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Resumo
Objetivo: Avaliar a nanoinfiltracdo da interface adesiva por SEM-EDS de sistemas

adesivos universais com Bis-GMA e de um sistema adesivo sem Bis-GMA.

Materiais e Métodos: 15 molares humanos higidos armazenados de acordo com a norma
ISO 11405 foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos (n=5), Grupo SBU,
Scotchbond Universal Adhesive, adesivo com bis-GMA; Grupo FBU, Futurabond U,
adesivo com bis-GMA; Grupo AUA, Ambar Universal APS, sem bis-GMA. Os dentes
foram seccionados num micrétomo de tecidos duros de modo a expor a dentina
superficial, sendo em seguida submetidos a um polimento com um disco de CSi 600 grit.
Foi aplicado o sistema adesivo selecionado para cada grupo segundo as instru¢des dos
fabricantes, construidos blocos de resina composta com 6 a 8 mm de altura e armazenados
durante 24 horas numa estufa a 37°C em agua destilada. As amostras foram seccionadas
de forma a obter fatias de 0,7mm e para cada grupo foram selecionadas 10 fatias. As fatias
foram armazenadas numa estufa, em agua destilada, a 37°C durante 1 més. Apds o periodo
de incubagdo, as amostras foram imersas numa solu¢do aquosa de nitrato de prata
amoniacal a 37°C durante 24 horas em recipientes protegidos da luz e seguidamente
imersas numa solugdo fotografica reveladora durante 8 horas sob luz fluorescente. As
amostras foram novamente imersas numa solucdo reveladora de pH 7,3 durante 12h a
4°C, sendo em seguida lavadas com cacodilato de s6dio durante 1 hora. Posteriormente
as amostras foram desidratadas em imersdes de graus ascendentes de etanol. De seguida
foram colocadas numa diluicao de 1:1 de etanol com hexametildisilazano durante 10
minutos e secas por imersdao em hexametildisilazano durante 10 minutos. Depois de secas,
foram embebidas em resina epdxi autopolimerizével, polidas com discos de CSi com
abrasdo decrescente e suspensdes diamantadas de 3 e 1 um. Por fim as amostras foram
colocadas no ultrassom num banho de 100% etanol durante 10 minutos, secas €
desmineralizadas em 0,5% de acido fosférico durante 1 minuto e sujeitas a testes de

nanoinfiltracdo por SEM-EDS.

Resultados: O grupo FBU foi o que apresentou o grau de nanoinfiltracdo mais elevado,
ao invés do grupo AUA que foi o que obteve menor quantidade nanoinfiltragdo, no
entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os adesivos estudados.
Conclusao: Os 3 adesivos ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas entre
si.

Palavras-chave: Adesivos universais, Adesdo, Dentina, Nanoinfiltragao






Abstract
Objective: To evaluate the adhesive interphase nanoleakage by SEM-EDS of universal

adhesive systems with bis-GMA and a universal adhesive system without bis-GMA.
Materials and Methods: 15 sound human molars stored according to ISO 11405 were
randomly assigned to 3 groups (n=5), SBU Group, Scotchbond Universal Adhesive, bis-
GMA adhesive; FBU Group, Futurabond U, bis-GMA adhesive; AUA group, Ambar
Universal APS, without bis-GMA. The teeth were sectioned in a hard tissue microtome
to expose the superficial dentin, then polished with a 600 grit CSi disc. The adhesive
system selected for each group was applied according to the manufacturers' instructions,
6 to 8 mm high composite resin blocks were made and stored for 24 hours in a 37°C oven
in distilled water. The samples were sectioned to obtain 0.7mm slices and for each group
10 slices were selected. The slices were stored in an oven in distilled water at 37°C for 1
month. After the incubation period, the samples were immersed in an aqueous ammonia
silver nitrate solution at 37°C for 24 hours in light-protected containers and then
immersed in a developing photographic solution for 8 hours under fluorescent light. The
samples were again immersed in a pH 7.3 developer solution for 12h at 4°C, then washed
with sodium cacodylate for 1 hour. The samples were subsequently dehydrated in upward
grade immersions of ethanol. They were then placed in a 1: 1 dilution of ethanol with
hexamethyldisilazane for 10 minutes and dried by immersion in hexamethyldisilazane for
10 minutes. After drying, they were soaked in self-curing epoxy resin, polished with
decreasing abrasion CSi discs and 3 and 1 pm diamond suspensions. Finally, the samples
were sonicated in a 100% ethanol bath for 10 minutes, dried and demineralized in 0.5%
phosphoric acid for 1 minute and subjected to SEM-EDS nanoleakage tests.

Results: The FBU group presented the highest degree of nanoleakage, as opposed to the
AUA group which had the lowest amount of nanoleakage. However, no significant
differences were found between the adhesives studied.

Conclusion: The 3 adhesives do not present statistically significant differences among
themselves.

Keywords: Universal adhesives, Adhesion, Dentin, Nanoleakage
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Introdugdo

I. Introducao

O principal objetivo das restauracdes adesivas € formar e manter uma interface,
entre o material restaurador e o dente, a qual deve ser selada, estdvel e duradoura (Breschi
etal.,2018).

O principio restaurador de “Extensdo para Prevencdo” sugerido por Greene
Vardiman Black evoluiu para “Dentisteria Minimamente Invasiva”. As intervengoes
minimamente invasivas visam minimizar o tamanho da preparacdo da cavidade. A
preparacao do dente ¢ limitada a remocao de esmalte fridvel e de dentina mole, ndo sendo
necessaria a remocao de estrutura dentaria sa para retengdo mecanica. Esta técnica baseia
a sua eficacia no bom selamento da preparagdo com um adesivo (Nagarkar, Theis-Mahon
& Perdigdo, 2019; WDF, 2016).

Nos dias de hoje, a resina composta ¢ o material restaurador mais utilizado (Zhou
et al., 2019), sendo utilizada numa variedade de situacdes, tais como restauragdes
definitivas, selantes de fossas e fissuras, “inlays”, “omlays”, coroas, cimentos para
proteses, ortodontia e até selamentos endodénticos. E provavel que a utilizacio da resina
composta continue a crescer quer em frequéncia quer na versatilidade da sua utilizacao
(Ferracane, 2011).

No entanto, a longevidade destas restauragdes ndo ¢ totalmente satisfatoria,
porquanto as ligagdes resina-dentina s@o menos duradouras que as ligagdes resina-
esmalte, devido as diferentes caracteristicas histologicas e & composi¢ao da dentina.

A falha na ligacdo resina-dentina resulta em microinfiltracdo, coloracdo da restauragao,

carie secunddria e sensibilidade pds-operatéria (Zhou et al., 2019).

1. Estrutura do dente

O dente humano ¢ constituido por duas partes principais: a coroa, que fica acima
da gengiva e que se projeta para dentro da boca, e a raiz que se estende para a gengiva e
¢ mantida nos maxilares gragas aos ligamentos periodontais (Hillson, 2005) (figura 1).

A coroa, possui trés componentes principais, que sdo o esmalte, a dentina e a

camara pulpar.

11



Avaliagdo da nanoinfiltragdo de um sistema adesivo universal experimental e de sistemas adesivos universais

comerciais.

O esmalte é a camada mais externa da coroa, sendo o tecido mais resistente do
corpo humano por ser altamente mineralizado e composto maioritariamente por tecido
inorganico (97%) (Lee, Lee, Park, Kim, & Chung, 2019).

A dentina ¢ a camada entre a polpa do dente e o esmalte. Contém componentes
inorganicos semelhantes ao esmalte, mas com maior quantidade de matéria organica (30-
50%), principalmente colagénio tipo I, e dgua (20%) (Breschi et al., 2018).

No interior do dente encontra-se a camara pulpar que contém principalmente
células odontoblasticas, responsaveis pelos processos bioldgicos que levam a formacao
de dentina, nervos e vasos sanguineos (Arana-Chavez & Massa, 2004).

A proximidade entre a polpa e a dentina da-lhe o nome de complexo-pulpo-

dentinario (Simon, Cooper, Berdal, Machtou & Smith, 2008).
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Figura 1 — Desenho esquematlco da estrutura de um dente (Dorozhkin, 2009).

1.1.Dentina

A dentina consiste em tecido conjuntivo mineralizado, o qual constitui a maior
parte da estrutura dentaria, sendo limitada internamente pela polpa e externamente pelo
esmalte, na por¢do corondria e pelo cemento, na por¢do radicular (Goldberg, Kulkarni,
Young & Boskey, 2011).

