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RESUMO

Farias DCS. Avaliacdo de sistemas adesivos universais na dentina
sob testes de microtracio e espectroscopia micro-raman. 2014. Tese
(Doutorado em Odontologia — area de concentragdo: Dentistica) —
Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florian6polis, Brasil.

Avaliar o efeito da aplicagdo de cargas mecanicas ciclicas sobre a
resisténcia adesiva a microtragdo de sistemas adesivos universais a
dentina quando aplicados com diferentes estratégias adesivas,
convencional ou autocondicionante; e quantificar a interdifusdo destes
adesivos universais na dentina por meio da espectroscopia micro-
Raman. Superficies planas de dentina provenientes de oitenta e oito
molares humanos foram distribuidas aleatoriamente em oito grupos de
acordo com o tipo de sistema adesivo utilizado (n=10): Scotchbond
Universal aplicado seguindo a estratégia adesiva convencional (SU-Er,
3M ESPE) ou seguindo a estratégia adesiva autocondicionante (SU-Se,
3M ESPE); All Bond Universal seguindo a estratégia adesiva
convencional (AB-Er, Bisco) ou seguindo a estratégia adesiva
autocondicionante (AB-Se, Bisco). Optibond FL (OFL, Kerr), Adper
Single Bond Plus (SBP, 3M ESPE), Clearfil SE Bond (CSE, Kerr); e
Adper Prompt L-Pop (PLP, 3M ESPE) foram utilizados para
comparacdes. Apos realizacdo dos procedimentos adesivos, restauragdes
com a resina composta TPH’ (Dentsply) foram construidas
incrementalmente. Metade das amostras (n=5) foi seccionada para a
obtencdo de filetes 24 horas ap6s aos procedimentos adesivos e
imediatamente submetidas ao teste de resisténcia adesiva a microtragao
(LTBS). A outra metade das amostras foi seccionada em filetes apos
aplicacdo de cargas mecanicas ciclicas (50.000 ciclos, S0N) e testadas
sob puTBS. Para quantificar a infiltragdo dos sistemas adesivos na
interface adesivo/dentina, a analise micro-Raman foi realizada para cada
sistema adesivo. Dentes adicionais (n = 8) foram preparados e tratados
com os diferentes sistemas adesivos como anteriormente descrito para a
avaliacdo da resisténcia adesiva a microtragdo. Cada amostra foi
seccionada para obtengdo de filetes com 2 mm”. Os filetes foram entdo
polidos e limpos para expor a interface adesiva para a analise sob
espectroscopia micro-Raman. Para a andlise estatistica dos dados, foi
empregada a analise de variancia de dois fatores (fwo-way ANOVA) e o
teste de Tukey ao nivel de 95% de confianga. O condicionamento acido
prévio da dentina produziu um aumento minimo e nao-significativo dos
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valores de resisténcia adesiva quando o adesivo SU foi utilizado (p >
0.05). Para o adesivo AB, as médias de resisténcia adesiva foram
influenciadas pelo modo de aplicagdo (autocondicionante ou
convencional) (p < 0.05). Inicialmente, as médias mais altas de
resisténcia adesiva foram obtidas com SU-Er (57,5 MPa), mas
estatisticamente semelhantes as médias obtidas com OFL, SBP, CSE e
AB-Er (p > 0.05). PLP e AB-Se apresentaram desempenho adesivo
semelhantes, que foram estatisticamente inferiores quando comparados
aos outros grupos experimentais (p < 0.05). A aplicacdo de cargas
mecanicas ciclicas ndo afetou os valores de resisténcia adesiva para
todos os grupos, exceto para PLP (de 35,2 para 12,7 MPa; p < 0.05). A
espessura da camada hibrida variou entre os diferentes sistema adesivos
avaliados, com espessura aproximada de 3.5, 3.5, 4.0, 5.0, 2.5, 5.0, 2.0,
4.0 pm para OFL, SBP, CSE, PLP, SU-Se, SU-Er, AB-Se ¢ AB-Er,
respectivamente. O desempenho dos sistemas adesivos universais nao
foi afetado negativamente pelo modo de aplicagdo utilizado -
autocondicionante ou convencional. A aplicacdo de cargas mecanicas
ciclicas ndo influenciou os valores de resisténcia unido de adesivos
universais a dentina. Varia¢des na profundidade de infiltragdo da resina
e no grau de desmineralizagdo da dentina na interface foram observadas
sob espectroscopia micro-Raman.

Palavras-chave. Adesio a dentina. Cargas mecanicas. Microtragdo.

Adesivos convencionais. Adesivos autocondicionantes. Sistemas
adesivos universais.

12



ABSTRACT

Farias DCS. Evaluation of universal adhesive systems on dentin
under microtensile and micro-raman spectroscopy tests. 2014.
Thesis (P.h.D in Dentistry — Operative Dentistry) — Graduate Program in
Dentistry, Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, Brazil.

To evaluate the effect of mechanical cyclic loading on the dentin
microtensile bond strengths (WTBS) of universal adhesive systems
following either a self-etch or an etch-and-rinse bonding strategy and to
quantify the diffusion of these single-bottle universal adhesives into
dentin using micro-Raman spectroscopy. Flat dentin surfaces from
eighty human molars were allocated to eight groups (n=10) and bonded
with Scotchbond Universal Adhesive applied using etch-and-rinse
approach (SU-Er, 3M ESPE) or using self-etch approach (SU-Se, 3M
ESPE); All Bond Universal Adhesive applied using etch-and-rinse
approach (AB-Er, Bisco) or using self-etch approach (AB-Se, Bisco).
Optibond FL (OFL, Kerr), Adper Single Bond Plus (SBP, 3M ESPE),
Clearfil SE Bond (CSE, Kerr); and Adper Prompt L-Pop (PLP, 3M
ESPE) were used for comparison. Composite build-ups were
constructed incrementally with TPH’ (Dentsply). Half of the specimens
(n=5) were sectioned into beams 24 h after the bonding procedures and
immediately tested for microtensile bond strengths (uTBS). The other
half of the specimens were sectioned into beams immediately after
mechanical load cycling (50.000 cycles, 50N) and tested in pTBS.
Micro-Raman analysis of adhesive infiltration across the dentin-
adhesive interface was carried out for each adhesive. Additional teeth
(n=8) were prepared and bonded as previously described for pTBS
evaluation. Each specimen was then cut to obtain 2 mm” slabs. Slabs
were then polished and cleaned to expose the adhesive interface for
micro-Raman analysis. Data were analyzed by two-way ANOVA and
Tukey’s post hoc test at the 95% confidence level. The pre-etching
treatment produced a minimal and non-significant increase in pTBS for
SU adhesive (p > 0.05). For AB, the mean pTBS was influenced by the
mode of application (self-etch or etch-and-rinse) (p < 0.05). Initially, the
highest mean puTBS were obtained with SU-Er (57.5 MPa), but
statistically similar to those of OFL, SBP, CSE and AB-Er (p > 0.05).
PLP and AB-Se performed equally, which were statistically lower than
those of the other experimental groups (p < 0.05). Mechanical cyclic
loading did not affect the uTBS values for all groups except for PLP

13



(from 35.2 to 12.7 MPa; p < 0.05). The widths of the hybrid layers
varied, and was ~3.5, 3.0, 4.0, 5.0, 2.5, 5.0, 2.0, 4.0 um for OFL, SBP,
CSE, PLP, SU-Se, SU-Er, AB-Se and AB-Er, respectively. The bonding
performance of universal adhesives was not affected by application
mode — namely self-etch and etch-and-rinse. Mechanical cyclic loading
did not adversely affect the pTBS values of universal adhesives.
Variations in the degree of resin infiltration and dentin demineralization
on the resin-dentin interface were noticed with micro-Raman
spectroscopy.

Keywords: Dentin bonding. Cyclic loading. Microtensile bond strength.
Etch-and-rinse. Self-etch. Universal adhesive systems.
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1 APRESENTACAO

Nas ultimas décadas, a Odontologia adesiva avangou de forma
efetiva a partir da introdug@o de algumas abordagens que favoreceram a
adesdo aos tecidos dentais duros. O conhecimento profundo sobre o
mecanismo de adesdo ao esmalte e & dentina leva a resultados clinicos
mais favoraveis, aumentando a durabilidade dos procedimentos
preventivos e restauradores. A unido de materiais resinosos a superficie
do esmalte tornou-se possivel desde que a técnica de condicionamento
acido introduzida por Buonocore® em 1955 foi concebida. O
condicionamento do esmalte com 4cido fosforico (H3;PO4) cria
microporosidades, aumenta a area de superficie disponivel para a adesdo
e, consequentemente, viabiliza melhor difusdo e penetragdo dos agentes
adesivos neste substrato.’ Apos fotopolimerizagdo do agente adesivo,
uma unido durdvel a superficie do esmalte é obtida pela formagdo de
prolongamentos resinosos (resin tags) no interior de tal superficie
morfologicamente alterada.” * Investigagdes laboratoriais enfatizam a
retencdo micromecanica como mecanismo de adesdo predominante
entre resinas compostas € o esmalte pré-condicionado com 4cido
fosforico.”

Mesmo com o avango da tecnologia adesiva, o principal desafio
para os sistemas adesivos ¢ fornecer uma unido igualmente eficaz para
os tecidos dentais duros (esmalte/dentina) que apresentam composigdes
diferentes. A adesdo ao esmalte tem sido considerada facil e duravel’
enquanto a adesdo a dentina é considerada desafiadora,” " devido 4 sua
grande variacdo fisica e morfologica (estrutura tubular variavel, alto teor
orgdnico ¢ movimentagdo de ﬂuidos).8 O esmalte é homogéneo e ¢é
composto principalmente por hidroxiapatita. Em comparacdo, a dentina
¢ heterogénea e composta principalmente por hidroxiapatita e colageno.
Tem sido relatado na literatura que o elevado teor de agua inerente a
dentina representa o principal desafio para a unido adesiva.’

A adesdo ao substrato dental implica um processo de “troca",
em que o conteudo inorgdnico da estrutura dental é substituido por
resinas sintéticas.* '° Este processo consiste em duas fases: na primeira
fase, os fosfatos de calcio sdo removidos, expondo microporosidades
tanto na superficie de esmalte quanto em dentina; ja a segunda fase ¢é
caracterizada pela infiltragdo seguida pela polimerizagdo do adesivo
dentro das microporosidades criadas na superficie.® A infiltragdo dos
monodmeros resinosos na dentina desmineralizada permite a formacdo de

\

Tags ¢ da camada hibrida que sobremaneira favorecem a retengdo
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. . o . . . 11, 12
micromecanica do adesivo a dentina previamente condicionada.

Mesmo que a formacdo dos prolongamentos resinosos exercam papel
fundamental na efetividade adesiva', um mecanismo de dupla-ligagéo
(micromecanica e quimica) tem sido relatado vantajoso em termos de
durabilidade da unido adesiva. Enquanto que a unido micromecanica
promove resisténcia ao estresse de deslocamento, a interagdo quimica
pode resultar numa unido que melhor resiste a decomposi¢ao hidrolitica
e, assim, manter as restauragdes por um periodo mais 1ongo.7

Os sistemas adesivos disponiveis atualmente sdo classificados
de acordo com a forma que interagem com a camada de esfregaco
(smear layer) em: sistemas adesivos convencionais e sistemas adesivos
autocondicionantes. Os sistemas adesivos convencionais removem a
smear layer em consequéncia do condicionamento acido, enquanto que
os sistemas adesivos autocondicionantes tornam a smear layer
permedvel sem remové-la completamente.® Considerando que adesivos
convencionais com multiplos frascos (trés passos) envolvem um passo
adicional de condicionamento e enxague seguido pela aplicagdo do
primer e adesivo hidrofobico (bond) separadamente, os sistemas
adesivos convencionais de dois passos combinam as solugdes do primer
e adesivo em uma Unica solugdo ou em unico frasco. Com relagdo ao
desempenho laboratorial e clinico no que diz respeito a durabilidade da
interface adesiva, os sistemas adesivos convencionais de trés passos
apresentam melhor desempenho se as margens das cavidades estiverem
localizadas em esmalte quando comparados aos sistemas de dois passos
da mesma categoria.'"” '* A redugio do niimero de passos clinicos tem
sido relacionada a uma degradag@o mais pronunciada por hidrélise da
interface adesiva, uma vez que a aplicagdo de um adesivo hidrofobico ¢
omitida."> Por outro lado, se uma camada adicional de adesivo for
aplicada sobre a dentina condicionada ¢ possivel obter satisfatoria unido
micromecanica quando sistemas adesivos convencionais de dois passos
sdo utilizados."

