM et
al., 2005, LEITUNE et al., 2013).

A adicdo de pequenas quantidades de particulas aos sistemas adesivos
produz uma camada hibrida menos propensa a degradacdo (TAY; MOULDING;
PASHLEY, 1999), reduzindo assim a absor¢do de agua e aumentando as
propriedades mecanicas do material (HOSAKA et al., 2010). A superficie destas
particulas inorganicas também é capaz de ser modificada por polimeros através da
funcionalizacdo de grupos funcionais na superficie das particulas, produzindo assim
materiais hibridos organico-inorganico com propriedades novas e sinérgicas (ATAI et
al., 2009, KIM et al., 2005, SOLHI et al., 2012, SOLHI et al., 2012). Neste estudo, a
superficie de nanoparticulas de silica (SiO,) foi modificada por mondémeros
metacrilatos com grupamentos acidos funcionais, a qual consiste em grupos
funcionais fosfato (POOH). Estes POOH podem interagir com os fons Ca™ da
hidroxiapatita promovendo uma adesdo quimica adicional entre a dentina e o
material restaurador (FU et al., 2005), melhorando assim a longevidade da adesao
(VAN MEERBEEK, et al., 2011).

Portanto, melhorar as propriedades mecanicas do material e aumentar as
interagdes fisico-quimicas entre o tecido dental e o sistema adesivo poderia resultar
em um tratamento restaurador mais duradouro (BRESCHI, et al., 2008, VAN
MEERBEEK, et al., 2011). No entanto, apesar do possivel efeito da incorporacao de
nanoparticulas de silica funcionalizadas com fosfato (SiO,-POOH) em sistemas
adesivos, ndo ha evidéncias do impacto deste componente na adesao ao tecido
dental e nas propriedades fisico-quimicas de SAA-1s. Por isso, 0 objetivo deste
estudo foi desenvolver e avaliar o efeito da incorporagcdo de SiO,-POOH na

resisténcia de unido a dentina e propriedades fisico-quimicas dos SAA-1s.



2 Projeto de pesquisa

2.1 Caracterizacao do problema

A adesao ao tecido dental ocorre essencialmente através de um processo de
troca, em que o0s minerais removidos do tecido dental sdo substituidos por
mondmeros resinosos, resultando em uma retencdo micromecanica nas porosidades
criadas (VAN MEERBEEK et al., 2003). Diferentes materiais podem ser utilizados
para a obtencdo da unido ao substrato dental, como os sistemas adesivos
convencionais e autocondicionantes. Esses materiais diferem entre si pela
composi¢cdo, modo de aplicagdo e maneira de interagdo com o0 substrato dental
(BRESCHI et al., 2008, FERRACANE, 2011, VAN LANDUYT et al., 2007).

Os sistemas adesivos convencionais possuem uma etapa prévia de
condicionamento acido (geralmente um gel de acido fosférico de 35-37%) que
promove a desmineralizacdo completa da dentina e permite a infiltracdo de
mondmeros ambifilicos na rede de fibrilas colagenas, gerando assim uma retencéo
micromecénica (PASHLEY et al., 2011). Os sistemas adesivos autocondicionantes
nao requerem uma etapa separada de condicionamento acido, uma vez que
possuem mondmeros metacrilatos com grupamentos acidos funcionais (fosfato,
fosfénico ou carboxilico) que simultaneamente desmineralizam e infiltram na
superficie dentinaria, promovendo desta maneira a adesdo por embricamento
micromecanico e por interacdo quimica dos grupos acidos funcionais e ions célcio
da hidroxiapatita (BRESCHI, et al., 2008, MOSZNER; SALZ; ZIMMERMANN, 2005,
VAN MEERBEEK et al., 2011).

Embora se consiga uma adesdo imediata satisfatoria a dentina, em longo
prazo, a camada adesiva pode falhar devido a baixa resisténcia mecanica
(FERRACANE, 2006, DICKENS; CHO, 2005, KIM, et al. 2005) e degradacao
hidrolitica (MOSZNER; SALZ; ZIMMERMANN, 2005). A adicdo de nanoparticulas de
carga melhora as propriedades mecéanicas da camada adesiva (CONDE, et al.,
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2009, TAM; KHOSHAND; PILLIAR, 2001), produz uma pelicula adesiva mais
espessa, que previne o efeito inibitério de polimerizagcdo causado pelo oxigénio
(TAM; KHOSHAND:; PILLIAR, 2001) e também pode proporcionar, através de um
maior modulo de elasticidade, o alivio das tensfes produzidas pela resina composta
restauradora (KEMP-SCHOLTE; DAVIDSON, 1990, VAN MEERBEEK, 1993).
Estudos tém demonstrado que a modificacdo da superficie de nanoparticulas,
através da funcionalizacédo de grupamentos funcionais, € um método versatil e eficaz
para a obtencdo de materiais com propriedades especificas. Este método tem sido
amplamente utilizado para a obtencdo de nanoparticulas que atuam na purificacao
da agua (OKADA et al., 2005), na catalise de reacdes quimicas (GOBOLOS et al.,
1997), como antioxidantes (PRESTI et al., 2013) e biosensores (PEREIRA; SANTOS
ADE; KUBOTA, 2003), no entanto sua aplicacdo em materiais odontologicos ainda
nao foi avaliada. Em vista disso, um potencial componente a ser adicionado em
materiais adesivos odontoldgicos, seriam as nanoparticulas de silica funcionalizadas
com mondémeros metacrilatos com grupamentos acidos funcionais, pois enquanto
gue as nanoparticulas de silica poderiam melhorar as propriedades mecéanicas do
polimero, a cobertura de fosfato poderia trazer o beneficio da ligacdo quimica entre
o grupamento fosfato e os ions calcio da hidroxiapatita, promovendo desta forma,

uma adesao satisfatoria e duradoura.



2.2 Justificativa

A adesdo ao tecido dental ocorre essencialmente através da retencdo por
embricamento micromecanico e/ou ligagdo quimica. Entretanto, baixa reatividade,
degradacado hidrolitica e a resisténcia mecéanica da camada adesiva ainda sao
limitagbes que comprometem a adesdo em longo prazo. Por isso, faz-se necessario
a investigacdo de um componente alternativo que além de ser eficaz na promocao
da unido a dentina, também melhore as propriedades da camada adesiva. Em vista
disso, um potencial componente a ser adicionado em materiais adesivos
odontoldgicos, seriam as nanoparticulas de silica funcionalizadas com monémero
acido fosfatado, pois enquanto que as nanoparticulas de silica poderiam melhorar as
propriedades do polimero, a cobertura de fosfato poderia realizar uma ligagcéo
guimica adicional aos ions calcio da hidroxiapatita, promovendo desta forma, uma

adesao satisfatoria e duradoura.



2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo geral

Funcionalizacdo de nanoparticulas de SiO, com mondmero acido fosfatado,
caracterizacao e avaliacdo do efeito da sua adicdo nas propriedades fisico-quimicas,

mecanicas e adesivas de sistemas adesivos experimentais.

2.3.2 Objetivos especificos

- Funcionalizacao de nanoparticulas de SiO, com mondmero acido fosfatado.

- Caracterizac@o das nanoparticulas de SiO; funcionalizadas: Espectroscopia
de Infravermelho (FTIR), Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV), analise
termogravimétrica (TGA) e potencial hidrogenidnico (pH).

- Preparar sistemas adesivos experimentais (sistemas adesivos
convencionais e autocondicionantes de dois passos) testando como variaveis de
formulacdo o componente acido: mondémero acido e/ou nanoparticulas de SiO,
funcionalizadas com mondémero acido fosfatado.

- Avaliar as propriedades fisico-quimicas, mecéanicas e adesivas dos sistemas
adesivos obtidos: grau de converséo, taxa de polimerizacao, resisténcia de unido a
microtracdo em dentina, resisténcia a flexdo, médulo de elasticidade, sorcdo /

solubilidade e avaliagdo da morfologia da camada hibrida por MEV.



2.4 Metodologia

2.4.1 Funcionalizagdo das nanoparticulas de SiO;

2.4.1.1 Reagentes

Nanoparticulas de silica coloidal (Aerosil 380 — tamanho médio de 7 nm e
area de superficie 380 m?/g) seréo adquiridas junto & industria Degussa (Frankfurt,
Alemanha). O y-metacriloxipropiltrimetoxisilano (y-MPTS) sera adquirido junto ao
fornecedor Sigma-Aldrich (Milwalkee, EUA). Etanol absoluto, acido acético e
peréxido de benzoila (BPO) serdo adquiridos junto a empresa Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Metacriloiloxietil di-hidrogénio fosfato / Bis (metacriloiloxietil) hidrogénio fosfato

(HEMA-P) sera sintetizado conforme descrito anteriormente (LIMA etal., 2008).

