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Resumo: O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do armazenamento de dentes
bovinos, em diferentes perfodos, na resisténcia de unido de um sistema adesivo autocondicionante
de dois passos. Para essa avaliacio, 40 incisivos bovinos (n = 10) foram armazenados em solugdo
de timol 0,10 g.mL™" durante os seguintes periodos: 24 horas (controle), 15 dias, um més e
seis meses. Apds esses periodos de armazenamento, cada dente foi desgastado até a exposicio
da dentina superficial, um sistema adesivo autocondicionante (Clearfil SE Bond/Kuraray) foi
aplicado e um bloco de resina composta (TPH Spectrum, Dentsply DeTrey) foi confeccionado
sobre o substrato dentindrio. Os materiais restauradores foram aplicados segundo as instru¢des do
fabricante. Os espécimes foram seccionados a fim de se obterem fatias de 1 mm de espessura e
constri¢des foram realizadas para obtenc@o do formato de ampulheta com drea adesiva de 1 mm?.
As fatias foram testadas sob tensdo em uma mdaquina de ensaio universal a uma velocidade de
0,5 mm.min~' e o padrdo de fratura foi analisado em microscopia eletronica de varredura (MEV).
Os seguintes resultados foram obtidos (MPa): 24 horas — 11,73 £ 5,2; 15 dias — 9,66 £ 3,6;
1 més — 11,01 £ 6,7, e 6 meses — 9,43 + 4,7. Nao foi observada nenhuma diferencga estatistica
significante (ANOVA, p=0,79). Falhas na interface adesiva foram mais frequentemente observadas.
Pode-se concluir que os periodos de armazenamento avaliados nao influenciaram a unido do sistema
adesivo autocondicionante a dentina bovina.

Palavras-chave: Dentina; resisténcia de unido; sistemas adesivos.

Abstract: The aim of this study was evaluate the effect of the storage of bovine teeth in different
periods on the microtensile bond strength of a two-step self-etch system. For this, forty bovine
incisors (n = 10) were stored in 0.10 g.mL"! thymol solution during the following periods: 24 hours
(control), 15 days, 1 month, and 6 months. After these storage periods, each tooth was flattened
until superficial dentin exposure, the bonding system (Clearfil SE Bond/Kuraray) was applied and a
composite block (TPH Spectrum, Dentsply DeTrey) was built over the dentin substrate. Restorative
materials were used following manufacturer’s instructions. The specimens were sectioned to
obtain 1 mm thick slabs, which were trimmed to an hour-glass shape with cross sectional area of
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1 mm?. Slabs were tested under tension in a universal testing machine at 0.5 mm.min™' and their
failure mode was analyzed with scanning electron microscopy (SEM). The following results were
obtained (MPa): 24 hours - 11.73/5.2; 15 days - 9.66/3.6; 1 month - 11.01/6.7, 6 months - 9.43/4.7.
Significant differences among experimental groups were not observed (ANOVA, p =0.79). Failures
within the adhesive interface were the most frequently observed. May be concluded that the storage
periods did not influence the bonding of the two-step self-etch system to dentin.

Keywords: Dentine; bond strength; adhesive systems.

Introducao

Andlises em longo prazo sao consideradas o método ideal
para validar a eficiéncia de materiais restauradores adesivos.
Entretanto, esse tipo de trabalho € dificil de ser realizado,
pois hd uma grande demanda de tempo e, também, elevado
custo.! Desse modo, nos tltimos anos, diversas metodologias
tém sido desenvolvidas para testar o desempenho de novos
materiais adesivos em condicdes in vitro.?

