&3 LRD Restorative Dentistry
l

inical and Laboratorial
Research in Dentistry

Influéncia do protocolo de armazenamento de

espécimes na formacao da camada hibrida: estudo
longitudinal em MEV

¢ Graziella Silveira Medeiros Department of Restorative Dentistry, School of Dentistry, University of Sao Paulo, Sao Paulo,
SP, Brazil » Andréa Dias Neves Lago Department of Restorative Dentistry, School of Dentistry, Federal University of Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil < Cynthia Soares de Azevedo Department of Restorative Dentistry, School of Dentistry,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil < Bruna Uglik Garbui Department of Restorative Dentistry, School of Dentistry,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil ¢ Adriana Bona Matos Department of Restorative Dentistry, School of Dentistry,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil

RESUMO | O objetivo deste estudo in vitro foi analisar qualitativamente as caracteristicas morfolégicas da interface

DESCRITORES |

ABSTRACT |

adesiva empregando-se diferentes métodos de envelhecimento. Foram selecionados 25 terceiros molares
humanos erupcionados recém-extraidos. Os dentes foram divididos em cinco grupos (n = 05) de acordo
com o protocolo de envelhecimento usado: G1, dgua destilada por 24 h; G2, dgua destilada por 6 meses;
G3, NaOCl a 10% por 1 h; G4, NaOCl a 10% por 3 h; e G5, NaOCl a 10% por 5 h. Os espécimes foram lixa-
dos em sua face oclusal, e, posteriormente, foram construidos blocos de resina composta utilizando um
sistema adesivo condicione-e-lave, seguindo-se a aplicagdo de uma fina camada de resina flow e de resi-
na composta nano-hibrida, conforme as instru¢oes do fabricante. Os espécimes foram armazenados em
agua destilada por 24 h a 37°C e, em seguida, seccionados perpendicularmente para serem submetidos aos
protocolos de envelhecimento citados anteriormente. Apds processamento dos espécimes, uma avaliacao
comparativa da interface adesiva foi realizada em microscopia eletronica de varredura (MEV). O armaze-
namento de espécimes em solugido de NaOCl a 10% por 1 ou 3 h produziu uma interface resina-dentina com
caracteristicas similares as da interface obtida apds 6 meses de armazenamento em agua.

Dentina; Adesivos Dentinarios; Teste de Materiais; Restaura¢ao Dentaria Permanente.

Influence of specimen aging protocol on hybrid layer formation: a SEM longitudinal study ¢ The aim of this in vitro study
was to qualitatively analyze the morphological characteristics of the adhesive interface using different aging methods. Twenty-five hu-
man recently extracted erupted third molars were divided into five groups (n = 05) according to the aging protocol used: G1, distilled
water for 24 h; G2, distilled water for 6 months; G3, 10% NaOCl for 1 h; G4, 10% NaOCl for 3 h, and G5, 10% NaOCl for 5 h. The occlusal
surface of the specimens was ground and, subsequently, blocks were constructed using an etch-and-rinse bond system, which was
followed by application of a thin layer of flowable resin composite and a nanohybrid resin composite, according to the manufacturer’s
instructions. The specimens were stored in distilled water for 24 h at 37°C, and then sectioned perpendicularly to undergo the aging
protocols mentioned above. After processing of the specimens, comparative analysis of the adhesive interface was performed using
scanning electron microscopy (SEM). Storage of the specimens in the 10% NaOCl solution for 1 and 3 h produced a dentin-resin inter-
face with features similar to those obtained after 6 months of storage in water.
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INTRODUCAO

Apesar do aperfeicoamento da técnica restau-
radora e dos materiais poliméricos para uso odon-
tologico, ainda nao foi possivel encontrar uma
maneira de evitar a degradacao da camada hibri-
da com o tempo.”® Com isso, ha a necessidade de
substituicoes das restauragoes, caracterizando o
chamado ciclo restaurador repetitivo, que tem sido
mantido por décadas. Nesse ciclo, as restauracoes
sao repetidamente substituidas por outras maiores
e mais complexas, comprometendo a resisténcia do
remanescente dental.