Sistemas adesivos autocondicionantes apresentam uma forma
pratica e simples de aplicacdo, visto que as etapas de condicionamento
acido e enxague sdo omitidas. Os adesivos autocondicionantes
tornaram-se bastante populares na Odontologia adesiva, ndo somente
por reduzir o tempo de aplicagdo durante os procedimentos
restauradores, mas também pelo fato de reduzir significativamente a
sensibilidade na técnica ou o risco de cometer erros durante a aplicagdo.
As etapas de condicionamento acido e aplicagdo do primer sio
consideradas procedimentos de aplicagdo tecnicamente sensiveis.” " Os
sistemas adesivos autocondicionantes sdo apresentados na forma de dois
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passos ou em passo unico, dependendo se um primer autocondicionante
e um agente adesivo sdo fornecidos separadamente ou combinados em
unica solugdo. Por ndo incluir um agente adesivo aplicado
separadamente em seu sistema, os adesivos autocondicionantes de passo
unico sdo considerados menos efetivos em estudos in vitro e apresentam
desempenho inferior em avaliagdes clinicas."**°Além da forma de
apresentagdo dos sistemas adesivos autocondicionantes (2 passos ou
passo unico), estes sistemas podem ainda ser categorizados de acordo
com seu potencial acidico: ultra-suaves (pH > 2.5), suaves (pH = 2),
moderados (pH = 1.5) ou agressivos (pH < 1).21 Adesivos
autocondicionantes “agressivos” tem um pH relativamente baixo e
apresentam mecanismo de unido (baseado na difusdo) e morfologia
interfacial em dentina semelhante a produzida por sistemas adesivos
convencionais. Ja os adesivos autocondicionantes “moderados” somente
dissolvem parcialmente a superficie de dentina, deixando uma
quantidade substancial de hidroxiapatita dentro da camada hibrida.
Dessa maneira, a adesdo a estrutura dental é essencialmente obtida
micro-mecanicamente por meio de uma hibridiza¢do superficial e por
uma interagdo quimica adicional fornecida por grupos especificos de
mondmeros funcionais (e.g., 10-MDP, 4-MET, phenyl-P) com a
hidroxiapatita residual >

O desempenho adesivo obtido por sistemas autocondicionantes
varia expressivamente, dependendo ndo somente da sua classe (dois
passos ou passo unico de aplicacdo), mas certamente também na sua
composi¢do e mais especificamente ¢ dependente do tipo de monémero
funcional incluido na formulagdo do adesivo.'” A formulagio dos
adesivos ultra-simplificados (passo tunico de aplicagdo) ¢ composta por
misturas complexas de componentes hidrofilicos e hidrofobicos que
apresentam varias deficiéncias. Geralmente, reduzida resisténcia adesiva
imediata tem sido relatada na literatura quando sistemas adesivos
autocondicionantes de passo Unico sdo comparados com sistemas
adesivos convencionais.® Além disso, varios estudos relataram baixa
resisténcia adesiva a longo prazo quando métodos de envelhecimento da
interface adesiva sdo empregados (seja por termociclagem ou por
armazenamento em égua)lg, elevada nano-infiltragdo interfacial™ e
elevada sor¢do de agua proveniente da dentina.**

Uma desvantagem relevante ao uso dos sistemas adesivos
autocondicionantes é a reducdo da efetividade adesiva quando aplicados
ao esmalte.”' Adesivos autocondicionantes ndo possuem a capacidade de
condicionar em profundidade a estrutura de esmalte da mesma forma
que o condicionamento com acido fosforico proporciona, resultando em
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baixa resisténcia adesiva e presenga frequente de alteragdes marginais
quando observada em estudos clinicos.”> *° Para superar essa limitago,
a execucdo adicional da etapa de condicionamento acido das margens
em esmalte é recomendada previamente a aplicacdo dos adesivos
autocondicionantes.”” ** Entretanto, este procedimento deve ser evitado
pois um condicionamento acidental da dentina pode ocorrer durante o
condicionamento do esmalte, especialmente %uando condicionadores
4cidos de baixa viscosidade sdo utilizados.”” *° Para alguns adesivos
autocondicionantes, o condicionamento acido prévio da dentina pode
reduzir os valores de resisténcia adesiva quando comparados com o
mesmo adesivo aplicado no modo autocondicionante.”

Apesar da literatura disponivel mostrar desempenho clinico e
laboratorial comprometido quando comparados a adesivos com
multiplos passos, sistemas adesivos ultra-simplificados continuam sendo
desenvolvidos e comercializados, com o intuito de simplificar e encurtar
o tempo de trabalho, tornando o procedimento clinico facilmente
executado. Recentemente, sistemas adesivos que podem ser utilizados
com ou sem as etapas de condicionamento acido e enxague adicionais,
foram desenvolvidos e lancados no mercado odontologico. Dessa
maneira, um adesivo que pode ser aplicado com diferentes abordagens
adesivas e propicia ao profissional decidir um protocolo adesivo
especifico para determinada situagdo clinica, tornou a procura por estes
materiais de extremo interesse. Estes novos materiais sdo de chamados
de Adesivos Universais, Adesivo Multiuso ou ainda Adesivo com
multiplo modo de .':1p1ic.':1(;€10.33'35 Estes materiais sdo relativamente novos
e somente algumas investigagdes clinicas®® ¥’ e laboratoriais®>® foram
executadas.

Apesar do constante avango na tecnologia adesiva desde a
introdugdo do condicionamento acido do esmalte proposto por
Buonocorez, a interface adesiva entre o material restaurador e a estrutura
dental continua sendo o “Calcanhar de Aquiles" das restauragoes
adesivas. Sistemas adesivos recentemente introduzidos, frequentemente
carecem de evidéncia clinica que suporte o seu desempenho antes de
serem introduzidos no mercado. Para avaliar o desempenho de novos
materiais, ensaios clinicos a longo prazo sdo considerados o método
ideal para validar a qualidade e desempenho de novos sistemas adesivos.
No entanto, uma vez clinicamente comprovada sua eficacia, o material
sob investigagdo pode ndo estar mais disponivel no mercado. Portanto,
estudos pré-clinicos sdo desejaveis para avaliar o desempenho de novos
materiais restauradores.
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Neste contexto, ¢ necessario simular as condi¢des da cavidade
oral. A simulagdo das condi¢des orais em estudos laboratoriais ¢
geralmente utilizada para prever o comportamento clinico de um
determinado material. Os efeitos de variagdes na temperatura ¢ os
fendmenos de fadiga mecanica sdo observados em diversos estudos in
vitro™** ¢ indicam que as interfaces adesivas podem falhar e,
consequentemente, reduzir o desempenho adesivo apods termociclagem
ou apods aplicacdo de cargas mecanicas ciclicas. Esta ultima, reflete a
capacidade de simular a forgas aplicadas sobre as restaura¢des durante a
mastigagﬁo.38'4

Clinicamente, a interface adesiva ndo somente esta sujeita aos
estresses imediatos, o que podem levar ao rompimento da unido adesiva,
mas também ¢ influenciada por cargas ciclicas durante a mastigagdo,
que irdo induzir ao surgimento de falhas adesivas e subsequente
propagacdo, o que pde em risco a manutenc¢ao a longo prazo da unido ao
substrato dental.* Tem sido demonstrado que as alteragdes na interface
adesiva podem ocorrer sob tensdes oclusais, resultando na degradagio
mecanica da unido entre a restauragio ¢ a dentina.**

Tradicionalmente, a adesdo ao substrato dental ¢ mensurada
estaticamente por meio de testes de resisténcia adesiva a microtragdo ou
resisténcia ao cisalhamento. Clinicamente, no entanto, raramente a
interface adesiva é submetida a tais estresses de tragdo/cisalhamento,
mas estdo sujeitas a cargas oclusais ciclicas durante a fungéo. Testes de
resisténcia adesiva estaticos podem ndo demonstrar adequadamente os
potenciais efeitos prejudiciais que as porosidades ou outros defeitos
internos da camada adesiva podem ter sobre a durabilidade da adesao.
Apos aplicagdo de cargas ciclicas, o efeito destes defeitos interfaciais
sobre a adesdo a longo prazo podem ser facilmente identificados.” Vale
ressaltar que a associagdo entre aplicacdo de cargas ciclicas previamente
ao uso do teste de resisténcia adesiva a microtragdo (WTBS) permite a
avaliacdo in vitro da durabilidade de unido entre sistemas adesivos e
dentina sob condigdes clinicamente mais relevantes.

Considerando que varios sistemas adesivos sio lancados
constantemente no mercado odontolégico, muitas das vezes sem
nenhuma evidencia clinica que suporte seu desempenho, a execucio
de avaliacdes in vitro sido extremamente necessarias e seus
resultados serdo informativos e esclarecedores para ambos
pesquisadores e clinicos. Portanto, este estudo in vitro tem como
primeiro objetivo avaliar o efeito do condicionamento acido prévio e
da aplicacdo de cargas mecinicas ciclicas sobre a resisténcia de

\

unido a microtracio de sistemas adesivos universais a dentina
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humana. Em comparacio, Optibond FL (OFL, Kerr); Adper Single
Bond Plus (SBP, 3M ESPE); Clearfil SE Bond (CSE, Kerr); Adper
Prompt L-Pop (PLP, 3M ESPE) foram também avaliados como
grupos controles.

Com o intuito de compreender e definir os fatores que
contribuem para a formagdo e que podem afetar a unido entre agentes
adesivos e a dentina, diversos estudos tem correlacionado os resultados
de resisténcia adesiva com as observacgdes obtidas em avaliagdes micro-
morfolégicas.lz’ #-31 Estas avaliacdes morfologicas sdo conduzidas por
meio da utilizagdo da microscopia eletrénica de varredura (SEM) e da
microscopia eletronica de transmissdo (TEM) para mensurar a espessura
da camada hibrida, a aparéncia, o tamanho e a continuidade dos
prolongamentos resinosos, a qualidade da hibridizagdo na zona de
interdifusdo e o grau de penetragdo dos agentes adesivos. Apesar de
oferecerem uma visdo da camada hibrida com resolugdo aproximada de
1 micrometro (pum), as limitacdes destas técnicas devem ser
mencionadas, pois podem afetar significativamente os resultados.’
Previamente a execugdo da SEM, as amostras sdo tratadas com acido
cloridrico, hipoclorito de s6dio ou hidroxido de sodio para exposicdo da
camada hibrida e dos prolongamentos resinosos. No entanto, estes
tratamentos quimicos bem como a secagem em alto vacuo podem
introduzir “artefatos” em alguma regido da camada hibrida que s6 ¢
parcialmente infiltrada por adesivo. Ja durante a execucdo da TEM, o
preparo de sec¢des ultrafinas podem resultar em amostras distorcidas,
rasgadas ou rompidas resultando em micrografias que ndo espelham as
caracteristicas reais da zona de interdifusdo.”

Embora os métodos de avaliagdo morfologica permitam
comparacdes entre diferentes materiais resinosos, somente uma
avaliacdo indireta da qualidade da camada hibrida pode ser acessada e
pouca informacdo sobre a composi¢do quimica desta camada é obtida.
Dessa forma, parece nitida a falta de informagdes referentes a
capacidade de molhamento das fibras coldgenas por mondmeros
resinosos e quao profundo estes mondmeros podem penetrar na zona de
dentina desmineralizada. Para esta finalidade, pesquisadores tem
utilizado com sucesso a espectroscopia micro-Raman. Por meio da
espectroscopia micro-Raman, a profundidade de desmineralizagdo da
dentina, o grau de polimerizagdo e a extensdao de penetragdo de sistemas
adesivos na interface adesivo/dentina podem ser mensuradas.’>”’ Para
compreender o mecanismo de adesdo a dentina via formacdo da camada
hibrida, ¢ imprescindivel verificar a relagdo entre a profundidade de
desmineralizagdo e a extensdo de penetragdo dos mondmeros adesivos.
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A micro-espectroscopia Raman ¢ um método analitico empregado para
avaliar a composi¢cdo quimica e estrutural de sistemas adesivos bem
como sua interagdo com o substrato dentinario. Uma vez que o espectro
adquirido ¢ atribuido as moléculas em vez de elementos individuais, € o
feixe de laser pode ser focalizado em um local diminuto (0.5-0.8 pm),
uma resolugdo espacial elevada sobre a superficie da amostra pode ser
alcancada. Nesta técnica, a resolucdo espacial é definida pelo perfil de
laser usado para excitar uma parte especifica da amostra. A partir de
entdo, os grupos funcionais sdo identificados por suas posi¢des
especificas (numeros de onda) no espectro Raman, e os numeros
relativos destes grupos sdo determinados pela magnitude da intensidade
em cada numero de onda. As amostras podem ser analisadas
diretamente, no ar ou na agua, a temperatura ambiente ou sob pressdo
(himido ou seco), sem destruir a amostra.

A penetracio de monémeros resinosos na dentina
desmineralizada tem sido avaliada com sucesso por meio da
espectroscopia micro-Raman52'56, todavia a capacidade de
penetracio por parte de diferentes sistemas adesivos ainda nao foi
totalmente caracterizada. Portanto, o segundo objetivo do presente
estudo in vitro foi comparar o potencial de desmineralizacio da
dentina, bem como o potencial de infiltracio de sistemas adesivos
universais, utilizando a espectroscopia micro-Raman, com sistemas
adesivos convencionais (trés ou dois passos) e autocondicionantes
(dois ou um passo) como controle.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar os efeitos do
condicionamento acido adicional e da aplicagdo de cargas mecanicas
ciclicas sobre os valores de resisténcia adesiva a microtragdo de sistemas
adesivos universais a dentina. Além disso, a extensdo de penetragdo na
dentina destes sistemas adesivos universais foram avaliadas por meio da
espectroscopia micro-Raman. As hipoteses testadas neste estudo foram:

1) O condicionamento acido prévio ndo influencia os valores de
resisténcia adesiva a dentina quando o mesmo sistema adesivo
universal ¢ aplicado com abordagens adesivas diferentes;

2) O condicionamento acido prévio ndo promove maior grau de
infiltragdo de sistemas adesivos universais na dentina;

3) Naio existem diferengas entre os valores de resisténcia adesiva a
dentina quando sistemas adesivos universais sdo comparados
com 0s respectivos sistemas adesivos controles;

4) A aplicagdo de cargas mecanicas ciclicas ndo exercem alguma
influéncia sobre a efetividade de diferentes sistemas adesivos a
dentina.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta investigacdo in vitro foi desenvolvida na University of
Pennsylvania, School of Dental Medicine, Department of Preventive and
Restorative Sciences, USA, apos aprovagdo do projeto de pesquisa
apresentado ao Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE)
da CAPES com o intuito de reforgar as relagdes entre pesquisadores dos
Estados Unidos da América e do Brasil.

3.1 OBTENCAO, SELECAO E ARMAZENAMENTO DOS DENTES

Para a presente pesquisa, foram selecionados oitenta e oito
terceiros molares humanos higidos, livres de trincas e com dimensdes
coronais semelhantes. Os dentes foram limpos, armazenados em solugdo
aquosa com 0.5% de cloramina T a 4 °C até o inicio dos procedimentos
laboratoriais (Fig. 1).

Figura 1 Molares humanos extraidos envolvidos na pesquisa.

3.2 INCLUSAO DOS DENTES

Primeiramente, todos os dentes foram individualmente fixados
em um dispositivo contendo 15 perfuragdes cilindricas com 25.4 mm de
diametro interno e 25.4 mm de altura (Fig. 2). Apds fixagdo dos dentes
de forma centralizada e perpendicular ao dispositivo de inclusdo com
auxilio de bastdes de cera utilidade, cada cilindro foi preenchido com
resina epoxi (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) até a distancia de 3 mm
aquém do limite amelo-cementario (Fig. 3). A inclusdo de cada dente
facilitou a apreensdo e manipulacdo durante todas as etapas
experimentais realizadas nesta avaliagdo laboratorial. Todos os corpos
de prova foram entdo imersos em agua destilada e mantidos em uma
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estufa a 37 °C afim de simular o ambiente umido e a temperatura da
cavidade oral.

Figura 3 (A) Preenchimento dos cilindros com resina epoxi. (B) Dente incluido.