4.1.1.2 Silanizacdo e funcionalizacdo das nanoparticulas de SiO, com monémero

acido fosfatado

As nanoparticulas de SiO, serdo submetidas ao processo de silanizacdo
através da mistura de 5g SiO,, 10% de y-MPTS, 15% de &cido acético e solvente
(15 ml de agua destilada e 150 ml de etanol). A mistura serd levada a estufa 70°C
por 4 horas e posteriormente a temperatura sera elevada a 110°C por 1 hora para
evaporacao do solvente. O po obtido sera peneirado em peneira de malha #300.
Apos a silanizacdo as nanoparticulas de SiO, serdo chamadas de Pg.

As nanoparticulas de SiO; silanizadas serdo co-polimerizadas ao monémero
acido fosfatado através da adigdo de 15% de HEMA-P, 1% de autoiniciador (BPO) e

solvente (17 ml de etanol). Posteriormente a mistura serd mantida a 80° C, sob
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agitacdo, para que ocorra a reacao de polimerizagdo, e em seguida, sera levada a
estufa & 110° C por 4 horas para evaporacdo do solvente. O pd obtido serd
peneirado em peneira de malha #300. Apos a funcionalizacdo as nanoparticulas de
SiO, serdo chamadas de Ppevwap. Uma representacdo esquematica das
nanoparticulas de SiO, funcionalizadas com mondémero &cido fosfatado esta

representada na figura 1.

on
o
~ O
o
0 o
R _O—P—OH

c $i0, HEMA-P
)

$i0, silanizada N o

Figura 1 — Representacdo esquemética das nanoparticulas de SiO, funcionalizadas com monémero
acido fosfatado (HEMA-P).

4.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de SiO;
4.2.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Andlises por espectroscopia de infravermelho serdo realizadas em um
Espectrofotdbmetro Médio de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR,
Shimadzu Prestige21 Spectrometer, Shimadzu, Tokyo, Japdo) para avaliar a
presenca de organosilano e grupamentos fosfato na superficie das nanoparticulas
de SiO,. O p6 das nanoparticulas sera dispensado sobre o cristal de diamante

equipado com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR). Os espectros serao
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coletados em 32 varreduras, na faixa espectral compreendida entre 700 e 4000 cm™,

resolucdo 4 cm™.

4.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

As amostras de nanoparticulas de SiO, serdo submetidas a analise
termogravimétrica (TGA) no equipamento (SDT Q600; TA Instruments Ltd., EUA). As
amostras serdo aquecidas até 600° C em uma taxa de aquecimento de 10° C min™.

4.2.3 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Microscopia eletronica de varredura (MEV) sera realizada para avaliar a
morfologia das nanoparticulas de SiO, usando o equipamento (SSX-550; Shimadzu,
Tokyo, Japdao).

4.2.4 Potencial hidrogeniénico (pH)

Amostras das nanoparticulas de SiO; (0,5 g) serdo individualmente imersas
em 10 ml de agua destilada e imediatamente apos sera mensurado o pH (n=3) com

o auxilio de um pHmetro digital (Na 2000; Analition, Ribeirdo Preto, Brazil).
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4.3 Formulacao dos sistemas adesivos experimentais

4.3.1 Reagentes

Bisfenol A glicidil dimetacrilato (Bis-GMA), dimetacrilato de trietilenoglicol
(TEGDMA) e canforoquinona (CQ), serédo adquiridos junto ao fornecedor Esstech Inc
(Essignton, EUA). 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) serda adquirido junto ao
fornecedor Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O etil 4-dimetilamina benzoato (EDAB) e
o hexafluorfosfato de difeniliodénio (DPIHFP) serdo adquiridos junto a empresa
Fluka (Milwaukee, EUA). Gel de acido fosforico 35% sera adquirido da Maquira
(Maringa, Brasil). Etanol absoluto ser& adquirido da empresa Vetec (Brasil). HEMA-P
(LIMA, 2008) sera sintetizados conforme descrito anteriormente. Em todos os
experimentos, sera utilizado para fotoativacdo diodo emissor de luz (LED - Radii;
SDI, Bayswater, Victoria, Australia) com irradiancia de 800mW/cm? confirmada por

meio de um potencidémetro (Ophir Optronics, Danvers, MA, EUA).

4.3.2 Formulagéo dos sistemas adesivos convencionais experimentais

Dois primers/adesivos experimentais serdo formulados através da mistura de
Bis-GMA, TEGDMA, HEMA, etanol e agua destilada, conforme descrito na tabela 1.
Os primers/adesivos experimentais serdo nomeados como Pyo € Puewa-p, de acordo
com a auséncia ou presenca de nanoparticulas funcionalizagdo com HEMA-P. Como
sistema de iniciacdo 0,5% de CQ, 1% de EDAB e 1% DPIHFP (% em massa) seréo

adicionados em todos os grupos avaliados.
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Tabela 1 - Composicdo dos primers/adesivos experimentais (% em massa).

Primers/adesivos Pno Pyemap
Bis-GMA 30 30
TEGDMA 15 15

HEMA 30 30
Etanol 20 20
Agua destilada 5 5
PHEmA-P 0 ?

Abreviatura: ?: Dados da concentragdo de PHEMA-P serdo obtidos apds avaliacédo prévia de diferentes concentragdes.

4.3.3 Formulacao dos sistemas adesivos autocondicionantes experimentais

Seis primers autocondicionantes experimentais serdo formulados através da
mistura de HEMA, HEMA-P, etanol e agua destilada. Os primers experimentais
serdo nomeados como MA3zo/Po; MAz0/PrEma-r; MA15/Po; MA15/PreEma-r; MAW/Po; €
MAo/Pyema-p, de acordo com a concentracdo de mondémero acido (MA) e de
nanoparticulas Pyeva-p adicionadas, respectivamente.

Para avaliar a possibilidade de substituicdo do mondédmero &cido fosfatado por
nanoparticulas funcionalizadas, o mondémero acido (HEMA-P) serd total ou
parcialmente substituido pelo co-monémero (HEMA), a medida que serdo adicionas
as nanoparticulas funcionalizadas (Pxema-p), €nquanto que a concentracao de 30%
de solventes (etanol e agua destilada) e 10% de TEGDMA sera mantida, conforme

apresentado na tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢cdo dos primers experimentais com substituicdo parcial ou total do monémero
acido fosforado (MA) por nanopatrticulas fosfatadas (Pyemar), % €m massa.

Primers MAgo/Po MA30/PHEMA-p MA15/P0 MA15/PHE|\/|A.p MAo/Po MAo/PHEMA.p

Etanol 20 20 20 20 20 20
Agua 20 20 20 20 20 20
TEGDMA 10 10 10 10 10 10
HEMA 20 20 45 45 50 50
HEMA-P 30 30 15 15 0 0
PHEMA-P 0 ? 0 ? 0 ?

Abreviatura: ?: Dados da concentragéo de PHEMA-P serdo obtidos apds avaliagéo prévia de diferentes concentragoes.
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Uma resina fluida ndo particulada constituida por 50% de Bis-GMA, 25% de
TEGDMA, 25% de HEMA, 0,5% de CQ, 1% de EDAB e 1% DPIHFP, % em massa,

sera usada como adesivo.

4.4 Caracterizacao dos sistemas adesivos experimentais

4.4.1 Analise por espectroscopia de infravermelho em tempo real

Os sistemas adesivos experimentais serdo avaliados quando ao grau de
conversdao e taxa de polimerizacdo em tempo real, através de um espectrofotdmetro
infravermelho com Transformada de Fourier (RT-FTIR, Shimadzu Prestige2l
Spectrometer, Shimadzu, Japdo) equipado com dispositivo de refletancia total
atenuada (ATR), composto por um cristal horizontal de diamante, com espelhos de
angulagéo de 45° (PIKE Technologies, EUA). Para garantir a padronizacdo de uma
distancia de 5 mm entre a extremidade da unidade foto-ativadora e a amostra, um
suporte serd acoplado para a fixacdo da fonte de luz ao espectrofotdmetro.