Sistemas adesivos que requerem o condiciona-
mento acido prévio da dentina apresentam 6timo
desempenho em ensaios de resisténcia adesiva
quando testados em condi¢Oes de armazenamento
por curto periodo de tempo (24 h);>® porém, quan-
do testados longitudinalmente (6 meses ou mais),
apresentam reducao em seus valores de resisténcia
de unido.**® Esta reducdo na longevidade deve-se
a hidrolise da resina e/ou das fibras colagenas,*®° o
que promove a degradacao da camada hibrida,"**
comprometendo assim a estabilidade da adesao en-
tre a resina e a dentina.

Os fatores que podem contribuir para a degrada-
¢do da interface de unido composito-adesivo-den-
tina sdo resultado de um efeito combinado entre a
degradacao dos componentes resinosos da camada
hibrida' e a degradacao das fibras colagenas.*

A manifestacdo dos fatores de degradacao dos
componentes resinosos' pode ocorrer em trés esta-
gios:

e primeiro, a agua é gradualmente absorvida pelo
polimero da resina ou do adesivo," devido a pre-
senca de solvente ou 4gua residual ap6s a polim-
erizacao do adesivo hidrofilico,'* desencadeando
a degradacgdo quimica;™

¢ segundo, produtos de degradagdo e monomeros
ndo reagidos sdo removidos da camada hibrida,
promovendo sua exposicao a agua' e tornando-a
cada vez mais permeavel e susceptivel a hidrolise;
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e terceiro, as fibrilas coldgenas expostas podem
ser degradadas pela acdo de enzimas proteoliti-
cas presentes na dentina'® ou na saliva."®

Os fatores de degradacao das fibras colagenas®
da camada hibrida geram a degradacao da dentina
desmineralizada e incompletamente hibridizada
pelo componente resinoso que também pode sofrer
hidrolise.'**® Este fato est4 relacionado a diferenca
entre a profundidade de desmineralizacao da denti-
na pelo acido fosfoérico e a profundidade de difusao
dos componentes adesivos,® resultando em zonas
na base da camada hibrida parcialmente infiltra-
das com componentes resinosos, havendo fibrilas
colagenas desnudas que sdo vulneraveis a degrada-
¢a0."*" Nessa zona sdo observados diferentes graus
de nanoinfiltracdo® que possibilitam a penetracio
de fluidos nas porosidades, levando a degradacao
da camada hibrida."®

Um estudo® demonstrou ainda que essa falha
na interdifusao dos monémeros resulta na reducao
das propriedades mecanicas dentro de um curto
periodo de tempo (6 meses a 3 anos), havendo uma
reducdo em até 50% da resisténcia de uniao quan-
do um sistema adesivo do tipo condicione-e-lave foi
utilizado, em comparacdo com os valores obtidos
ap0Os 24 h."°

A literatura*'®** indica que as metaloproteina-
ses (MMPs) possuem papel na degradagio das fi-
brilas de colageno. Essas 23 endopeptidases estao
presentes na saliva e na matriz extracelular de cé-
lulas humanas, e sdo secretadas como proenzimas
inativas. Quando ativadas, por desmineralizacao
da dentina, passam a exprimir atividade metaboli-
ca de remodelacdo e tornam-se capazes de degra-
dar fibrilas coldgenas, elastina e componentes da
matriz extracelular.*'®** Sendo assim, entende-se
que a ativacdo das MMPs pode favorecer a degrada-
¢ao proteolitica do tecido dentinario,** comprome-
tendo a durabilidade da adesao®* devido a reducao

na sua resisténcia mecanica.*
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A fim de ensaiar a durabilidade da interface
dentina-resina, o método mais utilizado para o en-
velhecimento dos espécimes é o armazenamento
em agua.>>>*° Porém, esse método requer um tem-
po de espera de 6 meses a 2 anos até a obtencao dos
resultados, sendo possivel que, até o momento em
que os resultados sao obtidos, o produto testado te-
nha se tornado obsoleto ou esteja fora do mercado
odontologico. Dessa forma, estudos comparativos
que utilizem metodologias que requerem menor
tempo de espera durante o protocolo de envelheci-
mento sdo fundamentais.