3.3 PREPARO DENTAL INICIAL

Apos a etapa de inclusdo, o preparo dos espécimes iniciou-se
pela remogdo do esmalte oclusal de forma padronizada. Primeiramente,
uma demarcacdo foi realizada sobre a superficie vestibular dos dentes
para identificar o ponto exato de corte. O ponto de corte foi localizado a
2 mm da superficie oclusal (a partir do fundo de sulco principal) no
sentido cervical. Realizadas as demarcagdes, os corpos de prova foram
precisamente fixados ao brago da maquina de corte (Isomet 1000,
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) por meio de um dispositivo metalico.
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Isso permitia posicionar a superficie oclusal paralela a lamina de corte
(disco diamantado com dimensdes de 102 mm de didmetro x 3 mm de
espessura, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) (Fig. 4). O corte foi entdo
realizado sobre a demarcagdo realizada, perpendicularmente ao longo
eixo do dente, sob refrigeracdo com agua a uma velocidade de 250 rpm
e com pressdo de 50g. Ao fim do processo de corte, as superficies de
dentina média foram expostas e posteriormente polidas com lixas de
Carbeto de Silicio (SiC, granulagdo #600) por 60 segundos para
assegurar uma superficie livre de esmalte e garantir a formacdo de uma
camada de smear layer padronizada (Fig. 5).

A

Figura 4 Corpo de prova fixado a maquina de corte. Note que a superficie
oclusal encontra-se paralela ao disco de corte.
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Figura 5 Superficie plana, expondo dentina média e circundada por esmalte.

3.4 DIVISAO DOS GRUPOS

Inicialmente, os dentes foram distribuidos aleatoriamente em 8
grupos (n=10) de acordo com a forma de aplicacdo dos diferentes
sistemas adesivos selecionados. Dessa forma, 4 grupos controles ¢ 4
grupos experimentais foram gerados. Nos grupos controles, os seguintes
sistemas adesivos foram utilizados: um adesivo convencional de trés
passos, Optibond FL (OFL, Kerr Corporation, Orange, CA, EUA); um
adesivo convencional de dois passos, Adper Single Bond Plus (SBP, 3M
ESPE, St. Paul, MN, EUA); um adesivo autocondicionante de dois
passos, Clearfil SE Bond (CSE, Kuraray, Okayama, Japao); e um
adesivo autocondicionante de um passo, Adper Prompt L-Pop (PLP, 3M
ESPE St. Paul, MN, EUA). Ja nos grupos experimentais, os seguintes
sistemas adesivos universais foram utilizados: Scotchbond Universal
Adhesive (SU, 3M ESPE St. Paul, MN, EUA), aplicado apds
condicionamento acido da dentina (SU-Er) ou aplicado no seu modo
autocondicionante (SU-Se); e All Bond Universal Adhesive (AB, Bisco
Inc., Shaumburg, IL, EUA), aplicado ap6s condicionamento acido da
dentina (AB-Er, Bisco) ou aplicado no seu modo autocondicionante.
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3.5 PROCEDIMENTOS RESTAURADORES E PREPARO DOS

CORPOS DE PROVA

Previamente a confecgdo das restauragdes, os sistemas adesivos
anteriormente mencionados, foram aplicados seguindo estritamente as
recomendagdes do fabricante.

1 Grupo OFL (controle)- Condicionamento
acido da dentina por 15s; Enxague abundante
por 15s; Secagem da superficie com papel
absorvente; Aplicagao do primer por 15s com
leve agitagdo; Jato de ar por 5s; Aplicacdo do
agente adesivo com leve agitacdo por 15s;
Jato de ar por 3s; Fotopolimerizagao por 20s.

2 Grupo SBP (controle)- Condicionamento
acido da dentina por 15s; Enxague abundante
por 10s; Secagem da superficie com papel
absorvente; Aplicagdo de 2-3 camadas
consecutivas do agente adesivo com leve
agitagdo por 15s; Jato de ar por S5s;
Fotopolimerizagdo por 10s.

3 Grupo CSE (controle)- Aplicagdo do primer
e deixar agir por 20s; Secagem com jato de ar
para evaporagdo dos ingredientes volateis;
Aplicacao do agente adesivo sobre a dentina;
Aplicacao suave do jato de ar para formacao
de uma fina pelicula de adesivo;
Fotopolimerizagao por 10s.
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4 QGrupo PLP (controle)- Ativagdo dos
componentes adesivos dentro do blister por
Ss; Aplicagdo do agente adesivo sobre a
dentina com leve agitacdo por 15s; Aplica¢ao
suave do jato de ar; Fotopolimerizacdo por
10s.

5-6 Grupo SU- Estratégia adesiva
convencional (5 SU-Er): Condicionamento
acido da dentina por 15s; Enxague
abundante por 10s; Secagem da superficie
com papel absorvente; Aplicagdo do agente
adesivo com leve agitagdo por 20s; Jato de
ar por 5s; Fotopolimerizagao por 10s.

Estratégia adesiva autocondicionante (6
SU-Se): Aplicagao do sistema adesivo
semelhante a estratégia adesiva
convencional. Exclusdo das etapas de
condionamento acido e enxague adicionais.

7-8 Grupo AB- Estratégia adesiva
convencional (7 AB-Evr):
Condicionamento acido da dentina por
15s; Enxague abundante por 10s; Secagem
da superficie com papel absorvente;
Aplicagdo de 2 camadas do agente adesivo
com leve agitagdo de 10-15s por camada;
Jato de ar por 10s; Fotopolimerizagdo por
10s.

Estratégia adesiva autocondicionante (8
AB-Se): Aplicagdo do sistema adesivo
semelhante a estratégia adesiva
convencional. Exclusdo das etapas de
condionamento acido e enxague
adicionais.



Ap6s polimerizagdo dos sistemas adesivos com uma unidade de
fotopolimeriza¢do (LED, Smartlite 1Q2, Dentsply Caulk, Milford, DE,
EUA), restauragdes foram confeccionadas incrementalmente com uma
resina composta hibrida (TPH3, cor A2, Dentysply), em trés incrementos
com 2 mm cada. Cada incremento foi individualmente fotopolimerizado
por 10s (Fig. 6A-6F).

Figura 6 (A) Aplicagdo do sistema adesivo*. (B) Fotopolimerizagao*. (C)
Insercdo do primeiro incremento com ~ 2mm de espessura. (D)
Fotopolimerizagao*. (E) Restaurag@o finalizada. (F) Vista oclusal do corpo de
prova. Note que parte do esmalte remanescente ndo foi envolvido na
restauragao.

* Passos executados seguindo as recomendagées do fabrincante.
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Concluida a etapa restauradora, todos os corpos de prova foram
armazenados novamente em agua destilada a 37 °C por 24 horas. Na
sequéncia, cinco corpos de prova de cada grupo foram aleatoriamente
selecionados e submetidos a aplicagdo de cargas mecanicas ciclicas. Um
equipamento de mastigagdo artificial (SD Mechatronik GmbH,
Feldkirchen Westerham, Alemanha) foi utilizado para simular as cargas
compressivas que ocorrem durante a mastigagdo. O equipamento
consistia em 2 pistdes de ago inoxidavel, e na extremidade de cada
pistdo, uma ponteira esférica em ago inoxidavel (Smm de diametro) foi
fixada, servindo entdo como antagonista (Fig. 7).

Figura 7 Equipamento utilizado para simular as for¢as mastigatdrias sobre os
corpos de prova aleatoriamente selecionados.

Para que o equipamento em questdo exercesse a sua fungdo, os
corpos de prova necessitavam ser fixados ao mesmo. Dessa forma, cada
corpo de prova foi montado individualmente em um suporte, colocado
no interior da camara de carga e fixado ao eixo inferior do equipamento
(Fig. 8). Para simular o ligamento periodontal, o suporte foi previamente
preenchido por um material de moldagem a base de polivinilsiloxano
com alta viscosidade (Virtual, Ivoclar Vivadent, Schan, Liechtenstein) o
que gerou uma pelicula de aproximadamente 1 mm de espessura (Fig.
9).
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Figura 8 Suporte utilizado para fixar o corpo de prova a maquina de teste.

Figura 9 Corpo de prova mantido no interior do suporte. Note que apds presa, o
material de moldagem foi capaz de simular a presenca do ligamento periodontal
com ~1 mm de espessura.
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Apos fixa¢do do conjunto corpo de prova/suporte ao simulador,
a camara de carga foi preenchida com agua destilada. Cada corpo de
prova recebeu uma carga axial intermitente de 50 N, centralizada em um
ponto médio de cada restauragdo, totalizando 50.000 ciclos (2
ciclos/segundo) (Fig. 10).

Figura 10 Durante a aplicagdo das cargas mecanicas ciclicas, todos os corpos de
prova foram imersos em agua destilada a temperatura ambiente.

3.6 TESTE DE RESISTENCIA ADESIVA A MICROTRACAO

De acordo a metodologia empregada, o primeiro objetivo
avaliado neste estudo in vitro foi comparar os valores de resisténcia
adesiva imediatos com os valores de resisténcia adesiva apos aplicagdo
de cargas mecanicas ciclicas, por meio do teste de resisténcia adesiva a
microtragdo. Dessa maneira, os corpos de prova ndo submetidos a
aplicagdo de cargas mecanicas foram seccionados em filetes 24 horas
apos a realizagdo dos procedimentos adesivos e imediatamente
submetidos ao teste de microtrac¢do. Ja os corpos de prova submetidos a
aplicagdo de cargas mecdnicas, foram seccionados em filetes
imediatamente apds a ciclagem mecanica e submetidos ao teste de
microtragao.

Para propiciar a obtencdo das amostras para o teste de
microtragdo, cada corpo de prova foi fixado novamente ao brago da
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maquina de cortes e entdo seccionados perpendicularmente a interface
adesiva utilizando um disco diamantado (Buehler, Lake Bluff, IL,
EUA), sob refrigeracdo com agua constante a uma velocidade de 250
rpm e com pressdo de 50g para obtengdo de filetes com uma area de
secgdo transversal de 0,9 mm’, seguindo o método descrito por Shono e
colaboradores (1999).60 Isto resultou na obtengdo de 12-15 filetes para
cada grupo experimental. Entretanto, somente 9 filetes por grupo (antes
e apos ciclagem mecanica) foram selecionados, de modo a reduzir a
variabilidade regional do substrato.®’ Cada filete foi individualmente
mensurado com um paquimetro eletronico digital (Mitutoyo, Tokyo,
Japao) para obtengdo da largura e espessura.

Apos obtengdo, os filetes foram entdo fixados pelas suas
extremidades com um adesivo em gel a base de cianocrilato a um
dispositivo especial de microtragdo (Ciucchi jig) adaptado a uma
maquina de ensaios universal (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japao).
Os filetes foram testados em tragdo até obtencdo da fratura a uma
velocidade de cruzeta de Imm/min (Figs. 11-16). Os valores de
resisténcia adesiva a microtragcdo (uTBS) foram determinados pelo
calculo do quociente entre o pico da for¢a (N) aplicada até a falha pela
area de secdo transversal da interface adesiva previamente mensurada
para cada filete, e foram expressos em Mpa (Megapascal).

Figura 11 Corpo de prova fixado a maquina de cortes Isomet.
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Figura 12 As coroas foram seccionadas automaticamente com um disco
diamantado de corte, sob irrigagdo com agua constante nas dire¢des X e Y, para
obten¢do de filetes com seccdo transversal de 0.8 £ 0.2 mm?. Cortes iniciais
(eixo X)) para eliminar as superficies vestibular e lingual/palatal.

Figura 13 Cortes adicionais (eixo Y) para eliminar as superficies mesial e distal.
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Figura 14 Cortes sequenciais nos eixos X ¢ Y, distantes 1.2 mm entre si, para
obtengdo de filetes com dimensao ~ 0.9 mm?.

Figura 15 Fixacdo do filete ao dispositivo de microtragdo Ciucchi adaptado a
maquina universal de ensaios.
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3.7 ANALISE DO PADRAO DE FRATURA

As fraturas foram analisadas por dois observadores com o
auxilio de um estereomicroscopio (Leica EZ4 HD, Leica Microsystems
AG, Heerbrugg, Sui¢a) com ampliagdo de 40X. O tipo de fratura foi
classificado como adesiva, mista ou coesiva. Considerou-se fratura
adesiva (AD) quando a falha ocorreu na interface adesivo/dentina;
fratura coesiva quando a falha ocorreu na dentina (CD) ou no composito
(CC); e mista (M) quando havia remanescentes de compdsito e dentina
na interface.

Espécimes fraturados (partes homologas de compodsito e
dentina), apresentando valores de resisténcia adesiva (UWTBS) mais
proximos das médias obtidas em cada grupo, foram considerados
representativos e processados para analise sob microscopia eletronica de
varredura por emissdo de campo (FESEM). Trés espécimes por grupo
foram avaliados e fotomicrografias FESEM foram coletadas utilizando
um microscopio eletronico de varredura (Zeiss Supra 25 FE-SEM),
operando a 5 kV, com 10 mm abertura, ¢ a uma distancia de trabalho de
10 mm (Carl Zeiss SMT, Inc., Peabody, MA, USA). As
fotomicrografias FESEM obtidas foram analisadas qualitativamente.
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3.8 ESPECTROSCOPIA MICRO-RAMAN
3.8.1 Preparo das amostras

Foram confeccionadas amostras para a avaliagdo da interface
adesiva quanto a extensdo de penetracdo dos sistemas adesivos na
dentina. Oito molares humanos higidos foram selecionados, incluidos
em resina epoxi e preparados de modo semelhante ao executado
anteriormente para o teste de resisténcia adesiva a microtragao,
entretanto, com dimensdes diferentes. Um dente por grupo
(controle/experimentai) foi utilizado para cada sistema adesivo; e apods
confecgdo das restauragdes, foram armazenados em agua destilada a 37
°C por no minimo 24 horas.

Amostras transversais da interface adesivo/dentina, com
aproximadamente 10 mm de comprimento X 2 mm de espessura X 2 mm
de largura, foram obtidas apds cortes sequenciais (nos eixos X ¢ Y) do
conjunto dente/restauracdo. Uma sec¢do foi obtida a partir de cada
dente; assim 1 amostra foi analisada para cada sistema adesivo (Fig. 17).

Figura 17 Amostra retangular obtida para avaliagdo sob espectroscopia micro-
Raman com 10 mm de comprimento / 2 mm de altura / 2 mm de comprimento.

43



Apbs as etapas anteriormente citadas, passou-se a execugdo do
procedimento de inclusdo das amostras. Empregando-se uma matriz
adaptada para esta finalidade (Fig. 18), todas as amostras foram
incluidas em resina epoxi (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA).

Figura 18 Matriz utilizada para inclusdo das amostras.

