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Resumo

Este estudo objetivou analisar, por meio de microsco-
pia eletronica de varredura (MEV), a interface adesiva de
restauracoes realizadas com sistema adesivo autocondi-
cionante de dois passos (Clearfill SE Bond, Kuraray Co.,
Ltd., Osaka, Japdo), contaminadas por sangue em dois
momentos diferentes, recebendo essa contaminagdo dois
tratamentos distintos. Quinze molares humanos foram
divididos em cinco grupos experimentais (n = 3): G1 —
controle (sem contaminagdo); G2 — contamina¢do antes
do primer, com lavagem e secagem; G3 — contamina¢do
antes do primer com secagem; G4 — contaminagdo apos
bond fotopolimerizado com lavagem e secagem; G5 —
contaminagdo apos bond fotopolimerizado com secagem.
Os dentes tiveram sua superficie oclusal seccionada e li-
xada para obtengdo de dentina plana. Os espécimes fo-
ram contaminados, de acordo com os grupos experimen-
tais, e entdo foram restaurados e preparados para analise
em MEV. Os resultados obtidos foram descritos de duas
formas: andlise morfologica, na qual foram observadas
alteragoes na formacao da camada hibrida (CH) em gru-
pos com a presenga do contaminante, e anadlise morfomeé-
trica, em que os dados foram analisados estatisticamen-
te, e pode-se constatar uma relagdo entre a presenca do
contaminante e a diminui¢do do tamanho de tags, em um,
quando comparados ao grupo controle (p <0,05). Adicio-
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nalmente, foi observado que o tratamento de lavagem com
dgua ndo foi suficiente para restabelecer a formagdo de
CH semelhante a observada em G1.

DESCRITORES
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INTRODUCAO

O uso do isolamento absoluto ¢ uma forma de con-
trolar a umidade proveniente de fluidos bucais e impedir
a contaminacao do campo operatorio. Entretanto, algumas
situagdes clinicas dificultam a colocacdo do isolamento
absoluto, por exemplo, em preparos cavitarios nos quais
a margem estende-se proximo a gengiva ou em nivel sub-
gengival?!?>242831.341 & durante a restauragao de lesdes cer-
vicais néo cariosas ou lesdes em raiz*2. Adicionalmente,
apenas um numero aproximado de 17%'3* dos profissio-
nais usa o isolamento absoluto na pratica clinica diaria.

Estudos a respeito dos efeitos de diferentes con-
taminantes na adesdo aos tecidos dentais®!*!82426 mog-
tram que a contaminac¢do com plasma reduz a resistén-
cia de unido (RU) em esmalte (33%) e dentina (70%).

Pesquisas recentes!311:1425:3040 reJatam que sistemas

adesivos hidrofilicos sdo menos sensiveis a contamina-
cdo por saliva quando comparados aos agentes de uniao
hidrofobicos. Entretanto, os efeitos da contaminagdo
por sangue nesses sistemas adesivos nao estdo comple-
tamente esclarecidos.

Os estudos sobre contaminagdo mostram resulta-
dos conflitantes!*710:13.17.19.23.2427.3940.42 ¢ * ag5im, sdo de
dificil comparacao devido a variedade dos delineamen-
tos experimentais. Essas varidveis podem ter grande
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importancia na variagdo dos resultados de resisténcia
de unido obtidos!” — refor¢ando a dificuldade de obter
consenso por meio da literatura.

Assim, novos estudos sdo necessarios para inves-
tigar com maior profundidade as condicdes ja descritas
na literatura e, assim, obter um protocolo de conduta
mais seguro para lidar com a contaminagao.

OBIETIVO

Este trabalho objetivou analisar qualitativa e quan-
titativamente, pelo método de MEV, a influéncia da pre-
senc¢a do contaminante na formacdo da camada hibrida
quando da utilizacdo de um sistema adesivo autocondi-
cionante. Os tags resinosos foram quantificados quanto
a sua frequéncia, densidade e comprimento.

