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RESUMO 

 

 

Trevelin LT. Influência de diferentes protocolos de irradiação do laser de Er:YAG na 

morfologia dentinária, na formação da camada híbrida e na resistência adesiva [tese]. São 

Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida 

 

 

Este estudo longitudinal in vitro avaliou a ação de diferentes larguras de pulso empregadas no 

protocolo de preparo cavitário e pré-tratamento dentinário com o laser de Er:YAG sobre a 

ultramorfologia da dentina, a micromorfologia da interface adesiva e resistência de união. 

Cento e doze molares humanos foram seccionados, obtendo-se uma dentina de profundidade 

média e, em seguida, foram distribuídos de acordo com os protocolos de irradiação da 

superfície dentinária: preparo cavitário (200 mJ/20 Hz) e pré-tratamento (80 mJ/2 Hz). Os 

fatores em estudo foram a largura de pulso (50 µs, 300 µs e 600 µs) e tempo de 

armazenamento (24 h e 1 ano).  Para cada condição de tratamento de superfície (protocolo de 

irradiação), foi considerado um grupo controle, sem irradiação. Os espécimes foram avaliados 

por diferentes métodos, a saber: análise da ultramorfologia por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) (n=3); avaliação da micromorfologia da interface adesiva por meio de 

microscopia confocal (n=3); avaliação da matriz orgânica e fibrilas colágenas por meio da 

Segunda Gerão Harmônica (n=3). Foram realizadas também a avaliação da resistência de 

união por ensaio de microcisalhamento nos espécimes submetidos ao protocolo de pré-

tratamento da dentina (µSBS) (n=12) e por ensaio de microtração (µTBS) (n=11) nos 

espécimes submetidos ao protocolo de irradiação de preparo cavitário. Os experimentos de 

microscopia confocal e resistência de união foram realizados utilizando um sistema adesivo 

autocondicionante (Scotchbond Universal, 3M ESPE, EUA) em conjunto a uma resina 

composta (Z350 XT, 3M ESPE, EUA). Estes espécimes foram analisados após 24 hs e 1 ano 

de armazenamento em saliva artificial. Os dados quantitativos obtidos nos ensaios de 

resistência de união foram analisados por meio do teste de ANOVA (dois fatores) e do teste 

de comparações múltiplas de Tukey (α = 0,05). Os dados qualitativos foram comparados e 

descritos detalhadamente. Os resultados de resistência de união imediato dos grupos 

irradiados mostraram valores mais baixos quando comparados ao grupo controleo, 

independente do protocolo empregado assim como da largura de pulso utilizada. Os baixos 

valores expressos nos ensaios de resistência de união podem ser justificados pelas alterações 



 

na ultraestrutura da dentina irradiada com o laser de Er:YAG, que denotam uma clara 

alteração da matriz orgânica com desnaturação das fibrilas colágenas, como demostrada pelas 

imagens de SGH e MET. Desta forma, as alterações nas estruturas orgânicas da dentina 

prejudicaram a formação da uma camada híbrida consistente que levou à degradação das 

interfaces adesivas e consequente redução dos valores de resistência de união em 24 h. Todos 

os espécimes ensaiados no teste de microtração apresentaram redução significativa após 1 ano 

de armazenamento em saliva artificial, independente do tratamento realizado. Entretanto, os 

espécimes ensaiados no teste de microcisalhamento não apresentaram redução significativa 

após o mesmo período de armazenamento (1-ano). Embora o protocolo de pré-tratamento 

tenha alterado os componentes orgânicos da dentina, essas alterações não foram suficientes 

para reduzir os valores de resistência de união após 1 ano de armazenamento. Sendo assim, o 

emprego do laser de Er:YAG, em ambos os protocolos investigados, resultaram em 

modificações permanentes nos componentes orgânicos da dentina, que infleuncirama 

negativamente os valores de resistência de união a esse substrato.  

 

Palavras-chave: Dentina. Laser de Er:YAG. Pré-tratamento dentinário. Preparo cavitário 

dentina. Microscopia Eletrônica de Transmissão. Microscopia Confocal. Resistência de 

União. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Trevelin LT. Er:YAG laser protocols influence on dentin morphology, hybrid layer formation 

and bond strength [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 

2018.Versão Corrigida. 

 

 

This longitudinal in vitro study evaluated the action of different pulse widths employed in the 

protocol of cavity preparation and pre-treatment with the Er: YAG laser on the 

ultramorphology of dentin, the micromorphology of the adhesive interface and bond strength. 