A dentina é composta por matéria inorganica, maioritariamente por cristais de
hidroxiapatite, que corresponde a cerca de 40-45% do seu volume, matéria organica,
principalmente colagénio tipo I, representando cerca de 30% do seu volume e cerca de
20-25% de agua, sendo que esses valores em peso, se traduzem em, 70% de matéria
inorganica, 20% de matéria organica e 10% de agua (Fuentes, 2004; Goldberg et al.,

2011) (tabela 1).
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Introdugdo

Tabela 1 — Composi¢do da dentina, em peso e em volume (adaptado de Goldberg et al., 2011).

_ 70% (em peso) 40-45% (em volume)
_ 20% (em peso) 30% (em volume)
_ 10% (em peso) 20-25% (em volume)

A dentina ¢ um tecido permeével, o qual ¢ composto por milhares de tubulos
dentinarios que vao desde da camara pulpar até a jun¢do amelo-dentinaria, na coroa, ou
até a juncdo cemento-dentindria, na raiz. A distribuicdo dos tibulos ¢ desigual, varia
dependendo da area do dente, sendo que a densidade aumenta perto da cavidade pulpar.
O conteudo dos tibulos inclui processos de células citoplasmaticas que provém de
odontoblastos e fluido dentinario, que ¢ um liquido semelhante ao plasma (figura 2-4)
(Simon et al., 2008; Ghafournia et al.,2019).

Este liquido sofre uma leve e constante pressdo da polpa, o que significa que
qualquer coisa que tente penetrar através da dentina até a polpa, terd que enfrentar esta
pressdo (Mjor, 2009).

Estes tabulos estdo rodeados por dentina peritubular hipermineralizada que ¢
incorporada numa matriz intertubular que tem como principal constituinte as fibras de

colagénio (Grégoire, Joniot, Guignes & Millas, 2003; Fuentes, 2004; Simon et al., 2008).

Figura 2 - Micrografia eletronica de varrimento da dentina fraturada
longitudinalmente para mostrar os tubulos dentinarios (Ritter et al., 2019).

Figura 3 - Micrografia
processo odontoblast#e
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Intertubular N
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Figura 4 - Diagrama esquematico da vista longitudinal da dentina mostrando os tubulos dentinarios (Tri Le, 2017).

A dentina pode ser dividida em dentina primaria, secundaria e tercidria (figura 5).

-« Dentine Primaire

-« Dentine Secondaire

Figura 5 - Desenho esquematico de um dente, mostrando a
dentina primaria e segundaria (Simon et al., 2008).

A dentina primaria ¢ a que se forma até que o dente se torne funcional, isto &,
quando o dente entra em contacto com o dente antagonista.

A parte mais externa ndo apresenta tubulos e tem uma estrutura histologica
especifica chamada “dentina do manto”.

A dentina do manto ¢ formada pelos primeiros odontoblastos diferenciados.
Consiste numa camada fina, cerca de 7 a 30 um. A mineralizagdo desta dentina ¢ quase
instantdnea e ¢ menos mineralizada, o que lhe confere propriedades mais elasticas
permitindo que seja amortecedora.

A dentina do manto € constituida por fibras de colagénio relativamente grandes,
perpendiculares a jungdo amelo-dentinéria.

Na dentina do manto na raiz, ao contrario do que se passa na coroa, as fibras de

colagénio da primeira dentina formada ficam paralelas a jungdo amelo-dentinaria, o que
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faz com que ndo exista uma verdadeira camada de dentina do manto na dentina radicular
(Avery, 2001).

A produgdo da dentina secunddria comeca imediatamente a seguir as raizes do
dente estarem formadas e continua ao longo da vida, sendo a responsavel pela reducao
lenta e progressiva do tamanho da camara pulpar. Assim tanto a formacao da dentina
primaria como da secundaria sdo controladas pelos odontoblastos primarios. A
composi¢do quimica e a estrutura histologica destes dois tipos de dentina ¢ idéntica, sendo
que, a Unica grande diferenca ¢ a velocidade de secre¢do, 4um por dia para a dentina
primaria e 0,4pm por dia para a secundaria (Simon et al., 2008; Simon et al., 2010;

Goldberg et al., 2011).

Em resposta a estimulos externos, como uma lesao de carie ou de abrasdo forma-
-se a dentina tercidria para proteger a polpa subjacente.

Se for produzida por odontoblastos primarios, no caso de se tratar de uma agressao
moderada, denomina-se dentina reacional. Se for um estimulo mais agressivo que
provoque a morte destes odontoblastos, as células da polpa t€ém a capacidade de se
diferenciar em células “odontoblasto-like” que formam a dentina reparadora (Simon et

al., 2010; Tziafas, 2019) (figura 6).

Dentinogénése Dentinogénése
reactionnelle Réparatrice

\

Figura 6 - Desenho esquematico mostrando os dois tipos de dentina
terciaria, a dentina reparadora e a dentina reacional (Simon et al., 2008).

15



Avaliagdo da nanoinfiltragdo de um sistema adesivo universal experimental e de sistemas adesivos universais

comerciais.

2. Adesao

A norma ISO/TS 11405 define a adesdo como o estado em que duas superficies
sdo mantidas juntas por for¢as quimicas, fisicas ou ambas, com a ajuda de um adesivo.

Em dentisteria, a adesdo de materiais a base de resina a estrutura dentéria pode ser
feita através de 4 tipos de adesdo: mecanica, absorcao, difusdo ou uma combinacao entre
0s tres.

A adesdo mecanica, ¢ onde hd penetracdo de resina na superficie dentaria
formando “resin-tags” e a camada hibrida, o mecanismo de absor¢ao, consiste na ligacao
quimica entre 0os componentes organicos € os componentes inorganicos da estrutura
dentaria, por fim o mecanismo de difusdo consiste na precipitacdo de substancias na
superficie dentaria, para que os monomeros de resina se possam ligar mecanica ou
quimicamente (Ritter et al., 2019).

Ha muitos fatores que influenciam a adesdo. Em primeiro lugar deve existir um
contato proximo entre o adesivo e o substrato (esmalte ou dentina). Além disso, a energia
de superficie do adesivo deve ser menor que a do substrato. A energia de superficie ¢ a
energia coesiva presente numa interface. Quanto maior for essa energia maior a
capacidade de adesdo. Por outro lado, devemos ter uma boa molhabilidade e um angulo
de contacto pequeno. Aderir duas substancias solidas ¢ muito dificil, porque, por muito
lisas que as superficies aparentem ser, a uma escala intermolecular, as mesmas sio
rugosas. A molhabilidade ¢ a capacidade de adicionar um liquido que escoe para as
irregularidades da superficie aumentando assim, a area de contacto. Os liquidos tendem
a formar esferas quando colocados numa superficie, porque essa ¢ a forma com a menor
area de superficie e, portanto, uma energia de superficie minima. O angulo de contacto ¢
o angulo interno entre o liquido e o substrato, sendo que, quanto menor for o angulo maior
¢ a adesdo. Geralmente, pequenos angulos de contato sdo alcangcados quando um liquido
de baixa energia de superficie ¢ colocado num substrato com uma alta energia de
superficie. Angulos de contato inferiores a 90 graus indicam uma boa molhabilidade da
superficie. A molhabilidade ideal acontece quando o liquido se espalha sobre a superficie
com um angulo de 0 graus (figura 7). Por fim, ¢ importante ter superficies dentdrias
limpas e uma polimerizagdo adequada da resina (Anusavice ef al., 2012; Sakaguchi &
Powers, 2012; Vinagre & Ramos, 2016; Bedran-Russo, Leme-Kraus, Vidal & Teixeira,
2017; Ritter et al., 2019).
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Figura 7 - Molhabilidade e angulos de contacto (retirado de:
http://www.adhesionbonding.com/2012/03/19/plastics-surface-
energy-wetting-test-methods/; 28/08/2019; 16:43).

2.1.Adesao a dentina

A ligacdo de substratos dentarios ¢ baseada num processo de troca, no qual os
minerais removidos dos tecidos duros, apds o condicionamento acido, sdo substituidos
por mondmeros de resina que se interligam micromecanicamente nas microporosidades
apos a polimerizacdo. O principal desafio para os adesivos dentarios € proporcionar uma
ligagdo igualmente eficaz em substratos dentarios de natureza diferente (Nagarkar et al.,
2019).

A adesdo a dentina ¢ um verdadeiro desafio, uma vez que ¢ composta por matéria
organica e apresenta uma estrutura tubular himida que tornam os procedimentos adesivos
mais complexos quando comparados ao esmalte (Li et al., 2000; Vinagre & Ramos,
2016).

Por sua vez, a saliva, o biofilme e outros detritos organicos estdo sempre presentes
na superficie do dente. (Sakaguchi & Powers, 2012).

