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Resumo

Os objetivos deste estudo foram: 1- avaliar a influéncia da aplicacdo de proantocianidina
(PA) e de diferentes temperaturas para volatilizacdo de sistemas adesivos sobre o médulo de
elasticidade (E) e a variacdo de massa (% Wmc) da camada hibrida; 2- avaliar a influéncia
de diferentes temperaturas de volatilizacdo sobre o grau de conversdo (GC) dos sistemas
adesivos e a Resisténcia de Unido (RU) da interface adesiva submetida as técnicas de unido
alcodlica ou umida. Capitulo 1: Neste estudo foram utilizados os adesivos Single Bond Plus,
Excite, e One Step Plus para confec¢do de espécimes (n = 12 palitos) de adesivo (A) e de
macro-modelos de camada hibrida (M) preparados a partir de fatias de dentina, ambos (A,
M) apé6s volatilizagdo a 23°C ou 40°C. Para criar M, os espécimes de dentina foram
desmineralizados e, nos grupos onde o PA foi aplicado, este permaneceu em contato com a
dentina por 10 min, seguidos da infiltracdo por cada adesivo. ME e % Wmc foram avaliados
a seco (24 h) e apds imersdo em dgua destilada (24 h, 1, 3 e 6 meses). Os dados de ME de A
e M foram analisados pelo teste de Tukey e Wmc % por Kruskal Wallis e Dunn. A
combinacdo do tratamento da dentina com PA, com a temperatura volatilizacdo a 40°C,
aumentou o E e diminuiu a Wmc % para os adesivos avaliados a longo prazo. Estes resultados
sugerem que a volatilizacio a 40°C associada ao tratamento com PA, modulou positivamente
o ME e a Wmc % de M, provavelmente devido a maior volatilizacdo de solvente e as
alteragdes na bioquimica de coldgeno. Capitulo 2: 108 terceiros molares foram divididos em
12 grupos para RU (n=6), de acordo com o tipo de adesivo [One-Step (OS), Excite (EX) e
Single Bond 2 (SB)], técnica de unido umida (dlcool-TA; dgua-TU) e temperatura de

volatilizacdo (23°C; 40° C). Os palitos (0,7mm?) foram testados (0,5 mm/min) apo6s 24 horas
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ou ap6s 12 meses e 30 meses de armazenamento em dgua. Para GC (faixa de 1665 a 1580
cm™), 6 grupos (n=5) foram avaliados, de acordo com o tipo de adesivo (OS, EX, SB) e
temperatura de volatilizacdo (23° 40° C). Trés terceiros molares adicionais para cada grupo
experimental foram utilizados para andlise qualitativa da interface adesiva em microscopia
de varredura confocal laser (MVLC) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Os dados
quantitativos (RU e GC) foram analisados por ANOVA e teste de Tukey. Nao foi observada
diferencga estatistica entre TA e TU. Os corpos de prova volatilizados a 40° C apresentaram
maior GC em todos os adesivos avaliados comparativamente a 23° C. Maiores valores de RU
foram obtidos apds volatilizagdo a 40° para todos os grupos. Foram observadas redugdes
significativas em RU para os adesivos a partir de 12 meses de armazenamento. Menores
caracteristicas de degradacdo e nanoinfiltracilo (MVCL e MEV) foram observadas nos
grupos que associaram TA com volatilizagdo a 40°C. OS apresentou pior desempenho em
GC, RU (30 meses) e além de maior nanoinfiltracao.

Palavras-chave: Aquecimento; Evaporacdo; Dentina; Coldgeno; Extrato de Semente de

Uva.
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Abstract

Objetives: 1- To evaluate the influence of the volatilization temperature on the stiffness (E)
and the mass change (Wmc %) of hybrid layers dentin matrix modified by proanthocyanidins
(PA).; 2- To evaluate the influence of different volatilization temperature on the Degree of
Conversion (DC) of adhesive systems and on the Microtensile Bond Strenght (uTBS) of the
adhesive interface subjected to ethanol (ET) or water (WT) wet- bonding technique. Chapter
1: In this study, Single Bond Plus, Excite, and One Step Plus were used for making beams (n
= 12) of adhesive (A) and macro models of hybrid layer (M- prepared from a flat mid coronal
dentin surface), both after volatilization temperature of 23°C or 40°C. To create M, the dentin
beams were demineralized and, in groups where PA was applied, the PA it treated the dentin
for 10 min, followed by adhesive infiltration. E and Wmc % were performed in both dry (24
hours) and after immersion in distilled water (24 h, 1, 3 and 6 months). Data from E of A and
M were analyzed by Tukey-Kramer test and the Wmc % by Kruskal Wallis, and Dunn. The
combination of pre- treated dentin with PA, along with warm temperature of volatilization
increased the E and decreased the mass change for all adhesives evaluated in the long run (p
< 0.05). These results suggest that volatilization at 40 °C associated with PA treatment,
positively modulated Wmc % and E, most probably due to volatilization of the solvent and
biochemical alterations in collagen. Chapter 2: 108 third molars were divided into 12 groups
for u'TBS (n = 6), according to the type of adhesive [One-Step (OS), Excite (EX) and Single
Bond 2 (SB)], to the wet- bonding technique (ET or WT) and volatilization temperature (23°
C; 40 ° C). The bonded sticks (0,7mm?) were tested (0.5mm / min) after 24 hours or after

immersion in distilled water (12 and 30 months). Six groups (n = 5) were evaluated for DC
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(peak intensities 1665-1580 cm-1), according to the type of adhesive (OS, EX, SB) and
volatilization temperature (23; 40 ° C). Three additional third molars for each experimental
group were used for qualitative analysis of the adhesive interface in confocal laser scanning
microscopy (CSLM) and scanning electron microscopy (SEM). Quantitative data (WTBS and
DC) were analyzed by ANOVA and Tukey test. There was no statistical difference between
TA and TU. The bonded sticks volatilized of 40° C showed higher DC for each adhesive
evaluated than the sticks volatilized by 23° C. The higher yTBS values were obtained after
volatilization of 40° C for all groups. Significant reductions in uTBS were observed for both
adhesives tested from 12 months of water storage. The Lowest interfacial degradation
characteristics and nanoleakage (MVCL and SEM) were observed in groups that associated
TA and volatilization at 40° C. OS demonstrated the worse performance in DC and in the

uTBS (after 30 months), and higher nanoleakage.

Keywords: Heating; Evaporation; Dentin; Collagen; Grape Seed Extract.



SUMARIO

DEDICATORIA ......oveerrerrerrrennene - seessssesnessnessssssasssnessasssessnesssssssasssens Xili
AGRADECIMENTOS ......ovevvvenrersssssssssssssnsssesssssssmsssesssssssmsssssssssssessssssssssessassssesssensse XVl
INTRODUCAQO ....coeererrrerrrnerennens
CAPITULO 1: cveeerereceerreresenesnesssssssssssesssssssssssesssesssnsssessssnsssssssssssnssssssssssnsssesssssssmsssasssass 3

Dental adhesives and strategies for displacement of water/ solvents from collagen fibrils

CAPITULO 2:ucceeeerrrecensensenmasssessssssssssssesssssssssssssssassssssssssossassssssssssssssssssssssassssssssssssss 27
Efeito de diferentes temperaturas de volatilizagdo de sistemas adesivos sobre o seu grau de
conversiao e de diferentes técnicas de unido sobre a estabilidade da interface adesiva

CONSIDERACOES GERALIS.......oouvrerneurerssnssessssmssessssessssesssssessassessassssessessessassessasesse 03
CONCLUSAQO .ceuneniersennanes ceessssasssasss s mssssssassssmssssssssssssssssssssssansssssssses 09
REFERENCIAS ...couovovnereeersasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasssssasssssssssssssssssssssasssases 1 1

X1



Xii



DEDICO ESTE TRABALHO

A DEUS

Esta Dissertacdo eu dedico a Ele, o meu melhor Amigo, o meu maior Amor. Aquele que
caminha comigo, que dirige meus passos, aquele que brilha para mim me mandando primeiro
colocar os pés, para em seguida Ele colocar o caminho. Dedico a Ele a minha existéncia pois
sem Ele eu ndo estaria aqui vivendo a realizagdo de mais um sonho.

“Tudo quanto fizerdes, por palavra ou por obra, fazei-o em nome do Senhor Jesus, dando por

ele gracas a Deus Pai”.

(Col3:16e17)

Ao meu amor

Quero agradecer por ser tdo especial na minha vida e por me trazer a certeza de que tenho
em voc€ um porto seguro, um abrigo tranqiiillo em meio as tempestades da vida. Agradeco
por toda compreensdo esquecendo a distancia e me incentivando na busca de meu sonho
mesmo quando percebe minhas ldgrimas ao telefone. Agradeco por dizer, algumas vezes, o
que eu realmente precisava ouvir, em vez do que eu queria que vocé dissesse. A certeza da
sua compreensdo e do seu companheirismo € uma ben¢do que Deus me deu. Agradeco por
compartilhar seus sonhos comigo e fazer dos meus sonhos, seus sonhos. Agradeco por
colocar tanta sabedoria, amor e cuidado no nosso namoro, noivado. Agradeco a Deus pelo
nosso casamento que se aproxima. Pois voc€ na minha vida faz uma grande e maravilhosa

diferenca. Amo vocé.

Xiil



DEDICO ESTE TRABALHO

A minha mae

A vocé que compartilhou os meus ideais, incentivando-me a prosseguir na jornada, fossem
quais fossem os obstaculos; Do amor incondicional que me acompanha a cada momento da
minha vida, ajudando a trilhar o meu caminho. Do amor que transformou meus sonhos em
sua vontade, minhas tristezas em suas lagrimas, minhas alegrias em suas vitorias. Sem vocé
ndo poderia chegar aonde cheguei. Com vocé aprendi a ndo desistir de meus sonhos, a me
esforgar, a vencer meus limites. Esta é uma longa jornada. Sem a sua ajuda e fortaleza, esta
seria uma tarefa intermindvel. Vocé me mostrou a possibilidade impossivel, alimentando

meus sonhos. Vocé € minha jéia mais preciosa. Eu te amo minha Mae guerreira!

Ao meu pai

Agradeco a vocé meu Pai, que mesmo distante, em outro estado, manteve-se ao meu lado
lutando comigo. Obrigada por me ensinar a importancia dos estudos para alcangar as vitorias.
Dedico essa conquista também a vocé que sempre sonhou comigo. O momento € de
conquista. Alcancei mais uma meta. Mais um sonho realizado. Estou muito feliz e divido
essa alegria com o sr que sempre me impulsiona a alcangar novos horizontes. Vocé é muito

importante pra mim. Te amo meu Pai!

X1V



DEDICO ESTE TRABALHO

Ao Mauricio

Ao meu “Paidrasto”, o meu mais sincero agradecimento por compartilhar este meu percurso
com bastante estimulo e amizade. Muito obrigada por seus conselhos, apoio, ajuda, oragdes

e por toda a torcida.

Aos meus irmaos

Aos meus queridos irmdos Leonardo e Lindemberg pelas oracdes, apoio, pela forga, pelo
carinho que sempre me deram em todos os momentos que precisei. Obrigada pela torcida

mesmo de longe e por se alegrarem com minhas vitorias. Amo voces.

Aos meus avés

A minha av6 Rachel por todo carinho, amor, apoio, oracdes em todo momento, sempre se
emocionando nas minhas conquistas, sempre fazendo dos meus sonhos, os seus sonhos, me
ensinando sempre a importancia do amor, do respeito. Ao meu avo Jacintho (in memorian)
que sempre vibrou com as minhas vitorias derramando lagrimas de alegria fazendo eu me
sentir a mais querida das netas; obrigada por ter me ensinado a ser uma pessoa honrada nao
importando os sacrificios a serem feitos. A minha avé Zé€lia (in memorian) que, mesmo de
longe, sempre torceu e me apoiou em meus sonhos. Ao meu avd Adalberto (in memorian)
por ter me ensinado a importincia da unido da familia e a nunca deixar de lado os meus

sonhos, me ensinou que apos uma queda temos o dever de nos levantarmos e seguir em frente.

XV



DEDICO ESTE TRABALHO

A minha familia

A toda a minha familia que amo tanto, em especial aos meus tios Féabio, Silvia, Marcelo,
Maura e Roseli por todas as oracdes, carinho, conselhos, pelo apoio que sempre me deram,
me incentivando a buscar meus sonhos ndo importando as dificuldades que estivessem a
minha frente. Por todo amor e pela torcida incondicional. Ndo tenho palavras para agradecer

toda a ajuda que sempre me deram. Tenho muito respeito e admiragdo por voceés.

Xvi



AGRADECIMENTQOS ESPECIAI S

A minha orientadora Giselle Maria Marchi Baron

“Muito obrigada pela sua orientacdo, amizade, dedicagdo, disponibilidade, paciéncia e apoio
em todos 0s momentos, tanto no Mestrado quanto no Doutorado. Obrigada pela confianca
em mim depositada e pelo incentivo ao meu crescimento profissional. A vocé, que muito
mais do que uma orientadora se tornou uma conselheira, amiga e mde nos momentos que
mais precisel. Agradeco a Deus por ter recebido a benc¢ao de ter uma orientadora tio especial!
Pra mim vocé € um exemplo de docente, clinica, pesquisadora e pessoa! A vocé, todo o meu

carinho, admiragdo e gratidao!”

Ao Prof. Dr. Paulo Henrique dos Santos

“Agradeco pela disponibilidade, ensinamentos, aten¢do e pelo exemplo de docéncia,
responsabilidade, competéncia e honestidade que levarei sem duvida por toda minha vida.
Expresso os meus maiores agradecimentos e 0 meu mais profundo respeito, que sempre serao

poucos diante do muito que me foi oferecido.”

A Profa. Dra. Ana Karina Bedran- Russo

“Agradeco pela orientacao inteligente, pelo exemplo de comprometimento com a pesquisa e
pela excelente colaboragdo com meu trabalho de pesquisa. Pelo carinho e conselhos de

1

sabedoria 0 meu muito obrigada

Xvil



AGRADECIMENTQOS ESPECIAI S

Prof. Dr. Flavio Henrique Baggio Aguiar

“Pela insubstituivel contribuicio para meu aprendizado durante todo o curso de Mestrado e
Doutorado, por todo conhecimento transmitido e por estar sempre disposto a ajudar,
aconselhar e principalmente ensinar. Os meus mais sinceros agradecimentos por todo

respeito e disponibilidade.”

Ao Prof. Dr. Renato Herman Sundfeld

“Agradeco seu apoio e disponibilidade durante todo o ultimo ano da minha graduacdo
quando foi meu orientador de iniciagdo cientifica. Gostaria que soubesse que 0 vejo como
um exemplo de docente, orientador, um exemplo de pessoa. Obrigada por todo
conhecimento compartilhado e por contribuir de maneira expressiva para a realizacao do meu

objetivo.”

A amiga Cintia

“Cintia, voc€ € uma pessoa muito especial, uma amiga e “mae” dedicada, de coracdo imenso
e insubstituivel. Vocé€ sempre poderd contar comigo! PARA SEMPRE. Obrigada pelos
ensinamentos, pelo exemplo de responsabilidade, inteligéncia diante de momentos dificeis
por todos os momentos de descontracdo e pelo seu carinho. Por onde passa vocé ilumina,

com sua simplicidade e simpatia.”

XVviil



AGRADECIMENTQOS ESPECIAI S

A amiga Milena
“Mi, s6 o convivio pode dizer quio grande € uma amizade. Obrigada por estar do meu lado
em todos os momentos e SEMPRE. Eu tenho certeza de que mestrado e doutorado nio seriam

0s mesmos se nao fosse a sua companhia e lealdade. Obrigada por tudo.”

A FAPESP

A Fundagio de Amparo 2 Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pela Bolsa de Estudo
que me foi concedida durante grande parte do curso de Mestrado. Agradeco pela Bolsa de
Doutorado no Brasil e pela Bolsa de Estagio de Pesquisa no Exterior. O seu incentivo foi
essencial para a realizacdo dessas pesquisas € para minha manuten¢do em Piracicaba para

concluir minha pés- graduagao.

X1X



XX



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba- Unicamp, nas pessoas do Diretor Prof. Dr. Jacks
Jorge Junior e do Diretor Associado Prof. Dr. Alexandre Augusto Zaia, pela oportunidade de

realizacdo do Curso de P6s- Graduagdo nesta tdo conceituada Universidade.

