Uso da microscopia eletronica de varredura
para visualizar a camada hibrida, tags resinosos e
nanoinfiltracéo
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi observar a camada hibrida, formacdo de tags resinosos nos titbulos dentindrios bem
como nanoinfiltracdo na regido desta camada. Foram utilizados dois dentes terceiros molares, extraidos, higidos,
os quais receberam o preparo para a técnica restauradora. Ambos dentes foram seccionados nos eixos XY, Z
para obtencdo de palitos. Para visualizacdo da nanoinfiltracdo, os palitos foram imersos em nitrato de prata e
para visualizacdo da camada hibrida e tags receberam aplicacdo de dcido cloridrico e hipoclorito de sédio. Todos
espécimes foram polidos com sequéncia de lixas abrasivas e banhos ultra sénicos. Os espécimes foram cobertos
por vaporizacdo de carbono e ouro para andlise em microscopia eletrénica de varredura. A presenca da camada
hibrida, formagcdo de tags resinosos e nanoinfiltracdo ocorreu em todos os CPS sendo possivel de ser observada
com clareza e nitidez, pela técnica de preparo e visualizacdo descrita.
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ABSTRACT

The aim of this study was showed the hybrid layer, tags and nanoleakage by scanning electronic microscopry.
Two healthy teeth (third molars) were utilized and them were restored. The teeth were sectioned in x, vy, 7 axes,
for stick obtained. Some sticks were immersed in silver nitrate to showed nanolekage and others, received sodium
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hypochlorite and hidrochloric acid to showed hybrid layer and tags. All sticks were polish with sandpaper sequence
and cleaning ultrasonic. The sticks were covered by carbon/gold to view on scanning electronic microscopy. The
presence of hybrid layer, tags and nanoleakage occur in dll sticks, and all images were observed with sharpness

and clarity.

Key words: nanoleakage, hybrid layer, scanning electronic microscopy, adhesives systems.

INTRODUCAO

Os sistemas adesivos sio combinacoes de mo-
ndmeros resinosos hidrofébicos e hidrofilicos de
diferentes pesos moleculares e solventes (VAN
MEERBEEK et al., 2003; CARVALHO et al.,
2004; REIS et al., 2005). O desenvolvimento
destas solucoes hidrofilicas permitiu maior com-
patibilidade com o substrato dentinario, que ¢é
inerentemente tmido; contudo estes materiais
se tornaram mais suscetiveis a degradacio ao
longo do tempo (DEMUNCK et al., 2005; BAE
et al, 2005) e reduziu também suas propriedades
mecanicas (REIS; LOGUERCIO, 2007). Devido
ao fato do polimero do sistema adesivo se formar
na presenca de 4gua e solvente residual (JACO-
BSEN; SODERHOLM, 1995, TAKAHASHI
et al., 2002), pode-se esperar que haja sub-
polimerizacdo da pelicula adesiva, que aliado
com as terminacdes hidrofilicas dos mondmeros
presentes nestes materiais, leva a uma maior
sor¢do de dgua do meio bucal, afetando suas
propriedades mecanicas imediatas e ao longo do
tempo (CARRILHO et al., 2005, HASHIMOTO
et al., 2010). Esta é a razio pela qual a interface
de unifo é considerada o elo mais fragil dentro
do processo restaurador (MELACARNE et al.,
2006, HOLMES et al., 2007). A microscopia
eletronica de varredura (MEV) tem possibilitado
a visualizacdo da camada hibrida em toda sua
extensio, conseguindo mostrar a inter-relacdo
do polimero adesivo com o substrato dentinério.

Da mesma forma, o microscopio possibilita a
visualizagdo da extensio dos prolongamentos do
sistema adesivo para o interior dos tdbulos den-
tinarios (Tags resinosos) (SAURO et al., 2009).
A forma de preparo do espécime é fundamental
para o objetivo a ser visualizado, ficando a imagem
de microscopia dependente do tipo de preparo
da amostra (VAN MEERBEEK et al., 2003). Ha
ainda a possibilidade de ser observada a nanoinfil-
tracdo (SANO et al., 1995), condicio que ocorre
entre a dentina e a camada delgada de adesivo,
fator este importante para a longevidade da ca-
mada hibrida e da restauracio (KLEIN-JUNIOR
et al., 2008). Esta nanoinfiltracio requer um
preparo muito especifico da amostra, utilizando
um nanomarcador, bem como uma técnica de vi-
sualizagfo utilizando o sistema backscattering para
visualizacdo da imagem (KLEIN-JUNIOR, 2011).
Desta forma, o objetivo deste estudo foi observar
a camada hibrida, formacio de tags resinosos nos
tdbulos dentindrios bem como nanoinfiltracio
na regido desta camada.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e selecao dos dentes