Cada amostra, em triplicata, sera dispensada diretamente sobre o cristal de
diamante (~3ul) e fotoativada por até 60 s. O monitoramento da reacdo de
polimerizacdo sera realizada através do software IRSolution utilizando apodizagéo
de Happ-Genzel, em uma faixa espectral entre 1800 e 1500 cm™, resolucéo de 4 cm’
! e velocidade de deslocamento de espelho de 2,8mm/s. O grau de converséo, por
segundo, sera calculado considerando a intensidade da vibrac&o do tipo estiramento
da dupla ligacdo carbono-carbono na frequéncia de 1635 cm™. O estiramento
simétrico do anel aromatico em 1610 cm™ das amostras polimerizadas e n&o
polimerizadas sera utilizado como padrao interno. Posteriormente, os dados obtidos
serdo plotados em uma curva ajustada pelo parametro regressivo ndo-linear de Hill e

sera calculada a taxa de polimerizagéo.
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4.4.2 Resisténcia de unido & microtracdo em dentina

4.4.2.1 Preparo dos dentes

Serao utilizados 80 incisivos bovinos, que apos remocédo da porcao radicular,
polpa e periodonto, serdo armazenados em solucdo de cloramina T 0,5% por sete
dias, sendo posteriormente transferidos para dgua destilada e mantidos congelados
até seu uso. A face vestibular dos dentes serd desgastada para criar uma superficie
plana em dentina média. Em seguida, a dentina exposta sera polida com lixa d’agua
de granulacdo 600 durante 1 min sob constante irrigagdo em uma politriz
metalogréfica (Aropol-E) para padronizar a lama dentinaria. Posteriormente seréo
distribuidos aleatoriamente 10 dentes para cada grupo.

4.4.2.2 Confeccao das restauracoes

Os dentes serdo restaurados de acordo com o tipo de material adesivo
utilizado:

Sistema adesivo convencional de 2 passos: o gel de acido fosférico 35% sera
aplicado sobre a superficie de dentina durante 15s, logo apds sera aplicado um jato
de ar/agua durante 15s e a com auxilio de papeis absorventes o excesso de agua
serd removido da superficie da dentina. Uma camada de primer/adesivo sera
aplicada, o solvente sera evaporado com um jato de ar durante 10s e fotoativacédo
sera realizada durante 20s. ApOs a fotoativacdo, incrementos de composito
restaurador (Filtek Z250, 3M ESPE, St. Paul, EUA) serdo inseridos para cobrir
completamente a superficie da dentina, até que a restauracdo tenha 4 mm de altura.

Sistema adesivo autocondicionante de 2 passos: 0 primer autocondicionante
sera aplicado ativamente sobre a superficie de dentina Umida durante 30s e o
solvente sera evaporado com um jato de ar durante 10s. Uma camada de adesivo

serd aplicada e fotoativada durante 20s. ApO6s a fotoativagcdo do adesivo,
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incrementos de compdésito restaurador serdo inseridos para cobrir completamente a
superficie da dentina, até que a restauracdo tenha 4 mm de altura.
Em seguida, os dentes restaurados serdo armazenados em agua destilada

durante 24 horas em estufa a 37°C.

4.4.2.3 Corte das restauracdes

Os dentes serdo seccionados em cortadeira de precisdo (ISOMET 1000,
Buheler, IL, EUA). Serédo realizados cortes perpendiculares a interface de unido,
sendo que o primeiro corte sera paralelo as faces proximais e 0 segundo
perpendicular a essas faces, de maneira a produzir palitos de aproximadamente 1
mm? de area de seccdo transversal. Para cada dente serdo obtidos 6 espécimes,
totalizando em torno de 60 espécimes por grupo que serdo armazenados em agua
destilada com 0,4% de azida sédica na estufa a 37°C. Apos 24h, 20 espécimes de

cada grupo serdo submetidos ao ensaio de resisténcia de unido a microtragao.

4.4.2.4 Ensaio de resisténcia de unido a microtracao

Apébs 24h cada espécime terd suas dimensdes mensuradas, para o calculo da
area de unido, utilizando um paquimetro digital com precisdo de 0,01lmm. Os
espécimes serdo fixados em um dispositivo desenvolvido para ensaio de
microtracdo com o auxilio de um adesivo a base de cianoacrilato (SuperBonder Gel,
Loctite). Os espécimes serdo tracionados a uma velocidade de 0,5 mm/min até sua
falha em uma maquina de ensaios mecanicos (Emic DL 500, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brasil) com uma célula de carga de 100N e a resisténcia de unido obtida em
MPa.
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4.4.2.5 Analise do padréo de fratura em microscopia de luz

A porcado correspondente a dentina de todas as amostras fraturadas sera
observada através de estereomicroscépio Optico (Futuretech, FM 700, Jap&o) com
um aumento de 100X e 500X para a determinacdo do modo de falha. As falhas
serdo classificadas em adesiva, coesiva em resina, coesiva em dentina ou mista,
guando ocorrer mais de um dos tipos de falha. Os espécimes que falharem antes de
serem submetidos ao teste de resisténcia de unido a microtracao serdo classificados

como falha prematura.

4.4.2.6 Analise da morfologia da interface de unido

Dois discos de dentina, com 2 mm de espessura, correspondentes a por¢cao
média da coroa de incisivos bovinos (n = 2) serdo obtidos através da sec¢do em
cortadeira de precisdo. A superficie da dentina sera polida com lixa d’agua
granulacdo 600 por 1 min sob constante irrigacao para padronizar a lama dentinaria,
em seguida, os materiais adesivos serdo aplicados conforme descrito anteriormente.
Uma camada fina de compadsito restaurador (Filtek Z250, 3M ESPE, St. Paul, EUA)
sera justaposta entre os dois discos de dentina, ligando um ao outro para formar um
espécime sanduiche de dentina-compdsito-dentina. Os espécimes ligados serao
armazenados em agua destilada a 37°C durante 24 h. Posteriormente as amostras
serdo seccionadas verticalmente a interface dentina-compdsito-dentina e embutidas
em resina de epdxi autopolimerizavel (Porto Alegre, RS, Brasil).

Apoés 24h, a superficie das amostras com a interface dentina-compaosito-
dentina exposta sera polida com lixas d’agua de granulacéo 600, 1200, 1500, 2000 e
2500, e posteriormente, com discos de feltro impregnado com suspensdes de
diamante policristalino (Metadi Supremo; Buehler) de granulacdo 3, 1, 0,25 e 0,1
mM. Os espécimes serdo limpos cor um jato de ar/agua entre cada passo do
polimento. As superficies serdo condicionadas com uma solucdo a 50% de é&cido
fosforico durante 5 s, enxaguadas com agua destilada durante 30 segundos e

desproteinizadas por imersao em solugédo de NaOCI a 2,5% durante 10 min. Apos a



28

limpeza durante 1 h no ultra-som, as amostras serdo armazenadas a seco em um
recipiente com gel de silica, durante 24 h, a temperatura ambiente. Ap6s as
amostras serao revestidas por ouro e as interfaces de unido serdo analisadas por

microscopia eletrénica de varredura (MEV - SSX-550, Shimadzu, Téquio, Japao).

4.4.2.7 Resisténcia a mini-flexdo e médulo de elasticidade

O teste de resisténcia a mini-flexdo sera realizado através da confeccdo de
espécimes em forma de barra (n=10) com dimensfes de 10 mm X 2 mm x 2 mm,
gue serao fotopolimerizados entre tiras de poliéster em um molde metélico por 40 s,
em ambos os lados. ApGs serem armazenados em agua destilada a 37° C por 24
horas, a resisténcia a flexdo e o médulo de elasticidade serdo obtidos pelo teste de
mini-flexdo de trés pontos em uma maquina de ensaios mecanicos (Emic, DL 500,

Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) com velocidade de 1 mm / min. até sua falha.

4.4.2.8 Sorcao e solubilidade

4.4.2.8.1 Confeccao dos espécimes

Dez espécimes por grupo serdo confeccionados dispensando o material em
um molde circular metélico com 1 mm de espessura e 15 mm de diametro, recoberto
por tiras de poliéster nas duas extremidades. Em seguida, cada espécime sera
fotoativado durante 20 s em 9 posicOes diferentes de ambos os lados, os bordos
serdo polidos com lixas de granulacdo 600 seguida de 1200. Todas as etapas do

desenvolvimento desta metodologia seguirdo as especificacbes 1SO 4049/2000.
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4.4.2.8.2 Ensaio de Sorcao e Solubilidade em agua

Os espécimes serdo levados em um dessecador contendo silica e
armazenados em estufa a 37° C. A massa de dois corpos de prova de cada grupo
serd mensurada repetidamente até sua estabilizacdo. Apds isso, a massa dos
demais espécimes também sera mensurada. Essa massa sera denominada de my,
pois representa a massa seca do espécime antes dos fendbmenos de Sorcédo e
Solubilidade ocorrerem.

Apés a definicdo da m;, todos o0s espécimes de um mesmo grupo serao
colocados dentro de um recipiente contendo 1 ml de agua destilada para cada corpo
de prova. Os recipientes serdo armazenados dentro de uma estufa a 37° C, e ap0s
uma semana a massa de todos 0s espécimes sera mensurada novamente e desta
vez denominada de m,, representando a massa Umida do espécime ap0s este ter
sorvido agua do meio em que foi armazenado.