A Profa. Dra. Cinthia Pereira Machado Tabchoury, Coordenadora Geral do Curso de Pos-
Graduagdo e a Profa. Dra. Karina Gonzales Silvério Ruiz, Coordenadora do Curso de Pés-

Graduagdo em Clinica Odontoldgica, pela seriedade com que conduzem seus trabalhos.

Aos Professores que participaram do meu exame de qualificacdo Prof. Dr. Anderson Catelan,

Profa. Dra. Eloisa de Paula e Prof. Dr. Flavio Henrique Baggio Aguiar.

Aos Professores da Area de Dentistica da Faculdade de Odontolo gia de Piracicaba, Prof. Dr.
Luis Roberto Marcondes Martins, Profa. Dra Giselle Maria Marchi Baron, Prof. Dr. Flavio
Henrique Baggio Aguiar, Prof. Dr. Luis Alexandre M. S. Paulillo, Prof. Dr. José Roberto
Lovadino, Prof. Dr. Marcelo Giannini e Profa. Dra. Débora Alves Nunes Leite Lima por
terem contribuido para o aprimoramento dos meus conhecimentos, por todos os conselhos e

ensinamentos.

xXx1



AGRADECIMENTOS

Ao Adriano, pela competéncia, disponibilidade e apoio, tornando- se essencial na realizagdo
das imagens de Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Confocal. Muito

obrigada!

A Profa. Dra. Glaucia Maria Bovi Ambrosano desta Faculdade pela realizacdo da andlise

estatistica deste trabalho e por toda sua dedicacdo quando mais precisei.

A Fernanda, ao Adriano e a Claudinha por todo apoio e carinho que me deram quando

cheguei a Piracicaba e por me ajudarem sempre que precisei.

A Monica pelo bom humor, apoio e disponibilidade nos ajudando durante todo esse processo

mesmo enquanto eu estava fora do pais. Muito obrigada por tudo!!!

A todos os Funciondrios desta Faculdade, que de alguma forma possibilitaram a realizag¢do

do curso de Doutorado.

A todos os meus amigos, em especial Joyce, Leticia, Audrey, Lela, Amanda, Juliana,

Fernanda, Patricia e Marcela pela forca que me deram, pelo carinho e por estarem sempre

pre sentes.

XXxil



AGRADECIMENTOS

A todos os meus professores da UNESP de Aracatuba que muito contribuiram para a minha
formacao profissional. De modo especial ao Prof. Dr. Alicio Rosalino Garcia, Prof. Dr. Paulo
Renato Junqueira Zuim, Prof. Dr. André Luiz Fraga Briso, Profa. Dra. Sandra Rahal
Mestrener e Prof. Dr Ricardo Coelho Okida e Prof. Dr. Michel Saad Neto, Prof. Dr. Renato
Herman Sundfeld e Prof. Dr Paulo Henrique dos Santos que sempre estiveram envolvidos de
alguma forma na minha busca pelas realizacdes de meus sonhos. Sdo verdadeiros exemplos
de inteligéncia na docéncia a serem seguidos. Os meus mais sinceros agradecimentos pela

grande influéncia que tiveram no meu modo de pensar em Odontologia.

A Faculdade Ledo Sampaio e aos professores da Casa pela compreensdo e pelo incentivo nos
dias que precisei que me ausentar de minhas atividades como docente para concluir meu

Doutorado, muito obrigada.

A todos os meus amigos, em especial Joyce, Leticia, Audrey, Lela, Amanda, Juliana,

Fernanda, Patricia e Marcela pela forca que me deram, pelo carinho e por estarem sempre

pre sentes.

Aos meus sogrinhos queridos por todas as oracdes, apoio, carinho e por sempre me falarem

palavras que acalmam meu cora¢do. Amo voces.

XXiil



AGRADECIMENTOS

Aos colegas de Mestrado e Doutorado Natélia, Giovana, Milena, Livia, Mayra, Bia, Kadu,

Diogo, Lucinha, Paulo, Boniek, Eduardo e Robson pela amizade e aprendizados

compartilhados durante todo o curso.

Aos amigos de Piracicaba, Anderson, Jéssica, Renato, Dayse pela amizade e apoio em

momentos que mais precisei.

A todos que de alguma forma me ajudaram na realizacido deste trabalho os meus mais

sinceros agradecimentos.

XX1V



EPI GRAFE

“Ndo basta ensinar ao homem uma especialidade, porque se
tornard assim uma mdquina utilizdavel e ndo uma
personalidade. E necessdrio que adquira um sentimento, um
senso prdtico daquilo que vale a pena ser empreendido,
daquilo que é belo, do que é moralmente correto.”

(Albert Einstein)

XXV



XXVi



Introducao

A infiltracdo do adesivo na dentina desmineralizada permite a formacdo da
camada hibrida, e representa 0 mecanismo essencial de adesdo a dentina (De Munck et al.,
2005; Nakabayashi et al., 1998). Nesse contexto, é de extrema importancia a evolugdo de
técnicas e/ ou manobras clinicas com o objetivo de se alcangar alta qualidade no processo de
hibridizacdo por meio da infiltracdo satisfatéria de mondmeros resinosos no substrato

desmineralizado.

Se por um lado, a 4gua no interior da matriz de coldgeno deve ser completamente
substituida pelo adesivo para se evitar a degradacdo da interface de unido dente/ restauracio;
por outro lado, a completa secagem da dentina se tornaria invidvel, o que causaria o colapso
das fibrilas de colageno comprometendo a formacdo da camada hibrida de adesdo (De Munck
et al., 2005).

Para uma unido eficaz, portanto, a estabilidade e a manutencdo de fibrilas de
coldgeno da dentina € de extrema importincia constituindo uma etapa critica (Bedran- Russo
et al., 2007) quando da realizacdo de restauracdes. O coldgeno em tecidos bioldgicos é
refor¢ado pela formacdo de ligagdes cruzadas nativas, o que aumenta a sua resisténcia fibrilar
contra a degradacdo enzimadtica, bem como fornece um aumento de suas propriedades
mecéanicas (Bedran- Russo et al., 2007).

Nesse contexto, uma abordagem que vem sendo extensivamente estudada
atualmente € a aplicacio de extrato de sementes de uva, uma substincia natural que possue a
capacidade de aumentar o numero dessas ligagdes cruzadas covalentes inter e
intramoleculares de coldgeno quando aplicada sobre a dentina desmineralizada (Han ez al.,
2003) de modo a fornecer, portanto, maior resisténcia a camada hibrida por serem,
possivelmente, ligacOes mais resistentes a colagenases enddgenas (Bedran- Russo et al.,
2007).

Além da dgua residual (Tay et al., 2003), alguns fatores como os solventes
organicos presentes em sistemas adesivos (Holmes et al., 2007) devem receber uma adequada

volatilizagdo ou podem interferir sobre a ocorréncia do processo de hibridizacio de qualidade



(De Munck et al., 2005). Logo, também € importante buscar manobras clinicas que visem

melhorar a volatilizacao de solventes presentes nos sistemas adesivos.

Baseado nisso, a utilizacdo de ar quente para volatilizagdo do sistema adesivo
tem sido investigada, sendo apresentados resultados promissores devido a elevacdo da
temperatura do material (Alexandre et al., 2008; Reis et al., 2009) o que pode elevar
consideravelmente a evaporacdo dos solventes resultando em uma camada adesiva mais
homogénea e resistente. Dessa forma, podemos alcancar maior estabilidade e durabilidade

da interface resina/dentina (Reis et al., 2004).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi examinar o médulo de elasticidade e a
alteracdo de massa a longo prazo de um macro modelo de camada hibrida fazendo uso de
extrato de uva, de adesivos dentindrios com diferentes tipos de solventes e de diferentes
temperaturas de volatilizagdo de sistemas adesivos. Além disso, foi avaliado o grau de
conversao Inicial e a resisténcia de unido a longo prazo de adesivos contendo diferentes tipos
de solventes volatilizados em diferentes temperaturas quando aplicados em dentina saturada

por dgua ou por etanol.
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Abstract

Objectives: To evaluate the influence of the volatilization temperature on the stiffness and

the mass change of hybrid layers dentin matrix modified by proanthocyanidins (PACs).

Methods: Adhesive resin (A) beams (n=12) created by Single Bond Plus (SB), Excite (EX)
and One Step Plus (OS) were prepared after solvent volatilization under 23 °C or 40 °C. The
macro-hybrid layer (M) (n= 12) was prepared using demineralized dentin beams sectioned
from human third molars. To create M, the dentin beams were demineralized and, in groups
where PA was applied, the PA it treated the dentin for 10 min, followed by adhesive
infiltration under 23 °C or 40 °C. The modulus of elasticity (E) and mass change (W e %) of
A and M were assessed in dry and wet conditions after immersion in water (24 h, 1,3 and 6
months. Data from E of A and M were statistically analyzed by Tukey-Kramer test and the
Wi % by Kruskal Wallis, and Dunn (a=0.05).

Results: Volatilization at 40 °C resulted in higher E values for A in each adhesive and for all
storage conditions (p < 0.05). The combination of dentin modification with PACs along with
volatilization at 40 °C increased the E and decreased the Wi % for adhesives evaluated

overtime (p < 0.05).

Clinical Significance: The warm temperature of volatilization associated with the dentin
biomodification positively modulated the E and the mass change of macro hybrid layers

likely due to the higher solvent volatilization and changes in collagen biochemistry.

Keywords: cross-linkers; collagen; dental adhesive; temperature volatilization; stiffness;

mass



Introduction

The clinical success and longevity of dental adhesive restorations depend on the
stability of their interfacial components. The infiltration of resin monomers in a mineral
depleted dentin matrix, results in the formation of a hybrid layer. Thus, the presence and the
quality of the hybrid layer are believed to be the essential mechanisms of adhesion to the
dentin (De Munck et al., 2005 ; Nakabayashi et al., 1998). However, there is no evidence that,
the water in the intra-and interfibrillar compartments of the collagen matrix is completely
replaced by the resin (Bertassoni et al., 2012; Takahashi et al. 2013). The remaining water
could increase the hydrophilic based resins’ water absorption (Yiu et al. 2006), plasticize
polymers, and accelerate degradation of the adhesive interface (Chersoni et al., 2004).

The resin co-monomers are dissolved in organic solvent that facilitates resin
diffusion within the collagen fibrils and assist with the removal of water during solvent
volatilization (Reis et al, 2003; Giannini et al, 2008). Therefore, the residual water in the
dentin (Tay et al., 2003) and the organic solvents present within adhesive systems (Holmes
et al., 2007) should be adequately volatilized as they interfere in the quality of the hybrid
layer (De Munck et al., 2005). Clinical techniques using heating for volatilization of solvents
results in higher mechanical properties (Klein-Junior et al, 2008; Reis et al, 2009; Alexandre
et al, 2008; Reis et al., 2010; Ogura et al, 2012) and reduction in interfacial
micropermeability (Reis er al., 2009; Reis et al., 2010). However, despite the fact that these
techniques have significantly increased the evaporation of the solvents, not enough promising
long-term results have been determined. According to Reis et al. 2009, in spite of the heat
direven volatilization promote a better cross-linked resin polymer, the hydrophilic nature of
the monomer remains the same, the water absorption in the long run could break the polymer

chains and degrade the adhesive interface.

An approach that has been extensively studied is the modification of dentin by
plant-derived cross-linkers. Proanthocyanidins (PACs) have the ability to modify the
structure of collagen by increasing the number of inter-and intramolecular cross-links (Han
et al, 2003) enhancing the mechanical properties of the hybrid layer (Bedran-Russo et al.,

2007). This improvement in mechanical properties has been linked to a possible dewatering



of the hybrid layer due to interactions of PACs with components of demineralized dentin
(Bedran- Russo et al., 2012), which could reduce the degradation of the adhesive interface
by long-term water absorption. In this context, flexural tests of macro hybrid layer models
can provide valuable information regarding the quantification of matrix shrinkage and resin
uptake, as well as mechanical properties of the hybrid layer after infiltration of the adhesive

(Chiaraput et al, 2008; Agee et al., 2006; Becker et al, 2007; Pashley et al, 2007).

Therefore, this study evaluated the modulus of elasticity and mass change of
macro hybrid layer, which were subjected to different strategies to eliminate solvents and
water in the adhesive system and dentin, respectively. For this purpose, the dentin matrix was
treated with PACs for tissue biomodification, and adhesives with different types of solvents
were subjected to different temperature of volatilization in order to assess the stability of the
adhesive interface. The null hypothesis tested was that the biomodification of dentin matrix
associated to warm temperature of volatilization (40°C) would not affect the mass change

and modulus of elasticity of the macro hybrid layer created by different adhesives systems.



2 Materials and methods

Adhesive systems

Commercially available etch-and-rinse adhesive systems with different solvents
were selected: Single Bond Plus [SB-ethanol and water based], 3M/ESPE, St. Paul, MN,
USA and One Step Plus [OS- acetone based], Bisco, Schaumburg, IL, USA, Excite F [EX-

ethanol based], Ivoclar Vivadent AG, Bendererstrasse, Schaan, Liechtenstein.

2.1 Adhesive specimen preparation

One mL of each adhesive system was dispensed in a circular-plate and their initial
mass was measured using an analytical balance (XP 504DR, Mettler Toledo Inc., Columbus,
OH, USA). Each circular-plate with the adhesive system was repeatedly weighed after 15,
30, 45 and 60 min until weight stablized. No changes in mass were observed after 45 min.
To keep traces of solvent in the adhesive (pilot study), the time of volatilization was set at 30
min. The adhesive systems were kept in the dark for 30 min in an oven at 40 + 1 °C or at
room temperature (23 = 1 °C). After time elaspsed, the adhesive systems were placed in
polyvinyl siloxane molds (0.28 mm x 1.5 mm x 7.0 mm) and were immediately light-cured
for 60 seconds on each side. Photo-activation was performed using a halogen-based unit
(Optilux 501, Kerr Corp., Orange, CA, USA) with light intensity of 800 mW/cm?. Then, all
adhesive resin beams (0.28 x 1.5 x 7 mm) were polished with 600-grit silicon carbide paper
with a silicone oil emulsion (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [Hosaka et al.,2010]. The

polishing procedure was performed by hand and without weight.

2.2 Macro hybrid layer model

2.2.1 Dentin specimen preparation
Twenty-five extracted human third molars were used following review and
approval by Institutional Review Board committee from Piracicaba Dental School-

University of Campinas (protocol 068/2014). The teeth were stored in thymol solution 0.1%,
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at a temperature of 4 ° C and then they were cleaned with periodontal curettes in order to
remove any organic and inorganic debris. Afterwards, the root and crown enamel were
removed from the teeth, and dentin disks were obtained from mid-coronal dentin using a
diamond, wafering blade (Buehler-Series 15L.C Diamond, Buehler, Lake Bluff, IL), under
constant water irrigation. Then, serial sections in the mesio-distal orientation were performed
resulting in dentin beams with 0.28 mm thickness (n = 6 per tooth). Thus, 144 beams were
obtained to a final rectangular dimension of 0.28 mm thickness x 1.5 mm width x 7.0 mm
length and a dimple was made at the margin of the beam for all measurements to be

performed on the same surface [Bedran- Russo et al., 2007].

2.2.2 Dentin beams demineralization

The dentin beams were immersed in 10% phosphoric acid solution (Ricca
Chemical Company, Arlington, TX, USA) for 5 hours to fully demineralize the dentin
specimen (Bedran-Russo et al, 2012.). For all groups, demineralized dentin specimens were

rinsed 5 times with distilled water.

2.2.3 Dentin matrix biomodification treatment

The dentin beams were randomly divided into twelve groups (n = 12) according
to dentin treatment: distilled water (control) or 6.5% PACs [95% proanthocyanidin-rich Vitis
vinifera (MegaNatural™ gold grape seed extract, California, USA)] [Bedran- Russo et al.,
2012]. The pH of the cross-linker was adjusted to 7.2 and the demineralized dentin beams

were immersed into the respective solutions for 10 min and rinsed.