Na sequéncia, a superficie das amostras foi polida com a finalidade
de remover as marcas residuais deixadas pelo disco diamantado de
corte. O polimento foi realizado de acordo com Spencer e
colaboradores™® da seguinte maneira:

1° Uso de lixas de Carbeto de Silicio (SiC) com granulagdes de
#600, #800, #1200 fina e #1200 extrafina (30s cada, com leve
pressao);

2° Uso de discos de feltro (Lecloth, LECO) impregnados com
particulas de diamante com granula¢des de 6 pm, 1 pm e 0.25
pum (Premium Grade Spray, Heavy Concentration, LECO).

Realizado o polimento, todas as amostras foram limpas por ultra-
sons em agua destilada por 15 minutos (Fig.19), esfregadas com
cotonete saturado com 5% de hipoclorito de sodio para remover
eventuais manchas derivadas do polimento e em seguida, armazenadas
em ambiente seco e livre de luz durante 24 horas (Fig. 20).
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Figura 19 Todas as amostras foram depositadas em uma cuba de ultra-som e
deixadas durante um periodo de 15 minutos para a limpeza da superficie.

Figura 20 Apos realizagdo dos procedimentos de polimento e limpeza, as
amostras foram armazenadas em um recipiente com silica gel afim de garantir
um ambiente livre de umidade.
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3.8.2 Analise da interface adesiva

Espectros  micro-Raman das amostras da interface
adesivo/dentina obtidas a partir de cada sistema adesivo, foram
registradas por um espectrometro Raman Horiba (LabRam HR Raman
microprobe, HORIBA Jobin Yvon). O equipamento utilizado é equipado
com uma objetiva Olympus e um CCD detector. Um feixe
monocromatico de laser de argonio ajustado & um comprimento de onda
de 663 nm com nivel de saida de 20 mW foi utilizado como fonte de
excitagcdo. O laser proveniente do espectrdmetro Raman foi focalizado
sobre as amostras através de uma objetiva com magnificagdo de 100X
para permitir a analise de areas com até 1 um de didmetro.

Para quantificar a extensdo de penetracdo dos sistemas adesivos
na dentina, os dados espectrais da interface adesiva (adesivo/dentina)
foram comparados com espectros obtidos nas areas de referéncia,
dentina mineralizada e adesivo puro. Inicialmente, foram identificadas
as intensidades relativas as bandas associadas aos componentes minerais
da dentina. O pico principal a 959 cm™ esta associado com o
componente mineral (PO43'), enquanto que os picos a 1248 (amide III),
1451 (CH,), e 1670 cm’ (amide I) estio associadas com os
componentes organicos da dentina. De forma semelhante, espectros
Raman sobre a regido de adesivo puro também foram coletados para
identificar os picos de referéncia necessarios para calcular o grau de
penetracdo de cada tipo de sistema adesivo na dentina (Fig. 21). A
semelhanga entre os espectros de referéncia para todos os adesivos
reflete sua idéntica formulagdo a base de componentes hidrofilicos
(bisfenol glicidil metacrilato, Bis-GMA) e hidrofobicos (hidroxietil
metacrilato, HEMA). Os picos intensos associados com 0s mondmeros
de metacrilato ocorrem a 1113 cm” (C-O-C), 1453 cm™ (CH,), 1608
cm’ (fenil C=C) e 1719 cm”! (carbonilo). Particularmente, as bandas a
1113 ¢ 1608 cm™ estdo associadas ao Bis-GMA, enquanto que a banda a
1453 cm™ & associada a0 HEMA.
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Figura 21 Espectros Raman utilizados como referéncia para a dentina
(a), Optibond FL (b), Adper Single Bond Plus (c), Clearfil SE Bond (d),
Adper Prompt L-Pop (e), Scotchbond Universal (f) e All Bond Universal
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Apbs obtengdo dos espectros Raman a partir das areas de
dentina e adesivo puro, espectros Raman foram registrados
sucessivamente sobre as amostras contendo as interfaces adesivas
(dentina/adesivo). Para analisar a interface adesiva, espectros lineares
foram tomados em intervalos de 0.5 pum ao longo de uma area de 20 pum
perpendicular a interface dentina/adesivo. Primeiramente, o feixe de
laser foi focalizado sobre a amostra através de uma objetiva com
aumento de 100X o que determinou um ponto focal com cerca de ~1 pm
de diametro. Cada amostra foi deslocada em relacdo a posicdo do ponto
de laser por passos de 0.5 pum sobre uma mesa controlada por
computador com movimentos precisos em ambos eixos X-Y-Z. A
superficie a ser analisada foi cuidadosamente demarcada por meio do
microscopio Optico adaptado ao espectrometro Raman (Fig. 22).
Durante a analise, especial ateng@o foi dada para evitar a leitura sobre os
tags de resina, que eram visiveis na superficie e poderiam interferir nas
mensuragdes. Dessa maneira, somente areas intertubulares foram
incluidas durante a leitura das interfaces adesivas.

Os dados espectrais da interface adesiva foram analisados por
meio da aquisi¢do de espectros por multiplos escaneamentos lineares em
diferentes regides de cada amostra, comegando sobre a camada adesiva
seguindo em dire¢do a dentina mineralizada (Fig. 23). Um espectro
Raman foi coletado a cada intervalo de 0.5 pm através da interface
dentina-adesivo, na regido intertubular, com um tempo de exposi¢do de
0.5 segundos por pixel e uma fonte de laser sobre a amostra com
poténcia de ~ 4 mW sobre a regido espectral de 668-1788 em™.

Os espectros obtidos em cada regido de interesse foram
analisados utilizando o software LABSPEC 5.78 (HORIBA Jobin Yvon,
Stanmore, Middlesex, UK). LABSPEC 5.78 ¢ um software utilizado
para aquisicdo e analise de dados e foi especificamente desenvolvido
pelo fabricante do equipamento utilizado. Por meio do uso de uma
ferramenta de ajuste de curva, € possivel determinar a posi¢do exata e a
intensidade de cada pico. A partir do espectro Raman adquirido sobre as
areas de referéncia e sobre as amostras da interface adesiva obtida por
cada sistema adesivo, as quantidades relativas de hidroxiapatita, adesivo
e componentes organicos da interface adesiva foram calculadas. Os
picos Raman em 959, 1113, 1453 ¢ 1670 cm'l, foram utilizados para
revelar as distribuigdes do contetido mineral, do adesivo (ambos Bis-
GMA e HEMA) e do coldgeno na interface adesivo/dentina,
respectivamente. Portanto, variagdes nas intensidades de cada pico
serviram como parametros durante o calculo do grau de
desmineralizagdo da dentina bem como a extensdo de penetragdo do
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adesivo na zona de dentina desmineralizada. Além disso, uma
representagdo quantitativa da percentagem de adesivo em funcdo de
determinada posi¢cdo ao longo da interface adesivo/dentina pode ser
obtida.

Figura 22 Imagem da interface adesiva obtida por microscopio Optico. Ha
suficiente contraste para distinguir o adesivo, a camada hibrida, os tags de
resina e a dentina, permitindo a identificacdo da regido onde cada espectro
Raman sera obtido. Notar a demarcagdo da area a ser analisada sob micro-
espectroscopia Raman.
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Figura 23 Representacdo em cores da distribuigdo dos componentes da interface
adesiva: resina composta, adesivo e dentina. Notar que o escaneamento em linha
da interface adesiva foi realizado exclusivamente na regido intertubular.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a varidvel dependente quantitativa ‘“resisténcia
adesiva”, foi levado em consideragdo dois fatores: tipo de sistema
adesivo e o tempo. A resisténcia adesiva a dentina por meio do teste de
microtragdo foi avaliado imediatamente (24 horas) e apds aplicagdo de
cargas mecanicas ciclicas (50.000 ciclos). Os valores obtidos apds o
teste de resisténcia adesiva em Mpa foram submetidos a avaliagdo
estatistica por meio dos testes de andlise de variancia (ANOVA-dois
fatores) e Tukey’s post-hoc. Todos os testes estatisticos foram realizados
ao nivel de confianca de 95%. As imagens obtidas por FESEM foram
qualitativamente analisadas. Todos os calculos estatisticos foram
realizados com o programa SPSS versdo 14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA).
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4 ARTIGO
Efeitos da infiltragdo de adesivos dentais na dentina sobre a adesdo
RESUMO

Objetivos. Avaliar o efeito da aplicacdo de cargas mecanicas ciclicas
sobre a resisténcia adesiva a microtragdo (LTBS) de sistemas adesivos
universais a dentina e quantificar sua infiltragdo na dentina por meio da
espectroscopia micro-Raman.

Métodos. Oitenta e oito molares humanos foram distribuidos
aleatoriamente em oito grupos (n=10) de acordo com o tipo de sistema
adesivo utilizado: Scotchbond Universal (SU) e All Bond Universal
(AB) aplicados seguindo a estratégia adesiva convencional (Er) ou
autocondicionante (Se), Optibond FL (OFL), Adper Single Bond Plus
(SBP), Clearfil SE Bond (CSE), e Adper Prompt L-Pop (PLP).
Restauragdes com a resina composta TPH® foram construidas
incrementalmente. As amostras foram seccionadas em filetes e
submetidas ao teste de nTBS apds armazenamento em agua ou apoés
aplicacdo de cargas mecéanicas ciclicas (50.000 ciclos, SON). Oito dentes
adicionais foram preparados como anteriormente descrito, seccionados
em filetes, polidos para expor a interface adesiva, ¢ em seguida a
infiltragdo dos adesivos na dentina foi analisada sob espectroscopia
micro-Raman. Para a analise estatistica dos dados, foram utilizados os
testes de analise de variancia de dois fatores (rtwo-way ANOVA) e
Tukey (P<0.05).

Resultados. O condicionamento acido prévio da dentina (modo Er)
resultou em médias de resisténcia adesiva estatisticamente superiores em
comparacdo ao modo autocondicionante (Se) para o adesivo AB. Para o
adesivo SU, esta diferenca estatistica ndo foi observada. O adesivo SU
utilizado no modo convencional (Er) apresentou inicialmente as médias
mais altas de resisténcia adesiva (57,5 MPa), mas estatisticamente
semelhantes as médias obtidas por OFL, SBP, CSE ¢ AB-Er. Os grupos
PLP e AB-Se apresentaram as médias mais baixas de resisténcia
adesiva. A aplicagdo de cargas mecanicas ciclicas afetaram somente os
valores de resisténcia unido do adesivo PLP (de 35,2 para 12,7 MPa). A
espessura da camada hibrida variou entre os diferentes sistemas adesivos
avaliados de 2.0 a 5.0 um.
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Conclusées. Os efeitos do modo de aplicacdo dos adesivos universais
sobre a resisténcia de unido foi dependente do tipo de adesivo utilizado.
Os valores de resisténcia adesiva a microtragdo de adesivos universais a
dentina ndo foram afetados apds aplicacdo de cargas mecénicas.
Variagdes na pronfundidade de infiltracdo dos agentes adesivos e no
grau de desmineralizacdo da dentina foram observadas por meio da
espectroscopia micro-Raman.

Palavras-chave. Adesio a dentina. Cargas mecanicas. Microtragdo.
Sistemas adesivos universais.
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INTRODUCAO

Recentemente introduzidos, adesivos dentais “universais” ou
“multiuso”, podem ser utilizados se%uindo ambas abordagens adesivas:
autocondicionante ou convencional.”® Estes materiais apresentam bom
desempenho quando avaliados sob testes de resisténcia adesiva a dentina
independentemente do modo de aplicagdo empregado,2 entretanto,
implicagdes potenciais do duplo condicionamento acido da dentina sdo
desconhecidos, uma vez que estudos a longo prazo ndo estdo
disponiveis. Estudos in vitro a curto prazo tem demonstrado diminui¢ao
da resisténcia adesiva a  dentina,”®  visto que adesivos
autocondicionantes podem reagir de modo diferente sobre a dentina
previamente condicionada com acido fosforico.’

Componentes em adesivos universais — denominados MDP
(10-metacriloxidecil dihidrogénio fosfato), PENTA (acido éster-
fosforico dipentaeritrol pentacrilato) ou Vitrebond Copolymer
(copolimero de acido polialcendico) — podem melhorar a adesdo a
estrutura dental e tem sido parte da composi¢do de diferentes materiais
ao longo de décadas. Embora dados limitados sobre as interagdes entre
estes mondmeros e o substrato dental estdo documentados na
literatura,'® adesivos que possuem em sua formulagio MDP ¢ PENTA
apresentam bom desempenho em avaliagdes clinicas a longo prazo.“'13
Entretanto, sdo escassos na literatura estudos que envolveram adesivos
universais com tais monomeros. O adesivo Scotchbond Universal (SU,
3M ESPE St. Paul, MN, EUA) que possui em sua formulagdo MDP, por
exemplo, tem apresentado resultados promissores em ambos modos
autocondicionante (Se) e convencional (Er) de aplicagdo,® enquanto
que outro adesivo que possui 0 mesmo mondmero — nomeadamente All-
Bond Universal (AB, Bisco, Inc., Schaumburg, IL, EUA) — nio obteve
desempenho satisfatorio no modo (Se) de aplicagﬁo.4 Os resultados
positivos para SU foram confirmados em um estudo clinico, onde SU
mostrou taxa de retencdo de 100% e 94% nos modos (Er) e (Se),
respectivamente.’ SU também contém o copolimero Vitrebond.

Diversas metodologias tem sido utilizadas para avaliar a
interface adesiva em laboratdrio. Os espécimes no presente estudo foram
submetidos a aplicacdo de cargas mecanicas para simular, de certa
forma, as condi¢des clinicas. Inimeras investigagdes laboratoriais
relataram que o envelhecimento acelerado por meio da aplicacdo de
cargas mecanicas podem desafiar a estabilidade da interface dentina /
adesivo."""’ Avaliagdes in vitro sobre o desempenho de adesivos
universais com simulagdo das condigdes orais podem aumentar
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significativamente o conhecimento atual. Uma avaliagdo detalhada das
interfaces adesivas mecanicamente desafiadas foi realizada por meio da
microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (FESEM) e
por espectroscopia micro-Raman. Enquanto que FESEM pode ser til
para avaliar a interface atual, a analise sob espectroscopia micro-Raman
pode ajudar a determinar a extensdo de infiltragdo da resina.”**® No
entanto, ainda ndo foram realizados estudos com o intuito de investigar a
interagdo interfacial entre sistemas adesivos universais e dentina por
meio da espectroscopia micro-Raman.