Em seguida, os corpos de prova serdo armazenados nhovamente, no
dessecador com silica, dentro de uma estufa a 37° C, para obter uma terceira massa
(m3), que representara a massa final do espécime apos o fenémeno de solubilidade,
lixiviacdo de componentes do mesmo. ApoGs a estabilizacdo desta massa, a ms de
cada corpo de prova sera mensurada.

A Sorcdo de agua (SA) e a Solubilidade (SL) serdo calculadas a partir das
seguintes formulas:

SA = my — mg, SL = m; — mg,
\Y \Y

onde: V representa o Volume dos espécimes, que serd obtido da seguinte
maneira:

V =R,

sendo que: TT representa o valor constante de 3,14; R o raio do espécime; e h
a altura do mesmo. O raio serd obtido através da meédia entre dois diametros
perpendiculares de cada espécime; e a altura sera obtida pela média entre cinco
alturas diferentes para cada um dos espécimes, mensurados com um paquimetro

digital com precisao de 0,01mm.
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4.5 Tratamento estatistico

O numero de repeticbes especificadas nas metodologias descritas acima
partirdo dos valores comumente utilizados na literatura. No entanto, o numero
definitivo de repeticbes em cada avaliacdo terd como base o calculo de amostra
executado em estudos piloto prévios. De posse dos resultados dos experimentos, 0
meétodo estatistico mais apropriado serd escolhido com base na aderéncia no
modelo de distribuicdo normal e igualdade de variancias. Para todos os testes sera

considerado o valor p<0,05 como estatisticamente significante.



6. Orcamento

Quadro 1 — Orgamento previsto para a viabilizag&o do projeto.

Descricdo Qtde. |Custo Unit. (R$) | Total (R$)

Reagentes -1 10.000,00
Gel de acido fosférico 35% (Maquira) 2 6,00 12,00
Compoaosito restaurador comercial 28 59,00| 1.652,00
Resina epoxi 1 kit 150,00 150,00
Andlises de MEV 10 120,00| 1.200,00
Cera pegajosa 4 cX. 25,00 100,00
Gel cianoacrilato 2.un 5,00 10,00
Vidrarias de laborat6rio - - 500,00
Material de escrit6rio - - 200,00
Materiais descartaveis - - 500,00
Impresséo 10 unit. 50,00 500,00
Diérias e Passagens de Congressos - -1 3.000,00
Servigo de revisdo de inglés 2 300,00 600,00
TOTAL 18.424,00




7. Cronograma de execucao

Tabela 3. Cronograma referente a Marco de 2013 até Fevereiro de 2015.

By D S5 B B84 S¢ B¢ o< 3
- =3 <3 683 28 =3 53 o3 o3 £
N S N O N o N c N o N S5 NN SN g N
= - 2] b ) < m O -
Pesquisa Bibliografica X X X X X X X X
Qualificacao do Projeto X
Sintese X X X X
Caracterizacao X X X X X X
Analise dos resultados X X X
Envio para congressos X
Redacéo do artigo X X X X
Defesa X
Envio do artigo cientifico para X

publicacéo
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3 Relatorio do trabalho de campo

Este projeto, por se tratar de algo novo, fez com gque encontrassemos muitas
dificuldades durante a sua realizacdo, o que nos levou a alterar algumas
metodologias apresentadas no projeto de qualificacdo. Esta secdo, além de se
referir a descricdo do trabalho de campo, também se destinou a indicar as
alteracdes que foram necessarias durante o desenvolvimento do estudo, que

explicam as diferencas entre o projeto inicial e o artigo a seguir apresentado.

3.1 Funcionalizacdo das nanoparticulas de SiO,

As atividades de laboratério foram iniciadas pela funcionalizacdo das
nanoparticulas com fosfato. Inicialmente, foi estabelecido como método de sintese o
apresentado na qualificacdo deste projeto de dissertacdo, no entanto prosseguiu-se
tentando aprimorar o método de obtencao das nanoparticulas funcionalizadas.

O método de sintese até entdo adotado, apresentava algumas limitacdes:
heterogeneidade de funcionalizacdo, sendo possivel observar nitidamente uma
camada inferior de nanoparticulas ndo tratadas e uma camada superior de
nanoparticulas com mondmero acido polimerizado; formacdo de homopolimeros;
auséncia de um processo de purificacdo das nanoparticulas apds a sintese; e
aglomeracao das nanoparticulas apds secagem.

Para tentar resolver essas limitagées foram realizadas diversas mudancas no
método de sintese. A reacdo de silanizacdo e funcionalizagdo das nanoparticulas
passou a ser realizada simultaneamente em um condensador com refluxo, para
melhorar 0 molhamento das nanoparticulas, evitar a sua aglomeracdo durante a
reacdo, prevenir a formacdo de homopolimeros e, por fim, obter nanoparticulas com
uma funcionalizacdo mais homogénea. A purificacdo das nanoparticulas

funcionalizadas passou a ser realizada com auxilio de uma centrifuga, onde
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dispensava-se 0 solvente sobrenadante. Para prevenir a aglomeracdo das
nanoparticulas, diversos métodos foram testados: remogéo do solvente com auxilio
de um evaporador rotativo, remocao lenta do solvente em temperatura ambiente,
secagem a vacuo, incorporacdo das nanoparticulas em HEMA e posterior remocao
do solvente com auxilio de um evaporador rotativo e manter as nanoparticulas no
solvente, sem seca-las.

As reacbes de silanizacdo e funcionalizacdo das nanoparticulas foram
acompanhadas por andlises de espectroscopia de infravermelho meédio, pois a
observacédo do aparecimento do pico em 1636 cm™ nos indicava a presenca de C=C
proveniente do processo de silanizacdo e o aparecimento do pico em 1050 cm™ nos
indicava a presenca de POOH proveniente do processo de funcionalizagdo com o
mondmero acido fosfatado. Além deste método de acompanhamento de sintese, a
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada paralelamente para

visualizacdo da morfologia e tamanho de particula.

3.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de SiO;

As nanoparticulas funcionalizadas obtidas foram enviadas ao Prof. Fabricio
Mezzomo Collares (co-orientador deste trabalho) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, para realizacdo da andlise termogravimétrica (TGA) e microscopia
eletrbnica de transmissdao (MET), pois ndo temos estes equipamentos nos
laboratérios da Universidade Federal de Pelotas.

A avaliacdo da morfologia das nanoparticulas deixou de ser realizada pelo
MEV (conforme descrito no projeto) e passou a ser realizada pelo MET devido ao

tamanho das particulas serem compativeis com a escala hanométrica.

3.3 Formulagao dos sistemas adesivos e avaliagao de suas propriedades
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Até o momento da qualificacdo do projeto, apenas alguns experimentos-
piloto de ensaios de adesdo haviam sido realizados com um sistema adesivo
autocondicionante experimental de dois passos (formulagédo descrita no projeto),
com resultados considerados satisfatorios até aquele momento, uma vez que 0s
valores de resisténcia de unido a dentina eram similares aos valores publicados
previamente por nosso grupo de pesquisa (LIMA et al., 2008). Também foram
realizados testes pilotos de adesdo variando a concentracdo de nanoparticulas
funcionalizadas e de mondémero &cido, com resultados considerados aceitaveis até
aquele momento. No entanto a prioridade era a obtencdo de um novo método de
adesdo, apenas com nanoparticulas funcionalizadas sem a associa-las com o
mondmero acido, independente da eficicia dos resultados de adesdo. Na ocasido,
as nanoparticulas funcionalizadas que eram incorporadas nos sistemas adesivos
ainda apresentavam as limitacdes apontadas anteriormente.

Apos aprovacdo do projeto de qualificacdo e consolidacdo de um novo
método de funcionalizacdo das nanoparticulas (método descrito no artigo a seguir
apresentado), novos testes de screening de concentracdo de nanoparticulas
funcionalizadas foram realizados, surgindo problemas em relacédo a efetividade de
unido. Era possivel observar no teste de resisténcia de unido que apés o
rompimento dos corpos de prova havia a presenca de agua na interface de unido.

Na tentativa de diminuir os problemas apresentados, principalmente em
relacdo a efetividade de unido dos materiais e excesso de agua na superficie da
dentina apo6s a falha da unido, optou-se por avaliar o efeito da incorporacdo das
nanoparticulas funcionalizadas em um sistema adesivo autocondicionante de um
passo que ndo continha agua na sua formulagédo (formulacdo descrita no artigo a
seguir apresentado). Estudos prévios (VAN LANDUYT et al., 2008) demonstraram
gue o mondmero acido do sistema adesivo é capaz de ser ionizado pela agua
proveniente do substrato dentinario quando utilizado a técnica “wet bonding”, que
consiste em manter a superficie do substrato umida antes da aplicacado do sistema
adesivo.