2.2.4 Dentin beams dehydration

Since the macro hybrid layers are much thicker than the hybrid layer clinically
obtained (Chiaraputt et al., 2008), the dehydration process was performed with increasing
exchanges of ethanol (Sadek et al., 2010) or acetone according to the type of solvent present
in each adhesive evaluated, in order to optimize the infiltration of the adhesive. Then, the

dentin beams were dehydrated with acetone (OS) or ethanol (SB and EX) prior to resin



infiltration by adhesives. The dehydration process was started by applying a series of
increasing solvent concentrations (50%, 70%, 80%, 90% and 2 x 100%) [Sadek et al., 2010].

2.2.5 Volatilization temperature and resin infiltration

The dehydration process was followed by dentin beams immersion in 50%
solvent in the darkness (according to the solvent present in each adhesive)/ 50% adhesive
system solution at room temperature for 30 min and then two immersions in 100% adhesive
system, for 30 min each. In the third immersion in 100% adhesive system, the beams were
kept in the dark for 30 min at room temperature (23 + 1 °C) or in an oven (Isotemp, Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, USA) at 40 = 1 OC to enable solvent volatilization. The macro-
hybrid layers are much thicker than the hybrid layers created in clinical procedures
[Chiaraputt et al., 2008], therefore, for this study, a passive volatilization of solvents was
done (without the use of air jet) for 30 min but with the vial (containing the infiltrated beam)
semi open to allow evaporation of solvents.

The resin-infiltrated dentin beams were later placed between two mylar strips
and were immediately light curing as described above to the adhesive resin beams. The
excess of adhesive around the dentin beams was removed using a scalpel blade and the
margins and surface were polished using 600-grit silicon carbide grinding paper with a
silicone oil emulsion (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [Hosaka et al., 2010]. The

polishing procedure was performed by hand and without any weight.

2.3 Mass changes evaluation

Resin-infiltrated specimens were weighed (Mo) after demineralization of the
dentin beams, (M) immediately following resin-infiltration, and (M) after specimens were
kept in distilled water for 24 h, 1 month, 3 months, or 6 months.

Dry mass (Mo and M) was assessed after specimens were individually stored in
a desiccator containing anhydrous calcium sulfate at 37 °C for 24 h. These specimens were
then immersed in distilled water [Parthasarathy et al., 2012] for 24 h, 1 month, 3 months and
6 months in order to assess M2, M3 My M5, respectively. The excess water was wiped from

the specimen surface using absorbent paper in order to weight the beams, and immediately



weighed [Hosaka er al., 2010] by an analytical balance (XP 504DR, Mettler Toledo Inc.,
Columbus, OH, USA).

The resin/dentin matrix ratio (R) was assessed using the following formula
[Chiaraputt et al., 2008]: R (%) = 100 — ((Mox100)/M1), where Mois the dentin matrix mass-
after demineralization and M is the dentin beam after the resin- infiltration. In addition, the
percent mass change (Wmc %): was calculated according to the percentage mass gain of the
adhesive resin beam or the resin- infiltrated dentin beam after immersion in 24 h of water

storage using the following formula [Parthasarathy et al., 2012]: Wmc (%) = M2-M1)/M;

2.4 Apparent modulus of elasticity — 3-point flexural method

The modulus of elasticity (E) of adhesive resin beams and resin-infiltrated dentin
beams weres assessed using EZ Graph machine (Shimadzu, Kyoto, Japan) with 1 N load cell
and at crosshead speed of 0.5 mm/min, using the non-destructive three-point bending flexural
test at a 2% strain [Chiaraputt er al., 2008]. The modulus of elasticity (E) were obtained in
dry condition, and after immersion in distilled water (wet conditions- after 24 h, 1 month, 3
months and 6 months). The E was obtained in MPa (Mega Pascal) and calculated using the
following formula (Nielsen): E = PL3/4DbT, according to previous study by Bedran Russo
et al 2008.

3 Statistical Analysis
3.1 Stiffness

After the stiffness’s exploratory data analysis, the methodology of mixed models
for repeated measures was applied by PROC MIXED of SAS statistical program (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA, Release 9.2, 2010). Multiple comparisons were performed by
Tukey-Kramer test (o = 0.05).

3.2 Mass Change- W, (%)

The mass change’s exploratory data analysis indicated that the data did not meet

the assumptions of parametric analysis even after applying a transformation. Therefore, the
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mass change percentage was analyzed using Kruskal Wallis test followed by a Dunn's post
hoc test (o = 0.05).
3.3 Resin-dentin matrix Ratio

After exploratory data analysis for Resin/dentin matrix ratio, the 3-way ANOVA
was carried out using SAS statistical program (a = 0.05).
3.4 Pearson Correlation

The effects of percent mass change on modulus of elasticity were evaluated with

the Pearson correlation test (oo = 0.05)

4 Results

4.1 Adhesive Resin beams
4.1.1 Stiffness

The mean values and standard deviations obtained from three different etch and
rinse adhesive beams at 40°C and 23°C in different storage conditions, are presented in Table
1. Volatilization at 40° C resulted in higher E values for OS, EX and SB for all storage
conditions (p < 0.05). EX and SB presented higher E than OS in the different experimental
conditions after 1 month of water storage regardless of the temperature evaluated (p < 0.05).
When the storage conditions were compared for OS, the lower E was observed after 3 months
of immersion in distilled water, regardless of the temperature of volatilization (p < 0.05). All
adhesives evaluated in this study have shown a decrease in its E after 24 h water storage.
However, for both EX and SB, the E increased and no statistically significant difference were
noted between the storage conditions of 24 h Dry and of 6 months of water storage, regardless

of temperatures of volatilization (p > 0.05).
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Tablel - Means/standard deviations of stiffness (MPa) obtained from different adhesive resin

beams according to the experimental conditions.

Temperature Storage

“C) Condition Adhesive
One Step Single Bond Excite
24 h Dry *660.9 (44.69)Aa  *600.6 (38.69)Aa  *570.7 (39.71)Aa
24 h Wet *484.2 (50.04)Ab  *496.9 (46.46)Ab  *517.8 (25.68)Ab
23 1 month *4674 (44.15)Bb  *557.0 (58.79)Aa  *580.6 (39.41)Aa
3 month *362.6 (61.16)Bc  *556.7 (45.53)Aa  *574.7 (32.76)Aa
6 month *390.4 (50.00)Bc  *561.8 (49.87)Aa  *570.0 (36.58)Aa
24 h Dry 691.8 (29.96)Aa 696.1 (23.95)Aa 676.4 (30.64)Aa
24 hWet 522.1 (51.62)Bb 617.2 (48.30)Ac 600.1 (66.31)Ab
40 1 month 498.3 (35.76)Bb 628.1 (55.22)Abc 6429 (30.35)Aab
3 month 3879 (48.04)Bc 666.9 (29.99)Aab 619.2 (38.97)Ab
6 month 428.6 (37.00)Bc 683.2 (35.38)Aa 643.2 (39.51)Aab

Means followed by distinct letters represent statistically significant differences. Upper-case letters compare
adhesives in the same row, and lower-case letters compare storage conditions in the same column (p< 0.05). *
Denotes significant differences between volatilization temperatures (p < 0.05).

4.1.2 Mass Change- W, (%)

The times of storage tested did not significantly affect the EX and SB’ mass
change (Fig 1). In contrast, OS presented a higher Wmc (%) than SB and EX after 3 months
and 6 months of water storage (p < 0.05). There was no difference between the temperatures,

regardless of the adhesive and storage conditions.
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Figure 1- Percent mass change (Wmc %) obtained from different adhesive resin beams

according to the experimental conditions.
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The first measurement was in the baseline condition (24hdry) followed by the measurements in the wet
condition after the immersion of the adhesive resin beam in water. Increased Mass Loss (23 °C- 3 month:

-0.01%; 6 month: -0.05%) was observed in the adhesive resin beams produced by One Step (p <
0.05).

4.2 Resin-infiltrated dentin beams

4.2.1 Stiffness

In this study, adhesive, treatment, temperature and storage condition (p<0.0001)
significantly affected the stiffness of the resin- infiltrated dentin beams. The interactions
treatment & adhesive (p=0.0163), treatment & storage condition (p<0.0001), temperature &
storage condition (p<0.0001), adhesive & storage condition (p<0.0001), adhesive &

temperature & storage condition (p=0.1120), adhesive & treatment & storage condition
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(p<0.0001) and treatment & temperature & storage condition (p<0.0001) were significant. In
the control group, solvent volatilization at 40°C resulted in increased E values for both macro
hybrid layers produced by OS and EX when tested in dry conditions (p < 0.05). The resin
infiltrated dentin beams produced by SB presented increased E values only until after 24 h
of water storage (Table 2). In contrast, the combination of both strategies, pre- treatment of
the dentin with PACs rich extract and increased volatilization temperature of the solvents
present in adhesive systems had the highest modulus of elasticity values when compared with
the control groups for all adhesives evaluated from the third month until the sixth month of
aging in water (p<0.0001). However, this effect was not seen when demineralized dentin was
treated with PACs and infiltrated by the adhesives volatilized at room temperature. The poor
durability of resin—infiltrated dentin beams seemed to be eliminated when both strategies
(PACs and heating) were associated (p<0.0001). The dentin Infiltrated by acetone-based
adhesive (OS) showed greater decrease in the values of E when the samples did not receive
treatment with grape seed extract (p=0.0163). All adhesives evaluated in this study have
shown a decrease in its E after 24 h of water storage (p<0.0001). However, EX and SB groups
immersed in water remained stable overtime when the demineralized dentin was previously

treated with PACs.
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Table 2. Means/standard deviations of stiffness (MPa) obtained from different macro hybrid

layers according to the experimental conditions.

Storage

Treatment Temperature Condition Adhesive
One Step Single Bond Excite

24hDry  733.1(59.70)Aa 7155 (48.55)Aa  695.6 (79.36)Aa

24hWet  478.6 (49.96)Ab  497.6 (50.65)Ab  514.5 (62.44)Ab

23 1 month 413.1 (56.50)Abc  461.4 (29.69)ABb  482.4 (56.39)Ab

3 month 361.2 (43.01)Bc $506.9 (38.85)Ab 490.9 (74.97)Ab

6 month 346.2 (45.17)Bc 500.8 (36.47)Ab  481.9 (59.60)Ab

PACs 24 h Dry 792.6 (52.79)Aa 778.5 (42.75)Aa 782.6 (51.84)Aa
24 h Wet 538.2 (35.33)Ab 564.5 (56.51)Ab 559.9 (40.50)Ab

40 1 month 4794 (65.41)Bbc  537.5 (49.61)ABb 568.7 (49.41)Ab

3 month $444.6 (67.96)Bc $600.7 (69.65)Ab $596.9 (71.57)Ab

6 month $435.2 (52.69)Bc $600.6 (46.18)Ab $587.0 (57.93)Ab

24hDry  *7224(6538)Aa  *6673 (46.14)Aa  *710.4 (41.86)Aa

24hWet 5212 (38.18)Ab  *412.7 (61.00)Bb  537.0 (59.44)Ab

23 1 month 385.7 (96.35)Bc 375.1 (68.55)Bb  492.4 (51.77)Ab

3 month 254.1 (57.18)Bd 359.5 (57.63)Ab 407.0 (76 .81)Ac

6 month 2349 (59.39)Bd 3944 (41.77)Ab  382.2 (95.15)Ac

Control

24 h Dry 857.5 (58.45)Aa 798.0 (65.66)Aa 816.0 (63.36)Aa

24hWet  598.6(59.57)Ab 5364 (7825)Bb  624.3 (71.02)Ab

40 1 month 418.8 (98.55)Bc  471.3(90.99)Bbc  599.7 (77.90)Ab

3 month 2828 (70.77)Bd  453.1 9621)Ac  456.4 (87.76)Ac

6 month 2348 (78.56)Bd 4317 (97.95)Ac  445.7 (76.90)Ac

Means followed by distinct letters represent statistically significant differences. Upper-case letters compare
adhesives in the same row, and lower-case letters compare storage conditions in the same column (p<0.05). *
Differs significantly from the temperature of 40°C (p < 0.05). ® Depicts statistically significantly differences
between PACs and Control in the same temperature and storage condition (p < 0.05).
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4.2.2 Mass Change

Macro hybrids treated with PACs and volatilized at 40°C presented less mass
change (% Mass loss/ gain) (Fig 2- p<0.05). Similarly to what happened in the groups
volatilized at 23°C for the W, (%), the dentin infiltrated by OS presented a greater W, (%-
Mass loss) than those infiltrated by EX and SB after 6 months of water storage. However, this
difference disappeared (p>0.05) when the dentin was treated with PACs and volatilized at
40°C. Mass change (loss or gain) of the resin- infiltrated dentin beams was varied from 13.79%
mass gain and -8.33% mass loss. The lowest mass change values (-2.5 and 2.75%) were
observed in the dentin beams which were treated with PACs and infiltrated by adhesive
volatilized at 40 ° C. Increased Mass Loss (23 °C: -8.33%; 40 ° C: -4.68%) was observed in

the dentin beams that were not treated with PACs.
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Figure 2. Mass change (Wmc %) obtained from different macro hybrid layers groups

according to the experimental conditions.
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Measurements taken at 1 month, 3 months and 6 months immersion in storage media. * Differs significantly
from the temperature of 40°C in the same treatment, adhesive and storage condition (p < 0.05). © Depicts

statistically significantly differences between Control and PACs in the same temperature and storage condition
(p <0.05). PAC:s: proanthocyanidins; 23°C and 40°C are volatilization temperature.

4.3 Resin-dentin matrix Ratio

No significant differences in resin/dentin ratio were found for the demineralized
dentin beams immediately following resin-infiltration, regardless of adhesive systems
(p=0.1483; Table 3), temperature of volatilization (p = 0.1790), and dentin matrix treatments
(p = 0.8098; Table 3).
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Table 3- Means/standard deviations of Resin/dentin matrix ratio (%) obtained from different

resin-infiltrated dentin beams according to the experimental conditions.

Treatment Adhesive Temperature (°C)
23 40
Onestep 67.9/32.1 3.5) 70.4/29.6 (3.5)
PACs Singlebond 67.6/32.4 (4.6) 68.7/31.3 (5.8)
Excite 66.7/33.3 (3.3) 68.4/31.6 (3.6)
Onestep 69.2/30.8 (3.8) 69.5/30.5 (3.6)
Control Singlebond 68.0/32.0 (4.1) 68.8/31.2 (4.5)
Excite 68.0/32.0 (4.3) 67.2/32.8 (44)

There was no significant difference between the different experimental conditions: Treatment (p = 0.8098),
Adhesive (p=0.1483) and Temperature (p = 0.1790).

4.4 Pearson Correlation

A positive correlation was observed between the W, (%) and E values (r = -
0.2047, p<0.001) for the macro resin-infiltrated dentin. In contrast a negative correlation was
observed between W (%) and E (r = 0.0512, p = 0.3326) for adhesive resin. The mass

change affected the stiffness to the macro hybrid layers model.

Discussion

The association of 6.5% PACs dentin biomodification and warm temperature of
volatilization increased the properties of the hybrid layer when compared to the control
groups. Moreover, when associated with the temperature of 40°C, PACs rich extract also
positively influenced the mass change of hybrid layer for the beams exposed to water
degradation. Therefore, the null hypothesis of the present study was rejected.

Adhesive beams were prepared to verify the influence of the temperature on
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different types of solvents present in the tested adhesives. The adhesive resin beams
volatilized at 40°C showed higher modulus of elasticity compared to those volatilized at 23°C
for all timepoints (Table 1). However the same did not occur between the resin-infiltrated
dentin beams (except when associated to PACs pre-treatment- Table 2). These findings
suggest that, the degradation of the dentin matrix, and not only the resin monomers
degradation, was crucial for stability of the macro hybrid layer when subjected to warm
volatilization temperature.

In contrast to what was seen in the modulus of elasticity (Table 1), there was no
difference in the mass change of the adhesive resin beams between the temperatures (Fig 1).
This was confirmed by the lack of correlation between mass change and modulus of elasticity
for the adhesive resin beams. In addition, it was shown that the pre-treatment of dentin with
PACs associated with 40°C solvent volatilization reduced changes to the specimens’ mass
(Fig 2) and a positive correlation (r = -0.2047, p<0.001) was noted with the mechanical
properties (Table 2).