Foram utilizados 2 dentes para & execugio desta
pesquisa, doados por pacientes com necessidades orto-
donticas. Os mesmos foram submetidos a uma limpeza
com 4gua e armazenados em glutaraldeido + tamp#o
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fosfato 25%. O comité de ética aprovou este projeto
para utilizagio de dentes humanos, sob ntimero 43H.

Preparo dos dentes

Os dentes foram incluidos em tubos de PVC
cilindricos de 25 de didAmetro por 20mm de altura,
preenchidos por resina epdxi. Apds tomada de
presa da resina, os dentes tiveram suas face oclu-
sal desgastadas utilizando-se um disco rotatério
com lixa abrasiva em baixa rotacio (80rpm), sob
refrigeracido de dgua corrente. Este desgaste foi
executado até profundidade a qual toda a face
oclusal encontrou-se em dentina, sem resquicios
de esmalte. As faces mesial, distal, vestibular lin-
gual foram desgastadas em alta rotagio com ponta
diamantada (3216) e refrigeragio para remogio de
todo o esmalte. Ap6s este procedimento, sobre a
face oclusal dos dentes, foi passada manualmente
uma lixa de granulacdo 600 durante 20 segundos,
sob refrigeracio, com o intuito de tornar todas
as superficies iguais, sem resquicios de detritos
grosseiros causados pelo disco.

Restauracao dos dentes

Os dentes receberam aplicagio do écido fos-
forico 37% (Magic acid, Vigodent), seguido de
lavagem por 15 segundos e secagem estratégia
com papel absorvente (Dentsply), mantendo a
superficie levemente Gmida e, a seguir, o sistema
adesivo (Ambar, FGM) foi aplicado utilizando-se
um aplicador descartavel tipo pincel (Microbrusch)
na superficie de dentina exposta. Apds, um jato
de ar foi aplicado superficialmente para remover
o excesso de solvente. Em seguida, foi aplicada
mais uma camada do adesivo, utilizando-se novo
pincel, fotopolimerizagao (Ultraled, Dabi) por 10

segundos. Apds a aplicagio do sistema adesivo, a
resina (Opallis A2, FGM) foi inserida em pequenos
incrementos (2mm) e fotoativada por 20 segundos
ap6s cada incremento, até formar um platd de 4mm
de altura.

Confeccao dos espécimes

Os dentes foram seccionados (eixos X, y ,z)
em pequenos palitos de resina/dente, com sec¢io
retangular em torno de 1,0mm a 1,4mm e com
7mm de comprimento, em média. Cada dente
restaurado produziu uma média aproveitivel de
12 palitos.

Preparo dos espécimes para
analise da camada hibrida, tags
e nanoinfiltracao

Anilise da camada hibrida e tags: foi realizado
o polimentos dos palitos com a seqiiéncia de lixas
d’4gua 800, 1200, 1500, 2000 e 2400 em uma
politriz. Os espécimes receberam na regido da
camada hibrida, uma banho de 4cido cloridrico
5M e hipoclorito de sédio, com o intuito de
remover minerais e restos organicos provindos
do polimento. Os palitos foram submetidos a
desidratagio lenta com silica gel, unidos ao stub
com cera de microscopia e metalizados com
cobertura de ouro na metalizadora. As imagens
foram obtidas por elétrons secundérios, em um
microscopio eletronico de varredura (JSM 6060

— CME, UFRGS).