MaTerialis E METODO

Neste estudo in vitro foram utilizados 15 molares hu-
manos permanentes provenientes do Banco de Dentes da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo
(FOUSP). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
da FOUSP com parecer favoravel nimero 101/08.

A totalidade da amostra (15 molares humanos) foi
seccionada em sua face oclusal (Figura 1A) e, em segui-
da, a superficie de dentina foi planificada com auxilio de
uma politriz automatica (Ecomet 6/Automet 2 — Buehler
Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) com lixas de carbeto de sili-
cio (SiC) de granulagdo #120 a #400 (Buehler Ltd., Lake
Buff, IL, EUA) (Figura 1B). O esfregago padronizado
foi obtido com a lixa de granula¢ao #600, utilizada por
1 minuto®. Esses espécimes foram divididos segundo os
grupos experimentais descritos na Tabela 1 (n = 3).

O sangue utilizado neste experimento foi obtido a
partir de um unico individuo. O sangue venoso foi coleta-
do e imediatamente acondicionado em um tubo Vacuette
(BD, Sao Paulo, SP) contendo heparina sodica, armaze-
nado sob refrigeracdo em temperatura de 4°C e utilizado
em até 7 dias. A contaminagao ocorreu de acordo com os

grupos experimentais da Tabela 1. Foram utilizados 1,5
uL de sangue heparinizado* de modo que toda a area
preparada fosse recoberta pelo contaminante, permane-
cendo em contato com a superficie de dentina durante 30
segundos (Figura 1C). Em seguida, foram aplicados os
tratamentos de acordo com a Tabela 1.

O sistema adesivo autocondicionante de dois passos
Clearfill SE Bond (Kuraray Co., Ltd., Osaka, Japao) foi
aplicado seguindo-se as orientagdes do fabricante, e todos
os espécimes foram restaurados com um incremento de
resina Flow (Filtek Flow Z350 — 3M ESPE, St. Paul, MN,
EUA—Cor: Al —Lote 7BA — Validade 07/2010) e 2 incre-
mentos de resina composta (Filtek Z350 — 3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA — Cor: A2 Lote 8GU — Validade 05/2010)
fotopolimerizados individualmente por 20 segundos (Fi-
gura 1D). Todos os espécimes foram armazenados em
agua destilada, em estufa a 37°C, por 24 horas.

Findo esse periodo, os espécimes tiveram suas rai-
zes seccionadas 2 mm abaixo da jungdo amelocementa-
ria (Figura 1E) e foi retirada a polpa de cada dente. Ime-
diatamente apos, foram imersos individualmente em
solugdo de glutaraldeido 2,5% por 24 horas®*, lavados
com solucdo de tampao fosfato por 15 minutos, lavados
com agua destilada por 1 minuto e, entdo, novamente
seccionados no sentido mesiodistal (Figura 1F).

As superficies de interesse de cada metade dos
espécimes foram lixadas com o auxilio da politriz au-
tomatica com sequéncia de lixas d’agua: #600, #1200,
#4000, cada uma por 20 segundos, e polidas com pasta
diamantada para polimento 3 um (Buehler, Ltd., Lake
Buff, IL, EUA) com disco de feltro por 10 segundos®.
Os espécimes foram, entdo, imersos em agua destila-
da e levados a cuba ultrassonica por 10 minutos, tendo
sido esse tempo estabelecido em estudo piloto.