A resisténcia de unido entre os materiais adesivos e
o substrato dental ¢ comumente avaliada em estudos la-
boratoriais usando-se o teste de microtragdo.>* Esse teste
foi originalmente desenvolvido para permitir a avaliacdo
da resisténcia de unidio em pequenas regides dos tecidos
dentais.*> A vantagem dessa metodologia é a interface
adesiva de pequenos espécimes (aproximadamente 1 mm?)
apresentar uma melhor distribui¢do de tensdes durante o
teste.’ Desse modo, menores quantidades de falhas coesivas
no substrato sdo esperadas se comparadas aos outros tipos
de avaliagdo.*’ A densidade de falha parece diminuir devido
a reduzida interface adesiva’® e uma maior resisténcia de
unido ¢ observada.®

O teste de microtragdo € de maior complexidade em sua
realizacdo do que os testes convencionais.> Muitas etapas
devem ser realizadas, o que pode resultar em uma maior
variabilidade. Esta pode ser de dificil controle, afetando os
resultados.'” H4 muitas varidveis associadas a essa metodolo-
gia, que incluem a velocidade de corte, formato do espécime
e as suas dimensdes.>3? Outras varidveis sdo relacionadas ao
substrato, tais como meio de estocagem, diferentes regides
da estrutura dental e tempo pds-extragio.'0!?

Os adesivos autocondicionantes apresentam um meca-
nismo diferente daqueles adesivos tradicionais, caracteriza-
dos por simultdneo condicionamento e desmineralizacao,
tanto de esmalte quanto de dentina.'* Estudos anteriores
investigaram a resisténcia de unido de sistemas autocon-
dicionantes usando elementos dentais envelhecidos em
diferentes periodos de estocagem.*'* Entretanto, € incerto
que as alteracgdes fisicas e quimicas induzidas pelo tempo
de estocagem possam interferir na resisténcia de unido de
sistemas adesivos autocondicionantes. Assim, o objetivo
deste estudo foi investigar o efeito de diferentes periodos de
estocagem de dentes bovinos na resisténcia a microtragao de
um sistema adesivo autocondicionante de dois passos. Na

hipétese do trabalho, aventou-se que o tempo de estocagem
influenciaria na resisténcia de unido desse sistema adesivo
a dentina bovina.

Material e método

Preparo dos espécimes

A Figura 1 mostra um esquema da metodologia experi-
mental utilizada neste estudo, em que 40 incisivos bovinos
foram empregados.

Ap6s a extragdo, os dentes foram limpos e aleatoriamen-
te divididos em quatro grupos (n = 10), de acordo com o
periodo de estocagem antes do procedimento restaurador:
24 horas (controle); 15 dias; um més, e seis meses. Durante o
periodo de estocagem em um refrigerador a uma temperatura
de 4 °C, os espécimes foram embebidos em uma solucgdo de
timol 0,1 g.mL". Essa solu¢do de armazenamento foi utili-
zada por ndo apresentar influéncia nos valores de resisténcia
de unido, quando comparados a valores relativos a dentes
recém-extraidos'>'®.

Apés cada periodo de estocagem, a superficie vestibu-
lar de cada dente foi planificada usando uma sequéncia de
lixas de carbeto de silicio, sob refrigeracao constante, até a
exposicdo da dentina superficial. As granulacdes de 120 e
400 das lixas foram utilizadas por dez segundos, enquanto
a granulac@o 600 foi utilizada por 60 segundos, para padro-
nizar a formacdo de smear-layer.

Ap0s o preparo da superficie, o sistema adesivo Clearfil
SE Bond (Kuraray Co., Osaka, Japan) foi aplicado segundo
as instrucdes do fabricante. O Primer SE foi aplicado de
modo ativo por 20 segundos e levemente seco; em seguida,
foi aplicado o SE Bond, precedido de um sutil jato de ar
e, entdo, fotopolimerizado por 10 segundos. Um bloco de
resina composta (TPH Spectrum, Dentsply DeTrey, Kons-
tanz, Germany) foi construido sobre a superficie dentindria
(5 mm-altura x 5 mm-largura X 5 mm-comprimento) de
forma incremental. Cada incremento com 2 mm de altura foi
fotopolimerizado por 20 segundos. Antes do procedimento
restaurador, a luz emitida pelo aparelho fotoativador (Optilux
501, Sybron Kerr, Danbury, CT, USA) foi mensurada com
um radidmetro, sendo essa poténcia acima de 660 mW.cm™.
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— 24 horas (n = 10)

— 15 dias (n = 10)

— 1 més (n=10)

— 6 meses (n = 10)
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Figura 1. a) Periodos de armazenamento pés-extracao; b) Superficie vestibular planificada; ¢) Procedimento adesivo / restauragido com
resina composta; d) Restauragdes seccionadas perpendicularmente a interface adesiva; e) Fatias; f) Fatias ap6s obtengdo do formato de
ampulheta; e g) Espécimes adaptados no dispositivo para o teste de microtragao.