Diante disso, novos testes de screening de concentracdo de nanoparticulas
funcionalizadas foram realizados com o sistema adesivo autocondicionante de um

passo. Valores muito baixos de adeséo e alta variabilidade de valores de resisténcia
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de unido a dentina foram encontrados em todos os grupos. Assim, foram realizadas
variacdes da técnica de confeccdo dos corpos de prova, da umidade da superficie
da dentina e do tempo de aplicacédo do sistema adesivo, ndo obtendo sucesso.

Optou-se, entdo, por alterar novamente a formulacédo dos sistemas adesivos
autocondicionantes de um passo, passando estes a conter monémeros acidos em
sua formulacdo, e por investigar o efeito da adicdo de nanoparticulas
funcionalizadas na formulacdo dos materiais experimentais contendo monémeros
acidos em sua formulacdo. Diante disso e do tempo habil, as metodologias de
avaliagéo das propriedades dos materiais foram repensadas e algumas alteradas.

Os resultados obtidos no screening de concentracdo estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Valores de resisténcia de unido (média + desvio-padréo) do screening de concentragdo dos
sistemas adesivos autocondicionantes experimentais de um passo de um passo de acordo com a

concentracdo de HEMA-P e nanoparticulas funcionalizadas.

Nanoparticulas funcionalizadas com mondémero acido, % em massa

0 0,1 0,2 0,5 1 2 4 6 8
0%
0 0 0 0 0 0 0 0 0
HEMA-P
40% 6,3 8,8 6,6 4,2 2,5 5,9 2,9 4,5 4,7

HEMA-P +18 +26 +26 +41 =+14 +29 +23 +33 =+27

O sistema adesivo autocondicionante de um passo foi escolhido pelos
motivos apontados acima, e também por buscar resolver um problema clinico,
melhorar a eficacia e a longevidade de unido dos materiais simplificados. Dessa
forma, enquanto o projeto inicial era baseado na obtencdo de um novo método de
adesdo, apenas com nanoparticulas funcionalizadas sem a associa-las com o
mondmero acido, na formulacdo de sistemas adesivos convencionais e
autocondicionantes experimentais de dois passos, 0 objetivo no estudo aqui

apresentado foi avaliar o efeito da incorporacédo de nanoparticulas funcionalizadas
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associadas ao mondmero acido em sistema adesivo autocondicionante experimental

de um passo.
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ABSTRACT

Objective. This study investigated the effect of the incorporation of phosphate-
grafted-silica nanoparticles (SiO,—POOH) on dentin bond strength and the physical-
chemical properties of model one-step self-etching adhesive (1-SEA).

Methods. Phosphate was grafted onto the silica nanoparticles through the free
radical polymerization of acid phosphate monomer (Methacryloyloxyethyl Dihydrogen
Phosphate / Bis (methacryloyloxyethyl) Hydrogen Phosphate — HEMA-P) in an
alcoholic medium. The resulting SiO,-POOH was characterized by using FTIR
spectroscopy, TGA, and a TEM micrograph. The SiO,—~POOH were added to 1-SEA
with three HEMA-P concentrations (0, 20 and 40% wt.), as the control group an
unfiled 1-SEA were formulated. The formulated 1-SEAs were evaluated for
microshear bond strength to dentin and classified according to failure mode.
Additionally, morphological analysis of bonding interface, contact angle, degree of
conversion, rate of polymerization and the cohesive strength were evaluated.
Statistical comparisons were conducted at a 5% significance level.

Results. The grafting reaction of SiO,-~POOH was confirmed by FTIR and TGA. 1-
SEA containing SiO,—POOH had significantly higher shear bond strength values than
the non-SiO,-POOH adhesives (p < 0.001), except for 1-SEA with 0% of HEMA-P
that did not exhibit bonding to the dentin. Compared with its correspondent unfilled 1-
SEA, the addition of SiO,-~POOH improved the dentin wettability by decreasing the
contact angle and, increasing the degree of conversion and rate of polymerization.
The cohesive strength, in contrast, was not affected by SiO,—~POOH.

Significance. SiO,—~POOH addition could be used to produce 1-SEA with enhanced
dentin bond strength without harming the other properties investigated.

Keywords: Graft. Dental adhesives. Dentin bonding agents. Silica. Filler. Graft

polymerization. Acidic monomers. Bond strength.



1. Introduction

Most clinical studies show a higher rate of loss restoration-retention and inefficient
clinical performance for one-step self-etch adhesives (1-SEA) than for multi-step
adhesives [1, 2]. Poor adhesion results in a lack of marginal seal, marginal
discoloration, tooth sensitivity, and a loss of restoration retention [1-4]. The 1-SEAS
were introduced to simplify the clinical procedures; however, simplification so far
appears to induce a loss in bonding efficacy under clinical conditions [1, 2]. This
inferior clinical performance of these simplified adhesives is directly related to its less
favorable laboratory findings [5]. Therefore, an increase in the bonding effectiveness
of one-step dental adhesives is desired due to their lower bond strength [6-8] and
poor long-term bond stability [9] in comparison to that measured for multi-step
adhesives.

The bonding effectiveness to dental tissue is related to a material's ability to
promote demineralization of the substrate, resin infiltration, and form a hydrolysis-
resistant hybrid layer (a polymer setting and collagen network) [10]. In self-etch
adhesives, the micromechanical retention is attributed to the presence of
methacrylate monomers modified by acidic functionalities which promote physical-
chemical interactions between the adhesive and the tooth surface [11]. However, this
acidic monomer may detrimentally affect the polymerization reaction [12] and
become hydrolytically unstable in one-bottle materials, [13-15] thus increasing the
water sorption and decreasing the mechanical properties of the hybrid layer and
bonding stability [10].

Hence, in attempts to solve the bonding stability-related problems, were
investigated the control of collagenolytic activity,[16] increased adhesive

impregnation into dentin,[10] reduction of polymer hydrophilicity,[17] improved
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polymerization,[10, 18] and addition of fillers [19-22]. The addition of small amounts
of fillers into dental adhesive produces a hybrid layer that is less prone to
degradation [23]. Thus, the water sorption decreases and the material properties
increase [24]. Likewise, the surface of these inorganic particles allow for the
modification by polymers through grafting polymerization to produce functional
groups on the surface of particles with synergistic and desired properties [25-28]. In
this study, the surface of silica nanoparticles (SiO2) was modified with methacrylate
monomers modified by acidic functionalities which consist of phosphate groups
(POOH). These phosphate acidic functional groups could interact with the calcium
ions of hydroxyapatite to promote the dentin-resin adhesion [29]. It has been reported
that this additional chemical interaction could improving the bond durability [11].
Therefore, improving the material's properties and enhancing the physical-
chemical interaction of tooth-adhesive will lead to a more durable restorative
treatment [10, 11]. However, despite the possible effect of phosphate acidic
functional groups grafted on silica surface (SiO,-POOH) added as a constituent of
adhesive, there is no evidence in the literature regarding the impact of this
component on the formulation, tooth adhesion, and other properties. Therefore, the
purpose of this study was to develop a new hybrid organic-inorganic particle,
SiO,-POOH, to be used as a filler in one-step adhesive. SiO,-~POOH synthesis and
characterization were performed and the effect of SiO,—POOH incorporation on
dentin bonding effectiveness and the physical-chemical properties of 1-SEA were
evaluated. The hypothesis tested was that the incorporation of SiO,-~POOH improved
the bonding effectiveness of the 1-SEA without jeopardizing the other material

properties.
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2. Experimental

2.1. Materials

The silica nanoparticles (SiO, - Aerosil® 380 / 7 nm average size, Degussa,
Germany) were silanized by gamma-methacryloxypropyltrimethoxysilane (y-MPTS -
Aldrich Chemical Co., USA) and grafted by acidic phosphate monomer
(Methacryloyloxyethyl Dihydrogen Phosphate / Bis (methacryloyloxyethyl) Hydrogen
Phosphate — HEMA-P) that was synthesized as previously described [30]. Acetic
acid, benzoyl peroxide (BPO), acetone, and ethanol were purchased from Vetec,
Brazil and used as received. Distilled water was used throughout all of the
experiments. The experimental 1-SEAs were formulated by monomers 2,2-bis[4-(2-
hydroxy-3-methacryloyloxy propyl)phenyl]-propane (Bis-GMA), (di)methacrylate
monomers urethane dimethacrylate (UDMA), 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
and trietilenglicol dimethacrylate (TEGDMA) which were supplied by Esstech Inc.,
USA, and used as received. The photosensitizer, camphorquinone (CQ — Esstech),
as well as the co-initiator ethyl 4-(dimethylamino) benzoate (EDAB) and
diphenyliodonium  hexafluorphosphate (DPIHFP), were purchased from Aldrich

Chemical Co, USA, and used to render the materials photocurable.