As paredes de uma preparagdo cavitaria estdo cobertas com uma camada de
“smear-layer”, que ¢ uma camada de detritos organicos e inorgédnico, que se formam
depois da instrumentagdo manual ou mecanica na superficie do dente (Sakaguchi &
Powers, 2012; Vinagre & Ramos, 2016). A “smear-layer” preenche os orificios dos
tubulos da dentina formando os “smear-plugs” que, representam um obstaculo na
infiltracdo do substrato adesivo na dentina (figura 8). Deste modo, para conseguir uma
boa difusdo do adesivo € necessario remover ou dissolver a “smear-layer” e os “smear

plugs” (Vinagre & Ramos, 2016).
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Figura 8 - Micrografia de um “smear-plug” bloqueando a entrada de um tibulo dentinario (SP: “smear-plug”,
SL: “smear-layer”, Int: dentina intertubular, P: dentina peritubular, T: tibulo dentinario) (Sezinando, 2014).

Em 1955, Buonocore introduziu pela primeira vez, o ataque acido no esmalte e
relatou a bem-sucedida retengdo micromecanica de mondémeros de resina no esmalte
(Buonocore, 1955).

Gwinnett em 1967, analisou a interface adesiva num microscopio eletronico e
relatou a capacidade dos monomeros de resina penetrarem nas microporosidades no
esmalte, criadas pelo ataque 4cido (Gwinnett & Matsui, 1967).

Em 1982, Nakabayashi forneceu uma nova visao na adesao a dentina, ao mostrar,
que os mondmeros de resina também se podiam infiltrar na dentina desmineralizada,
depois da agdo do acido e apelidou de camada hibrida a camada superficial da dentina,
composta por uma matriz organica, infiltrada com os mondémeros de resina (Nakabayashi,
Kojima & Masuhara, 1982).

O agente acido remove a camada de “smear-layer” e desmineraliza parcialmente
a dentina, cerca de 5-8 pum, expondo os tibulos dentindrios e expandindo a rede de
colagénio. Depois da aplicagao do acido, este deve ser lavado e a 4gua em excesso deve
ser removida (Pashley et al., 2011; Sakaguchi & Powers, 2012, Bedran-Russo et al.,
2017). No entanto, a percecdo de quao humida a dentina deve permanecer ¢ muito
ambigua. Se a superficie apresentar um excesso de humidade, ndo havera infiltracao dos
mondmeros nem uma polimerizacao adequada da interface dentina-resina. Por outro lado,
a dentina deve ser mantida minimamente hiimida para evitar o colapso da rede de
colagénio, pois tal colapso levaria novamente a infiltragdo incompleta dos monémeros e

a formac¢do de uma camada hibrida demasiado fina (Vinagre & Ramos, 2016).
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A ag¢do do acido ¢ seguida pela aplicagdo do “primer”, que € o responsavel pela
criagdo da camada hibrida.

Na realidade, o principal objetivo do “primer” ¢ alterar a superficie hidrofilica da
dentina numa superficie hidrofobica, aumentando a energia de superficie e
consequentemente tornando a superficie dentédria pronta para receber os mondémeros de
resina hidrofobicos.

O “primer” ¢ constituido por mondmeros hidrofilicos que se encontram diluidos
em solventes organicos (4gua, etanol e acetona). E gragas a estes solventes que os
mondmeros se conseguem infiltrar nos tibulos dentindrios e ao substituir a 4gua presente,
pelos mondémeros da resina adesiva, formam os “resin-tags” (Pashley et al., 2011,
Bedran-Russo et al., 2017; Ritter et al., 2019).

O adesivo ¢ composto por mondmeros de resina, principalmente hidrofébicos,
como o Bis-GMA mas podem também conter uma pequena percentagem de mondémeros

hidrofilicos como o HEMA. (Ritter et al., 2019).

2.2.Bis-GMA

O Bis-GMA tem sido um dos mondmeros mais utilizados nos adesivos dentarios
e isto deve-se as suas boas propriedades mecanicas, ao baixo grau de contragdo, a baixa
volatilidade e a capacidade de difusdo nas superficies dentarias. (Vasconcelos e Cruz,
Brito, Polido & Gongalves, 2019) (figura 9).

No entanto, varios estudos “in vitro”, indicaram que mondmeros, como o Bis-
GMA e o HEMA sio citotoxicos para os fibroblastos, sendo que o Bis-GMA ¢ o que
apresenta a citoxicidade mais forte (Chen, Liu, Tseng, Jeng & Lin, 2003; Tadin, Gavi¢ &
Gavi¢, 2016). A aplicagdo de Bis-GMA em materiais dentarios esta a ser questionada
porque apresenta bisfenol-A (BPA), como um dos seus componentes, 0 que se encontra
associado a vdrias doencas (Yin, Liu & He, 2016). Estudos comprovaram que varios
efeitos secundarios foram associados ao BPA, como efeitos hormonais, asma, diabetes,
obesidade, alteragdes comportamentais, cancro, infertilidade e malformagdes genitais
(Becher et al., 2018).
Com o objetivo de reduzir a exposicdo humana ao BPA, estdo a ser estudados varios
monomeros de metacrilato sem estrutura de BPA, como alternativa ao Bis-GMA (Luo,

Liu, Yu, & He, 2019).
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Figura 9 - Estrutura quimica do Bis-GMA (Melinte ef al., 2016).

2.3.Sistemas adesivos

Qualquer sistema adesivo ¢ constituido por 3 elementos, que podem ser apresentados em

conjunto ou separados:

* O agente acido, sendo geralmente utilizado o acido ortofosfoérico a 37%.

* O “primer” constituido por monoémeros hidrofilicos e hidrofébicos dissolvidos em
solventes organicos (agua, alcool ou acetona).

* O “bond” ou adesivo, constituido, geralmente, por monémeros de resina, iniciadores
ou estabilizadores, inibidores e solventes.

(Sakaguchi & Powers, 2012; Vinagre & Ramos, 2016; Vieira de Oliveira et al., 2017;

Carrilho et al., 2019).

2.3.1. Adesivos “etch-and-rinse” e “self-etch”

As estratégias de adesdo atuais dependem de como os adesivos dentarios interagem
com a “smear-layer” e podem ser divididos em dois grupos: “etch and rinse” e “self-
etch” (Nagarkar et al., 2019).

A estratégia de “etch and rinse” apresenta sempre o componente adcido em separado
e consiste na remocao total da “smear layer” e desmineralizacao superficial da dentina e
esmalte através da a¢do do agente acido, sendo certo que esta estratégia esta disponivel
em 3 passos ou em 2 passos. O sistema de 3 passos apresenta os 3 componentes em
separado, j& o sistema de 2 passos apresenta, o 4&cido em separado e o “primer” e 0 adesivo
em conjunto (Sezinando, 2014; Bedran-Russo et al., 2017; Nagarkar et al., 2019) (figura
10).
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Figura 10 - Esquema de adesdo a dentina através da estratégia “etch and rinse” (Ritter et al., 2019).

Por outro lado, a estratégia “self-etch”, que apresenta sempre o “primer” em conjunto

com o 4acido, torna a “smear-layer” permedvel sem remové-la completamente,

dissolvendo-a para ser incorporada na camada hibrida.

Esta estratégia pode ser utilizada em 2 passos ou em apenas 1, isto ¢, no sistema de 2

passos temos um “primer” acidico, que incorpora o acido e o “primer”, separados do

adesivo e no sistema de um unico passo temos apenas um frasco, que contem os 3

elementos (Scotti, Cavalli, Gagliani, & Breschi, 2017; Nagarkar et al., 2019) (figura 11).

Self-Etching Primer Adhesive + Composite

N TN

Dentin Smear Layer No Rinsing Composite
Created with Bur

Hybrid

" Layer

Resin-
Impregnated
Smear Plug

Figura 11 - Esquema de adesdo 4 dentina através da estratégia “self-etch” (Ritter et al., 2019).
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2.3.2. Adesivos universais

Atualmente existe um novo grupo chamado de sistemas adesivos universais ou
“multi-mode”, em que a principal caracteristica ¢ que eles podem ser aplicados de acordo
com diferentes estratégias de adesdo (Perdigdo & Swift, 2015; Vinagre & Ramos, 2016).

Estes adesivos permitem ao médico dentista selecionar a estratégia de adesdo,
“etch and rinse”, “self-etch” ou uma estratégia alternativa chamada “selective enamel
etching” (figura 12). Esta estratégia ¢ uma combina¢ao de “etch and rinse” sobre esmalte
e “self-etch” sobre a dentina (Elkaffas, Hamama & Mahmoud, 2018; Nagarkar et al.,
2019).