Os grupos controle consistiam em adesivos representantes de
todas as categorias disponiveis, ou seja, adesivos convencionais de trés e
dois passos de aplicacdo, e adesivos autocondicionantes de dois e um
passo de aplicagdo. Os materiais escolhidos para comparagdo foram os
adesivos convencionais de trés passos Optibond FL (Kerr, Orange, CA,
EUA), de dois passos Single Bond Plus (3M ESPE), e o adesivo
autocondicionante de dois passos Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka,
Japdo) com eficacia clinicamente comprovada.nm'31 A fim de ter um
adesivo de cada categoria para comparagdo, o adesivo
autocondicionante de um passo, Adper Prompt L-Pop (3M ESPE), foi
selecionado. Este material ¢ muito acido (pH ~0.7) e sensivel a
hidrélise, fatores que podem influenciar seu desempenho adesivo.”

O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da aplicagdo
de cargas mecanicas sobre a resisténcia de unido de sistemas adesivos
universais a dentina e quantificar a infiltragcdo destes adesivos na dentina
por meio da espectroscopia micro-Raman. A hipoétese testada foi a de
que ha diferenca nos valores de resisténcia adesiva entre os diferentes
modos de aplicagdo dos sistemas adesivos universais apods
envelhecimento artificial.
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MATERIAIS E METODOS
Preparo dos espécimes

Ointenta e oito terceiros molares humanos, livres de carie,
foram coletados e armazenados em solucdo de cloramina T (0,5%) a 4
°C até o inicio dos procedimentos laboratoriais. Todos os dentes foram
incluidos em resina epoxi (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e na
sequéncia, o ter¢o oclusal das coroas dentais foi removido utilizando um
disco diamantado de corte em baixa velocidade (Isomet 1000, Buehler,
Lake Bluff, IL, EUA) sob constante irrigagdo com agua. As superficies
expostas de dentina média foram entdo polidas com lixas de Carbeto de
Silicio (SiC, granulagao #600) por 60 segundos para garantir a formagao
da smear layer de forma padronizada. Em seguida, os dentes foram
divididos aleatoriamente em oito grupos (n = 10) e tratados com os
diferentes sistemas adesivos de acordo com as instrugdes do fabricante.
As Tabelas 1 e 2 apresentam o fabricante, a composicao e o protocolo de
aplicacdo dos sistemas adesivos envolvidos neste estudo. Para garantir
uma variagdo minima na profundidade de desmineralizacdo da dentina,
o mesmo condicionador acido foi utilizado em todos os grupos de
adesivos convencionais (Scotchbond ETCHANT, 3M ESPE, St. Paul,
MN, EUA).*

Apos realizagdo dos procedimentos adesivos, restauragdes
foram construidas com a resina composta TPH’ (Dentsply Caulk,
Milford, DE, EUA), sendo aplicada em trés incrementos com
aproximadamente 2 mm de espessura cada. O procedimento de
fotoativagdo foi realizado por meio de uma unidade a LED de
fotopolimerizagdo SmartLite Q2 LED (Dentsply Caulk). A intensidade
de luz utilizada ao longo dos procedimentos foi de 1.400 mW/cm”.

Aplicaciio de cargas mecénicas ciclicas

Apbs armazenamento em agua destilada a 37 °C por 24 horas,
metade das amostras de cada grupo adesivo (N=5) foi aleatoriamente
designada a receber cargas mecanicas ciclicas. As amostras foram
montadas em um suporte, posicionadas no interior da cdmara carga e
fixadas ao eixo inferior do simulador de mastigacdo (SD Mechatronik
GmbH, Feldkirchen Westerham, Alemanha). Para simular o ligamento
periodontal, as amostras (incluidas em resina epoxi) foram montadas em
um suporte previamente preenchido por um material de moldagem a
base de polivinilsiloxano com alta viscosidade (Virtual, Ivoclar
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Vivadent, Schan, Liechtenstein), gerando assim, uma pelicula com
aproximadamente 1 mm de espessura. As amostras foram entdo
submetidas a cargas mecéanicas ciclicas com 50N com a forca aplicada
de forma centralizada em cada uma das restauracdes. A carga foi
aplicada verticalmente utilizando uma ponta de ago inoxidavel esférica
(5 mm de diametro) por 50.000 ciclos, imersas em agua destilada e a
temperatura ambiente.

Teste de microtracio (WTBS)

As amostras foram seccionadas em filetes 24 h apds os
procedimentos restauradores ou imediatamente apds a ciclagem
mecanica e submetidas ao teste de microtragﬁo.34 A seccdo das amostras
foi realizada sob constante irrigagdo com agua por meio do uso de um
disco diamantado de corte em baixa velocidade, para obter filetes com
uma area de seccdo transversal de 0,9 mm?>> Para cada dente, apenas 9
filetes centrais foram selecionados afim de reduzir a variabilidade
regional do substrato dentinério.*®

Cada filete foi individualmente fixado a um dispositivo especial
de microtra¢do (Ciucchi jig)34 com uma cola a base de cianoacrilato
(Super Glue Gel, Loctite, Westlake, OH, EUA) e testados sob
resisténcia adesiva a microtragdo (WTBS) em uma maquina universal de
ensaios (EZ-Test, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japao) a uma
velocidade de 1 mm/min. Os valores de resisténcia adesiva foram
expressos em MPa, obtidos pelo calculo do quociente entre o pico da
forga aplicada (N) pela area de se¢do transversal da interface adesiva. As
dimensdes dos filetes foram individualmente mensuradas com um
paquimetro digital (Mitutoyo, Tokyo, Japdo). A andlise estatistica foi
realizada por meio do software SPSS 14.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
EUA). Os dados de resisténcia adesiva foram examinados
estatisticamente pelos testes: analise de varidncia (ANOVA two-way ) e
Tukey’s post-hoc. Todos os testes estatisticos foram realizados ao nivel
de confianga de 95%.

Os espécimes fraturados foram examinados com um
estereomicroscopio (Leica EZ4 HD, Leica Microsystems AG,
Heerbrugg, Suica) com uma ampliagdo de 40X. Os modos de falha
foram classificados como adesiva (AD), mista (M) e coesiva em resina
ou dentina (CC / CD). Espécimes fraturados (partes homologas de
composito e de dentina) que obtiveram valores de resisténcia adesiva
mais proximos da média respectiva ao seu grupo, foram considerados
representativos e examinados detalhadamente sob microscopia
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eletronica de varredura por emissdo de campo (FESEM). Um operador
independente que ndo foi envolvido com o estudo e “cego” para com a
designagdo dos grupos, realizou a analise sob FESEM. Trés espécimes
de cada grupo adesivo foram processados de acordo com o método
descrito por Perdigdo et al. e colaboradores®’, e fotomicrografias
FESEM foram coletadas utilizando um microscopio eletronico de
varredura (Zeiss Supra 25 FE-SEM), operando a 5 kV, com 10 mm
abertura, ¢ a uma distancia de trabalho de 10 mm (Carl Zeiss SMT, Inc.,
Peabody, MA, USA). As fotomicrografias FESEM obtidas foram
analisadas qualitativamente.

Espectroscopia micro-Raman

A espectroscopia micro-Raman foi utilizada para investigar a
extensdo de infiltragdo promovida por cada sistema adesivo na dentina.
Um dente adicional foi preparado para cada grupo como previamente
descrito. Os espécimes foram entdo armazenados em agua destilada por
24 h a 37 °C até o momento em que o procedimento de corte ao longo da
interface adesiva fosse executado para obtencdo de filetes retangulares
(10 mm de comprimento x 2 mm de espessura X 2 mm de largura).

Filetes contendo a interface adesivo/dentina foram polidos com
lixas de Carbeto de Silicio com granulagdes de 600 -, 800 -, 1200 - fina
e 1200 ultrafina em uma maquina designada para esta finalidade. Apos
polimento inicial, as interfaces adesivas expostas receberam um
polimento final com discos de feltro (Lecloth, LECO) impregnados com
particulas de diamante com granulagdes de 6 pm, 1 pm e 0.25 um
(Premium Grade Spray, Heavy Concentration, LECO). Posteriormente,
todos os espécimes foram limpos por ultra-sons em agua destilada
durante 15 minutos e, em seguida, armazenados por 24 h em ambiente
seco e livre de luz.

Os dados espectrais obtidos sobre as interfaces adesivo/dentina
foram comparados com espectros de referéncia coletados a partir das
amostras do adesivo puro e da dentina inalterada. Os espectros
adquiridos nas regides de interesse foram analisados por meio de um
programa de ajuste de curva (LABSPEC 5.78, HORIBA, Jobin Yvon,
Stanmore, Middlesex, UK), e as quantidades relativas de hidroxiapatita,
de adesivo e da substidncia orginica presente na interface dentina-
adesivo foram calculadas. Cada espécime contendo a interface adesiva
foi mapeado comecando na camada adesiva em diregdo a dentina
mineralizada e a espessura da camada de dentina impregnada com
resina, o grau de desmineralizag@o e a percentagem de resina em fungdo
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da posi¢do ao longo da interface de dentina foram determinadas. Um
espectro Raman foi coletado a cada 0.5 pm.

Espectros micro-Raman foram registrados usando um
espectrometro Horiba Labram HR Raman (HORIBA Jobin Yvon). O
instrumento utiliza um monocromador com 800 mm equipado com um
filtro de 600 gr/mm. O instrumento é acoplado a um microscopio optico
sériec Olympus BX equipado com uma objetiva de 100X para
visualizacdo da amostra e coleta dos dados espectrais. Um laser de
HeNe com 663 nm foi usado para a excitacdo da amostra. A poténcia do
laser sobre a amostra foi de 4 mW. As amostras foram mapeadas usando
uma base com movimentos nos eixos x-y-z. O tempo de acumulagéo
para todos os mapas foi ajustado para 0,5 s por pixel com duas
acumulagdes por pixel. A abertura do monocromador foi ajustado para
150 pm. Os espectros foram coletados por meio de um detector CCD
Horiba Synapse (resolug@o de 1024 x 256 pixel) sobre a regido espectral
de 668-1788 cm’.

Os dados obtidos foram analisados através do céalculo da média
e do desvio padrio para cada sistema adesivo. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA one-way) seguido pelo teste
de Tukey’s post hoc.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos pelo teste de resisténcia adesiva estdo
descritos na Tabela 3 e os respectivos modos de falha estdo resumidos
na Tabela 4. Os resultados de resisténcia adesiva foram analisados
estatisticamente por meio do teste ANOVA two-way, e as interagdes
entre o tipo de sistema adesivo e o envelhecimento artificial foram
indicadas (p = 0,000). A resisténcia de unido a dentina foi afetada pelo
tipo de sistema adesivo (p = 0,000), mas nao foi afetada pela aplicagdo
de cargas mecanicas ciclicas (p = 0,61). O tratamento de pré-
condicionamento foi significante para os grupos AB (p< 0,05). A média
de resisténcia de unido variou de 35,2 MPa (grupo PLP) para 57,5 MPa
(grupo SU-Er) no momento inicial e de 12,7 MPa (grupo PLP) para 65,2
MPa (grupo SU-Er) apés aplicagdo de cargas mecanicas ciclicas. As
comparacgdes entre os grupos estdo detalhadas na Tabela 3.

Espectros Raman obtidos sobre a dentina inalterada bem como
sobre todos os adesivos avaliados, estdo apresentados na Figura 4. O
pico mais intenso observado a 959 em’ (PO43') ¢ associado ao
componente mineral da dentina (hidroxiapatita), enquanto que as
principais bandas associadas com componentes orgdnicos da dentina
(matriz de coladgeno) ocorrem a 1248 cm’ (amida III), 1451 cm’ (CHy)
¢ 1670 cm™ (amida I). A semelhanga entre os espectros de referéncia de
todos os sistemas adesivos reflete sua idéntica formulacdo a base de
componentes hidrofilicos (bisfenol glicidil metacrilato, Bis-GMA) e
hidrofobicos (hidroxietil metacrilato, HEMA). As bandas intensas
associadas com mondmeros de metacrilato ocorrem a 1113 c¢m’™ (C-O-
C), 1453 cm™ (CH,), 1608 cm™ (fenil C=C) ¢ 1719 cm™ (carbonilo).
Particularmente, as bandas a 1113 e 1608 cm™ estdo associadas com o
Bis-GMA, enquanto que a banda a 1453 cm” ¢ associada com o
HEMA. Os picos Raman em 959, 1113, 1453 ¢ 1670 cm'l, foram
utilizados para revelar as distribui¢des do conteudo mineral, do adesivo
(ambos Bis-GMA e HEMA) e do coldgeno na interface adesivo /
dentina, respectivamente.

A intensidade das bandas Raman atribuidas ao adesivo
diminuiu em fun¢do da profundidade, o que indica a diminui¢do
progressiva da infiltragdo de resina na dentina desmineralizada. As
comparacdes entre a profundidade de desmineralizacdo da dentina e a
extensdo de penetragdo para cada sistema adesivo encontram-se
resumidas na Tabela 5. Uma comparacdo referente a infiltragdo dos
adesivos universais ¢ adesivos controle na dentina em funcdo da posi¢ao
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ao longo da interface adesivo/dentina é apresentada nas Figuras 2 e 3.
Os valores médios (%) correspondentes a infiltracdo dos diferentes
sistemas adesivos diminuiram dramaticamente a partir do topo da
camada hibrida em direcdo a zona mais profunda de dentina
desmineralizada: SU-Se (45-10%), SU-Er (84-18%), AB-Se (66-4%),
AB-Er (76-24%), OFL (52-30% ), SBP (56-10%), CSE (56-8%) e PLP
(68-10%).

Com base na analise do modo de falha, aproximadamente 54%
das falhas foram predominantemente adesivas, distribuidas igualmente
entre os grupos (Fig. 4). Apos ciclagem mecanica, alta incidéncia de
falhas coesivas em dentina (CD) foram observadas nos grupos SU-Se
(31%), Su-Er (40%) e AB-Er (24%) (Fig. 5). Todas as falhas foram
consideradas adesivas para o grupo PLP (100%) (Fig. 6).
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DISCUSSAO

Este estudo in vitro avaliou o desempenho adesivo de dois
novos sistemas adesivos universais por meio da combinagdo dos
seguintes experimentos laboratoriais: aplicacdo de cargas mecanicas,
teste de resisténcia adesiva a microtracdo (LTBS) e espectroscopia
micro-Raman. Os resultados revelaram valores inferiores de resisténcia
de unido para o adesivo AB no modo autocondicionante quando
comparados aos valores obtidos pelo mesmo adesivo no seu modo
convencional de aplicacdo. Por consequéncia, a hipdtese proposta foi
parcialmente rejeitada.