2.2 Methods

2.2.1.1. Graft polymerization of phosphate onto the SiO, nanoparticle

In a 500-mL round-bottom vessel connected to a reflux condenser, y-MPTS and
acetic acid (10 and 15% wt. of the nanoparticles wt., respectively) were dissolved in
15 mL of distilled water and 150 mL of ethanol. 5 g of SiO, was added to this mixture.
The temperature was held at 80 °C for 24 h while being vigorously stirred. The acidic

phosphate monomer HEMA-P and BPO as radical initiator (15 and 1% wt. of the
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nanoparticles wt., respectively) were then added to the reaction medium. The
temperature was maintained at 80 °C while stirring. The polymerization reaction was
left to take place for 24 h. The product was washed with acetone three times to
remove the unreacted monomers and dried at room temperature for 24 h, resulting in
silica powder with phosphate-functional groups at their surface (SiO,—POOH). The

graft polymerization of phosphate onto the SiO, nanopatrticle is summarized in Fig. 1.

2.2.1.2. Particles’ characterization

The SiO,—POOH were analyzed by Fourier transform mid-infrared (FTIR)
spectroscopy (Prestige-21; Shimadzu, Japan) at a resolution of 4 cm ™ and 24 scans
in the range of 700-2500 cm™. The SiO, was used as background before the
SiO,—POOH analysis to avoid overlapping the peaks between 500 and 1500 cm™.
Thermogravimetric analyses (SDT Q600; TA Instruments Ltd., USA) of the HEMA-P,
SiO, and SiO,—POOH were performed from room temperature to 900 °C at a heating
rate of 10 °C/min~" under N, atmosphere. Transmission electron microscopy (TEM -
JEM 120 EX II; JEOL Ltd., Japan) was used to evaluate the morphology of the SiO,

and SiO,—POOH powder.

2.2.2.1. Experimental one-step self-etch adhesive (1-SEA) formulations

A model 1-SEA was prepared through intensive mixing of Bis-GMA (42.5% wt.),
HEMA (38% wt.), TEGDMA (8.5% wt.), UDMA (8.5% wt.); and a ternary initiation
system CQ (0.5% wt.), EDAB (1% wt.) and DPIHFP (1% wt.). 1-SEA with three
different acidic phosphate monomer concentrations (HEMA-P at 0, 20 and 40% wt.)
were prepared. SiO,—POOH was added to the 1-SEA in 0.1% wt. As a control group,

1-SEA without SiO,—POOH was used. Thus, six varied experimental groups were
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evaluated in which the HEMA-P concentration/with or without SiO,—POOH: filled 1-
SEA (HEMA-P4/SiO,-POOH, HEMA-P,/SiO,—POOH and HEMA-P,/SiO,—POOH)
and unfilled 1-SEA (HEMA-P4/NO, HEMA-P,,/NO and HEMA-P¢/NO). To perform
monomer photoactivation, a light-emitting diode unit (LED — Radii; SDI, Australia)
was used. An irradiation value of 1400 mW/cm? was confirmed with a power meter

(Ophir Optronics, USA).

2.2.2.2. Microshear bond strength to dentin and SEM fractographic analysis

Sixty bovine incisors were embedded in epoxy resin and their buccal faces were wet-
ground to expose the dentin medium. The element tooth was used as a sample unit
(n=10). The dentin surfaces were wet-polished with 600-grit SiC abrasive papers for
60 s. Dentin moisture was controlled with absorbent paper until no surface water was
observed. The 1-SEAs were vigorously applied to the prepared dentin surfaces for 20
s by using a microbrush; elastomer molds (thickness 0.5 mm) with a cylindrical orifice
(diameter 1.5 mm) were placed onto the adhesive layer and light-activated for 30 s.
The orifices were filled with the resin composite (Filtek Z250, 3M ESPE, USA) with
bonded area of 1.77 mm?; the molds were covered with a polyester strip and a glass
slide and the resin composite was photoactivated for 40 s. After storage in distilled
water at 37 °C for 24 h, a thin steel wire (diameter 0.2 mm) was looped around the
cylinder and aligned with the bonding interface. The shear test was conducted at a
crosshead speed of 0.5 mm/min until failure in a universal testing machine (EMIC DL
500, Brazil). Microshear bond strength (USBS) values were calculated in MPa. All of
the specimens that were tested were analyzed for the failure mode by using a
stereomicroscope at a magnification of 40x. The failure modes were classified as

pre-testing failure, adhesive, cohesive failure within resin, cohesive failure within
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dentin and mixed failure, when there is more than one type of failure. Representative
failed specimens were selected by scanning electron microscopy (SEM — JEOL;

JSM-6610/LB, USA) for examination.

2.2.2.3. Morphological analysis of the bonding interfaces

Two 2 mm-thick dentin discs were obtained from the mid-coronal portion of the
bovine incisors by using a diamond saw under running water. The dentin surfaces
were wet-polished with 600-grit SiC abrasive papers for 60 s to standardize the
smear layer, and the experimental 1-SEAs were applied as previously described. A
thin layer of light-activated resin composite (Filtek Z250, 3M ESPE) was applied, and
the two dentin discs were bonded to each other to form a dentin-composite-dentin
sandwich specimen. The bonded specimens were stored in distilled water at 37 °C
for 24 h. The specimens were then vertically sectioned at the bonding interface and
embedded in cold-cure polyester resin (Fiberglass; Brazil). After 24 h, the surfaces
were wet-polished with 600, 1200, 1500, 2000, and 2500-grit SiC abrasive papers,
and 3, 1, 0.25 and 0.1 pum polycrystalline diamond suspensions (Metadi Supreme;
Buehler). The specimens were ultrasonically cleansed for 10 min between each
polishing step. The surfaces were etched with a 50% phosphoric acid solution for 5 s,
rinsed with distilled water for 30 s and deproteinized by immersion in a 2.5% NaOCI
solution for 10 min. After ultrasonic cleansing for 1 h, the specimens were dry-stored
in a container with silica gel for 24 h at room temperature. The specimens were

coated with gold and the bonding interfaces were examined by SEM (JEOL).
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2.2.2.4. Dynamic contact angle

The contact angle of the experimental materials was measured by using an Optical
Tensiometer (Theta Lite TL101, Biolin Scientific Inc., Finland) with a sessile drop
method. Standardized drops of the experimental materials (5 pL) were directly
dispensed onto the dentin surface. The dentin surface was prepared as previously
described and the dentin moisture was controlled with absorbent paper until no
surface water was observed. Immediately after placing the drop onto the dentin
surface, a dynamic reading of the right and left contact angle was taken in real time
by One Attension software (Biolin Scientific Inc) while using 20 frames per second for
20 s. The contact angle (°) was recorded as the mean between the right and left

readings (n=3).

2.2.2.5 Kinetics of polymerization by RT-FTIR spectroscopy

The reaction of the polymerization of the experimental materials was evaluated by
using real-time FTIR spectroscopy (Shimadzu) with an attenuated total reflectance
device that was composed of a horizontal diamond crystal. To evaluate the degree of
conversion (DC) and rate of polymerization (Rp), the experimental materials (n=3)
were dispensed on the diamond crystal (~3uL). A reading for the material was taken
by using a setup monitoring scan mode by IRsolution software (SHIMADZU, USA), at
a rate of 1 scan per second and a 4 cm™ resolution. The sample scanning was
performed simultaneously with the photoactivation for 30 s. The DC (%) and Rp (%/s
!y were calculated as previously described [31] while considering the data-curve

fitting that was performed by Hill's three-parameter non-linear regression.
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2.2.2.6. Cohesive strength

Specimens that were 10.0 mm long, 10.0 mm wide and 1.0 mm thick were produced
by using a metallic mold. Ten dumbbell-shaped specimens with a cross-sectional
constriction area of +1.0 mm? were made for each 1-SEA. The specimens were light
cured for 30 s on both the top and bottom surfaces. Thereafter, the area of the
constriction zone was measured with a digital caliper. The specimens were dry-
stored for 24 h at room temperature. Afterwards, they were fixed in the metallic
device with a cianoacrylate-based glue and tested by ultimate tensile strenght in a
universal testing machine (EMIC DL 500) at a 0.5 mm/min crosshead speed until

fracture. The cohesive strength was calculated and expressed in MPa (n=10).