Ainda determinado por estudo piloto, foi realiza-
do o condicionamento 4cido da superficie de interesse
aplicando-se acido fosforico 37% sobre a superficie de
cada espécime individualmente por 30 segundos, para
exposicao dos tags de resina. Em seguida, os espécimes

Tabela 1
Divisdo dos grupos experimentais

Grupos Momento da contaminagao Tratamento do contaminante
G1 Sem contaminagéo Sem tratamento (Controle)
G2 Contaminagao antes do primer Lava (com agua prove_niente de sgringa triplice por 20 segundos a _distén_cia de 10 cm)
e seca (com ar proveniente de seringa triplice por 20 segundos a distancia de 10 cm)’.
G3 Seca (com ar proveniente de seringa triplice por 20 segundos a distancia de 10 cm)’.
G4 Contaminagéo apés o bond Lava (com agua prove_niente de sgringa tn’plice por 20 segundos a _disténgia de 10 cm)
fotopolimerizado e seca (com ar proveninete de seringa triplice por 20 segundos a distancia de 10 cm)’.
G5 Seca (com ar proveniente de seringa triplice por 20 segundos a distancia de 10 cm)’.
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Figura 1 - Representacao esquematica do preparo da amostra — sequéncia A-H. SiC: carbeto de silicio; JAC: jungdo amelocementaria

foram imersos individualmente em solugao de hipoclo-
rito de sodio 1% por 30 minutos e, entdo, lavados com
agua por 30 segundos®.

Apbs essas etapas, os espécimes foram imersos
em solucdo de glutaraldeido 2,5% (SPI — CHEN — Spi
supplies, West Chester, PA, EUA) por 2 horas para fi-
xacao e depois lavados com solugdo de tampao fosfato
de sodio 0,1 M, pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA) e, entdo, submetidos a sequéncia de desidratag¢ao
em alcool, de concentragdo de 30% até absoluto®’.

Para secagem dos espécimes foi utilizado hexadi-
metil disilazona (HMDS — Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) por 10 minutos e, ap6s 20 minutos, os espé-
cimes foram secos com papel absorvente'.

Os espécimes metalizados foram levados ao micros-
copio eletronico de varredura (JEOL 6460 —LV, Jeol Ltd.,
Tokio, Japao) para analise em aumento padronizado de

Corte da raiz 2mm
abaixo da jungéo
amelocementaria

Corte mesiodistal
do espécime

Separagao do
especime em
face lingual (L) e
vestibular (V)

Armazenamento ||
de cada metade
separadamente

500X, sempre no centro de cada espécime, focalizando-
se a camada hibrida logo acima da camara pulpar. Como
cada espécime foi dividido em duas metades e ambas fo-
ram analisadas, foi escolhida a imagem da metade que
melhor representou o grupo experimental.

Apos terem sido obtidas e selecionadas trés foto-
micrografias de cada grupo (uma de cada espécime),
foram analisadas qualitativamente (analise morfologica)
e quantitativamente (analise morfométrica) com o au-
xilio do software Microsoft® Office Power Point 2007
(Microsoft® Corp., Redmond, WA, EUA) por dois exa-
minadores calibrados. Os dados provenientes da analise
morfométrica foram avaliados estatisticamente pelo teste
de analise de variancia (ANOVA de um fator) seguida
pelo teste de Tukey para comparagdo entre os grupos. A
analise estatistica foi realizada com o sofiware Minitab
(Minitab Inc., State College, PA, EUA), sendo que o ni-
vel de significancia adotado foi o de 5% (p < 0,05).
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REesuLTADOS
Andlise morfolégica

Nas fotomicrografias, podem-se observar os cons-
tituintes da interface dentina-resina: resina composta do
tipo flow (RF), sistema adesivo (SA), camada hibrida
(CH) e dentina (D).

No grupo G1 (controle) (Figura 2), observa-se a
formagao de CH integra, com presenga de tags em toda
sua extensdo, tags longos e integros (seta branca), e o
maior numero de tags (densidade de tags/cm) ao longo
da extensao da CH quando comparado aos demais gru-
pos experimentais.