Com a intencdo de otimizar o tempo de espe-
ra, alguns autores>*>* tém utilizado o armaze-
namento dos espécimes em solugdo de hipoclo-
rito de s6édio (NaOCl) a 10%. Alguns autores®*>*’
comprovaram que, nessas condicées, ocorre uma
reducao da resisténcia de unido (RU) e um aumen-
to da nanoinfiltracio®® para sistemas adesivos do
tipo condicione-e-lave. Ressalta-se que o protocolo
de envelhecimento de espécimes com solucdo de
hipoclorito de so6dio a 10% ainda nio esta padro-
nizado, observando-se na literatura a utilizacao de
diferentes tempos de imersao nessa solugao, por
exemplo, 2, 4 ou 6 h e 5 h.* Assim, considera-se
que o armazenamento em solucdo de hipoclorito
de sbddio a 10% pode abreviar a obtencao dos resul-
tados de ensaios de durabilidade da interface ade-
siva, quando se utiliza adesivo do tipo condicione-
e-lave.

OBJETIVOS

Nesse contexto, este estudo objetiva avaliar,
através de microscopia eletronica de varredura, se
diferentes tempos de imersao em solucdo de hipo-
clorito de s6dio exercem influéncia nas caracteristi-
cas morfologicas da interface dentina/resina com-
posta.

MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
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em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Uni-
versidade de Sao Paulo, sob protocolo n. 130/11.

Selecao dos dentes

25 molares humanos higidos foram utilizados
neste estudo. Todos os dentes foram lavados com
agua e sabao, raspados com curetas periodontais
para remocao de residuos organicos e limpos por
profilaxia com pedra pomes e dgua, realizada com
escova Robinson em baixa rotagao.

Preparo das amostras

O esmalte oclusal foi seccionado na altura do
terco médio da coroa dental, perpendicularmente
ao seu longo eixo, pelo corte de um disco diaman-
tado acoplado a uma maquina de corte de precisao
(Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA),
sob refrigeracao a 4gua, para expor uma superficie
plana de dentina.

A face oclusal dos dentes foi planificada, utili-
zando-se lixas de carbeto de silicio de granulacao
decrescente (120, 240, 320 € 400), com refrigeracao
abundante a agua em politriz acionada em baixa
velocidade (100 rpm). Entre cada lixa, os espécimes
foram levados a um aparelho de ultrassom, com
agua deionizada com imersao limitada a 5 minutos.

Previamente a realizacdo do procedimento ade-
sivo, foi criada uma camada de esfregaco padroni-
zada desgastando-se a dentina com disco de lixa de
granulagdo 600 por 60 s.

Procedimentos adesivos

O sistema adesivo do tipo condicione-e-lave
Adper Single Bond II (3M-ESPE Dental Products,
St. Paul, MN, EUA) foi utilizado de acordo com as
instrucoes do fabricante (Tabela 1).

Para todos os procedimentos, foi utilizado um
aparelho de fotopolimerizacao (Astralis 3 Ivoclar
Vivadent, Amherst, NY, USA). Uma fina camada da
resina flow Z350 XT (3M-ESPE Dental Products,
St. Paul, MN, EUA) foi aplicada ap6s o procedi-
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Tabela 1 I Materiais utilizados, nimero de lote € composicéo, e modo de aplicagéo.