Water sorption within resin-dentin interfaces and elution of unpolymerizable
monomers are the most cited causes of degradation processes at the adhesive interface
(Tanaka et al., 1999; Shono et al., 1999; Li et al., 2001; Tay et al., 2003). It is well known
that the presence of water in the dentin substrate during the restorative procedure is a
challenge for clinicians and researchers, once the dentin is a moist substrate that requires
hybridization with more hydrophilic monomers. Furthermore, an inadequate process of
volatilization of solvent and residual water causes both to remain retained in the adhesive,
hindering the interaction of monomers during the polymerization process.

Thus, one can assume that the warm temperature of volatilization improved the
evaporation of solvents by facilitating the formation of a better cross-linked polymer
immediately after polymerization. Moreover, the pre-treatment of the dentin with PACs
appeared to suppress the damaging effect of water on resin-infiltrated dentin. In contrast,
resin/dentin matrix ratio (%) showed no statistically significant differences in the macro
hybrid layer composition (average of composition per group: 68.3% adhesive/ 31.7% dentin)
regardless of the adhesive composition, temperature of volatilization, and dentin matrix

biomodification (Table 3).
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The macro hybrid layer model is much thicker than the hybrid layer clinically
obtained (Chiaraputt et al., 2008). Thus, it is assumed that the formation of macro hybrid
layers is not subjected to variations in resin infiltration and is an acceptable representation to
the degradation that occurs in the hybrid layer (Ryou ez al.,2013). Considering that all macro
hybrid layers formed in our study were composed of similar percentage of resin/dentin
matrix, the positive influences of warm temperature and PACs rich extract on the formation
of a hybrid layer of better quality, had no direct relation to the resin infiltration rate.

The adhesive infiltration in the dentin matrix occurs by replacing water by
solvated liquid monomers (Takahashi et al.,2013), among type I collagen fibrils in a complex
network of glycosaminoglycans (GAGs), proteoglycans and phosphorylated proteins
(Mazzoni et al, 2008; Breschi et al., 2002; Marshal et al., 1997). It is known that, even though
the warm temperature may significantly increase the volatilization of the solvents due to the
presence of hydrophilic monomers, the water absorption could still continue to degrade the
adhesive interface over time (Reis et al. 2009). Clearly, since the nature of the monomer
could not be changed by heating it (Reis et al., 2010), there is a need to use a technique that
acts directly on the replacement of collagen water from dentin matrix to minimize the effects
of long-term degradation.

The ability of the hybrid layer to behave as a permeable membrane by allowing
water movement in the hybrid layer (Chersoni ef al., 2004), has been associated with the
propulsion actuation of GAGs as sponges, binding and organizing water molecules among
the demineralized collagen fibrils (Mazzoni et al, 2008). Bedran- Russo et al., 2012 presented
evidences of interactions between PACs and proteoglycans. These authors observed an
inverse relationship between concentration of PACs and collagen solubilization. The dentin
treated with grape seed extract showed a decrease GAG content. Thus, the authors speculated
that the decrease in GAGs may have positively influenced the mechanical properties by
reducing the effects of the degradation of dentin matrix and therefore changing the hydration
rates.

It 1s believed that the PACs acted as dentin matrix stabilizers, resulting in a
stronger hybrid layer. One of the most probable causes for the formation of this stable macro

hybrid layer, is the fact that a sufficient amount of GAGs might have been removed from the
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dentin matrix due to the treatment of demineralized dentin with GSE. Thus, with a smaller
amount of GAGs, a stronger and more stable dentin matrix decreased the ability to bind
water, and impaired breakdown of the more cross-linked adhesive polymers promoted by the
volatilization at 40C.

Comparing the three adhesives tested, the modulus of elasticity as well as the
mass change of OS were generally worse than those of SB and EX, for both adhesive resin
beams (Table 1 and Fig 1) and resin infiltrated dentin beams (Table 2 and Fig 2). A higher
susceptibility of OS to the degradation in water can be explained by the presence of
polar/hydrophilic functional groups in BPDM (carboxylic group) and the high concentration
of HEMA, a polymerizable solvent with hydrophilic nature that acts as a hydrogel in its
composition (Emamieh ez al., 2013; Ikeda et al., 2008; Van Landuyt ez al., 2007). Moreover,
OS presents in its composition acetone as solvent, which features high vapor pressure than
the solvent ethanol present in both EX and SB, interfering, therefore, with solvent
evaporation.

As mentioned earlier, the remaining water/solvent associated with the
hydrophilic nature of the adhesives could increase water absorption (Yiu et al. 2006) after
water storage. However, as PACs appeared to remove GAGs from dentin matrix (Bedran-
Russo et al., 2012) reducing the presence of bound water in the dentin matrix, even the dentin
infiltrated by OS (PACs rich extract associated 40°C volatilization), might be less affected
by water storage. This can be seen, by noting the difference in the modulus of elasticity
between the treated group (PACs + 40°C) and the control group for OS after 3 months of
water immersion (Table 2).

The mass change process was initiated immediately after immersion of the beams
in distilled water (24h wet) and increased with time (Fig 1 and 2). In a broader view, after 3
months of water storage, the percentage mass gain of the adhesive resin beams and resin-
infiltrated dentin beams decreased, progressing to stability (percentage values next of zero)
produced by EX and SB. Weight loss is observed in OS groups around the 6 month of water
storage. It is important to clarify that, the macro hybrid layers and the adhesive resin beams
created had their surfaces exposed to water in all its extension, making them much more

susceptible to the effects of degradation than if they had been manipulated in a clinical
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restoration.

In conclusion, it is suggested that a solvent volatilization of better quality at 40°C
may have increased the interaction between the monomers (by decreasing the space between
molecules). Thus, greater cohesion among the polymer chains with lower formation of water
channels in this adhesive interface could be obtained immediately after polymerization.
Allied to this, the dentin biomodification with PACs may be one of the reasons why water
could be more easily displaced from the dentin matrix, resulting in lower water sorption and
degradation of the hybrid layer over time. The real implications of the association of these
treatments on the effectiveness of the bonding interface in actual restorations, remains to be
determined. In order to expand the boundaries of this study, these same treatments but with

clinically relevant times and volatilization with air jet are needed to confirm the findings.

Clinical Relevance

Since the increased in temperature of volatilization associated with the pre-
treatment of the dentin substrate with proanthocyanidins can positively modulate the
modulus of elasticity and the mass change of macro hybrid layers, the procedures probably

can improve the stability of the hybrid layer to the effects of the degradation.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de diferentes temperaturas para volatilizagao
de solventes sobre o grau de conversdo (GC) dos sistemas adesivos e a resist€ncia de unido
(RU) da interface adesiva submetida a técnica de unido imida (TU) ou a técnica de unido
alcodlica (TA), bem como avaliar a degradacdo da interface adesiva apds 12 meses e 30
meses. Cento e oito terceiros molares humanos foram divididos em 12 grupos para RU, de
acordo com o tipo de adesivo utilizado [One-Step (O), Excite (E) e Single Bond 2 (S)],
técnica de unido tmida (dlcool; dgua) e temperatura de volatilizacdao (23°C; 40° C). Para
mensuracdo do GC (n=5), 6 grupos foram avaliados, de acordo com o tipo de adesivo
utilizado (OS, EX, SB) e temperatura de volatilizagdo (23° 40° C). Apds volatilizagdao dos
solventes, o grau de conversdao foi avaliado através da espectroscopia de transmissiao
infravermelha transformada de Fourier (FTIR) na faixa de 1665 a 1580 cm™'. Os dentes a
serem utilizados neste estudo tiveram suas raizes € o esmalte corondrio removidos em
cortadeira metalografica de precisdo. A dentina exposta foi condicionada com dcido fosférico
a37% e, apOs, enxaguada com dgua. Nos grupos onde a técnica alcodlica foi aplicada, a 4gua
presente na dentina foi substituida por etanol 100%. Os sistemas adesivos foram aplicados
de acordo com o grupo em questdo. A resina composta Filtek Z350 foi utilizada para
confeccao das restauragdes (4x4x8mm) em incrementos de 2 mm, fotoativados através da
fonte de luz LED — Elipar FreeLight 2 pelo tempo recomendado pelos fabricantes. Para o
teste de RU (n= 6), os dentes foram seccionados para obtencdo de palitos (drea de unido de
l,OmmZ). Foram obtidos 15 palitos de cada dente, sendo 5 para analise de RU imediata, 5

para envelhecimento em dgua destilada apds 12 meses e outros 5 para envelhecimento em
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dgua destilada apds 30 meses em estufa a 35°C. Para o teste, os palitos foram acoplados ao
dispositivo de microtragcdo em mdquina de ensaio universal (0,5 mm/min). Trés terceiros
molares adicionais para cada grupo experimental foram utilizados para anélise qualitativa da
interface adesiva em microscopia de varredura confocal laser (MVLC) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os dados quantitativos (RU e GC) foram analisados por
ANOVA e teste de Tukey. Os corpos de prova volatilizados a 40° C apresentaram maior GC
em todos os adesivos avaliados comparativamente a 23° C. Maiores valores de RU foram
obtidos apds volatilizacdo a 40° para todos os grupos. Nao foi observada diferenca estatistica
entre TA e TU. Foram observadas reducdes significativas na RU para os adesivos a partir de
12 meses de armazenamento. Menores caracteristicas de degradacdo e nanoinfiltracdo
(MVCL e MEV) foram observadas nos grupos que associaram TA com volatilizacio a 40°C.

OS apresentou pior desempenho em GC, RU (30 meses) além de maior nanoinfiltragdo.

PALAVRAS-CHAVE: resisténcia de unido, grau de conversdo, degradagdo, sistemas
adesivos dentindrios, técnicas de unido, etanol, camada hibrida, temperatura, ar quente,

solventes.
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1 Introducao

Para que ocorra a infiltragdo satisfatéria de mondmeros resinosos no substrato
dentindrio, resultando na formacao da camada hibrida (De Munck et al., 2005; Nakabayashi
et al., 1998), € necessdrio que seja feita a adequada volatilizacdo da dgua residual e de
solventes orginicos, previamente polimerizacdo o que pode influenciar positivamente ou
negativamente as propriedades dos sistemas adesivos (Gianinni et al., 2008; De Munck et
al., 2005) e consequentemente da camada hibrida formada. Dessa forma, podemos alcangar
uma camada adesiva mais homogénea e resistente, além de maior estabilidade e durabilidade

da interface resina/dentina.

Em teoria, a degradagdo da interface ndo deve ocorrer quando a 4gua no interior
dos compartimentos intra e interfibrilares da matriz de coldgeno sdo completamente
substituidos pela resina. Porém, a isencdo de dgua no substrato dentindrio no momento da
adesdo torna-se um desafio, ja que se trata de um substrato imido e necessita de hibridiza¢io
com monomeros hidréfilos (Kanca 1992). Assim, a completa secagem da dentina € inviavel,
0 que causaria o colapso das fibrilas de coldgeno comprometendo a formacdo da camada
hibrida de adesao (De Munck et al., 2005).

Muitas pesquisas t€m sido feitas substituindo a dgua pelo etanol apresentando
resultados encorajadores (Sadek et al., 2010a; Sadek et al., 2010b; Sadek et al.,2010c;
Hosaka et al.,2009; Pashley et al., 2007; Tay et al., 2007). Essa nova abordagem filos6fica
engloba o conceito da lenta substituicdo da dgua nos espacos inter e intrafibrilares por
ascendentes concentracdes de etanol (Sadek er al.,2010a; Hosaka et al.,2009).

A dentina saturada com etanol € menos hidréfila, permitindo que a matriz de
coldgeno desmineralizada e saturada por etanol possa ser infiltrada mais facilmente por
mondmeros resinosos hidréfobos (Nishitani et al, 2006; Pashley et al, 2007; Tay et al, 2007,
Sadek et al, 2010). O procedimento também se propde a impedir a separacio das fases de
monomeros de resina hidr6foba na presenca de dgua (Tay et al, 1996; Wang et al, 2006; Ye
et al, 2008) desde que a mesma seja completamente substituida pelo etanol, antes da

aplicacdo destes mondmeros soliiveis no substrato (Becker et al, 2007; Sauro et al, 2009).
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Além da dgua residual (Tay et al., 2003; Wang et al, 2005), os solventes
organicos (Holmes et al., 2007) podem afetar a conversdo dos mondmeros em polimeros, a
manipulacio (Tay et al., 1998), a performance (Carvalho et al., 2003) dos sistemas adesivos,
podendo interferir sobre a ocorréncia do processo de hibridizagdo de qualidade (Gianinni et
al., 2008; De Munck et al., 2005). Logo, também € importante buscar manobras clinicas que
visem melhorar a volatilizacio de solventes presentes nos sistemas adesivos. A utilizacdo de
ar quente para volatilizacdo do sistema adesivo tem sido investigada, sendo apresentados
resultados promissores devido a elevacio da temperatura do material (Alexandre et al., 2008;
Reis et al., 2009; Aratjo et al., 2011) o que pode elevar consideravelmente a evaporacao dos
solventes (Klein- Junior et al., 2008) resultando em uma camada adesiva mais homogénea e

resistente (Aratjo et al., 2011).

De acordo com algumas pesquisas, a efetividade adesiva de alguns adesivos tem
caido drasticamente (De Munck er al., 2005; Van Meerbeek et al., 2003), e tem sido
observado declinio no comportamento clinico a longo prazo (Tay et al., 2003). A
durabilidade da unido € critica para a longevidade das restauragdes, porque a degradacao
pode enfraquecer a unido e levar a falhas na interface dente/ restauracdo (Amaral et al., 2007)
relacionadas principalmente a perda de retencdo e desadaptagcao marginal (Mjor and Gordan,

2002).

Assim, este estudo se propds a avaliar se a elevagdo da temperatura de
volatilizagio seria capaz de: 1-elevar o grau de conversao de sistemas adesivos; 2- € se, como
resultado do aumento na temperatura de volatilizacdo, os sistemas adesivos aplicados em
dentina saturada com etanol seriam capazes de formar uma camada hibrida com maior
resisténcia de unido a longo prazo; 3- apresentando menor quantidade de nanoinfiltracio.
Para isso as camadas hibridas foram formadas com sistemas adesivos simplificados
apresentando diferentes tipos de solventes, para avaliar a sua influéncia no processo de
evaporacido proporcionado pelo jato de ar aquecido, e apresentando tanto mondmeros

hidréfilos quanto hidréfobos para verificar a eficacia de se saturar a dentina com etanol.
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2 Materiais e métodos

2.1 Coleta, armazenamento e preparo inicial dos dentes

O projeto foi enviado para anélise pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp (Protocolo- 074/2011). Cento e oito
terceiros molares humanos foram obtidos e armazenados em soluc@o de timol a 0,1%, em
temperatura de 4°C. Os dentes foram limpos com curetas periodontais para remocao de debris
organicos e inorganicos, recebendo, em seguida, polimento com taca de borracha e mistura
de pedra-pomes e dgua, em baixa rotacdo (Kavo do Brasil S.A. Ind. E Com., Joinville, SC,

Brasil).
2.2 Preparo da superficie dentinaria

Os dentes tiveram suas raizes € o esmalte coronario oclusal removidos em
cortadeira metalografica de precisdo (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, Il, Estados Unidos)

sob constante irrigacdo a dgua, sendo obtidos discos de dentina da regido central da coroa.