Figura 2 - Fotomicrografias do grupo G1. Setas brancas indicam tags
de resina longos. Camada hibrida integra com tags em toda extensao.
RF: resina composta do tipo flow; SA: sistema adesivo; CH: camada
hibrida; D: dentina G1: grupo controle (sem contaminagao)
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Figura 3 - Fotomicrografias do grupo G2. Seta branca indica tags

mais curtos que os do grupo G1. Seta preta indica regides com au-

séncia de tags na camada hibrida. RF: resina composta do tipo flow;

SA: sistema adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina. G2: contami-
nacdo antes do SA (lava e seca).
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No grupo G2 (Figura 3), observam-se tags de resi-
na mais curtos (seta branca) e em menor nimero quan-
do comparados ao G1; observa-se também que nao ha
formagdo de tags em toda extensdo da CH (seta preta),
como observado no grupo anterior.

No grupo G3 (Figura 4), foi observada CH ho-
mogénea semelhante ao grupo G1, quanto a presenca
constante de tags ao longo da CH, porém com tags em
menor nimero. A principal diferenca notada nesse gru-
po ¢ a formacao de tags curtos (seta branca).

No grupo G4 (Figura 5), observa-se uma irregula-
ridade entre a camada de adesivo e RF (seta quadricu-
lada), identificando-se que a falha ocorre no local onde
foi depositado o contaminante. Nesse grupo, os tags
de resina tém formacao (seta branca) e frequéncia se-
melhante ao G3; entretanto, seu comprimento € maior.
A CH e os tags de resina foram destacados da dentina
(seta com listras verticais), deixando toda a extensdo
dessa falha sem formagdo de CH (seta preta).

No grupo G5 (Figura 6), observam-se tags curtos
(seta branca). Em relagdo a formacdo da CH, ha regi-
Oes desta sem a presenca de tags de resina (seta preta).
Ressalta-se neste grupo que a dimensao da falha obser-
vada entre o SA e a RF € maior do que as observadas no
grupo G4, além da presenca de residuos.

Analise morfométrica

A Figura 7 ilustra a forma como os dados foram
trabalhados por meio do Power Point, semelhante-
mente ao trabalho realizado por Geraldo Martins'2.
Os resultados da ANOVA de um fator indicaram néo

,’ /'ii;.{i‘n“" ~ l':" -
Figura 4 - Fotomicrografias do grupo G3. Setas brancas indicam
tags mais curtos que os do grupo G1. RF: resina composta do tipo
flow; SA: sistema adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina. G3:

contaminagdo antes do SA (seca)
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Figura 5 - Fotomicrografias do grupo G4. Setas brancas indicam
tags mais curtos do que os do grupo G1. Setas pretas indicam ausén-
cia de tags ao longo da camada hibrida. Setas quadriculadas indicam
presenca de sangue, destacando-se a camada de adesivo da camada
de resina. Setas com listras verticais indicam a camada hibrida, com
tags, destacada da dentina. RF: resina composta do tipo flow; SA:
sistema adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina. G4: contamina-
¢do depois do SA (lava e seca)

AN e 4 v PEr I, Y LA
Figura 6 - Fotomicrografias do grupo G5. Setas brancas indicam
tags mais curtos do que os do grupo G1. Setas pretas indicam au-
séncia de tags ao longo da camada hibrida. Setas quadriculadas
indicam presen¢a de sangue, destacando-se a camada de adesivo
da camada de resina. RF: resina composta do tipo flow; SA: sis-
tema adesivo; CH: camada hibrida; D: dentina.G5: contaminagdo
depois do SA (seca)
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Figura 7 - Tela do Microsoft® PowerPoint 2007 mostra a imagem da fotomicrografia rotacionada (de forma que a camada hibrida coincida
com a branca) e a contagem de tags tanto em frequéncia, como em densidade e comprimento
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haver diferencas estatisticas significantes entre os
grupos experimentais para as condi¢des frequéncia
de tags de resina (F = 0,75; p = 0,581) (Figura 8)
e densidade de tags (F = 1,55; p = 0,261) (Figura
9). Contudo, houve diferenca estatisticamente sig-
nificante para a condi¢do comprimento de tags (F =
5,71; p=0,012) (Figura 10). Ao comparar os grupos