Material (n. do lote) Composicao

Modo de aplicacao

Acido fosférico Agua, acido fosférico e silica 1. Aplicar em dentina e esperar 15 s
Condicionador (AF) a 35% (7TKG) | sintética amorfa 2. Lavar com agua por 30 s
3. Secar por 30 s com leve jato de ar
Adper Single Bis-GMA, HEMA, dimetacrilatos, 1. Aplicar camada de adesivo (10 s, com leve agitacao)
Bond Il (AUBR) copolimero de acido polyalquendico, = 2. Aplicar segunda camada de adesivo com
Sistema adesivo fotoiniciador, agua, etanol leve agitacao por 10 s
3. Aplicar leve jato de ar por 30 s com 20 cm de distancia
/.. Fotopolimerizar (10 s, 600 mW/cmz2)
Filtek Z350 XT Bis-GMA, bis-EMA, UDMA, TEGDMA 1. Aplicar uma fina camada de aproximadamente 1 mm
(N126984) 2. Fotopolimerizar (20 s, 600 mW/cmz2)
Resina composta
Filtek Z350 XT Bis-GMA, bis-EMA, UDMA, TEGDMA 1. Aplicar um incremento de aproximadamente 1,5 mm
(N126984) 2. Fotopolimerizar (20 s, 600 mW/cm?2)

mento adesivo e, posteriormente, trés incrementos
de 1,5 mm da resina composta Z350 XT (3M-ESPE
Dental Products, St. Paul, MN, EUA) foram apli-
cados e polimerizados individualmente por 20 s,
perfazendo um espécime de resina composta com
4 mm de altura, que foi armazenado em agua desti-
lada por 24 h em estufa a 37°C.

Grupos experimentais
Finalizada a construcdo dos espécimes, foi re-
alizado um corte perpendicular, obtendo-se duas
metades para exposicao da interface adesiva. Pos-
teriormente, os espécimes foram aleatoriamen-
te divididos nos diferentes grupos experimentais
(n = 5) segundo os seguintes protocolos de envelhe-
cimento:
¢ Grupo 1, armazenamento em agua destilada por
24 h a 37°C;
e Grupo 2, armazenamento em agua destilada
por 6 meses a 37°C;
e Grupo 3, armazenamento em hipoclorito de s6-
dio a 10% por 1 h a 37°C;
e Grupo 4, armazenamento em hipoclorito de s6-
dio a 10% por 3 h a 37°C;
¢ Grupo 5, armazenamento em hipoclorito de s6-
dio a 10% por 5 h a 37°C.

Microscopia eletronica de varredura

Apés o preparo para microscopia eletronica de
varredura de interface adesiva,** cada espécime foi
colado com fita dupla face em stubs de aluminio e
cobertos com fina pelicula de ouro e entdo obser-
vados num microscopio eletronico de varredura
(JEOL 6460 - LV, Jeol Ltd., Toquio, Japao; FAPESP
Proc. n. 00/08231-1) em aumento padronizado de
1500x, sempre no centro de cada espécime, foca-
lizando a camada hibrida logo acima da camara
pulpar. Como cada espécime foi dividido em duas
metades, ambas foram analisadas, e foi escolhido o
espécime que melhor representou o resultado para
o respectivo grupo experimental.

RESULTADOS

Por meio das imagens obtidas em microscopia
eletronica de varredura, conseguimos observar os
componentes da interface dentina-resina:
dentina (D),
camada hibrida (CH),
sistema adesivo (SA) e

e resina composta (RC).

A Figura 1ilustra o armazenamento por 24 h em
agua destilada (Grupo 1). Notou-se a formacao de
uma camada hibrida nitida e espessa, que se esten-
de por toda a interface, com tags longos, integros e
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Figura 1 | Fotomicrografias do Grupo 1 (dgua destilada por
24 h). As setas brancas indicam tags longos e integros; a seta
vermelha indica um microtag. RC: resina composta; SA: sistema
adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina do Grupo 1. Aumento
original de 1500x.