One hundred and twelve human molars were sectioned to obtain a medium depth dentin and 

then distributed according to the dentin surface irradiation protocols: cavity preparation (200 

mJ / 20 Hz) and pretreatment (80 mJ / 2 Hz). The factors under study were the pulse width 

(50 μs, 300 μs and 600 μs) and storage time (24 h and 1 year). For each surface treatment 

condition (irradiation protocol), it was considered a control group, without irradiation. The 

specimens were evaluated by different methods, such as: ultramorphology analysis by 

transmission electron microscopy (MET) (n = 3); analysis of the adhesive-interfaces by 

confocal microscopy (n = 3); evaluation of the organic matrix and collagen fibrils by Second 

Harmonic Generation (n = 3). The bond strength was evaluated by micro-shear test in the 

specimens submitted to the pre-treatment protocol (μSBS) (n = 12) and by microtensile test 

(μTBS) (n = 11) in specimens submitted to cavity preparation`s protocol. Confocal 

microscopy and bond strength experiments were performed using a self-etching adhesive 

system (Scotchbond Universal, 3M ESPE, USA) together with a composite resin (Z350 XT, 

3M ESPE, USA). These specimens were analyzed after 24 h and 1 year of storage in artificial 

saliva. The quantitative data obtained in the bond strength tests were analyzed using the 

ANOVA test (two factors) and Tukey's multiple comparison test (α = 0.05). Qualitative data 

were compared and described in detail. The results of immediate bond strength of the 

irradiated groups showed lower values when compared to the control group, regardless of the 

protocol used as well as the pulse width used. The low values expressed in the bond strength 

tests can be justified by the changes in the ultrastructure of the dentin irradiated with the Er: 

YAG laser, which denote a clear alteration of the organic matrix and collagen fibrils, as 

observed in SGH and MET images. In this way, the changes in the organic structures of 

dentin impaired the formation of a consistent hybrid layer that lead to the degradation of the 

adhesive-interfaces and consequent drop of bond strength values at 24 h. All specimens tested 



 

in the microtensile test showed a significant reduction of bond strength after 1 year of saliva 

storage, regardless treatment performed. However, the specimens tested in the micro-shear 

test did not show significant reduction of bond strength after the same storage period (1-year). 

Although the pre-treatment protocol altered the organic components of dentin, these changes 

were not enough to reduce bond strength values after 1 year of storage. Thus, the use of the 

Er: YAG laser, in both protocols investigated, resulted in permanent modifications in the 

organic components of the dentin, which negatively influences the bond strength values to 

this substrate. 

 

Keywords: Dentin. Laser of Er:YAG. Pretreatment. Cavity preparation. Transmission 

Electron Microscopy. Bond strenght. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em dentística, o laser de Er:YAG (Erbium:yttrium-aluminium-garnet) apresenta-se 

como uma opção para a realização de preparos cavitários, pré-tratamento/condicionamento de 

superfície dental e remoção de tecido cariado. Ainda considerando os preparos dentais, a 

redução da vibração, pressão e em alguns casos, prescindirem do uso de anestesia (Ando et 

al., 1996; Mehl et al., 1997; He et al., 2017) podem ser diferenciais exclusivos que conferem 

maior conforto aos pacientes. 

Contudo, a literatura que avalia a resistência de união de restaurações RU adesivas 

realizadas sobre substrato dental irradiado é controversa (Kameyama et al., 2009; Ramos et 

al., 2010; Akin et al., 2012; Guven et al., 2015). Se por um lado autores observaram valores 

de resistência de união mais altos (Visuri et al.,1996a; Chousterman et al., 2010; Ferreira et 

al., 2010; Shahabi  et al., 2013) ou iguais (Celik et al., 2006; Staninec et al., 2006; Amaral et 

al., 2008; Akin et al., 2012; Karadas et al., 2017) aos valores obtidos quando a adesão é 

realizada sobre dentina preparada pelos métodos convencionais, outros (Ceballos et al., 2002;  

Sassi et al., 2004; Barceleiro et al., 2005; Ramos et al., 2010; Bahrami et al., 2011) observam 

menores valores de resistência de união. A grande diversidade de protocolos de irradiação 

dificulta a escolha mais apropriada que possa conferir subsídio científico para sua utilização 

clínica.  