Frequéncia de tags na camada hibrida
em percentual

100,00
120,00 ’
a 91é50 74.30 84.06 91,61

100,00 “ j— 3

80,00 - § NGt
60,00 \ ——  me2
40,00 x\ nG3
20,00 - \ ——— G4

0,00 ~ » G5

Média da frequéncia de tags por
grupo

Figura 8 - Grafico da frequéncia média de tags na camada hibrida
em percentual. As linhas verticais indicam o desvio padrdo. Letras
iguais indicam ndo haver diferenca estatisticamente significante en-
tre os grupos

Densidade de tags na camada hibrida por cm

3,50

2,54 2,04
3,00 T T
2,50 §1’52 1.47 N G1
2,00 G2
1,50 —\ Il G3
1,00 - \ mG4
0,00 - "

Média da densidade de tags por grupo

Figura 9 - Densidade de tags presentes na camada hibrida por
cm. As linhas verticais indicam o desvio padrdo. Letras iguais
indicam ndo haver diferenca estatisticamente significante entre
0S grupos
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entre si, detectou-se maior comprimento de tags para
o grupo G1, no qual ndo houve contaminacao, do que
nos demais grupos experimentais (contaminados).
Analisando-se as outras comparagdes pertinentes ao
estudo, ndo se observou diferenca entre os grupos
contaminados, com todos apresentando tags de com-
primento reduzido (Figura 10).

Comprimento médio de tags em ym

60,00
50,00
40,00 XG1
30,00 G2

nG3
20,00

nG4
10,00

%G5
0,00

Média do comprimento medio de tags
por grupo

Figura 10 - Comprimento médio de tags (em um) por grupo ex-
perimental. As linhas verticais indicam o desvio padrdo. Letras di-
ferentes indicam haver diferenga estatisticamente significante entre
0S grupos

DiscussAo

A contaminac¢do com sangue e saliva ¢ uma ques-
tdo importante durante o tratamento restaurador'?,
especialmente quando nao ¢ possivel instalar o isola-
mento absoluto'>7-10233041 " Preparos com margens sub-
gengivais sdo considerados particularmente propensos
a contaminagdo com sangue durante procedimentos cli-
nicos?!12224283133 " o que pode levar a ocorréncia de mi-
croinfiltragdo e carie secundaria’!°.

Autores"!'?*% postulam que o contetido proteico
de alguns contaminantes pode impedir que os mono-
meros penetrem tanto nas retengdes de esmalte, como
na rede de colageno de dentina exposta, prejudicando a
formacdo da interface adesiva.

O tipo de sistema adesivo, 0 momento da contami-
nac¢ao, o tipo de substrato, o tipo de sangue (fresco ou
com anticoagulante), bem como outros fatores de varia-
¢do presentes nos estudos que investigam os efeitos da
contaminacdo com sangue nas restauragdes adesivas,
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dificultam as comparag¢des entre os trabalhos, tornando
o0 assunto complexo e ndo esclarecido™!.

Os sistemas adesivos autocondicionantes torna-
ram-se muito populares devido a sua facilidade de apli-
cacao***®¥4! Quando os preparos cavitarios sdo restau-
rados sem o uso do isolamento absoluto, o sangramento
gengival pode ocorrer apos a lavagem do acido fosfo-
rico, que acidentalmente pode entrar em contato com a
margem cavosuperficial do preparo, o que nao ocorre
quando se utiliza adesivo autocondicionante®.

Estudos experimentais comparativos de varios
sistemas adesivos autocondicionantes demonstraram
desempenho adesivo superior do Clearfil SE Bond em
esmalte e dentina superficial ou profunda'e.