2.2.2.7. Statistical analysis

The uSBS and degree of conversion data were submitted to one-way Analysis of
Variance and the Holm-Sidak test. The cohesive strength data was submitted to
Kruskal-Wallis one-way Analysis of Variance and the Tukey test. A 5% significance
level was set for all analyses. Correlation between variables uSBS, degree of
conversion and cohesive strength were investigated using Pearson product moment

correlation (SigmaPlot 12, Systat Software, USA).
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3. Results

Fig. 2 shows the FTIR spectra of the SiO,-~POOH, thus illustrating the characteristic
peaks of the POOH which confirm the functionalization. The SiO, sample was used
as the background prior the SiO,-POOH analysis to avoid peaks' overlapping
between 500 and 1500 cm™. SiO,~POOH shows the appearance of three
characteristic peaks at about 801, 1053 and 1730 cm™, which are assigned to the
POOH functional group [30]. The organic content of the surface-modified SiO,
nanoparticles was assessed by TGA. Fig. 3 shows the respective weight loss curves
as a function of temperature for the SiO,, SiO,—POOH, and HEMA-P monomer. The
SiO,—POOH shows a higher mass loss than that of the SiO,. Subtracting the weight
loss of SiO; (=26% wt. at 900 °C), the amount of grafted POOH was calculated about
a 12% wt. Fig. 4 shows TEM micrographs of SiO, and SiO,—~POOH.

The results for the dentin bond strength and failure mode are shown in Table 1.
Compared with the unfilled 1-SEA, the addition of SiO,-POOH resulted in a
significant dentin bond strength increase of the filled 1-SEA for all HEMA-P
concentrations (p < 0.001), except for 0% of HEMA-P that did not exhibit bonding to
the dentin. The HEMA-P4/SiO,—POOH showed significantly higher bond strengths
than the correspondent unfilled 1-SEA HEMA-P4/NO and similar than the HEMA-
P20/SiO,—POOH. The failure analysis indicated the occurrence of mostly mixed
failure for filled 1-SEA and interfacial (adhesive) failure for unfilled 1-SEA. The SEM
micrographs of the representative failed specimens in the uSBS test are illustrated in
Fig. 5. The SEM micrographs of the morphological analysis of the bonding interfaces
are shown in Fig. 6.

The filled 1-SEA showed less of a contact angle than the correspondent unfilled 1-

SEA (Fig. 7). The results for the kinetics of polymerization are shown in Fig. 8. The
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addition of SiO,-POOH in 1-SEA had no harm the degree of conversion values;
however, a decrease in the degree of conversion is observed with the increase of the
HEMA-P concentration [Fig. 8 (A)]. The rate of polymerization, in contrast, was
improved by the incorporation of the SiO,-POOH in the filled 1-SEA, resulting in a
faster polymerization in an acid medium than the correspondent unfilled 1-SEA [Fig.
8 (B)]. The increase in the HEMA-P concentration also has an inhibitory effect in the
rate of polymerization of the filled and unfilled 1-SEA. The results for the physical-
chemical properties of the 1-SEAs are shown in Table 2. The filled 1-SEA HEMA-
Po/SiO,-POOH showed the highest cohesive strength value (p = 0.009); the HEMA-
P40/Si0O,-POOH and HEMA-P,/SiO,-~POOH showed similar cohesive strength as
the correspondent unfilled 1-SEA, HEMA-P4/NO and HEMA-P,/NO, respectively.
The degree of conversion, in contrast, was significantly improved in the filled 1-SEA
HEMA-P4/SiO,-POOH and HEMA-P,/SiO,-POOH, in comparison to the
correspondent unfilled 1-SEA HEMA-P4/NO and HEMA-P,,/NO, respectively (p <
0.001).

According to Pearson product moment correlation, a significantly low inverse
correlation was found between the means of bond strength and the cohesive strength
(Pearson product—-moment correlation coefficient -— R= -0.34, p=0.004), while a
moderate significant inverse correlation was found between bond strength and the
degree of conversion (R=-0.54, p=0.01). We did not find a significant correlation

between cohesive strength and the degree of conversion (p=0.08).
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4. Discussion

The grafting of POOH on the SiO, nanoparticles was carried out in an alcoholic
solution with a silane-coupling agent. The SiO, was dispersed in ethanol in the
presence of a y-MPTS (silane-coupling agent), which has silanol and acrylate end
groups in the structure. The y-MPTS reacts with the hydroxyl groups (OH) from SiO,
via its hydrolyzed alkoxysilane groups (Si—OH) to form covalent siloxane bonds (Si-
O-Si-), and also to provide active sites for graft copolymerization via its acrylate end
functional group [32]. The polymerization of the acidic phosphate monomer HEMA-P
in the presence of SiO,, y-MPTS, and a free radical initiator, PB, leads to both graft
polymerization involving the acrylate groups of y-MPTS and HEMA-P (Fig. 1).

The covalent linkage between acrylates groups of y-MPTS and HEMA-P could
occur by the breaking of double bond C=C in free radical polymerization, and
evidence of this polymerization is an absence of the characteristic peak at 1636 cm™
corresponding to C=C [22] in FTIR investigation (Fig. 2). The SiO,-POOH sample
showed characteristic peaks at 801, 1053 and 1730 cm™, corresponding to aliphatic
binding of P-O-C, P-OH and OH-P=0 (single OH) functional group of HEMA-P
structure [30]. As the SiO, sample was used as background prior the SiO,—~POOH
analysis, the significant stretch vibration of Si=O=Si bond at 1098 cm™ and SiOH at
793 cm™ cannot be observed, thus indicating that POOH grafting has occurred on
SiO; surface [33]. According to the TGA, SiO, shows less mass loss than that of the
SiO,-POOH, which indicates that the amount of POOH grafted onto the SiO, is
about 12 % (Fig. 3). The weight loss of up to 100 °C is due to the loss of unbound
water in SiO,, followed by a broad region of weight loss that corresponds to its
dehydroxylation process [34]. The SiO,-POOH had no sharp weight loss for

degradation of POOH grafted, which is probably due to the thermal stabilization
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effect of polymer on the SiO; [35]. The higher weight loss of the SiO,~POOH is
observed at about 100—-300 and 500-600 °C regions, which are in agreement with
presented thermal decomposition of the monomer HEMA-P. Moreover, in the
micrographs (Fig. 4), it is evident that the SiO,—~POOH has a smoother surface than
the SiO,. It also has a halo surrounding its particles, which can be attributed to the
POOH grafted on the SiO, surface.

The addition of SiO,—~POOH to 1-SEA improved the bonding strength to the dentin
(Table 1), except for HEMA-Po—materials. It is known that the 1-SEA requires acidic
monomers, such as HEMA-P, to promote demineralization and infiltration in a dental
substrate [11] and that without HEMA-P, the HEMA-Py/ SiO,-POOH and HEMA-
Po/NO are not able to perform a micro-mechanical interlocking and, consequently,
bond to dentin. However, these experimental groups contributed to clarify that POOH
grafted on SiO, nanoparticles alone does not act as a self-etching agent. The
addition of SiO,-POOH in 1-SEA with HEMA-P, in contrast, resulted in an increased
adhesion to dentin. The HEMA-P4,/SiO,—~POOH showed significantly higher bond
strengths than the correspondent unfilled 1-SEA HEMA-P4/NO and was similar to
the HEMA-P,,/SiO,—-POOH. The reason for the higher bonding potential of filled 1-
SEA is thought to be two-fold: It may be attributed to the increased dentin wettability
and the additional chemical attachment between the SiO,—-POOH and the dentin.
The addition of small amounts of SiO,-POOH into dental adhesive produced a
smaller contact angle between the dentin surface and the filled 1-SEA, thereby
increasing the wettability and impregnation of monomers within the dentin. Moreover,
the POOH" on solid SiO, particles then started an additional chemical attachment
with Ca®" ions of the hydroxyapatite from the demineralized dentin [11]. These

effects, however, should be addressed in future studies. The occurrence of mostly
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mixed failure for the filled 1-SEA, the good penetration of adhesive into the dentin
tubules and the presence of SiO,—-POOH on the dentin surface after the shear test
confirms this strong adhesion. As the nanofillers form clasters easily and become too
large to infiltrate the interfibrillar spaces between the exposed collagen fibrils (20
nm), they were found to be predominantly distributed within the adhesive layer and
the tubular orifices [23]. Although unfilled 1-SE also is able to penetrate into the
intertubular dentin matrix to provide a micromechanical interlocking, the interfacial
debonding failure (most prevalent) shows exposed dentinal tubules and a lack of
resin tags that confirm its poor retention.