Apds o procedimento restaurador, os espécimes foram esto-
cados em dgua destilada, em estufa a 37 °C por 24 horas.

Realizagdo do teste de microtracdo

As restauragdes foram seccionadas perpendicularmente
a interface adesiva em fatias de aproximadamente 1 mm de
espessura, usando-se um disco diamantado adaptado a uma
cortadeira metalogréfica de precisao (Isomet 1000; Buehler
Ltd., Lake Bluff, IL, USA), sob refrigeragdo constante.
Quatro fatias foram obtidas por dente. Uma constri¢ao foi
realizada na interface adesiva utilizando uma ponta diaman-
tada extrafina #1090 (KG Sorensen, Barueri, SP, Brazil),
obtendo-se uma drea da interface de aproximadamente
1 mm?. As fatias que falharam anteriormente a realizagdo
do teste foram marcadas e consideradas falhas prematuras,
com nenhum valor para a resisténcia de unifo.

As fatias foram fixadas no dispositivo de teste utilizando-se
uma cola a base de cianoacrilato (Super Bonder, Henckel
Loctite, Itapevi, SP, Brazil) e testadas sob tensdo em uma
Maigquina de Ensaio Universal (EMIC DL 500, Sao Jose dos
Pinhais, SC, Brazil), a uma velocidade de 0,5 mm.min™!
até a falha. Apds a falha, a drea da interface adesiva de
cada fatia foi mensurada e a resisténcia de uniao (MPa) foi
calculada.

A resisténcia de unido de cada espécime foi considerada
como a média aritmética das quatro fatias. Os dados foram
avaliados quanto a sua normalidade e, apds confirmacao
da distribuicdo normal, a andlise de varidncia a um critério
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(ANOVA one-way) foi aplicada, avaliando-se os dados da
resisténcia de unido. Considerou-se como principal fator
dessa avaliag@o o periodo de estocagem. A andlise estatistica
foi feita utilizando-se o programa SAS 8.0 for Windows
(SAS Institute, Cary, NC, USA) e o nivel de significancia
foi fixado em 5%.

Andlise do padrdo de fratura

Ap6s o teste de microtragdo, ambos os lados do espécime
fraturado foram montados em stubs de aluminio, cobertos
por ouro (Denton Vacuum Desk IT; Denton Vacuum, Buffalo,
NJ, USA), e observados em microscopia eletronica de varre-
dura (JSM 5600 LV; JEOL, Tokyo, Japan), a fim de se avaliar
o padrao de fratura. A magnificacio das imagens em MEV
foi de 100, a 3500x. O padrdo de fratura foi classificado em
quatro categorias: A — falha na interface (falha ocorre entre
o topo e a base da camada hibrida); B — parcial ou coesiva
completa no adesivo; C — parcial ou coesiva completa no
compdsito; D — parcial ou coesiva completa na dentina. A
percentagem de cada falha foi calculada a partir da frequ-
&ncia observada em cada grupo experimental.

Resultado

Os valores da resisténcia de unido, desvio-padrdo e nu-
mero de falhas prematuras para cada grupo estdo descritos
na Tabela 1. Uma diferenca significante entre os periodos
de estocagem nao foi observada (p = 0,79). Os grupos ex-
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perimentais apresentaram resultados da resisténcia de unido
similares. A distribuicdo dos padrdes de fratura estd disposta
na Tabela 2. A maioria das falhas observadas ocorreu na
interface. Esse tipo de falha ocorreu principalmente na
base da camada hibrida, deixando os tibulos parcialmente
obliterados pelo adesivo (Figura 2). Nao foi observada falha
coesiva em dentina e no compdsito.

Discussao

Estudos de resisténcia de unido em dentina usualmente
requerem a utilizacao de dentes humanos ou bovinos extrai-
dos, que devem estar inalterados na ocasido da avaliacdo. No
presente estudo, incisivos bovinos foram usados em vez de
dentes humanos. Diante disto, a hip6tese a ser testada neste
estudo — que o tempo de armazenamento dos dentes bovinos
influenciaria na resisténcia de unido de um adesivo autocon-
dicionante a dentina bovina — nfo se confirmou, uma vez que
ndo houve diferenca entre os grupos experimentais.