A maioria dos estudos acerca da influéncia da con-
taminac@o com sangue na RU ¢ realizada em esmalte e
voltada para a adesdo de brackets ortodonticos. Nesse
contexto, Reynolds® afirma que uma for¢a de adesdo
de, no minimo, 6 a 8§ MPa seria capaz de suportar as
forgas ortodonticas. Entretanto, esses valores de MPa
podem ser aplicados apenas para estudos em Ortodon-
tia, fazendo com que os resultados ndo possam ser com-
parados com trabalhos na area de Dentistica restaurado-
ra. Ressalta-se ainda que na area de Dentistica existem
poucos estudos”! 7 sobre a contaminagdo com sangue,
abrangendo especificamente adesivos autocondicio-
nantes e, dada a importancia desse tipo de adesivo na
atualidade (devido a tendéncia de simplificar o proce-
dimento adesivo?®’), faz-se necessaria uma investigag¢ao
mais detalhada sobre essas condicoes especificas.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que
a contaminagdo com sangue resulta em uma CH di-
ferente, quando comparada a formada na auséncia do
contaminante, especialmente no que se refere ao tama-

ABSTRACT

nho dos tags de resina formados. Abdalla e Davidson!,
em 1998, confirmaram esses resultados, observando
relacdo direta entre redugdo de RU e formacao de tags
resinosos de menor comprimento. Outra suposi¢ao para
os resultados observados reside no fato de as proteinas
do sangue se depositarem sobre a dentina, prejudicando
a permeagdo do sistema adesivo®.

Observou-se ainda neste trabalho que, quando a
contamina¢do com sangue ocorreu apds a fotopolime-
rizacdo do bond (G4 e G5), resultados morfologicos di-
ferentes foram observados, identificando-se a presenca
de falha na interface RF-SA, ndo observada nos demais
grupos experimentais. Esses resultados diferentes po-
dem estar relacionados com a menor espessura total
do bond* ou com a ruptura da superficie de oxigénio
livre presente na camada nado totalmente polimerizada
do bond. Entretanto, o efeito da ruptura da camada nao
polimerizada ndo esta completamente esclarecido®.

Assim, considera-se fundamental o controle da
contamina¢do do campo operatoério para a obtengdo
de restauragdes adesivas de boa qualidade, pois, uma
vez contaminado o substrato, nenhum dos tratamentos
propostos foi capaz de reverter o prejuizo obtido pela
presenca do contaminante em relagdo a qualidade da
CH formada.

CONCLUSOES

A presenca do sangue durante a realizacdo do
procedimento adesivo interferiu negativamente na
formagao da CH, independentemente do momento
operatorio em que ocorreu. O contaminante foi o res-
ponsavel pela formacdo de tags de resina de menor
comprimento quando foi utilizado um sistema adesivo
autocondicionante.

Morphological and morphometrical analisys of a self-etching adhesive system hybrid layer

formed in the presence of blood

This study aimed to analyze, by scanning electron microscopy (SEM), the interface of adhesive restorations

performed with a two-step self-etching adhesive system (Clearfill SE Bond, Kuraray Co., Ltd.), contaminated with
blood at two different times, receiving two different treatment to the contamination. Fifteen human molars were
divided into five experimental groups (n = 3): GI — control (no contamination); G2 — contamination before primer,
with rinsing and drying treatment; G3 — contamination before primer with drying treatment; G4 — contamination
after light curing bond, with rinsing and drying treatment; G5 — contamination after light curing bond with dry-
ing treatment. The teeth were then sectioned in the occlusion surface and polished in order to obtain a flat dentin.
The specimens were subsequently contaminated, according to the experimental groups. Thus, they were restored
and passed through preparation for SEM analysis. The results were described in two ways: morphological analy-
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sis, in which changes were observed in formation of hybrid layer (HL) of groups presenting the contaminant, and
morphometric analysis, in which the data were analyzed statistically and an association between the presence of
the contaminant and a decreasing size of tags, in um, was found when compared to the control group (p < 0.05).
Additionally, it was observed that treatment of washing with water was not sufficient to restore the formation of HL
similar to that observed in G1.

DESCRIPTORS

Contamination. Dentin. Blood. Dental Adhesives. Microscopy, Electron, Scanning.
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