Surprisingly, an increase in the degree of conversion and the rate of
polymerization of the SiO,-POOH/materials compared with the correspondent
unfilled 1-SEA may be observed. However, the polymerization reaction of the 1-SEA
might be strongly linked to the HEMA-P concentration, which has detrimental effects
on free-radical photopolymerization. It is known that acidic monomers are less
reactive than unmodified methacrylate, due to a deactivating effect of the acidic
groups on free radicals, [12] thus yielding a lower polymerization rate and degree of
conversion for the 1-SEA in comparison to the model resin-adhesive [31]. However,
this acidic monomer was crucial to form a micro-mechanical interlocking between the
adhesive and the dental substrate [11]. The bonding effectiveness of the 1-SEA had
an inverse correlation with the polymerization reaction, thus showing that the HEMA-
P40/SiO,-POOH had the highest bond strength and a low degree of conversion and
rate of polymerization, while both properties of the HEMA-P,,/SiO,—~POOH were
satisfactory. The partially cured adhesives were more permeable to fluid movement
[36], thereby expediting water sorption and compromising the long-term integrity of

the polymer [10]. The increased degree of conversion and polymerization rate, in
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contrast, enhanced the polymer cross-linking of the adhesive layer, leaving a low
level of unreacted monomers and decreasing water uptake and the hydrolytic
degradation of the material in the long-term [24]. Thus, a more stable adhesive
interface over time could be expected for 1-SEAs with SiO,—~POOH.

The mechanical properties of the adhesives are strongly improved by the addition
of a silanized inorganic filler [19], which increases the polymer strength through the
binding between this silanized filler and the polymeric matrix [37]. Incorporation of
SiO,-POOH, however, had no effect on the cohesive strength. This finding is
explained by the addition of the low filler concentration (0.1% wt.) and the poor
interaction between the polymeric matrix and the SiO,-POOH. Low filler
concentration has not been associated with a mechanical improvement of a one-
bottle adhesive; nanofiller-loaded adhesives have a tendency to increase the polymer
mechanical strength with increasing nanoparticle content, above 1% wt. [21].
Moreover, phosphate functional groups on fillers’ surfaces are not able to perform a
covalent linkage with acrylates groups [12] from a polymeric matrix of the 1-SEA by
free-radical polymerization.

The present results indicate that the addition of SiO,—~POOH associated with acidic
monomer in the 1-SEA were able to generate improved dentin bond strength with a
slight increase in dentin wettability and polymerization efficiency, compared to the
correspondent unfilled 1-SEA, without a significant effect in mechanical strength.
However, 1-SEAs with SiO,—POOH and without an acidic monomer cannot bond to
dentin. Therefore, the tested hypothesis should be partially accepted. As the polymer
strength was not associated with the high bonding effectiveness of the adhesives, we
believe that the improved bond strengths of the filled 1-SEA should be solely

associated with its increased dentin wettability and the additional chemical
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attachment between the SiO,-POOH and the dentin. Care should be taken,
however, when adding a high fraction of SiO,—~POOH to 1-SEA (unpublished data) to
avoid nanofiller clasters, and consequently, the decreased penetration of the
adhesive, leading to a decrease in the bonding effectiveness decrease. It is in
agreement with other studies that also showed a high level of bond strength to dentin
with the addition of a small amount of filler to the adhesive [21, 25-27]. Under clinical
conditions, the use of 1-SEA with optimal bonding efficacy could improve the clinical
service of restorations, as well as render a clinical procedure simpler, more user-

friendly, and less technique-sensitive.
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5. Conclusion

SiO,-POOH was easily obtained through the graft polymerization of phosphate onto
the SiO, surface. The addition of the SiO,—POOH associated with acidic monomer to
1-SEA was crucial for increasing the bonding effectiveness. Its addition as a dentin
bonding component may lead to improved bond strength without dramatically

affecting other material properties.
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Tables

Table 1. Means (standard deviations) for the microshear bond strength (USBS) to
dentin and failure mode.

1-SEA HSBS . Failure Mgde (%) .
(MPa) Mixed Adhesive Pre-testing
HEMA-P40/SiO,-POOH 9.0(2.1)° 55 45 0
HEMA-P0/SiO,~POOH 6.6 (2.1) ® 65 35 0
HEMA-P,40/NO 6.3(1.8)° 25 75 0
HEMA-P2/NO 4.7 (1.9)° 20 80 0

Distinct letters indicate significant differences for experimental one-step self-etching adhesive (1-SEA)
(P<0.05). * It was not possible to test any specimens for HEMA-P,/SiO,—POOH and HEMA-P,/NO as
all pre-testing failure.

Table 2. Means (standard deviations) for the physico-chemicals properties tested.

1-SEA Cohesive strength (MPa) Degree of Conversion* (%)
HEMA-P 4,/SiO,~POOH 46.2 (12.9) @ 44.1 (1.1) ¢
HEMA-P2,/SiO,~POOH 44.4 (10.8) 59.8 (1.4) °
HEMA-Py/SiO,~POOH 56.0 (9.5) 65.9 (1.7)
HEMA-P4/NO 37.0(5.3)° 36.2 (2.1) ©
HEMA-P,o/NO 41.6 (16.4) ® 56.6 (0.6)°
HEMA-P¢/NO 47.4 (8.1) ® 65.7 (0.4)

For each property, distinct letters indicate significant differences for experimental one-step self-etching
adhesive (1-SEA) (P<0.05). *Degree of conversion after 30 s of photo-activation.
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Figure legends

Figure 1. Schematic representation of graft polymerization of the phosphate on an
SiO; nanoparticle. Silanization (a) followed by grafting (b) with the acid phosphate
monomer HEMA-P.

Figure 2. FTIR spectra of SiO,—~POOH.
*The SiO, sample was used as background prior the SiO,—-POOH analysis to avoid
peaks' overlapping between 500 and 1500 cm™.

Figure 3. TGA thermograms of the SiO,, SiO,—POOH and HEMA-P monomer.

Figure 4. TEM micrographs of the SiO, and grafted SiO,—POOH. The formation of
clasters that are made of nanoparticles can be observed in SiO; (arrows) and the
same morphologic pattern can be observed in SiO,—~POOH. Compared with the SiO,,
we could observe that the SiO,-POOH had a smoother surface than the other and
had a halo surrounding its particles (arrows), suggesting that this appearance can be
attributed to phosphate grafted on the nanoparticles’ surface.

Figure 5. SEM micrographs of the fracture area in the microshear bond strength test.
(A-1) and (B-1) shows a mixed failure from filled and unfilled 1-SEA (HEMA-
P20/Si0,-POOH and HEMA-P4/NO, respectively) and (A-2) and (B-2) shows the
corresponding interface dentin-adhesive in higher magnification. (A-2) The area for 1-
SEA containing the SiO,—POOH, thus representing good penetration of the adhesive
into dentin tubules and SiO,-POOH particles could be observed in the hybrid layer.
(B-2) The area for the unfilled 1-SEA is observed the lack of complete penetration.
Abbreviations: Ar, adhesive resin; Hy, hybrid layer; Dt, dentinal tubule.

Figure 6. SEM micrographs of the morphological analysis of the bonding interfaces
for filled and unfilled 1-SEA. (A) HEMA-P4,/SiO,—-POOH, (B) HEMA-P4/NO, (C)
HEMA-P0/SiO,-POOH and (D) HEMA-P4/NO show a limited interaction with the
dentin. No appreciable differences in the homogeneity and continuity of the hybrid
layer were detected along the bonding interface between the materials. A few and
short resin-tags (arrow) can be observed in the dentinal tubules. (E) HEMA-
Po/Si0O,-POOH and (F) HEMA-P4/NO show a huge gap between the dentin-resin
interface. The hybrid layer and resin-tags cannot be detected. Abbreviations: CR,
composite resin; Ar, adhesive resin; Hy, hybrid layer; Dt, dentinal tubule; G, gap.

Figure 7. Contact angle of the 1-SEAs.

Figure 8. Kinetics of polymerization of the 1-SEAs. (A) Degree of conversion and (B)
rate of polymerization.
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5 Consideracdes finais

Nanoparticulas de silica funcionalizadas com fosfato (SiO,—POOH) podem ser
facilmente obtidas através da funcionalizacdo do mondémero acido fosfatado sobre a
superficie de nanoparticulas de silica. A associacdo de SiO,—~POOH e monémero
acido foi crucial para a eficacia da adesao dos sistemas adesivos de passo Unico. A
adicdo de SiO,-POOH aos sistemas adesivos de passo Unico resultou em uma

melhor adesao a dentina sem prejudicar outras propriedades do material.
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