Andlise de nanoinfiltragio: os palitos passaram
por um protocolo de procedimentos para prepara-
los para a visualizagio ao microscopio eletronico de
varredura (M.E.V). Foi aplicado uma camada de
esmalte ou verniz nos palitos bem proximo a linha
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de unido. Os palitos foram separados em potes e
submersos em nitrato de prata por 24 horas. Decor-
rida as 24 horas, foi realizada lavagem abundante
em 4gua corrente e submersos por mais 8 horas
em solugio reveladora. O processo de polimento
seguiu-se igualmente ao preparo descrito para
visualizar camada hibrida. Apds Os palitos foram
submetidos a desidratagio lenta com silica gel, uni-
dos ao stub com cera de microscopia e metalizados
com cobertura de carbono na metalizadora. Foram
analisadas as areas de unido do dente-adesivo-
dentina para andlise da nanoinfiltragio em um

microscopio eletronico de varredura (JSM 5800
— CME, UFRGS).

RESULTADOS

A formago da camada hibrida ocorreu em todos
os espécimes analisados e é possivel observar com
nitidez a formacio e inter-relagio do polimero com
a dentina (Figura 1), caracterizando esta camada
composta por substratos totalmente diferentes. Da
mesma forma, a formagio de prolongamentos de
adesivo (Figura 2) (tags) é perfeitamente observada
pela técnica de preparo descrita na metodologia.
Porém, nio foi possivel de observar estes prolon-
gamentos em toda a extensdo da camada hibrida,
ocorrendo pequenas falhas em uma linha continua
de corte (comprimento do espécime). Asimagens
de nanoinfiltragio foram elucidativas e apareceram
na linha de unifo do sistema adesivo com a dentina,
sendo que ocorreu a nanoinfiltragio (Figura 3) em
todos os casos. O nitrato de prata pode ser visto de
cor esbranquigada, demonstrando que a sua pre-

senca permite confirmar a presenga de nanoespacos
na unifo adesivo-dentina.

Figural. Imagem de microscopia eletrbnica de var-
redura mostrando parte da camada hibrida.
Observa-se a hibridizagao de dentina (tibulos

e colageno) com prolongamentos resinosos.

Figura 2. Imagem de microscopia eletrénica de varre-
dura mostrando os prolongamentos resino-
sos do sistema adesivo (tags resinosos). A
parte mineral da dentina foi removida para
esta observagéo microscopica.
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Imagem de microscopia eletronica de var-
redura mostrando parte da nanoinfiltracéo.
Observa-se o adesivo (em escuro) com
presena de nitrato de prata (parte branca)
demonstrando nanoinfiltracéo.

Figura 3.

DISCUSSAO

Nas imagens de formacio dos tags, é possivel de
ser observado que h4 diferentes comprimentos de
prolongamentos para o interior da dentina e cabe
salientar que uma das possibilidades ¢ apreenséo de
dgua no interior dos tbulos, a qual pode dificultar
a penetragio de mondmeros, conforme relatado
por Jacobsen e Soderhdlm (1995) e Takahashi et
al. (2002). Cabe ressaltar que em alguns casos a for-
macio de tags ndo ocorreu, ficando uma 4rea vazia
ou mal aderida de camada hibrida, concordando
com Melacarne et al. (2006), Holmes et al. (2007)
de que a interface de unido € o elo mais fraco de
uma restauracio. Relatado por Klein-Junior et al;
(2008), a nanoinfiltragio pode ser observada em
qualidade e quantidade durante toda a extensio
dos espécimes, e tal fato demonstra realmente que
hé presenga de infiltrados na regifio onde une-se o
adesivo coma dentina, sendo fundamental para a
longevidade d uma restauragio. Da mesma forma, a

qualidade da imagem de nanoinfiltracio ¢ dependen-
te diretamente da qualidade do preparo do espécime,
incluindo desde o preparo da técnica adesiva até a
vaporizagio com carbono. O sistema de visualizagio
de nanoinfiltra¢io utilizado pelo MEV j4 foi descrito
anteriormente por Sano et al. (1995), e Klein- Junior,
(2011). Salienta-se novamente a qualidade que o ni-
trato de prata traz para a técnica de nanoinfiltragio,
sendo este um marcador de excelente qualidade e
facil de ser detectado pelo sistema backscattering do
microscopio eletronico de varredura.

CONCLUSAO

A presenga da camada hibrida, formagio de
tags resinosos e nanoinfiltragio ocorreu em todos
0s CPS sendo possivel de ser observada com clareza
e nitidez, pela técnica de preparo e visualizagdo
descrita neste artigo
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