LFF -IFUSP

Figura 3 | Fotomicrografia do espécime armazenado por 1 h
em hipoclorito de sédio a 10% (Grupo 3). Setas brancas na Figura
indicam tags fraturados. RC: resina composta do tipo flow; SA:
sistema adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina do Grupo 3. Au-
mento original de 1500x.

com superficies regulares (setas brancas), além de
microtags (seta vermelha) e um nimero maior de
tags em comparacgdo com os demais grupos expe-
rimentais.

A Figura 2 apresenta o armazenamento por
6 meses em agua destilada (Grupo 2). Notou-se a
formacdo de uma camada hibrida espessa e inte-
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Figura 2 | Fotomicrografia do espécime armazenado por 6 me-
ses em agua destilada (Grupo 2). As setas brancas indicam tags
curtos, fragilizados, com superficies irregulares. R: resina com-
posta do tipo flow; SA: sistema adesivo; CH: camada hibrida; D:
dentina do Grupo 2. Aumento original de 1500x.

gra, que se estende por toda a interface, porém com
tags curtos, com a aparéncia de fraturados e fragi-
lizados em superficies irregulares (seta branca).

A Figura 3 representa os espécimes armazena-
dos por 1 h em hipoclorito de s6dio a 10% (Grupo
3). Podemos avaliar a formacdo da camada hibrida
integra e espessa, com tags longos e curtos, afila-
dos e com superficies mais regulares em compa-
ragdo com o grupo anterior, porém apresentam-se
fraturados em sua maioria (seta branca). Nota-se
uma quantidade menor de microtags em compara-
¢ao com o Grupo 1.

A Figura 4 representa os espécimes armazena-
dos por 3 h em hipoclorito de s6dio a 10% (Grupo
4). Nota-se a presenca de uma camada hibrida es-
pessa e integra, que se estende por toda a interface,
com formacao de tags curtos que fraturaram devi-
do a sua fragilidade (setas brancas). No que se re-
fere a quantidade de tags, sua distribuicao parece
irregular, com areas em que estio ausentes e outras
em que se apresentam em menor quantidade em
comparacao com o Grupo 1. Nao foi possivel notar
a presenca de microtags nesse grupo experimental.

A Figura 5 ilustra os espécimes armazenados



Figura 4 | Fotomicrografia do corpo de prova armazenado por
3 h em hipoclorito de sédio a 10% (Grupo 4). As setas brancas
na indicam tags fraturados. RC: resina composta do tipo flow; SA:
sistema adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina do Grupo 4. Au-
mento original de 1500x.

por 5 h em hipoclorito de sédio a 10% (Grupo 5).
Observa-se a formacao de uma camada hibrida
nitida, presente em toda a extensdo da interface,
com tags curtos, afilados e com superficie irregular
(setas brancas), tags fragilizados que sofreram fra-
turas. Ha auséncia de tags em algumas regides da
camada hibrida (seta vermelha).

DISCUSSAQ

Embora o armazenamento por longo periodo
em agua e a termociclagem sejam técnicas consa-
gradas de envelhecimento da interface adesiva, am-
bos os métodos requerem um tempo experimental
longo ou o uso de equipamento especifico.?® Devi-
do a essa limitacao, o envelhecimento da interface
adesiva em solucao de hipoclorito de so6dio a 10%
tem sido proposto por obter resultados mais rapi-
damente, sem a utilizagdo de nenhum tipo de equi-
pamento.?’ 23

O hipoclorito de s6dio é um agente desproteini-
zante nao especifico que, em solucao aquosa, forma
radicais superoxido (O,), que, por sua vez, induzem
a oxidacdo da cadeia de peptideos de proteinas, tais
como o colageno.”® Essa solucio também pode cau-
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Figura 5 | Fotomicrografia do corpo de prova armazenado por 5
h em hipoclorito de s6dio a 10% (Grupo 5). A seta vermelha indica
a auséncia de tags na camada hibrida, e as setas brancas indicam
tags irregulares. RC: resina composta do tipo flow; SA: sistema ad-
esivo; CH: camada hibrida; D: dentina do Grupo 5. Aumento original
de 1500x.