Embora ndo exista uma defini¢do oficial para o que se qualifica como adesivo
universal, a literatura descreve-o como um sistema adesivo de frasco unico, que funciona
igualmente bem com qualquer uma das estratégias de adesdo e que proporciona uma boa
adesdo a estrutura dentaria e aos diferentes materiais restauradores (Carrilho et al., 2019;
Ritter et al., 2019).

A maioria dos adesivos universais contém mondémeros, como o 10-MDP, que ¢
capaz de se ligar ionicamente & hidroxiapatite. A molécula de 10-MDP cria ligagdes de
fosfato de calcio, tendo uma ligagdo quimica mais estavel na dgua que a de outros
monoémeros utilizados nos adesivos “self-etch”. A dentina ¢ mais recetiva a ligagdo
quimica entre o 10-MDP e a hidroxipatite devido a orientagdo menos ordenada dos
cristais e por apresentar menos quantidade e cristais de menor tamanho. Esta ligacao leva
a formacao de sais de calcio insoliveis que se vao depositando em nano-camadas, que
sdo menores no esmalte quando comparada com a dentina (Van Landuyt et al, 2007;
Elkaffas et al., 2018; Papadogiannis, Dimitriadi, Zafiropoulou, Gaintantzopoulou &
Eliades, 2019; Ritter et al., 2019).

Adhesive strategies

. v .

Etch-and-rinse Self-etch Multi-mode
. X

Three-step Two-step Two-step One-step Etch-and-rinse Self-etch

&
B N g

Total-etch Selective ename|
[enamel+dentin} etching

Figura 12 - Estratégias adesivas (Sezinando, 2014).
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3. Nanoinfiltragao

A qualidade e a durag@o do selamento da interface entre um material restaurador
e a superficie dentdria, sdo consideracdes importantes para a longevidade das
restauracoes.

Assim, o estudo da resisténcia a bactérias e a penetracao de fluidos nessa interface,
nomeadamente a microinfiltracdo, tem sido motivo de grande preocupacgdo (Li et al.,
2000).

O termo microinfiltragao pode ser definido como a passagem de bactérias, fluidos,
moléculas ou ides por uma fenda marginal entre a parede da cavidade e o material
restaurador e, consequentemente, pode resultar em descoloragdo marginal, sensibilidade
pos-operatoria, carie recorrente, patologia pulpar e pode levar a uma perda de retengdo
(Li et al., 2000; Cardoso et al., 2011; Ritter et al., 2019).

As principais causas da microinfiltragdo sdo, a ma adesdo a estrutura dentaria, a
contragdo de polimerizagdo da resina composta, e a diferenca nos coeficientes de

expansao térmica entre o material restaurador e o dente (Li, Burrow & Tyas, 2002).

Em 1995, Sano et al. descreveu outro tipo de infiltragdo, através de microscopio
eletronico, tendo observado a penetracdo de nitrato de prata nas margens da camada
hibrida na auséncia de fendas nas margens da restauracao.

Com efeito, esta infiltragdo acontece em espagos nanométricos, a que o autror deu
o nome de nanoinfiltragdo (Sano et al., 1995), enquanto as fendas na microinfiltracao
podem variar entre 20 e 50 pm, na nanoinfiltracdo, as porosidades tém aproximadamente
20 nm (Cardoso Ferreira et al., 2016).

A infiltra¢do do nitrato de prata pode resultar em dois padrdes:

* Um padrao isolado de prata que ocorre na camada hibrida resultando de uma infiltracao
incompleta dos mondmeros de resina na matriz de colagénio desmineralizada.

* Um padrao reticular chamado “water-trees” que ocorre na camada adesiva e resulta
de uma remocao insuficiente da 4gua que tem como consequéncia uma polimerizacao
incompleta da resina adesiva (Yang et al., 2015; Cardoso Ferreira et al., 2016; Ritter

etal.,2019).
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A infiltracdo incompleta de resina na camada hibrida resulta ndo apenas na
nanoinfiltragdo, mas também na degradacdo da matriz da dentina devido a ativagdo das

metaloproteinases da matriz (Selvaraj Sampath, Sujatha & Mahalaxmi, 2016).

A nanoinfiltragdo facilita a permeabilidade a fluidos externos como enzimas orais,
bacterianas e a protéases enddgenas que sdo libertadas lentamente e prejudicam o
desempenho da interface dentina-resina (Cardoso Ferreira et al., 2016).

Além disso, moléculas de 4gua podem penetrar na interface adesiva, levar a degradagao
da adesdo e consequentemente alargar as fendas nanométricas (Hashimoto, Yamaguchi

& Imazato, 2015).

Em 2002 Tay et al. desenvolveram uma solugao de nitrato de prata amoniacal a
50% para detetar e analisar a nanoinfiltragao.

Na realidade, o nitrato de prata ¢ um excelente marcador, porque o diametro dos
10es de prata ¢ tdo pequeno (0,059 nm) que conseguem penetrar facilmente em fendas
marginais a uma escala micro e nano ou na captacdo de agua nas interfaces adesivo-
dentina (Yang et al., 2015; Cardoso Ferreira et al., 2016).

Os métodos de observacdo de nanoinfiltragdo mais usados sdo o microscopio
eletronico de transmissdo (MET) e o microscopio eletronico de varrimento (MEV)

(Hashimoto et al., 2015).
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II. Objetivos

Este estudo tem como objetivo avaliar a nanoinfiltragdo da interface adesiva por
SEM-EDS de sistemas adesivos universais com Bis-GMA e de um sistema adesivo sem

Bis-GMA.

Hipoteses

Hipdtese nula: Nao existem diferengas significativas na nanoinfiltragao entre os sistemas

adesivos com Bis-GMA e o sistema adesivo sem Bis-GMA estudados.

Hipotese alternativa: Existem diferengas significativas na nanoinfiltragdo entre os

sistemas adesivos com Bis-GMA e o sistema adesivo sem Bis-GMA estudados.
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III. Materiais e Métodos

Para este estudo in vitro foram utilizados 15 molares humanos higidos, sem caries
nem restauracdes, extraidos por motivos periodontais ou ortodonticos, cedidos pelo

Banco de Dentes Humanos da Clinica Dentéria Universitaria Egas Moniz.

O estudo foi objeto de aprovagdo pela Comissio de Etica do Instituto

Universitario Egas Moniz (IUEM) (Anexo 1).

Antes do inicio do estudo os dentes foram tratados tendo sido removidos os
tecidos aderentes e o sangue em agua corrente e desinfetados numa solugdo de Cloramina
TriHidratada a 1% durante 6 dias, por fim foram armazenados em dgua desionizada a 4°C

por ndo mais de 6 meses, de acordo com a norma ISO/TS 11405 (ISO/TS 11405:2015).

Os dentes foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos de 5 dentes cada (n=5).
Na tabela 2 estdo descritos os sistemas adesivos estudados e o fabricante.

O primeiro grupo (SBU) foi composto pelo sistema adesivo Scotchbond Universal
Adhesive (3M ESPE, Neuss, Germany), o segundo grupo (FBU) pelo sistema adesivo
Futurabond U (Voco, Cuxhaven, Germany) e o ultimo grupo (AUA), pelo adesivo Ambar
Universal APS (FGM, Joinville, Brasil).

Nas figuras 13, 14 e 15 sdo apresentadas imagens dos sistemas adesivos estudados.

Tabela 2 - Distribuicao dos grupos experimentais.

Grupos Experimentais

Grupo SBU — Scotchbond Universal Adhesive (3M ESPE, Neuss, Germany) (n=5)
Grupo FBU — Futurabond U (Voco, Cuxhaven, Germany) (n=5)

Grupo AUA — Ambar Universal APS (FGM, Joinville, Brasil) (n=5)
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Figura 15 - Adesivo Ambar Universal

Figura 14 - Futurabond U singleDose
APS (FGM, Joinville, Brasil).

Figura 13 - Scotchbond Universal
(Voco, Cuxhaven, Germany).

Adhesive (3M, Neuss, Germany).
Os pH dos adesivos foram determinados com o medidor de pH Basic 20 HANNA
(Limena, Italia) (figura 16) sendo os valores apresentados na tabela 3 bem como a

composicdo, o lote e a validade dos sistemas adesivos universais utilizados.

Figura 16 - Medidor de pH Basic 20 HANNA (Limena, Italia).

Tabela 3 - Composi¢ao, Lote, Validade e pH dos adesivos universais utilizados.