Ap0s este procedimento, todas as superficies dentindrias foram inspecionadas em
microscéopio de luz com aumento de 20 vezes (Meiji Techno América, San Jose, CA, Estados
Unidos), com a finalidade de encontrar dreas de esmalte remanescente. Os dentes que ainda
apresentavam superficies de esmalte foram submetidos novamente ao desgaste com lixa de
granulacdo 600 Politriz APL- 4 (Arotec) sob constante irrigagdo. Para a padronizacdo da
smear layer na dentina exposta foi utilizada também a lixa de granulagdo 600 em politriz e

sob constante irrigac¢ao, sendo realizado o polimento da drea por 1 minuto.
3 Procedimentos adesivos

O condicionamento 4cido das superficies dentindrias foi realizado com 4cido
fosforico 35% Adper Scotchbond Multi- Purpose (3M ESPE Dental Products, St Paul, MN,
EUA), durante 15 segundos. Para todos os grupos, a dentina condicionada foi enxaguada
com jato de dgua por 15 segundos e seca com papel absorvente seguindo as recomendacdes

do fabricante.
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Nos grupos experimentais que receberam a técnica de unido imida (TU), apos
lavagem e secagem da dentina com papel absorvente, a dentina permaneceu saturada com
agua. Ja os grupos que receberam a técnica alcodlica- TA (Sadek et al., 2010a; Sadek et al.,
2010b; Sadek et al.,2010c; Hosaka et al.,2009; Pashley et al., 2007; Tay et al., 2007), apos
condicionamento acido e lavagem, a superficie dentinaria condicionada foi saturada com uma
série de concentragdes crescentes de etanol: 50%, 70%, 80%, 95% e trés aplicagdes de etanol
100%, sendo cada aplicacd@o de 30 segundos. Dessa forma, o tempo total de aplicagdo foi de
210 segundos. Os protocolos de aplicacdo de etanol foram meticulosamente executados para
garantir que a superficie dentindria estivesse sempre em contato com uma fase liquida,
mantendo-a visivelmente umida antes da aplicacdo da solucdo seguinte de etanol mais

concentrada.
3.1 Sistemas adesivos

Para a realizagdo deste estudo trés diferentes sistemas adesivos foram utilizados:
One-Step (O- Bisco Inc, Schaumburg, IL, USA), Excite (E- Ivoclar Vivadent AG,
Bendererstrasse, Schaan, Liechtenstein) e Single Bond 2 (S- 3M ESPE, Brasi).

3.2 Tempo de volatilizacao

Para o GC, 6 pl do sistema adesivo foram aplicados cuidadosamente em um
microtubo Safe- Lock 2ml (Eppendorf North America) cuja base é maior para favorecer a
evaporacdo de solvente em toda a extensdo do adesivo. Apds a aplicacdo, foi feita a
volatilizagio do solvente por um tempo de 20s (Aradjo, LSN, 2011) para todos os adesivos

avaliados.

Para RU e andlises qualitativas (MEV e MVCL), o sistema adesivo foi
aplicado diretamente sobre a superficie dentinaria, cuidadosamente durante 10 segundos, de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds o tempo de aplicacdo, foi feita a

volatilizagio do solvente para cada adesivo por 20 segundos (Aragjo, LSN, 2011).
3.3 Temperatura de volatilizacao
Os sistemas adesivos em microtubos (GC) e as superficies dentindrias com

sistema adesivo (RU e andlises qualitativas) receberam jato de ar através do equipamento de

33



aquecimento de ar (dispositivo portatil) desenvolvido pelo laboratério de Dentistica da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (patente requerida), com pressao (5 psi) e vazdo de
ar (15 m%s) ejetadas controladas e constantes na saida do dispositivo, sendo padronizada a
distancia de 2cm entre a ponta da canula aplicadora e a superficie do dente (RU e analises
qualitativas)/ base do microtubo (GC). O jato de ar foi aplicado a temperatura ambiente
(23°C) ou com jato de ar aquecido (40°C) de acordo com o grupo em questdo. Além disso,
sua poténcia era controlada em 148,5 Watts, a fim de fornecer jato de ar a temperatura
constante. A temperatura foi confirmada através de termOmetro digital Powerpack ET- 11
plus medindo a temperatura do jato de ar apds a saida da cinula aplicadora a cada grupo

experimental.
3.4 Tempo de fotoativacao

Todos os adesivos foram fotoativados através do aparelho Elipar Freelight 2
(BM- Espe) a uma distancia de Imm entre a ponta fotoativadora e a superficie dental (RU e
analises qualitativas)/ amostra (GC), com tempo de fotoativacao de 10 segundos de acordo
com as recomendacgdes de cada fabricante para cada adesivo. A intensidade da luz emitida
foi acompanhada através de radidometro para verificar se esta permaneceu constante (1100

mW/cm?).
4 Procedimento Restaurador

A resina composta Filtek Z350 (3M ESPE Dental Products, St Paul, MN, EUA-
lote: N519144), foi inserida em 2 incrementos com o auxilio de matriz de silicone
confeccionada com as dimensdes do bloco de compdsito, ou seja, 4mm de largura, 8mm de
comprimento e 4mm de altura. A resina foi inserida em 2 incrementos de aproximadamente
2mm de espessura. Cada incremento foi fotoativado por 20 segundos, constituindo um bloco

de composito de 4mm de altura e totalizando 40 segundos de fotoativagdo.

5 Preparo dos espécimes para o ensaio de microtracao

Os dentes restaurados foram fixados com cera pegajosa (KOTA Ind. e Com.

LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil) em placas de acrilico, para serem adaptados a cortadeira
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metalografica de precisdo (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, II, Estados Unidos). Em
seguida, foram realizados seis cortes seriados, com espessuras de, aproximadamente, 1,0mm,
no sentido mesio-distal e 3 cortes no sentido vestibulo- lingual, através de disco de alta
concentracdo de diamante (Extec Corp., Enfield, CT, Estados Unidos), em baixa velocidade,

sob irrigagdo constante. Dessa forma, foram obtidos quinze palitos de cada dente restaurado.
5.1 Avaliacao da Resisténcia de Unido:

Do total de quinze palitos que foram obtidos de cada dente para cada grupo
pertencente a um sistema adesivo e condi¢do experimental, cinco foram submetidos ao teste
de microtracao 24 horas apo6s a sua fotoativacdo (inicial). Para a avaliacdo da resisténcia de
unido um paquimetro digital foi utilizado para averiguacdo da drea de seccdo transversal
(altura e espessura) da interface dente-restaurac@o e os palitos foram fixados ao dispositivo
de microtragdo em Mdéquina de Ensaio Universal (EMIC Ltda., Sdo José dos Pinhais, SP,
Brasil) com adesivo a base de cianoacrilato (Super Bonder Gel, Loctite, Henkel Ltda.,
Itapevi, SP, Brasil) pelas suas extremidades, de modo a posicionar a drea de unido
perpendicularmente ao longo eixo da forca de tragcdo. Os testes foram realizados com

velocidade constante de 0,5 mm/min até a ruptura do palito.

Dos quinze palitos obtidos os outros dez foram armazenados em dgua destilada
(2ml). Os palitos foram armazenados em microtubos Safe- Lock, ao abrigo da luz, em estufa
a37°C, pelo periodo de 12 meses (5 palitos) ou 30 meses (5 palitos) (armazenamento), sendo
que, semanalmente, as solugdes contidas em cada recipiente onde os palitos estavam
armazenados eram trocadas. Passado este tempo, os palitos foram submetidos ao teste de
resisténcia de unido, semelhante ao realizado pelo grupo inicial. Os resultados finais de

armazenamento foram tabulados e comparados aos resultados iniciais.

35



6 Analise da Interface adesiva em Microscopia de Varredura Confocal Laser (MVLC)

e Microscopia Eletronica de Varredura

6.1 Preparacio dos adesivos e analise da Interface adesiva em MVLC

Um terceiro molar para cada grupo foi preparado e restaurado de maneira
semelhante aos procedimentos realizados para o ensaio de microtracdo. Para observagdo no
microscopio da interface de unido dos trés sistemas adesivos selecionados para este estudo,
foi necessdria a incorporacdo em cada adesivo de um marcador fluorescente de coloragao
vermelha (Rodamina B, Sigma, St Louis, MO, USA), capaz de responder ao estimulo gerado
pelo laser do microscépio. O corante foi pesado em balanga de precisao (AND- HR-200-
Japao) (6.4 pg/ml) e adicionado diretamente a eppendorfs de 2ml separados para cada sistema
adesivo avaliado neste estudo. Em seguida, os eppendorfs contendo a Rodamina incorporada
ao sistema adesivo foram posicionados em um agitador de tubos de ensaio (Vortex Machine,
Scientific Industries, Inc., New York, NY, EUA- AP-22) durante duas horas para promover
a dissolu¢do completa dos corantes. Apos a preparacdo dos sistemas adesivos, 0s mesmos
foram aplicados em cada dente para cada grupo pertencente a um sistema adesivo e condi¢do
experimental. Ao término do procedimento restaurador e realizacdo dos cortes seriados
semelhante ao que foi descrito anteriormente para o teste de microtracdo, foram obtidas oito
fatias de cada dente restaurado para cada grupo. As fatias foram armazenadas durante 24
horas e em seguida foram imersas em 1% em peso de solugdo aquosa de fluoresceina (Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh, Riedstr, Alemanha), um marcador fluorescente de coloracdo verde
durante 3 horas. Os espécimes foram enxaguados com dgua recebendo banhos em cuba
ultrasonica durante 2 minutos, € a seguir, foram polidos utilizando lixas de granulacio
descrescente (# 1200 a # 4000) em um dispositivo de polimento refrigerado a d4gua (Buehler-
MetaDi, Buehler Ltd. Lake Bluff, IL, EUA). Um tratamento final em ultra-som durante cinco
minutos concluiu a preparacdo de amostras.

Cada fatia pertencente a cada grupo foi destinada a andlise qualitativa (inicial) da
interface adesiva em Microscopio de Varredura Confocal Laser (Leica SP5, Heidelberg,
Alemanha) (MVCL). Um laser de argonio a 543 nm foi utilizado para produzir a energia de

excitagdo. A intensidade da luz de excitacdo e amplificacdo do fotomultiplicador foram
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mantidas constantes durante o periodo de analise. As imagens em MVCL foram gravadas em
modo fluorescente. A interface de visualizacdo foi selecionada cerca de 10 um abaixo da
superficie da amostra e as imagens foram gravadas com a objetiva de imersdo em 6leo (60X,
abertura numérica 1.3). Cinco imagens ampliadas foram gravadas na interface de unido de
cada fatia e micrografias que representam as caracteristicas mais comuns de nanoinfiltragdo
observadas ao longo da interface de unido foram capturadas. Esse processo foi realizado por
dois avaliadores treinados para escolha da imagem mais representativa de cada grupo.

Nao foi realizada a andlise em MVCL apds armazenagem pelo fato de que apos
esse tempo de 6 meses provavelmente o corante inserido nos sistemas adesivos poderia ter

sido eliminado.
6.2 Analise qualitativa da Interface adesiva em MEV

Dois terceiros molares adicionais para cada grupo foram preparados, restaurados
e seccionados de maneira semelhante aos procedimentos realizados para o ensaio de
microtragdo, sendo obtidos quinze palitos de cada dente restaurado para cada grupo. Os
mesmos foram armazenados durante 24 horas em algodao umedecido.

Os quinze palitos obtidos foram utilizados para anélise qualitativa da interface
adesivaem Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). De modo semelhante a RU, do total
de quinze palitos para andlise qualitativa em MEV, cinco palitos foram avaliados 24 horas
ap0s a fotoativago (inicial); outros cinco foram armazenados em dgua destilada por 12 meses
(5ml), enquanto os cinco restantes foram armazenados em dgua destilada por 30 meses (Sml)

para posterior andlise.

Para a avaliacdo, foi preparada a solu¢do de nitrato de prata, utilizando para isso,
10ml de 4gua deionizada juntamente com 10g de nitrato de prata. Hidroxido de amonio foi
adicionado a solucdo, até que esta tivesse sua cor alterada para o escuro e voltasse a ficar
transparente. Os palitos foram inseridos na solu¢d@o, e armazenados em ambiente escuro, por
24h a 37°C. Decorrido este tempo, foi preparada entdo a solu¢do reveladora, misturando
100ml de agua destilada morna (50-55°C) com 10,9g de p6 revelador (D-76 — Kodak). Os
palitos foram removidos da solucdo de nitrato de prata, lavados em dgua destilada corrente

por 2min, e imersos na solucio reveladora pelo periodo de 8h, sendo localizada abaixo de
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lumindria fluorescente. Os palitos foram novamente lavados em dgua destilada por 2 min, e
incluidas em resina de poliestireno, sendo que para isso, os mesmos foram colocados em cera
7, vedados, e colocados em um tubo de PVC de modo que os palitos ficassem centralizados
no interior do tubo que foi preenchido com resina de poliestireno autopolimerizdvel. Apds a
presa, os palitos foram umedecidos e foi realizado o polimento com lixas de granulacio
decrescente (600- 2000) recebendo banhos em cuba ultrassonica apds cada lixa para remover
residuos da lixa antecessora. Posteriormente os palitos foram polidos em discos de feltro
(TOP-RAM-SUPRA) com pasta de alumina. Apds o polimento, foram realizadas a limpeza
e desidratacdo dos palitos seguindo a sequéncia:1. Lavagem dos palitos com solucdo de 4cido
fosforico a 50% por 10 segundos e enxague com dgua destilada; 2. Lavagem com hipoclorito
de s6dio a 2% por 10 minutos; 3. Os palitos serdo lavados por 10 minutos no ultrassom. Para
finalizacdo da preparacdo das amostras, foi feita a desidratacdo dos palitos, com dlcool etilico
25%, 50%, 75%, 90% e 100%), sendo todas as concentragdes aplicadas por 10min.
Realizado o processo, todos os palitos foram cobertos com carbono, para posterior avaliagao
em microscopio eletrobnico de varredura (MEV, JEOL-JMS-T33A Scanning Microscope,
JEOL — USA Inc., Peabody, MA, USA).

7 Determinacao do Grau de Conversao

O grau de conversdo (GC) dos sistemas adesivos foi avaliado por meio da
espectroscopia infravermelho transformada de Fourier (FTIR) (FTIR Spectrometer, Perkin
Elmer, Waltham, MA, EUA), equipado com cristal de reflectancia total atenuada (ATR)
(Universal ATR Sampling Acessory, Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA). Para a
mensuracdo, 6ul do sistema adesivo foram inseridos em um microtubo Safe- Lock 2ml, sendo
aplicado sobre ele jato de ar variando temperatura de acordo com os grupos experimentais
(n=5) mencionados anteriormente (2.5 e 2.6). Apods a volatilizacdo, o adesivo foi coletado e
dispensado sobre o cristal (3ul) através do uso de micropipeta de precisdo (Microman
Classic, modelo M25, Gilson, FRA). Com o adesivo posicionado sobre o cristal, a fonte de
luz foi aplicada porl0s seguindo as recomendacdes do fabricante de cada adesivo. Para a
fotoativagdo, a ponta fotoativadora foi acomodada diretamente acima da superficie do

adesivo (1mm).
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O ensaio foi conduzido a partir da leitura inicial de cada sistema adesivo ndo
fotoativado. Esta leitura foi considerada o controle para cada tipo de adesivo, pois fornece os
valores das dreas correspondentes as bandas dos anéis aromaticos e alifiticas previamente a
polimeriza¢do do material em estudo (leitura do mondmero). Durante cada leitura, foram
obtidos espectros infravermelhos com auxilio do programa Spectrum (PerkinElmer) presente
em microcomputador ligado ao espectrometro. O programa foi utilizado no modo de
monitoramento da varredura, usando a apodiza¢ao Happ-Genzel, com resolucdo de 4 cm-1 e
os espectros sendo coletados no intervalo de 1665 a 1580 cm-1.

O célculo do grau de conversdo foi feito baseado na propor¢do entre as duplas
ligacdes de carbono aliféticas (C = C) e aromaticas, sendo estas tltimas usadas como controle
interno por ser considerada inerente a composi¢do do material, nos estados polimerizados e
ndo polimerizados (Ferracane & Greener, 1984). Durante a reagdo de polimerizacdo, a
absorbancia das duplas liga¢cdes de carbono aromédticas permanece constante, enquanto que
hd reducdo da quantidade de duplas ligagdes alifdticas. A dupla ligagdo de carbono alifdtica
absorve a energia no comprimento de onda de 1638 cm-1, enquanto que a aromadtica no
comprimento de 1608 cm-1.

Para o célculo, foi utilizada a técnica de baseline (Rueegeberg et al., 1990),
tracado pelo proprio programa Spectrum. A partir desta, foram mensurados alguns
pardmetros pelo proprio programa. A intensidade corrigida dos picos observados nos
comprimentos de onda 1638 e 1608 cm™ foi utilizada na seguinte férmula: R = intensidade
em 1638cm™! / intensidade em 1608cm’".