O aumento de temperatura é sempre citado pelos autores que encontraram reduzida RU, 

justificando que o dano térmico superficial causado pela irradiação pode se estender à dentina 

subsuperficial ocasionando a desnaturação de fibrilas colágenas (Ceballos et al., 2002; Sassi 

et al., 2004; Barceleiro et al., 2005; Ramos et al., 2010). Estes efeitos térmicos restringem a 

difusão do sistema adesivo na subsuperfície da dentina e, consequentemente, comprometem a 

integridade da interface adesiva (Ceballos et al., 2002) tornando a penetração do sistema 

adesivo incompleta, o que pode prejudicar a formação da camada híbrida (Nakabayashi; 

Sami, 1996). Estas alterações de temperatura podem estar relacionadas ao calor residual 
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acumulado no interior dos tecidos irradiados e, quanto maior a largura de pulso, maior o calor 

residual durante a irradiação (Fried et al., 2001).   

A largura de pulso é um parâmetro muito importante a ser considerado durante a 

irradiação por estar diretamente relacionada com a capacidade de ablação, a interação com o 

tecido (Brandão et al., 2012), os efeitos térmicos (Lukac et al., 2004; Staninec et al., 2006) e a 

característica morfológica do tecido ablacionado (Apel et al., 2002; Lukac et al., 2004; 

Trevelin et al., 2015).  

 A evolução tecnológica envolvendo o desenvolvimento dos equipamentos de laser de 

Er:YAG caminhou no sentido de produzir equipamentos com possibilidade de regulagem da 

largura de pulso para superar ou minimizar os efeitos termomecânicos gerados durante a 

irradiação (Carmelingo et al., 2004). O emprego de pulsos mais curtos alcançam uma energia 

mais rápida, diminuindo o tem Estudos mostram que o uso de parâmetros inadequados no 

protocolo de irradiação pode gerar superaquecimento que resulta em alterações morfológicas, 

tais como vitrificação e trincas, causando: a modificação dos cristais de apatita, a formação de 

uma fase adicional de fosfato de cálcio (Delmè et al., 2006; Delmè; De Moor, 2007) e a 

formação de um novo composto como β-cálcio tri-fosfato (Carmelingo et al., 2004). Todavia, 

não há relato na literatura de qual seria a influencia destes novos compostos sobre a 

capacidade de interação com do sistema adesivo com a dentina irradiada  

 Não foram encontrados na literatura estudos que analisam a influência da largura de 

pulso na micromorfologia da interface adesiva e o efeito da irradiação na estabilidade das 

restaurações adesivas ao longo do tempo.  

Desta forma, este trabalho longitudinal possui como proposta avaliar a ação de 

diferentes larguras de pulso empregadas em protocolos de preparo cavitário e pré-tratamento 

dentinário, na formação da interface adesiva e na resistência de união por meio de um sistema 

adesivo autocondicionante. Além disso, propõe avaliar a influência da irradiação nas 

características ultramorfológicas da dentina assim como na composição química e estrutural, 

com vistas à determinação de protocolos de irradiação que permitam a realização de 

restaurações adesivas de maior qualidade e, consequentemente, com maior durabilidade. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 A irradiação do tecido dentinário com o laser de Er:YAG vai ao encontro da filosofia de 

mínima intervenção uma vez que seu comprimento de onda de 2,94 μm coincide com o pico 

de absorção máxima da banda da água (3,0 μm) e dos grupos hidroxilas da hidroxipaptita (2,8 

μm), proporcionando uma interação efetiva com o tecido dental duro (Hibst; Keller, 1989; 

Kuscer; Diaci, 2013). 

 O laser de Er:YAG atua sobre o substrato dental por meio da ablação termomecânica, 

na qual a energia incidente é altamente absorvida pelas moléculas de água da estrutura dental 

ocasionando um rápido aquecimento e evaporação da água no tecido, levando a um aumento 

da pressão interna seguido de sucessivas microexplosões com ejeção dos tecidos (Hibst; 

Keller, 1989; Kuscer; Diaci, 2013). 

A irradiação com o laser de Er:YAG é considerado um procedimento seguro por 

produzir um pequeno aumento de temperatura (˂5.5°C) (Oelgiesser et al., 2003), gerando 

mínimo dano térmico à polpa e aos tecidos adjacentes (Hossain et al., 1999; Hossain et al., 

2003; Armengol et al., 2002), especialmente quando irradiados com contínua irrigação com 

água/ar (Hibst; Keller, 1989; Kuscer; Diaci, 2013). Adicionalmente, a correta refrigeração do 

tecido durante a ablação está associada ao aumento da eficiência do corte (Burkes et al., 1992; 

Visuri et al., 1996b). 