Clinicamente, as restauragdes adesivas sdo submetidas a cargas
ciclicas durante a mastigacao o que pode resultar na formagao de trincas
na interface adesiva, desafiando a manutencdo da restauragdo a longo
prazo. Diversas investigagdes laboratoriais relataram que o
envelhecimento acelerado por meio da aplicagdo de cargas mecénicas
ciclicas podem desafiar a durabilidade da interface adesivo/dentina.'*'®
1938 No presente estudo, as restaura¢cdes com resina composta foram
submetidas a 50.000 ciclos com 50 N de carga. Esta forga com 50 N de
carga foi aplicada em um ponto médio da superficie oclusal da
restauracdo e a frequéncia com que a carga mecanica foi aplicada foi
ajustada para 0.5 Hz, valores estes que sdo comparaveis aqueles
encontrados em situacdes clinicas.**** No entanto, os resultados do
presente estudo ndo mostraram efeito significativo sobre a resisténcia de
unido entre os diferentes grupos, com exce¢do do grupo PLP, que
apresentou uma redugdo de 36% nos valores de resisténcia adesiva apos
aplicagdo de cargas mecanicas. De forma semelhante, redugdes na
resisténcia adesiva de 63% apods 2 anos® e 36% apos trés anos™ de
envelhecimento artificial (armazenamento em agua) foram observadas
em estudos prévios. Varias razdes tém sido apresentadas para explicar o
desempenho abaixo do ideal para este adesivo, tais como: (1)
incapacidade de polimerizar totalmente; (2) molhamento insuficiente;
(3) potencial separacdo de fase entre os componentes hidrofobicos e
hidrofilicos; (4) baixa estabilidade hidrolitica; e (5) auséncia de estavel
interagdo quimica com o colageno exposto.’>*™* Por outro lado,
nenhum relato sobre os efeitos da aplicacdo de cargas mecanicas sobre a
durabilidade da adesdo foi encontrado na literatura para o adesivo PLP.
Da mesma forma, até o0 momento nenhum estudo relatou os efeitos da
aplicagdo de cargas mecanicas sobre a resisténcia de unido de adesivos
convencionais de trés passos a dentina. No entanto, um estudo in vitro
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demonstrou que o adesivo OFL apresentou resisténcia adesiva estavel
mesmo ap6s envelhecimento artificial.”’

O efeito da aplica¢do de cargas mecanicas sobre a resisténcia de
unido a dentina promovida por um adesivo convencional de dois passos
(SBP) e um adesivo autocondicionante de 2 passos (CSE), foi
investigado anteriormente em estudos laboratoriais. Foi relatado que
quando restauragdes com resina composta foram aderidas utilizando o
adesivo SBP e posteriormente sujeitas a ciclagem mecéanica, uma
reducdo significativa na resisténcia adesiva a dentina foi encontrada na
faixa de 43,3-28,2 MPa apo6s 5.000 ciclos com 90 N de cargalg, na qual
nossos resultados estdo em desacordo com as observagdes daquele
estudo. Tais observacdes estdo em oposi¢do aos resultados obtidos no
presente estudo devido a variagdes nas condigdes experimentais, ao
preparo das amostras e as diferentes condi¢cdes de aplicagdo das cargas
mecanicas. Assim, uma possivel explicacdo para uma estavel unido
adesiva obtida por SBP no presente estudo é que este adesivo possui em
sua formulacdo o copolimero de acido polialcenodico. Tal componente
tem sido relatado na literatura aumentar a eficacia de unido deste
sistema adesivo.'**! De forma semelhante, o sistema adesivo
autocondicionante de dois passos Clearfil SE Bond ndo apresentou
reducdo na resisténcia adesiva apds a ciclagem mecanica no presente
estudo. CSE resultou em aumento da média de resisténcia adesiva apos
ciclagem mecanica. Esta superior eficacia de unido pode ser atribuida a
interagdo quimica entre o mondmero 10-MDP com a hidroxiapatita
residual.'™  Outro  estudo avaliando um sistema adesivo
autocondicionante (Clearfil Linerbond, Kuraray) com composi¢des
similiares ao CSE, relatou que a aplicacdo de cargas mecanicas nao
resultou em reducdo da resisténcia de unido a dentina.'"* Tal estudo
relatou que a restauragdo adesiva funcionou como um amortecedor de
tensdes distribuindo as forgas igualmente durante a ciclagem mecanica.

Os adesivos autocondicionantes que contém 10-MDP em sua
composi¢cdo receberam especial atencdo na presente investigagdo
laboratorial. Preocupag¢des a respeito do condicionamento acido da
dentina  previamente a  aplicagdo de  sistemas  adesivos
autocondicionantes foram levantadas,”” uma vez que incompleta
infiltragio de resina na rede de colageno profundamente
desmineralizada pode comprometer a resisténcia de unido. No entanto, e
de acordo com estudos anteriores,"** nosso estudo revela que o
condicionamento acido fosforico realizado previamente ao uso de
adesivos universais ndo apresenta efeitos adversos sobre a resisténcia de
unido a dentina. De fato, usando o sistema adesivo All-Bond universal
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no modo convencional de aplicacdo, houve um aumento na resisténcia
de unido a dentina, assim como demonstrado por Munoz e
colaboradores.* De acordo com o nosso estudo, a auséncia de diferencas
nos valores de resisténcia de unido entre os modos de aplicagdo para o
adesivo SU, foram constatadas.’

Os resultados do presente estudo também revelaram que a
aplicagdo de 50.000 ciclos de cargas mecanicas ndo afetaram a
resisténcia adesiva a dentina de ambos sistemas adesivos universais. Em
contraste, outro estudo in vitro relatou diminui¢do na resisténcia adesiva
para o adesivo SU (independentemente do modo de aplicacdo) apods 1
ano de envelhecimento em saliva artificial.® Mais recentemente, outro
grupo de pesquisadores relatou uma incidéncia de falhas das
restauracdes adesivas ndo maior que 10% apos 18 meses de observacdo
clinica, independentemente da abordagem adesiva utilizada.” Foi
relatado que a eficacia de unido deste adesivo ¢é resultante de um
mecanismo duplo de adesdo: embricamento micromecanico na
superficie da dentina e unido quimica entre o0 monomero funcional 10-
MDP ¢ a apatita residual sobre as fibras de colageno.*'*>*"* Além da
capacidade de condicionamento e de unido quimica do mondmero 10-
MDP, o bom desempenho deste adesivo pode ser atribuido a afinidade
do copolimero de acido polialcendico para com o calcio presente na
hidroxiapatita, o que resulta numa ligacdo quimica adicional, que pode
contribuir para a estabilidade e longevidade da unido adesiva.''"*'®

Na tentativa de justificar os dados de resisténcia de unido, a
analise de micro-Raman das interfaces adesivo/dentina foi realizada. No
presente estudo, espectros Raman foram registados sucessivamente ao
longo de varrimentos em linhas perpendiculares a interface de unido
gerada por todos os adesivos investigados. Além disso, foi dada especial
atengdo a prevencdo dos fags de resina. A discrepancia entre a
profundidade de desmineralizagdo e a extensdo da infiltracdo de
mondmeros resinosos nas regides intertubulares das interfaces adesivo/
dentina, foram claramente observadas para os adesivos convencionais
selecionados como controle. Os resultados do presente estudo
confirmam que a infiltragdo de adesivos convencionais ¢ sempre menor
do que a extensdo de desmineralizagdo da dentina, como relatado em
estudos anteriores.”>>> A auséncia de uma infiltragio completa em
toda a zona de dentina desmineralizada por sistemas adesivos
convencionais pode ser atribuida a uma variedade de fatores, incluindo a
separagdo de fase adesiva. Com a abordagem "umida de adesdo", os
espacos entre as fibras de colageno desmineralizadas sdo preenchidos
por agua.’® Conforme relatado no estudo anteriormente citado, o adesivo
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pode separar-se em fase hidrofilica rica em HEMA e fase hidrofobica
rica em Bis-GMA a medida que interage com a agua remanescente.
Dessa maneira, o0 mondmero hidrofobico Bis-GMA resistiria a difusdo
nesses locais ricos em a’1gu.’:1.56’57 Além disso, a separacdo de fase adesiva
propiciaria a formagao de uma camada hibrida porosa caracterizada por
uma quantidade minima de Bis-GMA distribuida em uma matriz
hidrofilica rica em HEMA. Tem sido relatado que HEMA ¢ instavel em
meio aquoso, ¢ deste modo, pode degradar-se quando expostos a fluidos
orais a longo prazo.”>" Em contraste, a profundidade de penetragio dos
sistemas adesivos autocondicionantes, CSE (4,0 pm) e PLP (5,0 pm), foi
idéntica a extensdo de desmineralizagdo da dentina. Nossos dados estdo
de acordo com os resultados obtidos em investigagdes anteriores que
utilizaram a espectroscopia micro-Raman. 4%

Quando os resultados de resisténcia adesiva e micro-Raman
foram interpretados em conjunto, ndo foi observada relacdo entre a
infiltragdo adesiva e resisténcia de unido. Além disso, o "duplo
condicionamento"” da dentina (pelo condicionamento com &cido
fosforico e pelo autocondionamento por mondmeros funcionais) ndo
influenciou negativamente a resisténcia de unido. Por exemplo, quando
o adesivo SU foi utilizado no modo autocondicionante ou convencional
de aplicagdo, independentemente da extensdo da infiltragdo de resina,
exibiu valores de resisténcia adesiva semelhantes, o que pode ser um
resultado da capacidade de unido quimica do mondémero 10-MDP e do
copolimero de 4cido polialcendico & dentina.” Por outro lado, o adesivo
AB apresentou maiores valores de resisténcia de unido no modo
convencional quando comparado ao modo autocondicionante de
aplicacdo. Dessa forma, a efetividade adesiva superior obtida por AB no
modo de aplicagdo convencional ¢ atribuida a etapa de condicionamento
acido que garante um padrdo de condicionamento mais profundo e
maior extensdo de penetragdo da resina. Apesar da diferente espessura
da camada hibrida observada para os grupos do adesivo AB, uma
correlagdo entre a resisténcia de unido a dentina e infiltragdo adesiva foi
encontrada. Quando o adesivo AB foi utilizado seguindo ambas
abordagens adesivas — autocondicionante e convencional, infiltrou 2,0
um e 4 um na dentina desmineralizada, respectivamente. Uma maior
percentagem de adesivo na parte inferior (base) da camada hibrida foi
detectada para o adesivo AB no modo convencional de aplicagdo (24%)
e menor percentagem em seu modo autocondicionante (4%). Foi
relatado que a magnitude da forga de unido a dentina dependem da
extensdo de infiltracdo da resina na rede de colageno pré-tratada com
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mondmeros acidicos ou com condicionadores a base de &cido
fosforico. >

Em relagdo aos padrdes de falha, todos os grupos mostraram
principalmente falhas adesivas apo6s ciclagem mecanica, as quais
indicam que a tensdo de carga € concentrada na interface entre o adesivo
e a parte inferior ou superior da camada hibrida.'* Falhas coesivas em
dentina e falhas mistas foram classificadas como o segundo maior tipo
de falhas que ocorreram para todos os adesivos. Como observado apds
teste de microtracdo, alta resisténcia adesiva foi obtida para os adesivos
SU e AB aplicados seguindo a abordagem convencional, ¢ dessa forma,
os espécimes apresentaram falhas coesivas em dentina. Portanto, esta
observacdo indica que a resist€ncia de unido de ambos adesivos
universais nao foi avaliada, visto que a for¢a de coesdo da propria
dentina foi menor do que a forca de ligacdo interfacial. Isto significa que
o "duplo condicionamento" provocou uma desmineralizagdo mais
profunda da dentina, que por sua vez significa que esta zona profunda de
dentina desmineralizada ndo foi completamente infiltrada por
monodmeros resinosos. Alguns estudos sugerem que a falha é susceptivel
de ser iniciada nesta zona fragilizada, levando a diminuicdo da
resisténcia de unido.’”* Portanto, esta afirmagédo ndo esta de acordo com
os resultados do presente estudo. A presenca de uma zona de dentina
desmineralizada exerceram pouco ou nenhum efeito sobre a resisténcia
de unido a dentina.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que a resisténcia de
unido obtida por adesivos universais pode ser melhorada por meio do
pré-condicionamento da superficie da dentina com &cido fosférico,
técnica que ndo mostrou afetar negativamente a adesdo. A infiltragdo de
mondmeros resinosos na dentina desmineralizada pode produzir uma
infiltragdo adesiva gradual, com uma concentracio mais elevada na
superficie do adesivo, baixa concentracdo no meio da camada hibrida, e
pouco adesivo na por¢do mais profunda da zona de dentina
desmineralizada.
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5 PAPER
The effects of infiltration of dental adhesives into dentin on bonding

ABSTRACT

Objectives. To evaluate the effect of mechanical loading on microtensile
bond strengths (WTBS) of universal adhesives to dentin and to quantify
their penetration into dentin using micro-Raman spectroscopy.

Methods. Eighty-eight human molars were allocated into eight groups
(n=10) and bonded with Scotchbond Universal (SU) and All-Bond
Universal (AB) adhesives applied using etch-and-rinse (Er) or self-etch
approach (Se), Optibond FL (OFL), Adper Single Bond Plus (SBP),
Clearfil SE Bond (CSE), and Adper Prompt L-Pop (PLP). Composite
build-ups were placed with TPH’. Specimens were either stored in water
or mechanical loaded (50,000 cycles, 50 N) prior to being sectioned for
uTBS. Eight additional teeth were prepared as previously described,
sectioned, polished, and the adhesive penetration was assessed with
micro-Raman spectroscopy. Data were analyzed by two-way ANOVA
and Tukey’s post hoc test (P<0.05).

Results. Pre-etching (etch-and-rinse approach) resulted in statistically
significant higher mean pTBS compared to self-etch approach for AB.
No difference was noticed for SU. SU/etch-and-rinse presented the
highest baseline pTBS (57.5 MPa), which was statistically similar to
those of OFL, SBP, CSE and AB/etch-and-rinse. PLP and AB/self-etch
showed the lowest mean baseline pTBS. Mechanical loading only
affected the mean uTBS values for PLP (35.2 to 12.7 MPa). The widths
of the hybrid layers ranged from 2.0 to 5.0 um.

Conclusions. The effect of application mode on pTBS of universal
adhesives was material-dependent. Their uTBS was not affected by
mechanical loading. Variations in the degree of resin infiltration and
dentin demineralization were noticed with micro-Raman spectroscopy.