Material Composigao Lote Validade pH
MDP, Bis-GMA, HEMA, 901218 31
iniciadores, silano, dimetacrilatos Dezembro 3 4g

de resina, etanol e dgua. 2020

Bis-GMA, HEMA, HEDMA,

UDMA, mondémero adesivo 1841241  Outubro 2,44
acidico, catalisador, nanoparticulas 2020
de silica, iniciador e etanol.
MDP, mondmeros metacrilatos,
complexo fotoiniciador (APS), co- Abril
iniciadores e estabilizantes, carga 180419 2021 2,87
inerente (particulas de silica) e
etanol.
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1. Tratamento da amostra

Em primeiro lugar os dentes foram colados num porta-amostras com cera colante
(Sticky Wax, Kemdent, Wiltshire, Inglaterra) aquecida numa lamparina com a ajuda de
uma faca de cera (figura 17), para que, de seguida, fossem cortados num micrétomo de

tecidos duros (Accutom-50, Struers,Denmark) (figura 18), com uma lamina de diamante

irrigada com 4gua a 1500 rpm.

Accutom-50

STNES ©
EIE i

Figura 17 - Lamparina, faca de cera e cera colante

Figura 18 - Micrétomo de tecidos duros
(Sticky Wax, Kemdent, Wiltshire, Inglaterra).

(Accutom-50, Struers,Denmark).

Foram realizados dois cortes paralelamente a face oclusal dos dentes. O primeiro
foi realizado para remover as raizes e expor a camara pulpar que foi limpa com um

escavador de dentina e foi preenchida com cola de cianocrilato (Zapit, DVA, Corona,
California, USA) (figura 19 e 20).

gt_l

| o —
Rceelerst®] %
R e . e
s S e

Figura 19 - cola de cianocrilato (Zapit,
DVA, Corona, Califérnia, USA).

Figura 20 - Camara pulpar de uma amostra
preenchida com cola de cianocrilato.
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O segundo corte foi feito de modo a remover a camada de esmalte e expor a

dentina superficial (figura 21).

Figura 21 - Sequéncia de corte da amostra (1- Dente higido; 2 — Dente montado num-porta amostras com cera
colante; 3 — Porta amostras montado no micrétomo de tecidos duros; 4 — Dente depois de ser submetido aos 2
cortes paralelos a face oclusal).

De seguida, os dentes foram polidos numa polidora (LaboForce-1, Struers, Denmark)
(figura 22) com lixa de CSi 600 grit sob dgua corrente, de modo a obter uma camada de

dentina homogénea com “smear layer” (Luque-Martinez et al., 2014) (figura 23).

Figura 22 - Polidora (LaboForce-1, Struers, Figura 23 - Dente a ser submetido a polimento.
Denmark).
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1.1. Aplicaciao dos sistemas adesivos

Os adesivos foram utilizados na vertente “selective enamel etching” em que se
aplicou acido ortofosforico (37,5%) (Kerr Italia S.r.I., Scafati (AS), Italy) (figura 24) na
superficie de esmalte durante 15 segundos (figura 25), porém antes da aplicacdo do
sistema adesivo, os excessos de 4gua foram removidos com jato de ar durante 10

segundos.

ran o Bt

Figura 24 - Acido ortofosforico (37,5%)

. . Figura 25 - Aplicacdo do 4cido
(Kerr Italia S.r.I., Scafati (AS), Italy). ortofosforico no dente.

Os sistemas adesivos foram aplicados de acordos com as instrugdes dos fabricantes.
Na tabela 4 descrevem-se as instru¢des do fabricante para o adesivo Scotchbond

Universal Adhesive (3M ESPE, Neuss, Germany).

Tabela 4 - Instru¢des do fabricante para o adesivo Scotchbond Universal Adhesive (3M ESPE, Neuss,
Germany).

Scotchbond Universal Adhesive
1- Aplicar o adesivo com um “microbrush’ na superfice dentaria e esfregar
durante 20 segundo
2- Secar levemente com jato de ar durante 5 segundos

3- Fotopolimerizar o adesivo durante 10 segundos

Na tabela 5, as instru¢des do fabricante para o adesivo Futurabond U (Voco, Cuxhaven,
Germany).
Tabela 5 - Instru¢des do fabricante para o adesivo Futurabond U (Voco, Cuxhaven, Germany).
Futurabond U
1

Ativar o blister individual (singledose)
2- Perfurar com um “microbrush” o compartimento de mistura

3

Misturar o adesivo com o “microbrush” até obter um liquido homogéneo

4

Aplicar o adesivo na superficie do dente
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5- Esfregar o adesivo durante 20 segundos na superficie do dente
6- Secar levemente com jato de ar durante 5 segundos

7- Fotopolimerizar o adesivo durante 10 segundos

Na tabela 6 descreve-se as instrugdes do fabricante para o adesivo Ambar Universal APS
(FGM, Joinville, Brasil).
Tabela 6 - Instru¢des do fabricante para o adesivo Ambar Universal APS (FGM, Joinville, Brasil).
Ambar Universal APS
1

Aplicar uma gota de adesivo na superficie do dente levemente humido,
friccionando vigorosamente o “microbrush’ na superficie dentario durante 10

segundos

2- Aplicar uma segunda gota de adesivo continuando a esfregar o adesivo com o
“microbrush”

3- Secar levemente com jato de ar durante 10 segundos

4- Fotopolimerizar o adesivo durante 10 segundos

Seguidamente, foram construidos blocos de resina composta microhibrida de cor
A3 (Bestdent, Barcelona, Espafa) (figura 26) de 6-8mm de altura, fotopolimerizando a
cada camada de 2 mm durante 60 segundos (de acordo com as instrugdes do fabricante,

tabela 7) com o fotopolimerizador Optilux 501 (Kerr, Middleton, USA) (figura 27).

,j'@bestdcnt e (LS [Ieeppetaesagney
Compaste Pl Micrombigs
= v ctmntabie 4 9)

Figura 26- Resina composta microhibrida

de cor A3 (Bestdent, Barcelona, Espaiia). . . .
Figura 27 - Fotopolimerizador Optilux 501

(Kerr, Middleton, USA).

Tabela 7 - Aplicagdo da resina composta microhibrida (Bestdent, Barcelona, Espafia) segundo as
instru¢des do fabricante.

Resina composta microhibrida (Bestdent, Barcelona, Espana)
1- Aplicar camadas até 2mm de espessura

2- Fotopolimerizar durante 60 segundos
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Por tltimo os espécimes foram armazenados numa estufa de incubacao (Memmert
INE 400, Memmert, Germany) (figura 28) a 37°C, durante 24 horas, dentro de agua
destilada.

Figura 28 - Estufa de incubagdo (Memmert INE 400, Memmert, Germany).

1.2. Preparacao da amostra

Depois do periodo de incubagdo os espécimes foram cortados uma segunda vez
no microtomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers, Denmark), mediante um corte
transversal para obter varias fatias de 0,7mm (figura 29), e estas fatias foram armazenadas
durante 1 més na estufa de incubagdo (Memmert INE 400, Memmert, Germany) em agua

destilada a 37°C.

2)

Figura 29 - Sequéncia de corte da amostra em fatias. (1- Amostra montada no porta-amostras; 2-
Amostra a ser cortada em fatias no micrétomo de tecidos duros; 3- Amostra cortada em fatias).
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1.3. Impregnacio e preparacio da amostra para o MEV

Ap0s o periodo de incubagao (figura 30), foram escolhidas 10 fatias por grupo, 2
por dente, sendo que foram escolhidas as fatias do centro por apresentarem uma interface
maior. Os espécimes revestidos por duas camadas de verniz de unhas, a exce¢do de Imm

da interface adesiva, de modo a que a mesma se encontre exposta ao agente impregnante

(figura 31).

Figura 30 — Espécime depois de

R Figura 31 — Espécime revestido com
um més na estufa.

duas camadas de verniz das unhas.

De seguida, foi formulada uma solu¢do aquosa de nitrato de prata amoniacal
pH=9,5 a 50%, a qual se acrescentou uma solu¢do de hidroxido de amoénia de maneira a
definir para 9,5 o pH da solug¢do. Os espécimes foram imersos nesta solucdo a 37°C

durante 24 horas em frascos protegidos da luz (figura 32).

Figura 32 — Espécime ap6s 24 horas imerso na
solugdo de nitrato de prata amoniacal a 50% (pH 9,5).

Seguidamente os espécimes foram postos debaixo de 4agua corrente, durante 5
minutos e imersos numa solucdo fotografica reveladora (Periomat Intra, Diirr Dental,
Bissingen, Germany) (figura 33) durante 8 horas debaixo de uma luz fluorescente de
maneira a possibilitar a redu¢@o dos i10es de prata a graos de prata metalicos. Depois deste
periodo, os espécimes foram lavados com agua corrente durante 5 minutos e o verniz de

unhas foi raspado com uma faca de cera da superficie dos espécimes (figura 34).
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Figura 33 - Solugao fotografica reveladora Figura 34 — Espécime a seguir a imersdo na
(Periomat Intra, Diirr Dental, Bissingen, Germany). solucdo fotografica reveladora e do verniz
das unhas ter sido raspado.