 Os protocolos utilizados para a irradiação do tecido dental promove uma redução 

microbiana (Ando et al., 1996; Mehl et al., 1997) nas paredes cavitárias e, quando associada a 

um adequado selamento marginal, pode contribuir para um melhor prognóstico do tratamento 

restaurador e promover uma maior durabilidade das restaurações (Perdigão et al., 2014) 

adesivas. 

 A interação física entre o laser e o tecido depende da natureza do tecido, da quantidade 

de água e dos diversos parâmetros de regulagem do equipamento empregado (Hibst; Keller, 

1989). De acordo com os diferentes parâmetros, o laser pode remover tecido dental duro, 

realizando o preparo cavitário (Trevelin et al., 2015; Karadas et. al., 2017) e pode promover o 

pré-tratamento da dentina (Trevelin et al., 2015) prévio aos procedimentos restauradores 

adesivos.  

 As superfícies dentinárias irradiadas com o laser de Érbio apresentam características 

morfologicas diferentes daquelas obtidas pelo método operatório tradicional (Aranha et al., 

2007; Trevelin et. al., 2015), caracterizado por cavidades extensas, com bordas delimitadas e 
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presença de smear layer.  Em contraste, a dentina irradiada apresenta uma morfologia 

irregular e rugosa, com abertura dos túbulos dentinários, ausência de smear layer (Trevelin et 

al., 2015) e uma dentina peritubular mais evidente (Aoki et al., 1998; Freitas et al., 2007; 

Moretto et al., 2011; Baraba et al., 2013; Trevelin et al., 2015).  

 Essas características morfológicas geradas na superfície irradiada são fatores que 

supostamente podem contribuir com a difusão do sistema adesivo na dentina (Visuri et al., 

1996a; Aoki et al., 1998), favorecendo procedimentos restauradores adesivos (Hibst; Keller, 

1989; Visuri et al., 1996a; Aoki et al., 1998; Aranha et al., 2007) . 

 Entretanto, analisando a literatura referente à adesão em dentina irradiada, resultados 

inconclusivos e controversos são encontrados (Ramos et al., 2010; Firat et al., 2012; Guven et 

al., 2015; Karadas et al., 2017). Da mesma maneira que estudos revelam a superioridade do 

laser frente ao tratamento convencional, por exibirem valores de resistência de união iguais 

(Celik et al., 2006; Staninec et al., 2006; Amaral et al., 2008; Akin et al., 2012) ou superiores 

(Visuri et al., 1996a; Chousterman et al., 2010; Ferreira et al., 2010; De Oliveira et al., 2013) 

aos métodos convencionais realizados com brocas e motores odontológicos, outros estudos 

revelam alterações termomecânicas geradas na superfície irradiada, resultando em alterações 

nas fibrilas colágenas da dentina, repercutindo em baixos valores de resistência de união 

(Ceballos et al., 2002; Sassi et al., 2004; Barceleiro et al., 2011; Ramos et al., 2013).  

 Durante o processo de irradiação, grande parte do calor gerado a partir da transferência 

de energia ao tecido é consumida durante o processo de ablação; no entanto, uma pequena 

fração dessa energia permanece no tecido na forma de energia residual ou calor residual 

(Hossain et al., 1999; Fried et al., 2001). 

Desta forma, o risco de danos térmicos deve ser levado em consideração durante o 

processo de irradiação, pois o calor residual na dentina subjacente pode desnaturar as fibrilas 

de colágeno com perda do espaço interfibrilar (Ceballos et al., 2002; Schein et al., 2003), 

impedindo a adequada difusão dos monômeros resinosos dentre as fibrilas colágenas, 

interferindo negativamente na resistência da união (Ceballos et al., 2002; Schein et al., 2003; 

Giachetti et al., 2004; Jiang et al., 2013). 

Ainda neste contexto, autores sugeriram que a dentina irradiada é mais ácido-resistente 

quando comparada com superfícies preparadas com o método operatório tradicional (Hossain 

et al., 2000). A remoção não preferencial da dentina peritubular pode criar um cristal 

derretido na dentina peritubular que funciona como uma barreira ácido-resistente contra a 

infiltração da resina, devido ao elevado teor inorgânico da dentina peritubular em contraste 

com a camada porosa criada na dentina intertubular, menos mineralizada (De Oliveira et al., 
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2010). Consequentemente é possível que esses cristais gerados no processo de ablação 

reduzam a permeabilidade de sistemas adesivos, contribuindo para a redução da resistência de 

união (De Oliveira et al., 2010). 