Keywords: Dentin bonding, mechanical loading, microtensile bond
strength, universal adhesive systems.
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INTRODUCTION

Recently introduced “universal” or “multi-mode” dental
adhesives may be applied following self-etch or etch-and-rinse
approaches.l'6 These materials have performed well in immediate
dentin bond strength tests regardless of the application mode,” however,
potential long-term implications of “double etching” of dentin are
unknown as data on aged specimens is not available. Short-term in vitro
studies where other self-etch adhesives have been used after phosphoric
acid etching of dentin have shown decrease in bond strengths " ® as self-
etch adhesives might react differently with that substrate.”

Components in universal adhesives — namely phosphorus-
containing monomers 10-methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate
(MDP) and dipentaerythritol pentaacrylate phosphoric acid ester
(PENTA), or polyalkenoic acid copolymer (Vitrebond Copolymer, 3M
ESPE, St.Paul, MN, USA) — may enhance adhesion to tooth structures
and have been part of the composition of different materials for decades.
While limited literature studying the interactions between those
monomers and dental structures is available,lo adhesives containin
MDP and PENTA have performed well in long-term clinical trials.'"”!
Yet, scarce literature is available on universal adhesives using such
monomers. The MDP-containing adhesive Scotchbond Universal (SU,
3M ESPE), for instance, has shown promising results in the self-etch
(Se) and etch-and-rinse (Er) application modes %6 while another MDP-
containing adhesive — namely All-Bond Universal (AB, Bisco, Inc.,
Schaumburg, IL, USA) — may not perform as well in the self-etch
mode." The positive results for SU have been corroborated in a clinical
study where SU showed a retention rate of 100% and 94% in the etch-
and-rinse and self-etch modes, respectively.5 SU also contains the
Vitrebond Copolymer.

Different methodologies have been used to study bonded
interfaces in the laboratory. Specimens in the present study were
subjected to mechanical loading to somewhat mimic clinical conditions.
Several laboratory investigations have reported that accelerated aging
through mechanical loading can challenge the dentin/adhesive
interface.'*" In vitro evaluation of the performance of universal
adhesives with simulation of the oral conditions may significantly add to
the current knowledge. Further evaluation of the adhesive interfaces was
accomplished through field-emission scanning electron microscopy
(FESEM) of the mechanically challenged specimens and micro-Raman
spectroscopy. While FESEM may be helpful evaluating the actual
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interface, micro-Raman may help determining the extent of adhesive
infiltration.”>*®* No micro-Raman studies have been carried out to
investigate the interaction between universal adhesives and dentin.

Control groups consisted of etch-and-rinse and self-etch
adhesives in all available categories, namely three- and two-step etch-
and-rinse, and two- and one-step self-etch adhesives. Materials chosen
for comparison were the clinically proven three-step etch-and-rinse
adhesive Optibond FL (OFL, Kerr, Orange, CA, USA), two-step etch-
and-rinse adhesive Adper Single Bond Plus (SBP, 3M ESPE), and two-
step self-etch adhesive Clearfil SE Bond (CSE, Kuraray, Osaka,
Japan).u’ 73! In order to have one adhesive from each category for
comparison, the one-step self-etch adhesive Adper Prompt L-Pop (PLP,
3M ESPE) was selected. This material is very acidic (pH ~0.7) and
sensitive to hydrolysis, factors that may influence its bonding
performance.32

The purpose of this study was to evaluate the effects of
mechanical loading on microtensile bond strengths (UTBS) of universal
adhesives to dentin and to quantify their penetration into dentin using
micro-Raman spectroscopy. The hypothesis tested was that there is
difference in pTBS between different application modes of universal
adhesives after artificial aging.
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MATERIALS AND METHODS

Specimen preparation

Eighty-eight caries-free human third molars were collected and
stored in 0.5% Chloramine T solution at 4 °C until use. All teeth were
embedded in epoxy resin (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) and the
occlusal third of the crowns were removed using a low-speed diamond
saw (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) under running water.
The exposed mid-coronal dentin surfaces were polished with #600-grit
silicon-carbide-paper (SiC) for 60 s to ensure a standardized smear
layer. The teeth were randomly assigned into eight groups and treated
according to the manufacturers’ instructions. Table 1 and 2 shows the
manufacturer, composition and application protocol of the adhesives. To
ensure minimal variation in depth of dentin demineralization, the same
etchant was used in all (etch-and-rinse) groups (Scotchbond Etchant, 3M
ESPE, St. Paul, MN, USA) was used.*

After adhesive application, composite build-ups were placed
using the composite resin TPH3 (Dentsply Caulk, Milford, DE, USA)
applied in three increments of approximately 2 mm each. Light-curing
procedures were performed using a Smartlite 1Q2 LED (Dentsply
Caulk). The light-power intensity throughout the procedures was 1,400
mW/cm®,

Cycling mechanical loading

Half of the bonded specimens for each adhesive group (n=5)
were randomly assigned for cyclic loading after storage in distilled
water at 37 °C for 24 h. Specimens were mounted in a holder, positioned
within the chamber, and fixed to the chewing simulator (SD
Mechatronik GmbH, Feldkirchen Westerham, Germany). To simulate
the periodontal ligament, specimens (embedded in epoxy resin) were
mounted in a holder lined with a ~1 mm layer of high-viscosity
polyvinyl siloxane (Virtual, heavy body, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein). Teeth were then loaded under 50 N with the force
centered on the composite build-up. The load was vertically delivered
using a spherical stainless steel tip (5 mm diameter) for 50,000 cycles,
under immersion in distilled water, and at room temperature.

pTBS testing

Specimens were sectioned into beams either after 24 h of water
storage following the bonding procedures or immediately after
mechanical loading, and tested in uTBS.34 The specimens were
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sectioned under water irrigation with a low-speed diamond saw to obtain
beams with a cross section area of ~0.9 mm>.** Nine beams from the
central area of each specimen were used to reduce substrate-regional
variability.*®

Beams were attached to a Ciucchi jig 3% with cyanoacrylate glue
(Super Glue Gel, Loctite, Westlake, OH, USA) and tested in pTBS
using an EZ-Test machine (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) at a
crosshead speed of 1 mm/min. The uTBS values were expressed in MPa
by dividing the peak break force by the cross-sectional area of the
bonded interface. The dimensions of the specimens were recorded using
a digital caliper (Mitutoyo, Tokyo, Japan). Statistical analysis was
carried out with SPSS 14.0 software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
Data from uTBS were examined with two-way ANOVA and Tukey’s
post hoc test. Statistical significance was set at a 95% confidence level.

Fractured specimens were examined with a stereomicroscope
(Leica EZ4 HD, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Switzerland) at a
magnification of 40 X. Failure modes were classified as adhesive (AD),
mixed (M), and cohesive in composite (CC) or dentin (CD). Fractured
specimens (both composite and dentin counterparts) with bond strength
values closer to the mean of their respective groups were considered
representative and further examined using FESEM. An independent
operator that was not involved with the remaining of the study and
blinded to the group assignment performed the FESEM analysis. Three
specimens from each group were processed as described by Perdigdo
and colleagues,37 and FESEM micrographs were collected using a Zeiss
Supra 25 FESEM, operating at 5 kV, 10 mm aperture, and at a working
distance of 10 mm (Carl Zeiss SMT, Inc., Peabody, MA, USA). FESEM
micrographs were qualitatively analyzed.

Micro-Raman spectroscopy

Micro-Raman spectroscopy was used to investigate the extent
of resin infiltration into dentin. One additional tooth was prepared for
each group, as previously described. Specimens were stored in distilled
water at 37 °C for 24 h until being cut across the adhesive interface to
obtain rectangular slabs (10 mm long x 2 mm thick x 2 mm wide).

Bonded specimens were wet polished with 600-, 800-, 1200-
fine, and 1200-ultrafine grit SiC abrasive papers and then mirror
polished with 6 pm, 1 um, and 0.25 um diamond spray (Premium Grade
Spray, Heavy Concentration, LECO) using a polishing cloth (Lecloth,
LECO). All specimens were ultrasonically cleaned in distilled water for
15 min and then stored in a dry and light-free environment until use.
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Spectral data from the adhesive/dentin interfaces were
compared with reference spectra recorded from the pure adhesive and
sound dentin. Raman spectra of sound dentin and adhesive were
recorded as references for each obtained spectra. The acquired spectra in
the region of interest were analyzed using a curve-fitting program
(LabSpec 5.78, HORIBA Jobin Yvon, Stanmore, Middlesex, UK), and
the relative amounts of hydroxyapatite, adhesive resin, and organic
substance in the dentin-resin interface were calculated. Adhesive
specimens were mapped starting in the adhesive resin layer towards the
sound mineralized dentin and the widths of resin-impregnated dentin
layer, depth of demineralization, and percentage of adhesive as a
function of spatial position across the dentin interface were determined.
One Raman spectrum was collected every 0.5 pm-interval.

Micro-Raman spectra were recorded using a Horiba LabRam
HR Raman microprobe (HORIBA Jobin Yvon). The instrument uses an
800 mm monochromator equipped with a 600-gr/mm grating. The
instrument is coupled to an Olympus BX series microscope equipped
with a 100 X objective for sample viewing and spectral collection. A
663 nm HeNe laser was used for excitation. The measured laser power
at the sample was 4 mW. The samples were mapped using a motorized
x-y-z stage. The accumulation time for all maps was set to 0.5 s per
pixel with two accumulations per pixel. The monochromator slit width
was set to 150 um. Spectra were collected using a Horiba Synapse 1024
x 256 pixel CCD detector over the spectral region of 668-1788 em™.

The results were analyzed by calculating the mean and standard
deviation for each adhesive system. The data were subjected to one-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
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RESULTS

The uTBS results are presented in Table 3 and the respective
failure modes are summarized in Table 4. Two-way ANOVA indicated
statistical significance in the interaction adhesive-aging (p = 0.0000).
Bond strengths were affected by adhesive (p = 0.0000) but not affected
by mechanical loading (p = 0.6188). The pre-etching (etch-and-rinse
approach) treatment was significant for AB (p < 0.05). Mean bond
strengths ranged from 35.2 (PLP) to 57.5 (SU, etch-and-rinse mode
[Er]) at baseline to 12.7 (PLP) to 65.2 (SU-Er) after mechanical loading.
Comparisons among groups are detailed in Table 3.

The Raman spectra for dentin as well as for all adhesives are
presented in Fig. 1. The intense peak at 959 cm™ (PO,”) is associated
with the mineral apatite component of dentin, and major bands
associated with organic components of dentin (collagen matrix) occur at
1248 cm’' (amide III), 1451 cm™ (CH,), and 1670 cm™ (amide I). The
similarity between the reference spectra of the adhesives reflects their
identical hydrophilic diglycidyl methacrylate (Bis-GMA) and
hydrophobic hydroxylethyl methacrylate (HEMA) components. The
intense bands associated with the methacrylate monomers occur at 1113
em™ (C-0-C), 1453 cm™ (CH,), 1608 cm™ (Phenyl C=C), and 1719 cm™
(carbonyl). Particularly, the bands at 1113 and 1608 cm™ are associated
with the Bis-GMA monomer, while the band at 1453 cm’ is associated
to HEMA. The Raman intensities at 959, 1113, 1453 and 1670 cm'l,
were used to display the distributions of the phosphate mineral, adhesive
(both Bis-GMA and HEMA) and collagen across the adhesive/dentin
interface, respectively.

The intensity of Raman bands attributed to the adhesive
decreased as a function of depth, indicating the gradual decrease of
adhesive infiltration into demineralized dentin. Comparisons of the
depth of dentin demineralization and adhesive infiltration in each
adhesive group are summarized in Table 5. A comparison of relative
infiltration of the universal and control adhesives as a function of
position across the a/d interface is presented in Figures 2 and 3. The
mean values of the infiltration ratio of the adhesive systems decreased
dramatically from the top to the bottom of the hybrid layer: SU-Se (45
to 10%), SU-Er (84 to 18%), AB-Se (66 to 4%), AB-Er (76 to 24%),
OFL (52 to 30%), SBP (56 to 10%), CSE (56 to 8%) and PLP (68 to
10%).

Failure mode analysis showed over 54% of the failures as AD
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and that was equally distributed among groups (Fig.4). After mechanical
loading, the highest incidence of CD was observed in the SU-Er (40%),
SU-Se (self-etch mode, 31%), and AB-Er (24%) groups (Fig.5). All
failures were adhesive for PLP (100%) (Fig.6).
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DISCUSSION

This study assessed the in vitro bonding performance of two
recently launched universal dental adhesives by combining mechanical
loading, uTBS, and micro-Raman experiments. Results showed reduced
uTBS for AB in the self-etch mode compared to etch-and-rinse mode,
both at 24 h and after artificial aging. Therefore, the hypothesis has been
partially rejected.

Clinically, adhesive restorations are subjected to mechanical
loading during mastication and that may result in crack formation at the
interface, which challenges the long-term survival of the restoration.
Several laboratory investigations have reported that accelerated aging
through mechanical loading can challenge the dentin/adhesive interface.
14161938 19 the present study, composite build-ups were subjected to
50,000 cycles of 50 N-load. A force of 50 N was applied to the mid-
point of the occlusal surface of the restoration and the frequency of
mechanical loading was set to 0.5 Hz, which is within the range of those
encountered under clinical situations.>” Yet, results showed no effect
on uTBS with the exception of PLP, which presented a decrease of 36%
in uTBS after mechanical loading. Studies where PLP was subjected to
artificial (water) aging have shown reductions in pTBS of 63% after 2
years43 and 36% after three years.44 Reasons for its poor performance
may be: (1) inability to fully polymerize; (2) deficient wetting of the
tooth surface; (3) potential phase separation; (4) low hydrolytic stability;
and (5) lack of stable chemical interaction with exposed collagen.32’ 4549
No report on the effects of mechanical loading on bonding durability of
PLP could be found. Likewise, no studies have reported the effects of
mechanical loading on dentin uWTBS of three-step etch-and-rinse
adhesives. Nevertheless, at least one study has shown OFL to be stable
after artificial aging.50

Mechanical loading has been applied for evaluation of the two-
step etch-and-rinse SBP and the two-step self-etch CSE. A significant
reduction in dentin uTBS for SBP was found (43.3 to 28.2 MPa) after
loading for 5,000 cycles under 90 N,'® which is not in agreement with
findings of the current study. Variations in experimental conditions,
specimen preparation, and loading conditions may have affected the
results. A potential explanation for the stable pTBS of SBP in our study
is the presence of polyalkenoic acid copolymer in the adhesive, which
has been shown to improve its bonding efficacy.' > ' Similarly, the
two-step self-etch CSE did not have a reduction in puTBS after
mechanical loading in our study. CSE presented increased mean pTBS
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after aging, which may be at least partially attributed to the chemical
interaction of 10-MDP in its composition with residual
hydroxyapatite.m’ >2 Another study with a self-etch adhesive (Clearfil
Linerbond, Kuraray) with similar composition has shown that no
reduction in bond strengths after mechanical loading.14 That study
suggested that the composite build-up might function as stress absorber
distributing forces during the mechanical loading.