Desta forma, a %GC foi determinada usando a seguinte equacio:

1638 cm-1 L
polimerizado
1608 cm-1

GC (%)= |1- X100
1638 cm-1
1608 cm-1

nao polimerizado
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8 Analise Estatistica

Os dados de resisténcia de unifo e grau de conversdo para cada adesivo, técnica
e temperatura avaliados referentes a cada tempo de armazenamento, foram tabulados e

avaliados da seguinte maneira:

° Grau de Conversdao:

Ap0s a andlise exploratdria dos dados foi utilizado andlise de variancia 2 fatores
(adesivo x temperatura) e teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5%. Para
a andlise dos dados foi utilizado o Programa SAS na versao 9.2, 2008 (SAS versao Institute

Inc., Cary, NC, USA).
° Resisténcia de unido:

Ap0s a andlise exploratdria dos dados foi utilizado andlise de variancia multiplos
fatores (adesivo x técnica x temperatura x tempo) e as comparagdes multiplas foram
realizadas pelo teste de Tukey Kramer considerando o nivel de significancia de 5%. Os dados
foram analisados por modelo misto para medidas repetidas pelo procedimento PROC

MIXED do programa SAS.

9 Resultados

9.1Analises quantitativas:
9.1.1 Grau de Conversdo:

De acordo com a Tabela 1, os corpos de prova submetidos a volatilizacdo com
temperatura de 40° C apresentaram maior GC em todos os adesivos avaliados
comparativamente a temperatura de 23° C (p <0,05). Quando comparados os sistemas

adesivos dentro de cada temperatura, os maiores valores de GC foram observados no sistema
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adesivo a base de etanol (Excite) (p <0,05), independente da temperatura de volatilizagao
estudada. Dentre as amostras volatilizadas com ar a temperatura ambiente (23° C), foram
observados valores de grau de conversdo intermediarios para One Step e Single Bond 2, os
quais nao diferiram estatisticamente entre si (p> 0,05); j4 entre as amostras que receberam ar
aquecido (40° C), Single Bond apresentou maiores valores de Grau de conversdo quando

comparados ao adesivo a base de acetona (One Step) (p <0,05).

Tabela 1. Médias e desvios-padriao dos valores de Grau de Conversdo (%) dos diferentes

sistemas adesivos em fun¢do das temperaturas (23° C e 40° C) avaliadas.

Sistemas Adesivos Temperatura (° C)

23 40
One Step 38,07 (0,73)Bb 43,35 (0,66)Ac
Excite 82,05 (0,42)Ba 84,92 (0,77)Aa
Single Bond 36,42 (2,39)Bb 46,88 (1,57)Ab

Os valores estdo expressos em %, n= 5. Médias seguidas de letras distintas (maidsculas na horizontal e

minudsculas na vertical) diferem entre si (p<0,05).
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9.1.2 Resisténcia de unido:

A Tabela 2 apresenta as médias de resisténcia de unido e os desvios-padrdo dos

grupos experimentais.

Os fatores: adesivo, temperatura e tempo (p<0,0001) afetaram significativamente
a resisténcia de unido. As interacOes adesivo & técnica, temperatura & técnica, adesivo &
temperatura & técnica, temperatura & tempo, adesivo & temperatura & tempo e adesivo &

técnica & tempo foram significativas.

De acordo com a Tabela 2 ndo houve diferenga significativa entre as técnicas
avaliadas (p=0,3611), de maneira que cada adesivo, volatilizado a temperatura ambiente ou
a 40° C, sobre dentina mantida imida com dgua (TU) ou com dlcool (TA), para cada tempo
estudado, apresentou comportamento semelhante. Inversamente, os trés adesivos avaliados
neste estudo aplicados sobre dentina mantida imida com dgua ou com dlcool, volatilizados
a 40° C, imediatamente apds a confec¢do da restauracdo ou apds armazenamento em agua
destilada em ambos os tempos de armazenamento, apresentaram maiores valores de
resisténcia de unido (p<0,05) quando comparados aqueles adesivos volatilizados a

temperatura ambiente.

No tempo Inicial (24 horas apds a confeccdo das restauragdes), ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os sistemas adesivos avaliados nesse estudo que
foram aplicados sobre a dentina timida com d&gua, independente da temperatura de
volatilizacio (p>0,05). Por outro lado, na técnica alcodlica, achados semelhantes s6 foram
observados para os adesivos volatilizados a 23° C. O sistema adesivo Excite apresentou os
maiores valores de resisténcia de unido quando comparado aos adesivos Single Bond e One
Step, quando os mesmos foram aplicados sobre dentina mantida imida com édlcool e quando

volatilizados a 40° C.

Apés 12 meses de armazenamento em dgua destilada ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as amostras de cada um dos adesivos testados
independente da temperatura de volatilizacdo e em cada técnica avaliada (p>0,05). Quando

submetidos ao envelhecimento em dgua destilada por 30 meses, as amostras realizadas com
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o sistema adesivo One Step aplicado sobre a dentina tratada pela técnica de unido alcodlica
mostraram menor desempenho (p<0,05), independente da temperatura de volatilizacao,
sendo observados os maiores valores para Single Bond e Excite, os quais ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre si (p>0,05). A semelhan¢a do que foi observado
para TA, apds 30 meses de armazenamento, foram observados menores valores de resisténcia
de unido para o adesivo One Step, o qual ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante para o adesivo Single Bond quando volatilizados a 23° C (p>0,05) e para o

adesivo Excite quando foram volatilizados a 40° C (p>0,05).

Na comparacdo entre os tempos de armazenamento, as amostras do sistema
adesivo Excite (volatilizado a 23° C) ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre os tempos estudados independente da técnica avaliada (p<0,05). Por outro
lado, quando E foi volatilizado a 40° C, percebeu- se queda nos valores de RU logo apds 12
meses de armazenamento em dgua destilada, sem diferenga significante para 30 meses de
armazenamento, para cada técnica avaliada. J4 as amostras de dentina que receberam o
adesivo Single Bond volatilizado a 40° C ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre os tempos avaliados, para ambas as técnicas estudadas (p>0,05). A
temperatura ambiente (23° C), resultados semelhantes foram observados apenas para o
adesivo Single Bond quando aderido a dentina umida através da TA. Inversamente, quando
foi utilizada TU foi observada queda da RU dos palitos realizados com este adesivo (SB)
logo apds 12 meses de armazenamento em dgua destilada. A RU das amostras do sistema
adesivo One Step manteve-se estdvel até 12 meses, sendo observada menor RU apés 30
meses de armazenamento em dgua destilada, independente da temperatura e da técnica

realizada.
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Tabela 2. Médias e desvios- padrdo dos valores de Resisténcia de Unido dos diferentes

sistemas adesivos em funcdo das temperaturas, técnicas e tempo de armazenamento

avaliados.
Técnica Temperatura Adesivo Tempo
Inicial 12 meses 30 meses
23 Single Bond  *34,68 (4,07) Aa  *30,68 (3,58) ABa  *24,39 (2,01) Bab
Excite *32,54 (4,46) Aa  *27.30 (4,06) Aa *2798 (2,11) Aa
TU One Step *30,97 (4,00) Aa  *27,22 (3,02) Aa *16,71 (5,16) Bb
40 Single Bond 45,04 (6,61) Aa 39,21 (6,11) Aa 38,70 (6,07) Aa
Excite 41,64 (5,09) Aa 35,04 (2,16) ABa 29,05 (3,66) Bab
One Step 4225 (3,38) Aa 35,04 (2,60) Aa 23,54 (5.,89) Bb
23 Single Bond  *29,14 (5,82) Aa  *25,98 (6,70) Aa *26,74 (3,84) Aa
Excite *31,08 (447) Aa  *29,66 (2,34) Aa *28,43 (3.98) Aa
TA One Step #3127 (2,58) Aa %2728 (1,83) Aa 14,32 (6,24) Bb
40 Single Bond 41,79 (6,84) Ab 37,90 (4,39) Aa 39,68 (6,68) Aa
Excite 54,07 (6,39) Aa 41,87 (3,93) Ba 38,14 (3,85) Ba
One Step 42,51 (4,38) Ab 36,89 (5,29) Aa 17,14 (147) Bb

Os valores estdo expressos em Mpa, n= 6. Médias seguidas de letras distintas (maitsculas na horizontal e

mindsculas na vertical comparando adesivo dentro de cada técnica e temperatura) diferem entre si (p<0,05).

*Difere da temperatura 40 para o mesmo adesivo, tempo e técnica (p<0,05). Nao houve diferenca significativa

entre as técnicas (p=0,3611). TU: Técnica de unido imida- dentina saturada com dgua; TA: Técnica de unido

alcodlica- dentina saturada com etanol.

9.2Analises qualitativas:

9.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O MEYV foi operado no modo de elétrons retroespalhados, de forma que a prata

se apresentasse branca na imagem (Figura 1). Para que as imagens apresentassem aumento

adequado para verificacdo das areas de impregnacdo da prata, e para que fosse feita a escolha

da melhor imagem representativa (aumento de 1000 vezes) para cada grupo, foram

capturadas imagens de cada palito com 150 vezes de aumento (Figura 1-a). Além disso,
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foram feitas 3 imagens em 500 vezes de aumento (Figura 1-b), sendo uma localizada ao
centro e outras duas localizadas nas extremidades direita e esquerda. Imagens de MEV
representativas de cada interface resina-dentina para as condi¢des experimentais avaliadas
neste estudo estdo contempladas nas Figuras 2, 3 e 4. Absorcao de nitrato de prata foi visto
dentro da camada hibrida (CH) e/ou entre os tubulos dentinarios (TD) na maioria dos grupos
mas, principalmente, apds 12 meses de armazenamento em agua. A 23° C foi mais comum a
observacdo da deposicao de prata dentro da CH e camada adesiva (CA) além de sinais de
degradacdo como a presenca de uma CH mais inconsistente apresentando “GAPs” e
descontinuidade de TD. Esses achados para esta temperatura foram mais vistos no grupo
controle onde foi realizada a técnica de unido imida (TU). A temperatura de 40° C pareceu
reduzir a deposi¢do de prata, porém tais observacdes foram mais frequentemente vistas
quando foi realizada a técnica alcodlica (TA). O sistema adesivo Single Bond (S) mostrou
menor aumento na absorcdo de nitrato de prata acompanhadas de menores sinais de
degradacdo da CH e tags ap6s 12 e 30 meses de armazenamento em dgua independente das
condi¢des experimentais do estudo. No entanto, ndo foi possivel a observacdo do mesmo
padrdo de degradacdo da interface para o grupo STU23 (Single Bond +Técnica timida + 23°
C), o qual apresentou mais deposi¢do de prata dentro da CH apds 30 meses de

armazenamento.

ETAR48

Figura 1: a- Espécime do grupo ETA 40 (Excite a 40° C- técnica alcodlica- tempo Inicial) com aumento de
150 x. b- Espécime do grupo ETA 40 (Excite a 40° C- técnica alcodlica- tempo Inicial) em maior aumento (500

x) evidenciando padrdo baixo de infiltracdo de nirato de prata entre os tags.
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INICIAL

12 MESES

30 MESES

Figura 2: Imagens representativas de MEV (1000x aumento) mostrando dreas de impregnacdo da prata em
espécimes de dentina aderidos ao sistema adesivo Excite a base de etanol nos tempos Inicial (A; D; G e J), apds
12 meses (B; E; H e K), e apds 30 meses (C; F; I e L), para cada técnica (TA=A- C e D-F; TU=G-IeJ-L) e
cada temperatura de volatiliza¢do (40=A- C e G-I; 23= D-F e J-L). A quantidade de penetracdo de prata no
tempo Inicial foi menor ou imperceptivel nas figuras A, D e G (ETA40, ETA23 e ETUA40, respectivamente),
sendo observado padrdo médio de infiltracdo de prata dentro da camada hibrida (CH) na figura J (ETU23). CH
mais consistente com presenca de fags mais longos foram observados nas figuras A e D onde foi realizada a
TA. A partir de 12 meses de armazenamento a deposicdo de nitrato de prata aumentou consideravelmente em
todos os grupos de E. Sinais nitidos de degradacao da CH e dos tags foram observados em todos os grupos apos
30 meses de armazenamento, sendo observada maior quantidade de penetracdo de prata logo abaixo da CH, nas

figuras Fe L (ETA23 e ETU23, respectivamente) onde foi realizada a volatilizacdo a 23° C. (E= Adesivo Excite
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a base de etanol; TA= Técnica de unido alcodlica; TU= Técnica de unido timida; 40= Volatiliza¢do a 40° C;

23= Volatilizacdo a 23° C).

INICIAL

12 MESES

30 MESES

Figura 3: Imagens representativas de MEV (1000x aumento) mostrando dreas de impregnacdo da prata em
espécimes de dentina aderidos ao sistema adesivo One Step a base de acetona nos tempos Inicial (A; D; G e J),
apos 12 meses (B; E; H e K), e apds 30 meses (C; F; I e L), para cada técnica (TA=A- C e D-F; TU= G-I e J-
L) e cada temperatura de volatilizacdo (40=A- C e G-I; 23=D-F e J-L). A quantidade de penetracio de prata
no tempo Inicial dentro da camada hibrida (CH) foi maior nas figuras D, G e J (Grupos OTA23, OTU40,
OTU23, respectivamente), sendo oservada infiltrac@o de prata também entre os tags na figura D. Foi observada
a presenca do longos fags em todos os grupos no tempo Inicial com CH mais consistente e de maior espessura
no grupo OTA40 (figura A) onde foi realizada a TA e volatilizacdo a 40 ° C. Um aumento significativo na

deposi¢do de nitrato de prata logo abaixo da CH e entre os tags foi percebido apds 12 meses de armazenamento
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nas figuras E, H e K (OTA23, OTU40, OTU23, respectivamente), além de ser observada a penetracio de prata
também dentro da CA nas figuras E e K onde foi realizada a volatilizagdo a 23° C. Sinais nitidos de degradagado
da CH e dos tags foram observados em todos os grupos apds 30 meses de armazenamento (C; F; I e L).
Degradacdo mais expressiva foi observada nas figuras I e L (OTU40 e OTU23) onde foi realizada a TU, sendo
notdvel a descontinuidade da CH e dos tags. A figura C (OTA40) onde foi realizada a TA e volatilizacdo a 40°
C apresentou menos sinais de degradagdo dos tags e menor quantidade de infiltracdo de prata abaixo da CH
comparativamente a figura F do grupo OTA23. (O= Adesivo One Step a base de acetona; TA=Técnica de unido

alcodlica; TU= Técnica de unido umida; 40= Volatilizacao a 40° C; 23= Volatilizagdo a 23° C).

STA 40 STA 23 STU 40 STU 23

INICIAL

12 MESES

30 MESES

s
-

Figura 4: Imagens representativas de MEV (1000x aumento) mostrando dreas de impregnacdo da prata em

espécimes de dentina aderidos ao sistema adesivo Single Bond a base de etanol e 4gua nos tempos Inicial (A;
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D; G el), ap6s 12 meses (B; E; H e K), e ap6s 30 meses (C; F; I e L), para cada técnica (TA=A- C e D-F; TU=
G-I eJ-L) e cada temperatura de volatilizacdo (40=A- C e G-I; 23=D-F e J-L). A quantidade de penetragdo de
prata no tempo Inicial (A; D, G e J) foi pequena, sendo observados longos tags com exce¢do do grupo STU23
(Figura J), que apresentou CH menos consistente e com tags em menor quantidade e de menor profundidade
em todos os tempos de armazenamento. Um pequeno aumento na deposi¢do de nitrato de prata logo abaixo da
CH, na espessura da CA e entre os fags foi percebido apds 12 meses de armazenamento nos grupos STA40,
STA23 e STU40 (Figuras B, E e H, respectivamente). A maior deposi¢do de prata abaixo da CH ocorreu no
grupo STU23 apés 30 meses de armazenamento (Figura L). (E= Adesivo Single Bond a base de etanol e dgua;
TA= Técnica de unido alcodlica; TU= Técnica de unifio imida; 40= Volatilizacdo a 40° C; 23= Volatilizacdo a

23°C).