 Neste sentido, esforços devem ser empreendidos para aumentar a resistência de união de 

materiais adesivos aos tecidos dentais duros, uma vez que a literatura enfatiza fortemente que 

a durabilidade da adesão é o fator chave para a determinação do sucesso das restaurações em 

materiais resinosos (Altunsoy et al., 2015). Ainda neste âmbito, a resistência de união é 

afetada por diversos fatores, dentre eles o tipo de sistema adesivo, o tipo de tecido (esmalte ou 

dentina) e o método de preparo da cavidade (Bakry et al., 2009; Ali et al., 2013). 

 O mecanismo de adesão envolve basicamente um processo de troca, nas quais os 

minerais removidos do tecido dental duro são substituídos por monômeros resinosos, 

formando ligações químicas e interligando micromecanicamente ao substrato dental. Este 

biopolímero formado é denominado de camada híbrida (Van Meerbeek et al., 2003; Van 

Meerbeek et al., 2011).  

 A adesão realizada em esmalte apresenta resultados confiáveis e duráveis (Cardoso et 

al., 2011; Carvalho et al., 2012; Cechinn et al., 2018). Ocorre pela dissolução preferencial dos 

cristais interprismáticos, comumente realizados pelo ácido fosfórico, permitindo uma retenção 

micromecânica eficiente (Van Meerbeek et al., 2003; Bedran-Russo et al., 2017).   

 Entretanto, o grande desafio encontra-se na dentina, que é um tecido heterogêneo com 

uma natureza úmida, composta por aproximadamente 70% de conteúdo mineral, por 20% de 

matriz e 10% de água por peso, respectivamente (Arola; Reprogel, 2006; Bedran-Russo et al., 

2017). Durante a adesão à dentina, os monômeros resinosos devem permear completamente 

as fibrilas colágenas expostas e desmineralizadas; caso contrário, levam à degradação da 

interface adesiva (Frasseto et al., 2016; Porto et al., 2018), resultando em uma camada híbrida 

inconsistente, uma vez que a profundidade de desmineralização é maior do que a infiltração 

dos monômeros resinosos (Li et al., 2016). Desta maneira, a interface resina-dentina é mais 

susceptível à degradação hidrolítica ocasionada ao longo do tempo (Breschi et al., 2010; 

Frasseto et al., 2016). Assim, torna-se fundamental que novas estratégias sejam investigadas 

para modificar esse cenário. 

 O desenvolvimento de novos sistemas adesivos alinhados à evolução tecnológica 

resultaram no surgimento de adesivos classificados como autocondicionantes, com o intuito 

de sanar as dificuldades encontradas com os sistemas do tipo Condicione e Lave.  

 Diferente dos adesivos do tipo Condicione e Lave, os adesivos autocondicionantes não 

requerem a aplicação prévia do agente condicionante; desta forma, a desmineralização do 
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substrato ocorre de maneira simultânea com a ação do primer. Nesta abordagem, ocorre a 

dissolução parcial dos cristais de hidroxiapatita e a smear layer formada é incorporada à 

camada híbrida. Assim, a extensão e profundidade da zona desmineralizada das fibrilas 

colágenas são, teoricamente, incorporadas pelos monômeros resinosos (Favarão et al., 2017). 

 Esta técnica tem grande aceitação na Odontologia Restauradora devido à simplicidade 

de aplicação (menor tempo de aplicação e menos etapas) além de reduzir a sensibilidade do 

operador quanto ao grau de umidade da dentina (Akimoto et al., 2007; Peumans et al., 2005, 

2010; Van Dijken et al., 2007). Outro benefício clínico importante dos adesivos 

autocondicionantes é a menor incidência de sensibilidade pós-operatória experimentada pelos 

pacientes (Perdigão et al., 2003; Tay et al., 2002). 

 Os sistemas autocondicionante são subdivididos em duas categorias, sistemas de dois 

passos (ou dois frascos) ou passo único. A diferença reside no fato de no primeiro o 

componente hidrofílico estar associado ao ácido, em que os ésteres fosfatados são adicionados 

aos grupamentos carboxílicos dos monômeros resinosos, possibilitando a desmineralização do 

tecido dental duro e a infiltração dos componentes na dentina. O segundo passo, consiste na 

aplicação da resina hidrofóbica de baixa viscosidade para formar a camada híbrida. Já os 

sistemas de passo único combinam todos os componentes (ácido, primer e bond) em uma 

única solução (Van meerbeek et al., 2011; Favarão et al., 2017). 