The adhesives of focus in the present study were self-etch
adhesives that contain 10-MDP in their compositions. Concerns
regarding pre-etching of dentin prior to self-etch adhesive application
have been raised” as incomplete infiltration of the deeply
demineralized collagen network by the bonding resin may compromise
bond strengths. Yet, and in agreement with previous studies,” > * our
study shows that phosphoric acid etching of dentin prior to usage of
universal adhesives does not lower bond strengths of the test adhesives.
In fact, using the adhesive in the etch-and-rinse mode increased bond
strengths of All-Bond Universal, as has been shown by Munoz and
colleagues.4 In agreement with our study is the lack of difference
between application modes of SU.?

The results of the present study also showed no effect of
mechanical loading on pTBS of both universal adhesives. Another
publication has shown decrease in pTBS of SU after 1 year of aging in
artificial saliva, irrespective of application mode.’ More recently,
another research group reported incidence of clinical failures no greater
than 10% after 18 months of clinical observation, irrespective of the
bonding approach used.” The bonding effectiveness of this adhesive may
thus be the result of a twofold mechanism: micro-mechanical
interlocking at the dentin surface and chemical bonding between the
functional monomer 10-MDP and residual apatite on the collagen
fibrils.® 1334 Apart from the etching abilitylo and chemical bonding of
10-MDP, the good performance of this adhesive may be ascribed to the
affinity of polyalkenoic acid copolymer for calcium in hydroxyapatite.
That results in additional chemical bonding, which may contribute to the
stability and longevity of the bond."""* ¥

In an attempt to explain the bond strength data, micro-Raman
analysis of the bonded interfaces was carried out. Raman spectra were
recorded along line scans perpendicular to the bonded interface,
avoiding resin tags. The discrepancy between the depth of
demineralization and that of resin monomer infiltration in the
intertubular regions of the adhesive/dentin interfaces were clearly
observed for etch-and-rinse control adhesives. Results have confirmed
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that adhesive penetration for etch-and-rinse systems is always less than
the extent of dentin demineralization.”” ** > The lack of complete
infiltration throughout demineralized dentin with etch-and-rinse
adhesive systems can be attributed to a variety of factors, including
adhesive phase separation. With “wet-bonding” approach, the spaces
between the demineralized collagen fibrils are filled with water and the
adhesive may separate into hydrophobic Bis-GMA-rich and hydrophilic
HEMA-rich phases as it interacts with water.”® Therefore, the
hydrophobic Bis-GMA monomer would resist diffusing into water-rich
sites’” >” and lead to a porous hybrid layer characterized by a minimal
amount of the Bis-GMA distributed in a hydrophilic HEMA-rich matrix.
HEMA is unstable in aqueous environment, and thus, may degrade
when exposed to oral fluids over the long term.”” *° In contrast, the
extent of adhesive penetration with self-etch systems, CSE (4.0 pum) and
PLP (5.0 um), was identical to the extent of dentin demineralization.
This is in a%gegggnt with the findings of previous micro-Raman
investigations.”™ 7"

When puTBS and micro-Raman results are interpreted together,
no relationship was observed between adhesive penetration and bond
strength. Also, the “double etching” of dentin (by phosphoric-acid
etching and self-etching by functional monomers) did not influence
bond strength adversely. For instance, SU used in self-etch or in etch-
and-rinse mode, irrespective of the extent of adhesive infiltration,
exhibited similar bond strength values, which may be a result of the
chemical bonding ability of 10-MDP monomer and polyalkenoic acid
copolymer to dentin.” On the other hand, AB adhesive in etch-and-rinse
mode showed improved bond strength in comparison with the self-etch
mode. The superior bonding effectiveness of AB in etch-and-rinse mode
is attributed to a deeper etching pattern produced by additional
phosphoric acid etching step that assures a better resin infiltration.
Though different hybrid layer thickness was observed for AB adhesive
groups, a correlation between dentin bond strength and adhesive
infiltration was found. When AB was applied following self-etch or
etch-and-rinse protocol, diffused ~2.0 pm and ~4.0 pm into the
demineralized dentin, respectively. A relative higher percentage of
adhesive was detected for AB in Er mode (24%) and lower for AB in Se
mode (4%) at the bottom of the hybrid layer. It was reported that the
magnitude of dentin bond strengths rely on the extent of resin
infiltration into the collagen 2p etreated with an acidic monomers or with
phosphoric acid conditioner.” >

With regard to failure patterns, all groups showed mostly adhesive
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failures after loading, which indicate the loading stress is concentrated at the
interface between the adhesive and the top or bottom of the hybrid layer."
The ratio of cohesive failure in dentin and mixed failure ranked the second
highest failure pattern for all adhesives. When a relatively high uTBS was
measured for SU and AB applied following etch-and-rinse approach, the
specimens tended to fail cohesively in dentin. Therefore, this observation
indicates that actual bonding effectiveness of both universal adhesives was
not assessed because the cohesive strength of the dentin itself was lower
than the interfacial bond strength. This means that “double etching” causes
deeper demineralization of dentin, which in turn meant that they were not
capable of being completely infiltrated by resin monomers. Some studies
suggested that the failure was likely to be initiated in this weakest zone,
leading to decreased bond strength.”” ® Therefore, this finding does not
agreed with the results of the present study. The presence of a demineralized
dentin zone has little adverse effect on the bond strength.
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CONCLUSIONS

With the limitations of this study the bonding effectiveness of
universal adhesives may be improved by pre-etching the dentin surface
with phosphoric acid, which should not negatively affect adhesion. The
infiltration of resin monomers into demineralized dentin may produce a
gradual adhesive infiltration with the highest concentration at the
adhesive surfasse, lower concentration in the middle of the hybrid layer,
and little adhesive in the deepest por tion of the demineralized zone.

Acknowledgements

The authors report no conflict of interest and wish to thank Dr. Mark
Sparrow for micro-Raman spectroscopy assistance and also, to thank Dr.
Lee Boushell for Fe-SEM assistance. The study was partially supported
by Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), ID: 9859/11-0.

127



128



TABLES

Table 1 - Materials, batch numbers and compositions of adhesives tested.

Adhesive system

Composition

Scotchbond Universal
Universal adhesive

Lot 41453, pH: 2.7

3M ESPE, St Paul, MN, USA

MDP phosphate monomer, dimethacrylate
resins, HEMA, vitrebond copolymer
(acrylic and itaconic acid), filler, ethanol,
water, initiators, silane

All Bond Universal
Universal adhesive
Lot. 1200004676, pH >3

Bisco Inc., Schaumburg, IL, USA

MDP phosphate monomer, Bis-GMA,
HEMA, ethanol, water, initiators

Optibond FL

Three-step etch-and-rinse
Primer: Lot.35265, pH:1.8
Bond: Lot.35266

Kerr, Orange, CA, USA

Primer: HEMA, GPDM, ethanol, water,
photoinitiator, BHT
Bond: TEGDMA, UDMA, GPDM,
GDMA, HEMA, Bis-GMA, filler,
photoinitiator (CQ)

Adper Single Bond Plus
Two-step etch and rinse

Lot. 322895, pH: 4.3

3M ESPE St Paul, MN, USA

Adhesive: HEMA, water, ecthanol, Bis-
GMA, methacrylate functional copolymer
of polyacrylic and poly(itaconic) acids,
dimethacrylates, photoinitiator (CQ)

Clearfil SE Bond

Two-step self-etch

Primer: Lot.010484, pH: 2.0
Bond: Lot.01567A4

Kuraray, Osaka, Japan

Primer: 10-MDP, HEMA, dimethacrylate
monomer, photoinitiator (CQ), water
Bond: 10-MDP, HEMA, Bis-GMA,
dimethacrylate ~ monomer, microfiller,
photoinitiator (CQ)

Adper Prompt L-Pop
One-step self-etch
Lot.465223, pH: 0.7

3M ESPE, St Paul, MN, USA

Red blister: Methacrylate, phosphoric
esters, Bis-GMA, photoinitiator (CQ),
stabilizers

Yellow blister: Water,
polyalkenoic acid, stabilizers

HEMA,

Abbreviations: 10-MDP = 10-methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate, HEMA = 2-
hydroxyethyl methacrylate, Bis-GMA = bisphenol glycidyl methacrylate, GPDM = glycerol
phosphate dimethacrylate, BHT = butylhydroxytoluene, GDMA = glycerol dimethacrylate, CQ

= camphorquinone,
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Table 2 - Application mode of the adhesives tested.

Adhesive system

Application mode

Scotchbond Universal

Self-etch mode (Se): Adhesive rubbed with
disposable applicator for 20 s. Solvents
evaporated with water-free and oil-free air for
about 5 s until no further adhesive movement
noticed. Light cured for 10 s.

Etch-and-rinse mode (Er): Etchant applied for
15 s and rinsed thoroughly for 10 s. Surface left
moist by blotting the dentin with a absorbent
paper. Adhesive applied as for the self-etch
mode.

All Bond Universal

Self-etch mode (Se): Adhesive scrubbed in two
separate coats with disposable applicator for 10-
15 s per coat. Light-curing was not performed
between coats. Solvents evaporated with water-
free and oil-free air for about 10 s until no
further adhesive movement noticed. Light cured
for 10 s.

Etch-and-rinse mode (Er): Etchant applied for
15 s and rinsed thoroughly. Surface left moist by
blotting the dentin with a absorbent paper.
Adhesive applied as for the self-etch mode.

Optibond FL

Etchant applied for 15 s and rinsed for 15 s.
Surface left moist by blotting the dentin with a
absorbent paper; Primmer rubbed for 15 s. After
air-dried for 5 s, bond agent was applied for 15 s
using the same applicator. Air-thinned for 3 s
and light cured for 20 s.

Adper Single Bond Plus

Etchant applied for 15 s and rinsed for 10 s.
Surface left moist by blotting the dentin with a
absorbent paper. Adhesive applied in 2-3
consecutive coats with disposable applicator
using light brush motion for 15 s. Air-dried for 5
s and light cured for 10 s.

Clearfil SE Bond

Primer applied with disposable applicator and
left in place for 20 s. Solvents evaporated with
water-free and oil-free air. Bond agent applied
and air-thinned. Light cured for 20 s.

Adper Prompt L-Pop

Solution A and solution B mixed for 5 s.
Adhesive rubbed with finger pressure using
disposable applicator for 15 s and air-thinned.
Light cured for 10 s.
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Table 3 - Microtensile bond strength (WTBS) values (means + SD) and number

of pre-testing failures (ptf). n=45.

Baseline After cyclic loading
Groups uTBS (Mpa) ptf/n  pTBS (Mpa) ptf/n
Scotchbond Universal-Se ~ 46.9 + 7.9 1/45 52,6 +10.1*"  1/45
Scotchbond Universal-Er ~ 57.5+2.7**  0/45 65.2+5.0%° 0/45
All Bond-Se 3754878 1/45  41.0+9.8*° 3/45
All Bond-Er 573+44™ 045 59.6+102"" 1/45
Optibond FL 437+ 724 0/45  49.7+14.9%°  0/45
Adper Single Bond Plus 56.2+7.8™  0/45 51.0+4.4M° 0/45
Clearfil SE Bond 5324424 0/45 642+4.1%° 0/45
Adper Prompt L-Pop 352+13.6™  1/45  12.7+5.0%¢ 5/45

Same capital letters indicate similar means within rows (p < 0.05).
Same lowercase letters indicate similar means within columns (p < 0.05).

| Table 4 - Failure mode analysis.

Baseline After cyclic loading
Groups AD CD CC M|AD CD CC M
Scotchbond Universal-Se 26 0 8 11| 27 14 0 4
Scotchbond Universal-Er 29 0 10 6 | 23 18 0 4
All Bond-Se 28 3 5 9 | 27 5 2 11
All Bond-Er 25 3 10 7|24 11 1 9
Optibond FL 21 7 8 9 | 20 10 1 14
Adper Single Bond Plus 23 11 5 6 | 28 9 3 5
Clearfil SE Bond 26 3 10 6 | 15 18 9 3
Adper Prompt L-Pop 30 0 3 12 | 45 0 0 0

AD: failure at adhesive interface; CD: cohesive failure in dentin; CC: cohesive
failure in composite; and M: failure at adhesive interface including dentin
and/or composite.

Table 5 - The depth of adhesive infiltration, dentin demineralization and dentin

not infiltrated in um.

Adhesive group sl Dentin Dentin not

infiltration demineralization infiltrated
SU-Se 2.3 3.5 1.0
SU-Er 5.0 8.5 3.5
AB-Se 2.0 2.0 0.0
AB-Er 4.0 6.5 2.5
OFL 35 50 )5
SBP 3.5 4.5 1.0
CSE 4.0 4.0 0.0
PLP 5.0 5.0 0.0
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Figure 1 — Raman reference spectra for dentin (a), Optibond FL (b), Adper
Single Bond Plus (c), Clearfil SE Bond (d), Adper Prompt L-Pop (e),

Scotchbond Universal (f) and All Bond Universal (g). 133
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Figure 2 — Percent of universal adhesives as a function of spatial position across the
adhesive/dentin interface. The position at 0.5 pm represents the start of the hybrid
layer, while the last position to the right represents the beginning of mineralized
dentin.
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Figure 3 — Percent of control adhesives as a function of spatial position across the
adhesive/dentin interface. The position at 0.5 pm represents the start of the hybrid
layer, while the last position to the right represents the beginning of mineralized
dentin.
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Figure 4 — Representative FESEM micrographs of debonded dentin surface of a
specimen bonded with SBP after load cycling. (A) An adhesive failure is more
evident. (B) High magnification showing fractured resin tags; the failure occurred at
the top of the hybrid layer.

Figure 5 — Representative FESEM micrographs of debonded specimen bonded with
SU-Er after load cycling. (A) A cohesive failure in dentin may be observed below
the hybrid layer. (B) High magnification showing non-infiltrated dentin.

Figure 6 — Representative FESEM micrographs of debonded specimen bonded with
PLP after load cycling. (A) Typical adhesive failure; the failure of the top of the
hybrid layer occurred over the entire debonded surface. (B) High magnification
showing resin-filled dentinal tubules.
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