O uso do substrato bovino permite a padronizacdo da
idade, da esclerose e da quantidade de desgaste. Estudos
anteriores revelaram que nao hé diferencas significativas
entre dentes humanos e bovinos em termos de resisténcia
de unido."'® Adicionalmente, observagdes em microscopia
eletronica de varredura mostraram que os substratos dentind-
rios humano e bovino sdo similares.'®! A micromorfologia
dentindria parece ser similar em ambos os substratos, com
aproximadamente mesmo nimero, densidade e didmetro de
tibulos dentindrios em dentina de profundidade média.'s"

O efeito do tempo pds-extracdo nas caracteristicas
dentindrias foi previamente estudado.?®?> Modificac¢Ges
encontradas no substrato dentindrio incluem a reducgio no
peso molecular de proteinas dentindrias e, assim, na sua
resisténcia. Consequentemente, a resisténcia dentindria pode
ser diminuida, na medida em que ela atenua a ligacio entre
proteinas e cristais de hidroxiapatita.”> Além disso, afirmou-se
que a permeabilidade dentindria aumenta ao longo do tempo
apos a extragdo, devido a descarga de contetdo organico per-
dido nos tiibulos ap6s a degradagdo iniciada posteriormente
a extracdo.’! Todavia, uma fase constante de permeabilidade
dentindria € estabelecida nove dias apés extragdo, quando
tibulos estdo desprovidos dessas particulas.?!

Apesar das possiveis modifica¢des no substrato dentina-
rio apds extracao dentdria, os resultados do presente estudo
mostraram que a resisténcia de unio a dentina do sistema
autocondicionante avaliado néo foi alterada pelos diferentes
periodos de armazenamento. Um estudo anterior!! afirmou
que envelhecimento pds-extracao foi incapaz de influenciar
a resisténcia de unido de um sistema adesivo com condi-
cionamento 4cido prévio. O mecanismo de unido baseado
na infiltracdo de mondmeros do sistema adesivo por entre
a camada desmineralizada obtida apds o condicionamento
acido, com consequente formacdo da camada hibrida e
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Tabela 1. Médias, desvio-padrao da resisténcia de uniao a micro-
tracdo a dentina (MPa) e nimero de falhas prematuras das fatias

Periodo pés-extracao

24 horas 15 dias 1 més 6 meses
> 11,73 966 11,01 943
Média®P) 55 36 67 @7
pf/n 15/40  20/40 20/40 17/40

pf: falha prematura; n: nimero total de espécimes;

DP: desvio-padrio.

Tabela 2. Distribui¢ao do padrao de fratura de acordo com as
condic¢des experimentais

Periodo pds-extracao
24 horas 15 dias 1 més 6 meses
Interfacial 85% 85%  80% 83%
Coesiva no adesivo  15% 15%  20% 17%
Coesiva na resina 0% 0% 0% 0%
Coesiva na dentina 0% 0% 0% 0%

Padrio de fratura

tags de resina na dentina intratubular, ndo foi afetado pela
modificag@o do substrato apds estocagem.

Sistemas adesivos autocondicionantes ndo requerem uma
fase separada de condicionamento e lavagem, devido a esses
adesivos apresentarem, em sua composi¢ao, mondmeros
acidicos que condicionam simultaneamente esmalte e den-
tina.'* O sistema adesivo autocondicionante avaliado neste
estudo, Clearfil SE Bond, apresenta um 4cido leve, com pH
de 2,0. Adesivos autocondicionantes leves desmineralizam
dentina muito sutilmente, ndo causando descalcificacio
excessiva. Uma fina camada hibrida € formada com dimen-
sdes submicron.”

Apesar da espessura da camada hibrida, adesivos auto-
condicionantes levemente 4dcidos podem alcancar resultados
satisfatorios em sua resisténcia de unido." Foi sugerido que a
interacdo quimica entre mondmeros funcionais e a hidroxia-
patita pode ser uma explicag@o para esse bom desempenho
de adesivos autocondicionantes.?