 Estudos que comparam a resistência de união dessas duas categorias de sistemas 

autocondicionantes revelaram uma superioridade do sistema autocondionante de dois passos 

(Peumans et al., 2005; Van Meerbeek et al., 2010). Tal fato pode ser justificado pela grande 

quantidade de componentes hidrofílicos presentes no sistema de passo único, que induz a 

absorção de água como resultado da substituição dos monômeros resinosos hidrofílicos 

mesmo após a polimerização, que leva à degradação hidrolítica ao longo do tempo (Sauro et 

al., 2009; Malacarne et al., 2006; Yiu et al., 2004; Tay et al., 2004; Ito et al., 2005). 

Adicionalmente, numerosos estudos relataram um aumento da nanoinfiltração na interface 

adesiva (Favarão et al., 2017), formação de microbolhas, formação de ―árvores de água‖, 

baixa conversão de polimerização e separação de fases quando esse sistema é empregado 

(Suppa et al., 2005). Isso ocorre devido a grande quantidade de água (Van Landuyt et al., 

2008; Sauro et al., 2009) necessária para a desmineralização do tecido dental duro e para 

ionização dos monômeros ácidos presentes no sistema autocondicionante (Hashimoto et al., 

2011). 

 Neste mesmo contexto de simplificação da técnica operatória e o desafio de 

proporcionar uma interface dentina-resina mais estável, surgiu uma nova classe de sistemas 
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adesivos, conhecidos como universais, que podem ser utilizados no formato 

autocondicionante e condicione e lave, podendo ser aplicado em esmalte, dentina, materiais 

restauradores diretos e indiretos. 

O adesivo universal é classificado como adesivo do tipo suave, na qual forma camada 

híbrida de aproximadamente 0,5 μm de espessura (pH 2; profundidade de interação de 0,5-1 

μm) (Van Meerbeek et al., 2011; Boushell et al., 2016; Vermelho et al., 2017). Os adesivos 

dentro desta faixa de pH desmineralizam parcialmente a dentina, deixando uma quantidade 

substancial de cristais de hidroxiapatita em torno das fibrilas de colágeno (Tay; Pashley, 

2001). O diferencial do sistema universal reside na capacidade de reidratar as fibrilas 

colágenas, pela presença do monômero fosforilado 10-MDP, que promove a acidez e torna 

seu mecanismo autocondicionante (Yoshida et al., 2012).  

 O sistema adesivo universal ainda contém em sua formulação o copolímero do ácido 

polialcenóico (Vitrebond), que promove uma adesão química decorrente da sua ligação com o 

cristal de hidroxiapatita que permaneceu em torno do colágeno parcialmente exposto 

(Yoshida et al., 2004; Inoue et al., 2005; Waidyasekera et al., 2009; Peumans et al., 2010; 

Yoshida et al., 2012). Mais de 50% dos grupos carboxílicos presentes no copolímero 

Vitrebond são capazes de se unir à hidroxiapatita, substituindo os íons de fosfato presentes no 

substrato e realizar ligações iônicas com o cálcio (Perdigão et al., 2014; Bedran-Russo et al., 

2017), formando nanocamadas que resultam na formação de uma camada híbrida 

diferenciada. Isso pode contribuir para a estabilidade e durabilidade das interfaces adesivas ao 

longo do tempo (Van Meerbeek et al., 2011; Boushell et al., 2016; Tsujimoto  et al., 2017).  

É importante ressaltar que poucos estudos clínicos, assim como ensaios laboratoriais 

longitudinais, utilizando este sistema adesivo foram encontrados na literatura (Mena-Serrano 

et al., 2013; Perdigão et al., 2014; Boushell et al., 2016). Quando se avalia tecido irradiado, 

quer seja a cavidade preparada com o laser ou apenas o pré-tratamento da superfície, apenas 

um estudo foi encontrado até a presente data (Azevedo et al., 2018). 

 Recentemente, surgiu um novo equipamento de laser que permite a regulagem da 

largura de pulso, assim como o emprego de pulsos mais curtos objetivando minimizar os 

danos térmicos comumente observados quando pulsos longos são empregados (Trevelin et al., 

2018). A eficiência dos pulsos curtos é devido ao aumento da potência pico durante a 

irradiação, que diminui o limiar da frequência para alcançar a ablação; consequentemente a 

velocidade de ablação é maior que a velocidade de difusão do calor para dentro do tecido 

(Krmek et al., 2009). Adicionalmente, ao empregar pulsos mais curtos, o tempo efetivo de 

irradiação é diminuído (Bahrami et al., 2011), resultando em uma ação localizada que 
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concentra a energia absorvida no sítio irradiado e culmina com a microexplosão e ejeção deste 

tecido, não havendo a perda de calor por condução durante o pulso do laser (Majaron et al., 

1996; Lukac et al., 2004). 