Logo a seguir os espécimes foram imersos numa solucdo fixadora 2,5% de
glutaraldeido com 2% paraformaldeido em 0,1M de cacodilato de s6dio tamponado de

pH 7,3 durante 12 horas a 4°C (figura 35).

Figura 35 — Espécime depois de ter estado 12 horas a 4°C imerso numa solugédo fixadora (pH 7,3).

Ap0s a fixacdo, os espécimes foram lavados com 20ml de 0,1M de cacodilato de
sodio tamponado, durante uma hora, onde a solugdo foi trocada de 20 em 20 minutos e

depois foram lavados novamente com agua destilada durante 1 minuto.

Tais espécimes foram, sucessivamente, desidratados em imersdes de graus
crescentes de etanol, iniciando-se por imergir os espécimes em etanol durante 20 minutos
a 25%, a 50%, e a 75%, sendo em seguida imersos durante 30 minutos em etanol a 96%

e, por fim, foram imersos em etanol a 100% durante 60 minutos.

Finalizado este processo foram colocados numa diluicdo de 1:1 de etanol e
hexametildisilazano, durante 10 minutos e secos por imersdo em hexametildisilazano
durante 10 minutos (figura 36), tendo, finalmente, sido colocados numa caixa de petri

com papel de filtro para secar completamente a temperatura ambiente.
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Figura 36 - Espécime final, depois de ter sido lavado e desidratado.

Depois de secos, os espécimes foram embebidos em resina epdxi
autopolimerizavel (EpoFix Resin, Struers, Denmark) (figura 37) apos terem sido
estabilizados com cera cola em cilindros (FixiForm, Stuers, Denmark) vaselinados (figura
38), e seguidamente, deixados 24 horas num dessecador de vacuo (Bel-Art, New Jersey,

USA) (figura 39).

Figura 37 — Resina epoxi autopolimerizavel Figura 38 - Cilindros (FixiForm, Stuers,
(EpoFix Resin, Struers, Denmark). Denmark) vaselinados.

Figura 39 - Dessecador de vacuo (Bel-Art, New Jersey, USA).
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Ap6s a polimerizacdo, os espécimes foram polidos numa polidora (LaboForce-1,
Struers, Denmark) (figura 40) com discos de carbeto de silicio com abrasdo decrescente
sob agua corrente, tendo se iniciado com um disco de 220 grit durante 30 segundos, de

360 grit por 60 segundos, 600 grit durante 60 segundos, 1200 grit por 60 segundos e, por

fim, um disco de 2400 grit durante 60 segundos (figura 41).

Figura 40 - Polimento dos espécimes na Figura 41 - Discos de polimento de 220, 360, 600, 1200 e 2400 grit.
polidora (LaboForce-1, Struers, Denmark).

Para concluir o polimento, foram usados discos de tecido com suspensdes

diamantadas de 3 e 1 micrometros durante 3 minutos cada (figura 42).

Figura 42 - Disco de tecido e suspensdo diamantada de 3 e 1 micrometros.

De seguida os espécimes foram colocados num banho de ultrassom (Branson
Ultrasonic, Emerson Electric, Connecticut, USA) com 100% etanol durante 10 minutos
(figura 43). Depois de secos e desmineralizados em 0,5% de acido fosforico durante 1
minuto, os espécimes foram colocados em caixas de petri forradas com papel absorvente

até secarem a temperatura ambiente (figura 44).
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Figura 43 — Espécimes no banho de etanol no ultrassom Figura 44 — Amostra final.

(Branson Ultrasonic, Emerson Electric, Connecticut, USA).

2. Avaliacido da nanoinfiltracao

As amostras foram revestidas numa liga de ouro-paléddio de 12nm de espessura com
Quorum Tecnologies, Q150T-ES Sputt-coaster, a 30 mA por 40 segundos (figura 45), e
consecutivamente as amostras foram montadas num suporte de aluminio com fita de

carbono (Ted Pella Inc) e rotuladas.

Figura 45 - Amostra revestida numa liga de ouro-palddio de 12nm de espessura.

Através do Microscopio Eletronico de Varrimento (MEV, Hitachi S-2400, Hitachi
High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan) do Instituto Superior Técnico da
Universidade de Lisboa (figura 46) com um detetor de eletrdes retrofundidos, uma

aceleracdo de 20Kv e uma distancia de trabalho de 13mm, foi possivel observar a
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extensdo de penetragdo do nitrato de prata ao longo da interface adesivo/dentina (tais

amostras foram observadas em 3 ampliagdes diferentes, 200x, 400x e 1500x).

Figura 46 - Microscopio Eletronico de Varrimento (MEV Hitachi S-2400, Hitachi
High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan).

3. Analise estatistica

Ao longo da observagdo das amostras no microscopio eletronico de varrimento
(MEV) foram tiradas microfotografias a todo o comprimento da interface das amostras
com uma ampliacao de 200x.

O comprimento total de cada amostra, assim como o comprimento da
nanoinfiltracdo foram medidos utilizando o software Image J. 1.51 (Wayne Rasbond,
National Institutes of Health, EUA).

Feitas as medicdes, foi calculada a percentagem de penetracao do nitrato de prata
através da formula N=(C/I)x100, sendo que, N corresponde a percentagem da
nanoinfiltracdo, C corresponde ao comprimento da interface adesiva infiltrada e I
corresponde ao comprimento total dessa mesma interface.

Consideramos nanoinfiltracio a presenga de manchas brancas intensas
metalizadas de aspeto reticular ou globular presentes na interface adesiva das amostras.

De facto, a presenca de nitrato de prata nessas manchas foi confirmada através do
sistema de microanalise por microscopia por dispersao de energia (EDS) associado ao
TEM, tendo ainda sido tiradas microfotografias com uma ampliacdo de 1500x para
visualizar a sua localizagdo na interface, assim como a ultramorfologia dos seus

depositos.
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IV. Resultados

De maneira a poder quantificar a nanoinfiltragdo foram tiradas microfotografias
ao longo de toda a interface adesiva com uma ampliagao de x200, além disso, de modo a
visualizar a localizagdo do nitrato de prata e a sua ultramorfologia foram ainda tiradas
microfotografias com uma ampliagdo de 400x e 1500x. Nas imagens obtidas ¢ possivel
visualizar, os “resin-tags” (RT), a camada hibrida (CH), a resina composta (RC), a
camada de adesivo (CA) e os tibulos dentinarios (TD), tendo a presenga de prata sido
confirmada por anélise EDS (grafico 1).

Na figura 47 sdo apresentados os depositos de nitrato de prata ao longo da
interface adesiva, nas diferentes ampliagdes: (A) 200x, (B) 400x e (C) 1500x do sistema

adesivo Scotchbond Universal Adhesive.

BSE 200 pm
MAG: 200 x HV: 20.0 kV

BSE
MAG: 400 x HV: 200 KV

Universal Adhesive (grupo SBU). (A- ampliagdo x200; B- ampliagdo x400; C- ampliagdo x1500; CA- Camada
de adesivo; CH- Camada hibrida; RT- “resin-tags”).
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Na figura 48 sdo apresentados os depdsitos de nitrato de prata ao longo da interface
adesiva, nas diferentes ampliagdes: (A) 200x, (B) 400x e (C) 1500x do sistema adesivo
Futurabond U.

BSE 200 pm
MAG: 200 ¥ HV: 20.0 kW

BSE
MAG: 400 x HV: 20.0 kV

SE MAG: 1500 x HV: 20.0 kV

Figura 48 - Microfotografias obtidas por microscdpio eletronico de varrimento (MEV) do adesivo
Futurabond U (grupo FBU). (A- ampliagdo x200; B- amplia¢ao x400; C- ampliagdo x1500;
RC — Resina composta; CA- Camada de adesivo; TD- Tubulo dentinario).
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Na figura 49 sdo apresentados os depdsitos de nitrato de prata ao longo da interface
adesiva, nas diferentes ampliagdes: (A) 200x, (B) 400x e (C) 1500x do sistema adesivo
Ambar Universal APS.

BSE 200 pm
MAG: 200 x HV: 20.0 kV

BSE
MAG: 400 x HV:

BSE
MAG: 1500 x HY: 20.0 kY

Figura 49 - Microfotografias obtidas por microscdpio eletronico de varrimento (MEV) do adesivo Ambar
Universal APS (grupo AUA). (A- ampliagdo x200; B- amplia¢do x400; C- ampliagdo x1500; RC- Resina
composta; RT- “resin-tags”’; TD- Tubulo dentinério; CA- Camada de adesivo; CH- Camada hibrida).
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Grafico 1 — Grafico representativo da interface adesiva da imagem 48(c), confirmando a
presenca do elemento prata por analise EDS.