O sistema adesivo Clearfil SE Bond contém um mond-
mero 4cido fosfato MDP (methacriloxidecil di-hidrogénio
fosfato). Estudos anteriores? sugerem que o MDP tem um
alto potencial de ligagdo quimica dentro de um tempo de
aplicagdo clinica razodvel (30 segundos de exposi¢do) e que
essa unido torna-se aparentemente estdvel. De acordo com
os resultados do presente estudo, pode sugerir-se que mesmo
nos dentes armazenados por longos periodos de tempo, a
hidroxiapatita permanece disponivel na dentina superficial
parcialmente desmineralizada, de modo que as ligagdes
quimicas entre o sistema adesivo autocondicionante e o
substrato dentindrio sejam eficientemente realizadas.

Rev Odontol UNESP, Araraquara, v. 38, n. 4, p. 222-27, jul./ago. 2009



226 Cavalcanti et al.

i ;* ./-'-i‘-'.

% 2,000 10 um

Revista de Odontologia da UNESP

% 2,000 10 um

Figura 2. Imagens em MEV dos padrdes de fratura observados: grupo controle — 24 horas pds-extragdo; a) grupo 15 dias pds-extracio;
b) grupo 1 més pds-extragdo; ¢) grupo 6 meses pds-extracio; e d) Tibulos parcialmente e completamente obliterados com sistema adesivo
resinoso, como também tiibulos ndo preenchidos, evidentes em todas as imagens.

A microscopia eletronica de varredura revelou que as
falhas na interface adesiva, aquelas que ocorreram entre o
topo e a base da camada hibrida, foram predominantemente
observadas, independentemente do periodo de estocagem.
Falhas ocorreram principalmente na base da camada hibrida,
liberando smear plugs hibridizados e matriz de coldgeno
infiltrada por resina na superficie fraturada. Além disso, um
nimero significativo de falhas prematuras foi observado nes-
te estudo, independentemente das condi¢des experimentais.
Essas observagdes podem ser justificadas pela metodologia
de microtra¢do utilizando-se a técnica da ampulheta. O uso
de uma peca de mdo em alta rotagdo para realizacdo da
constri¢ao na interface pode ser o responséavel pelas falhas
prematuras.**

No presente estudo, a técnica da ampulheta foi utilizada
devido arestrita espessura dentindria na superficie vestibular
dos incisivos bovinos. Apesar de na técnica em que nido ha a
necessidade da constri¢do na interface ser obtida uma menor
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taxa de tensdo na unido adesiva, essa técnica proporciona
palitos com dimensdes desfavoraveis.

Uma variedade de meios com propriedades bactericidas
e bacteriostaticas tem sido proposta para amazenamento, tal
como a cloramina, formalina, hipoclorito de sédio, timol,
alcool e glutaraldeido.?*?* Titley et al.* sugerem que dentes
armazenados por congelamento podem manter suas carac-
teristicas semelhantes aos dentes recém-extraidos, em se
tratando de resisténcia de unido. Esses autores apontam, ain-
da, que alteracdes post-mortem podem ocorrer em dentina,
mas que o congelamento dos dentes imediatamente apds a
extracdo pode suspender essas mudancgas. Neste estudo, os
dentes foram estocados em solucéo de timol 0,1 g.mL™" a
4 °C. Pode-se sugerir que a temperatura de armazenamento
pode ter mascarado o efeito do tempo de armazenamento
pés-extracdo. Dessa forma, mais estudos sdo necessdrios
para testar os efeitos das condicdes de estocagem e o periodo
pés-extracdo separadamente.
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Conclusao

A partir dos resultados obtidos e da andlise estatistica
aplicada, pode-se concluir que:

* O uso de dentes bovinos armazenados por periodos
prolongados (até 6 meses), em solugdo de timol
0,1 g.mL™"a4 °C, nao produziu nenhuma interferéncia
nos resultados de resisténcia de unido a microtragdo.

* A unido a dentina do adesivo autocondicionante de
dois passos testado foi similar em todas as amostras,
independentemente do periodo de armazenamento.
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