 Recentemente, autores (Trevelin et al., 2015) avaliaram, por meio de MEV, o efeito de 

pulsos curtos em dentina e revelaram que esta largura de pulso gera uma topografia mais 

irregular quando comparado a maiores larguras de pulso, com ausência de smear layer, 

túbulos dentinários abertos e uma dentina peritubular evidente. Dessa maneira, acreditamos 

que resultados interessantes possam surgir da combinação do laser com menores larguras de 

pulsos, que produz uma morfologia microrretentiva e rugosa (Trevelin et al., 2015) e, 

portanto, favorável à retenção mecânica, com adesivos universais, que devido a sua ligação 

química com o substrato permitirá a formação de uma camada híbrida diferenciada. 

Assim, este trabalho possui como proposta avaliar a ação de diferentes larguras de pulso 

do laser de Er:YAG na ultramorfologia da dentina (matriz orgânica e fibrilas colágenas), com 

vistas à determinação de protocolos de irradiação (pré-tratamento e preparo cavitário) que 

permitam a obtenção de restaurações adesivas de maior qualidade e com consequente maior 

durabilidade. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 Pretende-se analisar a influência da largura de pulso do laser de Er:YAG com 

protocolos de preparo cavitário e pré-tratamento dentinário sobre:  

 

1)  A ultramorfologia das fibrilas colágenas da dentina (MET); 

2)  As características da interface adesiva (Microscopia Confocal) em 24 h e após 1 ano de 

amazemento em saliva artificial; 

3)  Qualidade da malha colágena da dentina (Segunda Geração Harmonica) em 24 h e após 

1 ano de amazemento em saliva artificial; 

4)  A resistência de união, por meio do teste de microcisalhamento, dos espécimes 

irradiados com o protocolo de pré-tratamento, em 24 h e após 1 ano de amazemento 

em saliva artificial. 

5)  A resistência de união, por meio do teste de microtração, dos espécimes irradiados com 

o protocolo de preparo cavitário, em 24 h e após 1 ano de amazemento em saliva 

artificial. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 MATERIAL 

 

 

 Cento e doze molares foram examinados em lupa esteroscópica digital (MiniView UBS 

Digital Microscope, Chinavision Wholesale, Guangdong, CN) para detectar defeitos e/ou 

lesões de cárie, sendo que a presença destes determinaram a exclusão do elemento da amostra. 

Os dentes selecionados foram limpos com curetas periodontais e com pasta de pedra pomes e 

estocados em solução supersaturada de timol a 0,1%, em período máximo de 6 meses, à 

temperatura de 4ºC até o momento do uso (Gilmour et al., 1990). 

 

 

4.1.2 Aspectos Éticos 

 

 

 Todos os dentes que foram utilizados no experimento proposto foram doados pelo 

Banco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo, por 

meio do consentimento do Comitê de Ética em Pesquisa da mesma Instituição, com parecer 

de aprovação n. 048267/2015 (Anexo A). 

 

 

4.1.3 Preparo das amostras 

 

 

 As faces oclusais dos dentes selecionados foram removidas com auxílio de um disco 

diamantado em cortadeira metalográfica, sob-refrigeração (Figura 4.1 A – C) (Isomet 1000, 

Buehler Ltd., Lake Buff, IL, EUA) até a obtenção de dentina plana de profundidade média. 

Em seguida, foram lixados com auxilio da politriz (Ecomet 6/Automet 2 – Buehler Ltd, Lake 

Bluff, IL, EUA) por um período de 60 s para padronizar a camada de esfregaço (Figura 4.1D). 