A analise estatistica foi calcula com a ajuda do programa IBM SPSS Statistics

(IBM SPSS Statistics, IBM Corporation, EUA).

Os valores médios da percentagem de nanoinfiltracdo da interface adesiva, bem
como os respetivos desvios-padrao para cada sistema adesivo, encontram-se expostos na
tabela 8. No grafico 2 estdo representados os valores em percentagem dos grupos

estudados.

Tabela 8 — Percentagens de nanoinfiltragdo por cada sistema adesivo estudado: n® de amostras estudadas,
média, desvio padrdo, minimo e maximo (%).

- 21,10 8,3 10,32 36,77
- FuturabondU 10 25,75 11,21 14,65 47,44
- 10 18,72 7,08 5,88 27,77
o dotal 30 21,86 9,23 5,88 47,44
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Grafico 2 — Percentagem de nanoinfiltragdo por cada grupo estudado (%).

Para verificar a homogeneidade dos valores dentro de cada grupo foram feitos
testes de Shapiro-Wilk e de Levene. O nivel de significancia definido foi de 0,05, sendo
que, o valor obtido foi >0,05, por conseguinte, verifica-se homogeneidade de variadncia

nos resultados obtidos (tabela 9 e 10).

Tabela 9 — Teste de normalidade Shapiro-Wilk para os diferentes grupos experimentais.
0,529
0,108
0,536

Tabela 10 — Teste de homogeneidade de variancia de Levene.

0,281
0,574

Procedeu-se a comparagdo dos 3 sistemas adesivos (SBU, FBU e AUA), no que
respeita a percentagem de nanoinfiltragdo (em %), mediante aplicaciao do teste ANOVA

one-way. O nivel de significancia definido foi de 0,05, sendo que, o valor obtido foi

N
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>0,05, por conseguinte, verifica-se que ndo existem diferencas significativas entre os

grupos estudados (tabela 11).

Tabela 11 — Teste ANOVA one-way.

0,229

Ainda assim, foi realizado o teste de Tukey HSD, que ¢ um teste estatistico de
comparacdo multipla usado para encontrar resultados significativamente diferentes,
comparando todos os grupos entre si. O nivel de significancia definido foi novamente de
0,05, sendo que, o valor obtido foi >0,05, verifica-se novamente que ndo existem

diferencas significativas entre nenhum dos grupos estudados (tabela 12).

Tabela 12 - Teste Hukey HSD.

0,494
0,828
0,494
0,201
0,828
0,210

Apesar de ndo existirem diferengas significativas entre os sistemas adesivos, o
adesivo Futurabond U foi o que apresentou maior expressao de nanoinfiltragdo (25,75%),
inclusive, foi o que apresentou a maior quantidade de deposito de nitrato de prata, tendo
chegado aos 47,44% na interface de uma amostra. O adesivo Ambar Universal APS foi o
que apresentou a melhor média de nanoinfiltragdo (18,72), sendo que, foi o que obteve a

amostra com menor interface de depodsitos de prata, apresentando unicamente 5,88%.
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V. Discussao

A duragdo limitada das restauragdes resulta principalmente da exposi¢ao das
interfaces adesivas ao ambiente oral, que pode provocar um enfraquecimento da ligagao
entre o material restaurador e os tecidos dentarios. Inicialmente, leva a infiltracdo e a
passagem de microrganismos, que consequentemente, pode causar, carie secundaria,
descolora¢do marginal, sensibilidade pos-operatodria, patologia pulpar e pode ainda levar
a uma perda de retencdo, sendo entdo necessario substituir a restauracdo (Vinagre &
Ramos, 2016; Lukomska-Szymanska, Sokotowski & Lapinska, 2017; Li et al., 2000).

Nesta investigacdo avaliou-se a nanoinfiltracdo da interface adesiva de trés
sistemas adesivos universais distintos, um sem a presenc¢a de bis-GMA, Ambar Universal
APS, e outros dois com a presenc¢a de bis-GMA, Scotchbond Universal e Futurabond U.

De acordo com a mesma, os resultados obtidos neste estudo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas nos valores de nanoinfiltragao entre
os trés adesivos estudados, confirmando assim a hip6tese nula.

A escolha de uma técnica padronizada para anélise da nanoinfiltracdo ¢ importante

para a discussdo dos resultados das diversas pesquisas nesta area, pelo que, varios estudos
tém conseguido estabelecer parametros para possibilitar esta padroniza¢do. O presente
trabalho de investigacao foi realizado segundo a norma ISO/TS 11405:2015 que define
os critérios para realizar testes de adesdo em substratos dentarios.
De acordo a mesma, foram escolhidos molares definitivos higidos humanos, extraidos
por motivos periodontais ou ortoddnticos, sendo que, os tecidos aderentes e o sangue,
foram removidos sob dgua corrente e os dentes foram desinfetados numa solugdo de
cloramina TriHidratada a 1% durante 6 dias. Apds este periodo foram armazenados em
agua desionizada a 4°C por ndo mais de 6 meses.

Com o objetivo de padronizar o estudo nos diferentes grupos e parametros, nao
somente todos os procedimentos laboratoriais foram executados pela mesma operadora
utilizando as instrugdes detalhadas dos fabricantes, mas também foi utilizado o mesmo
material restaurador, resina composta microhibrida bestdent cor A3, em todos os grupos
de forma a evitar qualquer influéncia da mesma na adesao.

Nao obstante a se tratar de um estudo “in vitro”, pretendeu-se reproduzir ao
maximo as condi¢des clinicas que acontecem “in vivo ” aquando da execug¢do de todos os

procedimentos. Os dentes foram polidos com lixa de CSi de 600 grit sob dgua corrente,
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de modo a obter uma camada de dentina homogénea com “smear layer” similar a obtida
em circunstancias clinicas (Luque-Martinez et al., 2014). Logo apds terem sido
construidos os blocos de resina composta, as amostras foram armazenadas em agua
desionizada numa estufa a 37°C durante 24 horas permitindo uma completa
polimerizacao da resina simulando o que acontece intra-oralmente (Tay ef al, 2003; Wang
etal,2017).

Sendo que a nanoinfiltracdo acontece em espagos nanométricos, utiliza-se uma
solucdo de nitrato de prata amoniacal a 50% para detetar e analisar a nanoinfiltragio, que
por conter i0es de prata de um didmetro de 0,059 nm consegue facilmente infiltrar-se nas
nanoporosidades que tém aproximadamente 20 nm (Yang et a/, 2015; Cardoso Ferreira
et al., 2016). Esta solu¢do de nitrato de prata permite a penetragdo dos ides de prata sem
exigir uma reacdo quimica ou a utilizagao de materiais radioativos (Costa ef al., 2011).

Nos estudos de nanoinfiltragcdo, habitualmente sdo usadas solug¢des de nitrato de
prata com um pH acido, no entanto devido ao longo tempo de imersdo necessario (24
horas), tem havido preocupagdes com o possivel efeito desmineralizante. Para garantir
que ndo haja penetracdo de nitrato de prata através de vias criadas pela acidez da solugao,
nesta investigacao foi utilizada uma solugdo de nitrato de prata amoniacal basica, com
um pH de 9,5 (Chen et al, 2015; Costa et al., 2011).

Embora ndo haja unanimidade na literatura cientifica, nesta investigagdo as
amostras foram cobertas por duas camadas de verniz de unhas a exce¢do de Imm da
interface adesiva, de modo a que a mesma se encontre exposta ao agente impregnante
como efetuado em vérios estudos (Duarte, Perdigdo & Lopes, 2006; Luque-Martinez et
al., 2014; Marchesi, André, Ayres, Martins. & Giannini, 2014; Lenzi, Raggio, Soares &
Rocha, 2015; Makishi et al., 2016; Gutiérrez et al., 2019).

A técnica empregada para medir a quantidade de nanoinfiltragdo utiliza amostras
polidas, contudo, existe alguma controvérsia com este método, pois ¢ possivel que o corte
e o polimento das amostras possam causar uma deposi¢do de prata nas superficies das
mesmas, sendo que os resultados mostrariam uma deposi¢cdo maior do que a realmente
existente (Li et al., 2002). De modo a prevenir estes falsos resultados, nesta investigagao,
as amostras foram limpas no ultrassom num banho de etanol como feito em outros estudos
(Mufoz et al., 2013; Luque-Martinez et al., 2014; Muiioz et al., 2014; Munoz et al., 2015;
Sezinando et al., 2015; Gutiérrez et al., 2019; Siqueira et al., 2019).