9.2.2 Microscopia de Varredura Confocal a Laser (MVCL)

Ap6s a confec¢do das amostras as mesmas foram imersas em uma solucdo aquosa
de 0.1% de fluoresceina que € um corante de coloracdo verde. Acredita-se que onde tem
corante verde pode ter a presenca de dgua, que pode levar a degradacdo hidrolitica da
interface de unido dente/ restaura¢do. Para que fosse feita a escolha da melhor imagem
representativa para cada condi¢do experimental avaliada neste estudo, foram capturadas 5
imagens de cada interface de unido com a sobreposi¢ao de trés imagens onde a fluoresceina
€ representada pela coloragdo verde (Figura SA); a rodamina € representada pela coloragdo
vermelha (Figura 5B); e o azul representa a reflectancia do dente (Figura 5C). As imagens
de MVCL das interfaces de unido a dentina apresentaram informagdes relevantes com relacao
a morfologia da CH, CA e tags formados além de observacdes valiosas com relacdo a
presenca de nanoinfiltracdo para todos os grupos. Observou-se que todos os adesivos (tags
de coloragdo vermelha) testados foram capazes de infiltrar no interior da dentina
desmineralizada (proje¢des na dentina de cor azul- TD), criando uma camada hibrida 5-10
um de espessura, com maior quantidade de tags de resina penetrantes nos tubulos dentinarios
nos grupos onde foi realizada a técnica alcodlica, os quais também apresentaram menor
quantidade de dgua na CH (4reas nebulosas na CH de coloracdo verde- Figuras A-B; E-F; I-
J) apesar de também terem suas interfaces afetadas pela penetracdo da fluoresceina. A maior
nanoinfiltracdo foi observada através dos TD nos grupos correspondentes aos adesivos One

Step seguido do adesivo Excite sugerindo a presenca de uma CH mais porosa (Figuras A-
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H). No grupo OTA23 (Figura E) foi observada a formag¢do de uma CH mais inconsistente,
apresentando porosidades na interface de unido. Diferencas significativas foram observadas
para o sistema adesivo Single Bond que apresentou menor padriao de nanoinfiltragdo (menor
penetracdo de fluoresceina) independente da técnica de unido e temperatura. No entanto, a
semelhanca do que foi observado nas imagens correspondentes as interfaces de unido
formadas com os adesivos Excite e One Step, quando foi realizada a técnica de unido umida
(TU) e volatilizacao a 23° C, foi possivel a observacido de lacunas em toda a extensdo da
interface de unido (sugerindo a presenca de coldgeno exposto e nao infiltrado por adesivo),

além de porosidades na CA, CH e descontinuidade dos tags (Figuras D, He L).

Figura 5: Espécime do grupo OTA 40 (One Step a 40° C- técnica alcodlica). A figura mostra trés tipos de
imagens superpostas (D), além de trés imagens independentes onde a fluoresceina que corresponde a
hidrofilicidade é representado pela coloracdo verde (A); a rodamina apresenta coloracdo avermelhada
correspondente a camada hibrida, camada adesiva e tags resinosos (B); e o azul representa a reflectancia do

dente, ou seja, a auto fluorescéncia do dente (C).
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Excite

One Step

Single Bond

Figura 6: Imagens representativas de MVCL (1000x aumento) mostrando caracterizagdo da interface e
nanoinfiltracdo (4reas de coloracdo verde- corante fluoresceina) em espécimes de dentina aderidos aos sistemas
adesivos EX (Figuras A-D), OS (Figuras E-H) e SB (Figuras I-L) para cada temperatura de volatilizacido na
técnica de unido imida alcodlica (TA40= Figuras A, E e I; TA23= Figuras B, J e F) e para cada temperatura de
volatilizacdo na técnica de unido imida em dgua (TU40= Figuras C, G e K; TU23= Figuras D, He L). A figura
10 mostra trés projecdes de imagens superpostas, nas quais a fluoresceina que corresponde a colorag@o verde
(nanoinfiltra¢do); a rodamina apresenta colorag@o avermelhada correspondente a infiltragdo do sistema adesivo
na dentina desmineralizada (CA, CH e tags); e o azul representa a reflectancia natural do dente, ou seja, a auto
fluorescéncia do dente (TD desmineralizados). Em todas as imagens é possivel se perceber a presenca do
corante fluoresceina, sendo mais intensa a sua absor¢do nos adesivos E e OS. (A- D) Imagens de MVCL

mostrando as caracteristicas da interface de unido para EX. E possivel observar uma CH de coloragdo mais
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alaranjada nas imagens B e D onde foi realizada volatiliza¢do a 23° C (possivel mistura dos corantes vermelho
e verde). Os tags foram observados em maior quantidade e profundidade nas imagens A e B onde foi realizada
TA apesar de também apresentar absor¢do de fluoresceina dentro da interface resina-dentina. O grupo ETU23
(D) apresentou CA mais espessa apresentando porosidades além de um espago em toda a espessura da interface
de unido sugerindo a presenga de coldgeno exposto ndo infiltrado pela CH. (E- H) Imagens das caracteristicas
da interface de unido para OS. Estas imagens apresentam elevada absor¢ao de corante (nanoinfiltracdo ao longo
de toda a interface resina-dentina, bem como da camada adesiva) evidenciados por estrela. A semelhanca de
ETU23 (D), o grupo OTU23 (H) também apresentou uma fenda logo abaixo da CA (evidenciado pela seta) com
absorcdo extrema de fluoresceina na CH e nos fags. No grupo OTA23 (F) pdde- se perceber a presenca de CH
e CA menos consistentes e presenca de espacos em dreas da interface de unifio (evidenciado pela seta). (I- L)
Imagens da interface de unido para o sistema adesivo SB a base de etanol e 4gua. As imagens para este adesivo
mostram padrdes de absor¢ao de fluoresceina bem semelhantes com pouca nanoinfiltragdo (dreas de coloracio
verde) na CH. A semelhanca dos adesivos OS e EX, na técnica de unido imida com dgua (TU), e apds
volatilizacdo a23° C de temperatura, o grupo STU23 também apresentou um espaco entre CA e CH evidenciado
pela seta, além de coloracdo alaranjada e porosidades ao longo de toda espessura da CA e CH o que pode ter
ocasionado a diminui¢@o na quantidade e profundidade de tags abaixo da CH. (E= Adesivo Excite a base de
etanol; OS= Adesivo One Step a base de acetona; S= Adesivo Single Bond a base de etanol e d4gua; TA=Técnica
de unido dmida com etanol; TU= Técnica de unido imida com dgua; 40= Volatilizacdo a 40° C; 23=

Volatilizag¢do a 23° C; CH= Camada hibrida; CA= Camada Adesiva; TB= Tdbulos Dentinérios).

8 Discussao

Foi observado neste estudo que o grau de conversao dos adesivos a base de etanol
e dgua (Single Bond), etanol (Excite) e a base de acetona (One Step) foram maiores quando
estes foram volatilizados a 40° C (Tabela 1), sendo a primeira hipétese aceita. O jato de ar
aquecido a esta temperatura foi também capaz de elevar a resisténcia de unido destes adesivos
para todos os tempos de armazenamento e independente da técnica de unido umida utilizada
(Tabela 2). Tal observacao tornou a segunda hipétese parcialmente aceita pelo fato de que a
RU dos grupos volatilizados a 40° C ndo permaneceu estdvel frente a0 armazenamento em
agua, a semelhanca com o que ocorreu para os grupos volatilizados a 23° C. Nas imagens
qualitativas de MEV e MVCL, s6 foi evidente a reducdo de nanoinfiltracdo e de sinais

morfoldgicos de degradacdo da camada hibrida, dos fags e da camada adesiva em alguns
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grupos onde os sistemas adesivos foram volatilizados a 40° C e a dentina foi saturada com

etanol, o que resultou no aceite parcial da terceira hipétese.

O grau de conversdo ¢ uma medida do porcentual de duplas ligacdes de carbono
que foram convertidas em ligacGes simples de carbono para formar uma cadeia polimérica.
Neste estudo, as amostras que receberam volatilizagdo a 23° C apresentaram menores valores
de GC. O que pode ser explicado pelo fato de o solvente residual, que nao foi evaporado
adequadamente, ter se interposto entre os mondmeros dificultando sua interagdo no momento
da fotoativacdo. Esse solvente em excesso liga- se aos grupamentos polares do polimero em
formagcdo comprometendo a criacdo de ligacdes cruzadas, alterando assim a coesdo do

polimero resultante (Hashimoto et al., em 2006).

Por outro lado, sugere-se que a volatilizacdo através do jato de ar aquecido foi
mais eficaz na evaporacdo dos solventes, tornando-se responsavel por uma diminui¢do na
viscosidade dos sistemas adesivos, elevando ndo s6 o seu GC, como também a sua RU
quando aplicados sobre a matriz dentindria desmineralizada. Estes achados podem ser
explicados pelo fato de que a diminui¢do da viscosidade dos sistemas adesivos pode
favorecer tanto na infiltracao do sistema adesivo no susbtrato, quanto resultar na reacao das
cadeias poliméricas numa extensdao maior (Reis et al., 2009), permitindo a formagdo de uma
camada adesiva mais coesa, com maior quantidade de liga¢des cruzadas logo apds a

polimerizacdo (Aradjo LSN, 2011).

Assim, supde-se que nos grupos onde foi realizada a volatilizagdo a 40° C a 4gua/
etanol presente na dentina desmineralizada foi mais eficazmente substituida pelos
mondOmeros devido a uma possivel melhora no padrdo de evaporacdo dos solventes;
resultando na formac¢do de uma interface de unido dente/ restauracdo mais homogénea e
resistente logo apds a polimerizacdo. Entretanto, esse aumento da resisténcia de unido
promovido pelo jato de ar aquecido ndo foi capaz de impedir a degradacdo da camada hibrida
apos 30 meses de armazenamento em dgua de modo semelhante ao observado nos grupos
controle onde foi feita a volatiliza¢do a 23° C. Dessa forma, apesar de ser observado uma
estabilidade na resisténcia de unido de alguns grupos onde foi realizada a volatilizagdo a 40°

C (STU40 e 0 STA40) ou a volatilizagao a temperatura ambiente (STA23, ETU23 e ETA23),
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todos os demais grupos tiveram uma queda nos valores de resisténcia de unido a partir de 12

meses de armazenamento (Tabela 2).

Apesar de sinais da degradacdo da camada adesiva, camada hibrida e tags
poderem ser facilmente percebidos nas imagens de MEV representativas de cada grupo a
partir de 12 meses de armazenamento (Figuras 6, 7 e 8), ndo se pode afirmar que todos os
grupos que apresentaram maiores valores de resisténcia de unido apresentaram menor
quantidade de deposi¢do de prata, corroborando com achados de estudos anteriores (Pereira
etal.,2001; Guzmann et al.,2003; Reis et al., 2009; Ding et al., 2009). De acordo com Reis
et al., 2009 uma maior resisténcia de unido pode estar mais relacionada a uma maior
infiltracdo do sistema adesivo na dentina desmineralizada do que a um melhor selamento da

interface de unido dente/ restauracao.

Esse comportamento pode também ser facilmente explicado pela mobilidade do
sistema e pela viscosidade dos sistemas adesivos. O movimento térmico de uma molécula de
liquido deve ser suficiente para vencer a sua tensdo superficial e evaporar, isto €, sua energia
cinética deve exceder o trabalho de coesdo aplicado pela tensdo superficial a superficie do
liquido. Pode-se sugerir, portanto, que o calor a que os sistemas adesivos foram submetidos
fez as moléculas do solvente se movimentarem mais depressa, diminuindo a sua viscosidade.
Essa menor viscosidade pode quebrar ligacOes de hidrogénio presentes nos solventes
facilitando a sua evaporagdo, além de deixar o sistema adesivo mais fluido para penetrar mais

em profundidade na dentina desmineralizada (Aratjo LSN, 2011).

A observagdo das imagens qualitativas de MEV (Figuras 2, 3 e 4) e das imagens
de MVCL (Figura 6) podem confirmar tal comportamento dos sistemas adesivos na presenca
do calor. Nessas imagens pode-se perceber claramente a maior profundidade e quantidade
dos tags preenchendo os tubulos dentindrios, principalmente nos grupos onde o sistema
adesivo volatilizado a 40° C foi aplicado em dentina desmineralizada saturada com etanol
(Figuras 6A, E e ) independente do tempo de armazenamento (Figuras 2A-C; 3A-C; 4A-C).
Essas observagdes sinalizam para a influéncia da técnica de unido nos achados deste estudo,
apesar dos resultados quantitativos de resisténcia de unido nao mostrarem diferenca entre as

técnicas de uniao avaliadas.
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Sabe-se que a dentina saturada em etanol € menos hidréfila, o que pode impedir
a separacdo de fases de mondmeros hidréfobos na presenca de dgua, facilitando a sua
infiltracdo na dentina imida e desmineralizada (Wang et al, 2006; Ye et al, 2008). No
entanto, para que isso ocorra, a 4gua no interior da matriz dentinéria deve ser completamente
substituida pelo etanol, antes da aplica¢do do sistema adesivo (Becker et al, 2007; Sauro et
al, 2009). Porém, alguns estudos mostraram que, quando a dentina € saturada com etanol (a
semelhan¢a do que ocorre quando a dentina € saturada com dgua), a 4gua no interior dos
compartimentos entre as fibras coldgenas ndo é completamente substituida pelo etanol,
principalmente em profundidade nos tubulos dentindrios, o que pode levar a diluicdo de
mondmeros hidréfobos reduzindo a resisténcia de unido da interface adesiva formada a partir
desses mondmeros (Sadek et al., 2007; Lopes et al., 2006). Estes achados podem explicar a

auséncia de diferenga entre as técnicas com relagio a RU.

Por outro lado, a andlise exploratoria dos dados de RU indicou que houve
interacdo entre adesivo & temperatura & técnica, consolidando a influéncia da saturagio
(dgua/ etanol) da dentina nos resultados deste estudo. A influéncia pontual da técnica na
resisténcia de unido pode ser observada nos grupos onde o sistema adesivo a base de etanol
e dgua (Single Bond) foi aplicado a dentina desmineralizada. Assim, quando Single Bond foi
aplicado na dentina saturada com etanol a interface de unido manteve sua estabilidade mesmo
apos 30 meses de armazenamento em dgua, independente da temperatura de volatilizacdo a
que o adesivo foi submetido. Diferentemente, quando a dentina foi saturada com 4gua, essa
estabilidade s6 foi observada para este adesivo quando foi realizada volatilizagao através de
jato de ar aquecido.

Alteracdes na técnica adesiva visam basicamente a obtencdo de melhor
desempenho a longo prazo. Assim, este estudo teve por objetivo associar a volatilizagdo com
jato de ar aquecido a técnica alcodlica para verificar ndo so elevagdo da resisténcia de unido
em um momento Inicial, mas também sua manutencdo com o tempo de armazenamento,
fatores que sdo de extrema importancia para a escolha da técnica na prética clinica. Pode- se
associar a baixa durabilidade da interface de uni@o com a formacdo de polimeros
apresentando caracteristicas hidrofilas, o que pode resultar em sor¢do de 4gua e consequente

plastificacdo da cadeia polimérica (Malacarne et al., 2006). Além disso, a infiltragdo dos
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mondmeros na matriz dentindria desmineralizada muitas vezes é incompleta, deixando
coldgeno exposto a acdo de colagenases enddgenas que podem levar a decomposi¢ido da
matriz dentindria (Bedran- Russo et al., 2007).

Assim, ja que a infiltracdo adequada dos mondmeros no interior dos arcabougos
entre as fibras de coldgeno dependerd da completa substituicdo da dgua (Takahashi et al.,
2013) / etanol (Sauro et al., 2009) pelo sistema adesivo no momento de sua aplicagdo; e ja
que ndo hé evidéncias de que isso realmente ocorra, sugere-se que a infiltracdo mais adequada
de Single Bond pode estar mais relacionada a sua composicdo. Este sistema adesivo
apresenta na sua composi¢do a dgua e o etanol como solventes, e os mondomeros HEMA e
BisGMA. Se por um lado o etanol e o Bis GMA criariam um ambiente mais hidréfobo por
outro lado a 4gua e o HEMA, que possuem caracteristicas hidréfilas, seriam capazes de
diminuir a influéncia da possivel presenca de dgua residual na matriz dentindria em
profundidade, quando a dentina estava saturada com etanol dificultando a contaminagdo do
polimero em formacao (Ye et al, 2008).