sar clorinagdo dos terminais amino das proteinas e
formacao de acido hipocloroso. Algumas dessas clo-
raminas foram associadas com o aumento da sus-
ceptibilidade a degradacao das fibras colagenas.*
Este potencial de degradacao da solu¢ao de Na-
OCl efetivamente remove os componentes organi-
cos da interface resina/substrato dental, devido a
sua habilidade de dissolucao das fibrilas colagenas
ndo encapsuladas pelo agente adesivo,***' gerando,
dessa forma, uma maior degradacao da interface
de unido em espécimes que possuem menores va-

lores de resisténcia de unifo.?*3'

Essa pode ser uma
forma indireta de comparar grupos experimentais
quanto ao nao encapsulamento das fibras colagenas
desmineralizadas, corroborando dados de resistén-
cia de unido.

No presente estudo, a analise qualitativa em
MEV dos espécimes armazenados por 24 h em
agua destilada mostra resultados significativamen-
te superiores. Nesse grupo, toda a superficie avalia-
da se apresenta mais regular, com maior niimero
de tags resinosos, que sdo mais grossos e longos em

comparacio com os de espécimes armazenados em
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agua por 6 meses, corroborando os resultados pre-
sentes na literatura.?**°

Assim como no grupo envelhecido em agua
destilada por 6 meses, os espécimes armazenados
em solugdo de hipoclorito de sédio a 10% por 1, 3
e 5 h apresentaram queda significativa na quali-
dade morfolégica da camada hibrida, identifica-
da pelo niimero menor de tags, de formato conico
e visivelmente fraturados, em comparacdo com
os de espécimes armazenados por 24 h em agua
destilada.?”*"*° Dessa forma, a utilizacdo de hipo-
clorito de s6dio é um método de envelhecimento
acelerado dos espécimes.

Quando comparamos a interface resina-denti-
na dos grupos armazenados em NaOCI a 10% por
1, 3 e 5 h, observamos também uma diferenca na
morfologia dos tags a medida que o periodo de ar-
mazenamento era aumentado.””*' Uma possivel ex-
plicacdo para esse achado é que, conforme houve o
aumento do tempo de contato dos espécimes com
o hipoclorito, maior foi o efeito desproteinizante.
Dessa forma, os tags ficam muito debilitados devi-
do a acao do hipoclorito.

Por fim, quando comparada a morfologia da ca-
mada hibrida dos espécimes envelhecidos por 3 h
em hipoclorito de sodio a 10% com a dos espécimes
envelhecidos em 4gua destilada por 6 meses, pode-
se observar uma semelhanca no padrao de degra-
dacdo desses dois grupos, indicando, entdo, que
o envelhecimento em NaOCI por 3 h pode ser um
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método de envelhecimento acelerado, o que otimiza
o tempo laboratorial da pesquisa, quando se utiliza
um sistema adesivo do tipo condicione-e-lave.”

Ressalta-se que a escolha do tempo de imersao
na solugao de NaOCl a 10% — 1 ou 3 h — deve ficar
a cargo do pesquisador. Esse protocolo possibili-
ta a obtencao de dados longitudinais de maneira
mais rapida, de forma que os resultados estejam
disponiveis para os profissionais da area no exato
momento em que os materiais estdo presentes no
mercado odontologico. Outros estudos utilizando
esses protocolos de envelhecimento acelerado sao
necessarios para testar outros tipos de sistemas
adesivos.

CONCLUSOES

No presente estudo, pode-se concluir que o ar-
mazenamento de espécimes em solucao de NaOCl
a 10%, por apenas 1 ou 3 h produziu uma interface
resina-dentina com caracteristicas similares a uma
que seria obtida ap6s 6 meses de armazenamento
em agua.
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