Os estudos similares disponiveis na literatura sdo muito escassos, dificultando

assim a comparag¢ao de resultados. Apesar de existirem varias investigagdes que estudem
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a nanoinfiltracdo qualitativa, hd muito poucos de avaliagdo quantitativa, sendo que, a
maioria compara o protocolo “self-etch” com o de “etch-and-rinse”. Independentemente
do numero reduzido de investigacdes presentes na literatura que estudem a
nanoinfiltracdo quantitativa com os adesivos utilizados neste estudo, foram analisados os
que, de certa forma, se pudessem correlacionar com algumas das condi¢des deste estudo.

Tendo em conta a pesquisa feita aquando do planeamento do protocolo desta
investigacdo, constatou-se que os resultados obtidos com o protocolo “self-etch”
apresentavam menores depositos de nitrato de prata, pelo que o protocolo selecionado
para a realizacdo deste estudo foi o de “selective enamel etching” sendo que, esta
estratégia ¢ uma combinacdo de “efch and rinse” sobre esmalte e “self-etch” sobre a
dentina.

Num estudo realizado por Makishi et al. em 2015, foi avaliada a nanoinfiltracao
no adesivo Scotchbond Universal na vertente “self~etch”. No entanto nesse estudo, as
amostras foram submetidas a termociclagem, foi realizado um polimento quase
inexistente e ndo foi realizado nenhum protocolo de secagem. Ainda que o protocolo final
tenha algumas dissemelhancas, obtiveram um resultado muito semelhante ao obtido na
presente investigacao.

Luque-Martinez e seus colaboradores em 2014, realizaram uma investigacdo em
que também avaliaram o sistema adesivo Scotchbond Universal. Este estudo comparou a
nanoinfiltracdo em diferentes tempos de evaporacdo do solvente e com dois protocolos
de aplicacdo de sistemas adesivos, “self-etch” e “etch-and-rinse”. O protocolo para a
avalia¢do da nanoinfiltragdo foi muito semelhante ao do presente estudo exceto a selecao
da amostra, sendo que a investigagdo foi realizada em dentes restaurados contrariamente
a este que foi realizado em dentes higidos. Nao obstante, os resultados da percentagem
de nanoinfiltracao sao muito similares aos desta investigacao.

No entanto, Mufioz et al. conduziram trés estudos em 2013, 2014 e 2015 em que
estudavam o adesivo Scotchbond Universal e obtiveram valores de nanoinfiltraciao
bastante inferiores aos obtidos no grupo SBU. O protocolo realizado por Mufioz et al. nao
diferia do realizado neste estudo excetuando o corte da amostra, sendo que Mufoz ef al.
avaliou a nanoinfiltragdo em palitos de | mm? e ndo em fatias.

O adesivo Ambar Universal APS é muito recente, tendo sido introduzido no
mercado unicamente em Agosto de 2018. Este adesivo ¢ uma nova versdo do Ambar
Universal sendo que, a principal diferencga ¢ o sistema APS que, segundo a marca (FGM),

¢ um sistema de polimerizacdo que promove diferentes beneficios, que ndo sdo
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especificados pela mesma (disponivel em: https://www.fgm.ind.br/fgmnews/ambar-

universal-aps-evolucao/). Sendo um adesivo tao recente ndo foram encontrados estudos
sobre 0 mesmo, no entanto, foram encontradas duas investigagdes sobre a sua versao
anterior, Ambar Universal, que ja ndo continha Bis-GMA, sendo esse o objeto de estudo,
decidiu-se analisar essas investigagoes.

Em 2019, Gutiérrez et al. elaborou um estudo que analisou o efeito da juncao de
nanoparticulas de 6xido de zinco e de cobre a adesivos universais avaliando varios
parametros, entre eles a nanoinfiltragdo. O protocolo de nanoinfiltragdo foi semelhante
ao efetuado neste estudo sendo os resultados obtidos com o adesivo Ambar Universal no
grupo controlo, sem a adicdo das nanoparticulas, similares aos observados no grupo
AUA.

Num estudo realizado por Siqueira et al. (2019), avaliou-se a microtragdo e a
nanoinfiltracdo com diferentes sistemas adesivos universais e dois protocolos, “self-etch”
e “etch-and-rinse”. Nesta investiga¢ao foram realizados 2 grupos experimentais, um em
dentes com erosdao causada por 4cido citrico, outro em dentes com erosdo por
refrigerantes, ¢ um grupo controlo, realizado em dentes higidos. Para efeitos
comparativos ao presente estudo, foram utilizados os dados obtidos em dentes higidos
com os adesivos Scotchbond Universal, Futurabond U e Ambar Universal. O protocolo
de nanoinfiltragcdo foi realizado em palitos, pelo que, Siqueira et al. obteve resultados
muito inferiores aos obtidos neste estudo, como sucedeu nos estudos de Mundz. No
entanto, os resultados obtidos por Siqueira et al. nos adesivos Ambar Universal e
Scotchbond Universal foram idénticos e o resultado obtido para o adesivo Futurabond U
foi mais elevado.

Em 2015, Chen et al. realizaram um estudo cujo objetivo foi de avaliar a
capacidade de adesdo de adesivos universais a dentina através da microtragdo e da
nanoinfiltracdo. O estudo foi realizado com 5 adesivo universais sendo que, dois deles
foram o Scotchbond Universal e o Futurabond U. Apesar da avaliacdo da nanoinfiltracao
ter sido realizada unicamente com caracter qualitativo, Chen et al. relataram que as
camadas hibridas obtidas pelo adesivo Futubrand U apresentavam uma presenca de
nitrato de prata mais acentuada quando comparadas com as camadas hibridas formadas
pelos outros quatro adesivos.

No presente estudo, apesar de ndo terem sido observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os 3 grupos, o adesivo Futurabond U foi o que

apresentou percentagens de nitrato de prata substancialmente mais elevadas. Estes
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resultados podem ser devidos a auséncia de 10-MDP na sua formulagdo. Em 2015, Mufioz
et al., realizou um estudo que avaliou a resisténcia adesiva e a nanoinfiltragao de adesivos
universais com e sem 10-MDP na sua composi¢do, sendo que, o resultado mostrou que
os adesivos universais que contém 10-MDP apresentam ligagdes mais estdveis e menores
quantidades de nanoinfiltragdo, concluindo ainda que a molécula de 10-MDP permite
uma liga¢do quimica estavel a dentina criando uma nanocamada de sais de calcio estaveis.

A composicao quimica dos adesivos determina o seu sucesso clinico, pelo que, a
melhoria do seu comportamento clinico pode ser alcangada através de dois meios
diferentes. A primeira maneira envolve ajustar a quantidade de ingredientes nos adesivos,
sendo que este método ja foi amplamente explorado. A segunda via consiste em formular
novos componentes, em particular, monémeros que podem ser adaptados para fornecer
qualidades relativas a polimerizacdo, a molhabilidade e a liga¢cdo quimica, no entanto este
processo ¢ demorado e dispendioso, o que explica a razdo pela qual apenas poucas
empresas tenham escolhido esse caminho. Ainda assim, o desenvolvimento de novos
ingredientes ¢ mondémeros personalizados parece mais promissor para uma melhoria
significativa dos adesivos (Van Landuyt et a/, 2007).

Existem assim, varios outros fatores que influenciam o desenvolvimento da
nanofiltra¢do, incluindo o tipo de solvente (dgua vs etanol), os monémeros (HEMA, Bis-
GMA), os diferentes pesos moleculares dos componentes (de 130 - HEMA a 513 - Bis-
GMA), os varios aditivos (dcido maléico, glutaraldeido) e os diferentes métodos de
aplicagdo dos sistemas adesivos (adesdo a dentina com humidades diferentes)
(Lukomska-Szymanska et al., 2017). Contudo, com a presente investigacdo, podemos
supor que a presenga de bis-GMA nio influencia a quantidade de nanoinfiltragao.

No entanto esta investigagdo, apresentou algumas limitagdes, que poderiam ser
diminuidas com uma amostra maior, aumentando o nimero de adesivos aplicados,
aplicando diferentes protocolos de adesdo e avaliando outros parametros, como a

microtragao.
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VI. Conclusoes

Nao obstante as limitagdes “in vitro” do presente estudo in vitro, podemos concluir
que:

1 - Os sistemas adesivos universais estudados ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas nos valores de nanoinfiltragao obtidos.

2 - Os adesivos Scotchbond Universal e Ambar Universal APS apresentaram valores
de nanoinfratacdo muito semelhantes.

3 - O adesivo Futurabond U foi aquele que apresentou valores de nanoinfiltracdo mais

elevados.

Com base nestas conclusdes e nos resultados obtidos, a hipotese alternativa deve ser

rejeitada, aceitando-se assim a hipotese nula.
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