Outra sinalizacdo importante para a influéncia da técnica nos resultados deste
estudo pode ser percebida comparando-se as imagens representativas de MEV e MVCL dos
grupos onde foi realizada a saturacdo da dentina com etanol e volatilizagdo dos sistemas
adesivos a 40° C com as imagens dos grupos onde a dentina foi saturada com dgua e recebeu
volatilizacdo a 23° C. As imagens de microscopia confocal (tempo Inicial) dos grupos
ETU23, OTU23 E STU23 (Figuras 6-D, H e L, respectivamente) indicam a presenga de
camadas adesivas mais espessas de coloracdo alaranjada (possivel mistura de corantes
vermelho e verde, o que sugere a contamina¢do da cadeia polimérica pela presenga de dgua
residual), apresentando uma lacuna em toda a espessura da camada adesiva/ camada hibrida,
sugerindo a presenca de coldgeno exposto ndo infiltrado adequadamente pelo sistema
adesivo. Além disso, pode-se perceber ainda a reduzida quantidade de tibulos dentindrios e,
nos grupos ETU23 e OTU23, a presenga intensa de fluoresceina (corante verde-
nanoinfiltracdo) na camada hibrida e entre os tiibulos dentinérios.

Essas caracteristicas observadas nas imagens de confocal podem ajudar a
explicar as caracteristicas morfolégicas das imagens de MEV (Figuras 2, 3 e 4- J-K-L) apods

12 meses e 30 meses de armazenamento, as quais mostram sinais nitidos de degradacdo da
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camada hibrida e dos fags nesses grupos ETU23, OTU23 e STU23, principalmente apds 30
meses de armazenamento. O aumento da permeabilidade da camada hibrida pode ser o
resultado da incompleta infiltracdo do sistema adesivo na dentina desmineralizada (Sano et
al., 1995). Este tipo de nanoinfiltracao observada nas imagens de confocal para estes grupos
controle sugerem que a estabilidade a degradagdo desses grupos foi comprometida tanto pela
degradacdo hidrolitica de uma camada adesiva e camada hibrida menos coesas e menos
resistentes a sor¢do de dgua (volatilizacdo a temperatura ambiente), quanto pela presenca de
coldgeno ndo infiltrado que, por estar exposto, pode ter sido degradado mais facilmente.

Na comparacdo entre os sistemas adesivos avaliados neste estudo, foi possivel
observar claramente a superioridade dos sistemas adesivos a base de etanol e dgua (Single
Bond) e a base de etanol apenas (Excite), comparativamente ao One Step, um sistema adesivo
apresentando acetona como solvente. A inferioridade do sistema adesivo a base de acetona
pode estar relacionada ao processo que ocorre em um momento imediatamente apds a sua
fotoativagdo, o que foi confirmado pelas imagens de confocal (Figura 6- E-H) e pelos dados
de grau de conversdo. Entretanto, este processo foi capaz de influenciar na sua resisténcia de
unido apenas apds 30 meses de armazenamento, momento em que foram observados os mais
baixos valores de RU comparativamente aos adesivos Single Bond e Excite, independente da
temperatura de volatilizagdo avaliada (Tabela 2).

Estes resultados corroboram com achados anteriores de Hass et al., 2013 que
relatam a existéncia de uma correlagdo positiva entre o aumento do grau de conversdo e da
resisténcia de unido e diminuicdo da nanoinfiltracdo. Isto sugere que a presenca de
nanoporosidades na camada adesiva e camada hibrida, que podem influenciar na qualidade e
estabilidade da interface de unido dente/ restauracdo, podem estar relacionadas a um processo
deficiente de polimerizagdo, excesso de solvente dos sistemas adesivos que ndo foram
adequadamente volatilizados, e presenca de dgua residual na dentina desmineralizada, que
ndo foi completamente substituida pelos mondmeros resinosos, respectivamente (Tay et al.,
2005, Dickens et al., 2005; Hass et al., 2013).

Diante disso, podemos sugerir que um processo de polimerizac¢do deficiente pode
ter sido a causa da pior performance do sistema adesivo One Step, comparativamente aos

adesivos a base de etanol. Por apresentar em sua composi¢do a acetona como solvente, que
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possui menor temperatura de ebuli¢do e maior pressao de vapor do que os solventes presentes
em Single Bond e Excite, o que facilita sua rdpida evaporacdo, as recomendacdes do
fabricante estabelecem que seja feita a aplicacdo de duas camadas desse sistema adesivo na
dentina desmineralizada. Dessa maneira, alguns autores especulam que, mesmo que seja
realizada a etapa de volatilizacio nos sistemas adesivos, aqueles que apresentam acetona em
sua composi¢do podem permanecer com quantidade suficiente de solvente residual no
momento da polimerizacdo levando ao aparecimento de porosidades nessa camada adesiva
(Cho et al., 2004) o que foi representado pela maior absor¢do de fluoresceina ao longo da
interface de unido nestes grupos (Figuras 6 E-H) aliado a presenca de lacunas entre a camada
adesiva e a camada hibrida (Figuras 6 F-H) e a presenca de camada adesiva de coloragcdao
alaranjada (Figuras G e H) sugerindo a contaminac¢io por dgua também na camada adesiva
que fica em contato direto com a resina composta.

Neste estudo, portanto, foi nitida a maior abrangé€ncia da superioridade da
volatilizacio a 40° C de cada sistema adesivo avaliado e para cada técnica de unido testada.
Também foi observada a formacdo de uma camada hibrida mais homogénea, apresentando
maior infiltracdo quando os sistemas adesivos volatilizados a 40° C foram aplicados em
dentina saturada com etanol. Os sinais quantitativos (RU) de degradacdo que podem ser
relacionados aos resultados Iniciais de grau de conversdo e microscopia confocal puderam
ser observados mais fielmente apds 30 meses de armazenamento.

Assim, os resultados deste estudo mostraram a importincia da escolha dos
sistemas adesivos e da técnica de volatilizacio dos solventes presentes nos mesmos, para que
estes possam formar cadeias poliméricas mais homogéneas e resistentes imediatamente apOs
a polimerizac¢do, além de infiltrar de maneira mais adequada na dentina desmineralizada

melhorando a estabilidade da camada hibrida formada.
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Consideracoes Gerais

Apesar dos avangos nas pesquisas com relagdo a qualidade dos sistemas adesivos
e da busca pela aplicagdo correta da técnica adesiva e restauradora, € comum a ocorréncia de
infiltracdo marginal nas restauracdes realizadas em dentina desmineralizada (Hashimoto et
al, 2000). O insucesso da técnica pode levar a necessidade de substituicdo da restauracao,
resultando em novo desgaste da estrutura dentdria o que, consequentemente, leva ao
desconforto fisico e psicoldgico do paciente.

Os capitulos 1 e 2 tiveram como objetivo principal investigar este processo de
degradacio que ocorre na camada hibrida em uma visdo mais minimalista e especifica do
que ocorre nos 10 um de dentina desmineralizada (por isso a completa desmineraliza¢do do
espécime de dentina no capitulo 1- simulando a avaliacdo da camada hibrida apenas) que é
infiltrada pelos sistemas adesivos. Esta visdo mais singular foi proporcionada no Capitulo 1
pela criacdo de macro modelos de camada hibrida e foi estudada a associacio da técnica de
volatilizacdo dos adesivos através de jato de ar aquecido com a aplicacdo do extrato de
sementes de uva na dentina. A primeira técnica foi realizada para viabilizar a evaporagdo dos
solventes presentes em sistemas adesivos, e da dgua residual que permanece retida na matriz
dentindria desmineralizada. Através dessa técnica haveria uma diminuicdo da viscosidade
dos sistemas adesivos o que poderia fazé-lo infiltrar em maior profundidade. Além disso,
esse aumento na evaporacdo dos solventes proporcionado pelo jato de ar quente poderia
proporcionar a formacdo de camada adesiva e camada hibrida mais homogénea (Aradjo et
al., 2011), com maior numero de ligagdes cruzadas (Reis et al, 2009), o que se proporia a
minimizar a degrada¢do hidrolitica. A segunda estratégia utilizada consistiu no tratamento
da dentina com a aplicac@o do extrato de uva que teria sua fungdo estabelecida em elevar a
quantidade de ligacdes cruzadas entre as fibras coldgenas deixando- as mais resistentes ao
processo de degradacdo enzimadtico. Associando entdo as duas técnicas terifamos como
resultado tanto camada adesiva como substrato dentindrio apresentando maior resisténcia ao
processo degradativo.

Para testar a hipdtese acima foram realizados espécimes de sistema adesivo para

simular a camada adesiva, além de macro- modelos de camada hibrida simulando a dentina
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desmineralizada e infiltrada por adesivo (camada hibrida). A comprovagdo do sucesso da
associagdo das duas técnicas residiu no fato de que apenas os grupos dos macro-modelos de
camada hibrida que receberam o pré-tratamento da dentina com extrato de uva, associados a
volatilizacdo de solventes a 40°C, mostraram menor alteracdo de massa e maior médulo de
elasticidade em todos os adesivos avaliados. O fato de que a camada adesiva pode ter sido
formada com maior homogeneidade estd suportada pelos resultados dos espécimes de
sistema adesivo que, quando volatilizados a 40°C mostraram maior médulo de elasticidade
do que aqueles que foram volatilizados a 23°C em todos os tempos avaliados. No entanto,
nos macro modelos de camada hibrida, foi necessdrio o tratamento da dentina com o extrato
de uva associado a volatilizagdo a 40°C para promover a formacio de uma camada hibrida
mais homogenea e resistente ao processo de degradacdo, o que sugere a forte influéncia do
processo degradativo na dentina, que foi essencial para os resultados deste estudo.

O Capitulo 2 teve por objetivo estudar a degradacdo de uma camada hibrida
“comum” (semelhante aquela criada clinicamente), realizada de acordo com as
recomendagdes do fabricante. No entanto, a semelhanga do Capitulo 1, foram associadas
técnicas durantes os procedimentos adesivos com o objetivo de criar uma camada hibrida
mais resistente ao processo de degradacdo. Como resultado da criacdo de uma camada hibrida
em uma dentina saturada com etanol, onde foi realizada a aplicacdo de sistemas adesivos
volatilizados com jato de ar aquecido, foi observado uma melhora significativa com relacao
ao processo de nanoinfiltracdo. Além disso, o jato de ar quente foi capaz de elevar a
resisténcia de unido de todos os adesivos testados em todos os tempos de armazenamento
comparativamente ao jato de ar a temperatura ambiente, o que sinaliza para a influéncia
positiva do jato de ar quente na formacao de uma interface de unifo dente- restauracao mais
resistente.

A dentina saturada com etanol cria um ambiente menos hidréfilo, permitindo
assim, que a matriz de coldgeno desmineralizada e saturada por etanol possa ser infiltrada
mais facilmente por mondmeros resinosos hidréfobos, o que € um desafio na Odontologia
Restauradora Atual (Nishitani et al, 2006; Pashley et al, 2007; Tay et al, 2007; Sadek et al,

2010). O procedimento se propde a impedir a separacdo das fases de mondmeros de resina
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hidr6foba na presenca de dgua (Tay et al, 1996; Wang et al, 2006; Ye et al, 2008) desde que
a mesma seja completamente substituida pelo etanol.

Além disso, os resultados deste Capitulo mostraram que o jato de ar aquecido
pode ainda levar a um aumento do grau de conversdo dos sistemas adesivos possivelmente
por possibilitar a formagdo de um polimero mais reticulado e com maior quantidade de
ligacdes cruzadas. A polimeriza¢do inadequada dos adesivos pode criar defeitos de adesdo.
Essa polimerizacdo deficiente, pode criar uma discrepancia entre a profundidade da
desmineraliza¢do dentindria e a profundidade da infiltragdo do adesivo, o que foi visto
claramente nas imagens de Microscopia Confocal dos grupos onde os sistemas adesivos
foram volatilizados a 23 °C logo ap6s sua aplicacdo em dentina saturada com édgua.

Esses resultados sugerem que o grau de conversdo dos sistemas adesivos pode
estar relacionado a quantidade de nanoinfiltracdo na interface de unido, e que prejuizos no
momento da polimeriza¢ao dos sistemas adesivos podem elevar o processo de degradacio da
camada hibrida, o que foi visto principalmente no adesivo One Step que apresentava mais
mondmeros hidréfilos em sua composicao.

A denominada “camada hibrida de adesdo” € decorrente de um processo de
adesdo entre resina e tecido dentindrio pautado pela unido micro-mecanica de mondmeros
hidr6fobos, hidréfilos e fibrilas coldgenas (Nakabayashi, 1982). Essa forca de adesdo dos
sistemas adesivos a dentina pode estar sujeita a nanoinfiltracdo, que ocorre entre a camada
hibrida e a dentina mineralizada, e € responsavel pela degradacdo da interface de unido
resina- dentina ao longo do tempo (Hashimoto et al, 2000).

Do exposto, pode-se inferir que a degradacdo da interface de unido deve-se,
primeiramente, a remog¢do incompleta da dgua residual na dentina desmineralizada. Tal fato
associado ao processo inadequado de evaporacdo dos solventes presentes nos sistemas
adesivos (Giannini et al, 2008) pode levar a uma polimerizagdo incompleta, gerando dreas na
camada adesiva e camada hibrida instdveis e ndo homogéneas passiveis de sofrer hidrdlise.
Além disso, ja foi comprovado que nem toda dentina desmineralizada € coberta pelo sistema
adesivo (Bertassoni et al, 2012) originando areas de fibrilas coldgenas expostas que podem

ser degradadas por colagenases endégenas (Bedran- Russo et al., 2012).
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As metaloproteinases estdo presentes naturalmente na estrutura do complexo
dentino pulpar, e podem ser ativadas pela diminui¢do do pH na matriz dentindria, fato que
pode estar relacionado ao simples tratamento da superficie dentindria desmineralizada com
primer e adesivo (Nishitani et al, 2006), levando a uma maior degradacdo das fibrilas
coldgenas (Bedran-Russo et al, 2012) e a um maior risco de nanoinfiltragdo (Pashley et al,
2004).

Nesse contexto, a aplicagdo de extrato de sementes de uva, uma substincia
natural que possue a capacidade de aumentar o nimero de liga¢des cruzadas covalentes inter
e intramoleculares de coldgeno quando aplicada sobre a dentina desmineralizada (Han et al.,
2003) tem se proposto a aumentar a resisténcia da camada hibrida por serem, possivelmente,
ligacOes mais resistentes a colagenases endogenas (Bedran- Russo et al., 2007).

Por fim, os resultados contidos nos Capitulos 1 e 2 demonstraram que o uso da
volatilizacio a 40°C dos solventes presentes em sistemas adesivos convencionais como parte
de um protocolo clinico restaurador pode elevar a homogeneidade e a resisténcia da camada
adesiva formada. Essa técnica associada a biomodificagdo da dentina desmineralizada pode
ser capaz de interferir na qualidade da camada hibrida formada por conferir ao substrato
dentindrio maior resisténcia e rigidez podendo ser indicado para aumentar a sobrevida das

restauragoes.
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Conclusao
De acordo com as condi¢Oes experimentais, € com base nos resultados obtidos nos
Capitulos 1 e 2, foi possivel concluir que:

- Capitulo 1:

e Os espécimes de adesivo (A) volatilizados a 40°C mostraram maior médulo
de elasticidade do que aqueles que foram volatilizados a 23°C em todos os
tempos avaliados; porém, o mesmo ndo ocorreu para os espécimes de macro-
modelos de camada hibrida (M).

e Apenas os grupos dos macro-modelos de camada hibrida (M) que receberam
o pré-tratamento da dentina com extrato de uva, associados a volatilizacdo de
solventes a 40°C, mostraram menor alteracdo de massa e maior médulo de
elasticidade em todos os adesivos avaliados.

e No geral, quando comparados os trés adesivos testados, One Step apresentou
os mais baixos valores de médulo de elasticidade, além de maior alteracio de

massa do que Single Bond e Excite nas diferentes condigdes deste estudo.

- Capitulo 2:

e Ossistemas adesivos volatilizados a 40°C mostraram maior grau de conversao
do que aqueles que foram volatilizados a 23°C.

e As camadas hibridas formadas em dentina saturada com etanol na qual os
sistemas adesivos foram volatilizados a 40°C apresentaram, no geral, menor
nanoinfiltragdo (MEV e MVCL), sinalizando para a formacdo de camada
hibrida e camada adesivas mais homogéneas e de melhor qualidade em todos
os adesivos avaliados.

e No geral, quando comparados os trés adesivos testados, One Step apresentou
os mais baixos valores de grau de conversdo e de resisténcia de unido (apds
30 meses), além de maior presenca de nanoinfiltracio (MVCL) e sinais da

formacao de camada adesiva e camada hibrida menos homogéneas.
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