Em seguida, um segundo corte foi realizado no limite amelocementário (Figura 4.1E) para 

remoção da porção radicular, obtendo-se um disco de dentina (Figura 4.1F). 
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Figura 4.1 – Esquema ilustrativo do preparo das amostras 

 

 

Fonte: a autora 

 

4.1.4 Especificações do Equipamento de Laser de Er:YAG 

 

 

 O laser de Er:YAG (figura 4.2), modelo Fidelis III 1000 (Fidelis - Fotona - Eslovênia)  

pertencente ao Departamento de Dentística da FOUSP (Projeto FAPESP nº 2012/15141-6) 

possui comprimento de onda de 2,94 μm, largura do pulso regulável entre 50 e 1000 μs, taxa 

de repetição de 2 a 50 Hz, com potência média de 20 W, energia de 50 mJ a 1500 mJ, com um 

sistema de refrigeração (spray de ar/água) regulável e diâmetro do feixe de 0,9 mm e distância 

focal estabelecida a 7 mm da lente de saída do feixe até o tecido irradiado.  
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Figura 4.2 – Equipamento de Laser de Er:YAG (Fidelis III- Fotona) 

 

 
Fonte: https://fotona.com.br/ 

 

4.2 MÉTODOS 

 

 

4.2.1 Delineamento experimental 

 

 

 Este estudo foi realizado em dentina hígida de molares humanos, subdivididos em dois 

grupos: protocolo de irradiação para preparo cavitário (200 mJ/ 20 Hz) e protocolo de 

irradiação para pré-tratamento da superfície dentinária (80 mJ/ 20 Hz). Para cada uma dessas 

condições, foram considerados dois fatores em estudo: a largura de pulso (50 µs - super short 

pulse - SSP; 300 µs - medium short pulse - MSP e 600 µs - long pulse - LP) e o  tempo de 

armazenamento, subdividido em 24 h e  1 ano de armazenamento em saliva artificial.  

As variáveis de resposta estão descritas abaixo, no Quadro 4.1. 
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Quadro 4.1 - Delineamento experimental 

 

Fatores em 

estudo 

1.Largura de pulso 
1.1)  SSP - 50μs 

1.2) MSP -300μs 

1.3) LP - 600μs 

2.Tempo de 

armazenamento 

2.1)  24h  

2.2)  1 ano  

Unidade 

experimental 
Dentina oclusal de molares humanos 

Variáveis 

de Reposta 

1) Análise ultramorfológica da dentina (MET) (n=3); 

2) Análise da micromorfologia da interface adesiva (Microscopia Confocal) 

(n=3) em 24 horas e 1 ano; 

3) Segunda geração Harmônica (n=3) em 24 horas e 1 ano; 

4) Resistência de União (μSBS) (n=12) em 24 horas e 1 ano - espécimes 

submetidos ao protocolo de irradiação para pré-tratamento da dentina; 

5) Resistência de União (μTBS) (n=11) em 24 horas e 1 ano - espécimes 

submetidos ao protocolo de irradiação para preparo cavitário da dentina. 

Fonte: a autora 

 

4.2.2 Divisão dos grupos experimentais 

 

 

Os espécimes foram aleatoriamente distribuídos de acordo com os protocolos de 

irradiação (preparo cavitário - 200mJ/20 Hz e pré-tratamento - 80mJ/2 Hz), variando a largura 

de pulso em 50 µs, 300 µs e 600 µs. Para cada condição de tratamento de superfície 

(protocolo de irradiação), foi considerado um grupo controle, sem irradiação. 

 

 

4.2.3 Protocolo de irradiação 

 

 Para os grupos irradiados com o laser de Er:YAG, o sistema de refrigeração foi 

padronizado em 60% de água e 40% de ar, o que equivale a 21 ml/min de água. O espécime a 

ser irradiado foi fixado na base da plataforma e o translador motorizado de alta precisão 

(ESP301, Newport Corporation, Irvine, CA, EUA) foi acoplado ao computador para que, por 

meio de um software específico (Newport,OPC Server Software 2.4.0), fosse esquematizado 

um percurso de irradiação que foi realizado para todos os espécimes. Pelo comando do 
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computador, o translador movia-se no eixo X e eixo Y com velocidade constante de 0,8 mm/s. 

A peça de mão do laser foi posicionada perpendicularmente à superfície do espécime 

(incidência a 90°), a uma distância de 7 mm (distância focal). 

 Antes de iniciar a irradiação de cada um dos espécimes, a energia emitida pelo laser 

foi verificada por um medidor de potência (Coherent Field Master GS = Deletor LM45; 

Cohernt CA, EUA) para garantir que a energia ajustada fosse a energia entregue pelo 

equipamento. A cada 3 espécimes, nova aferição de energia de saída foi realizada. 

 

 

4.2.4 Ensaio de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

 

 Para análise em MET, foram utilizados 21 molares que foram preparados da mesma 

maneira como descrito no item 4.1.3, até a obtenção de um disco plano de dentina (Figura 

4A- 4F). Em seguida, com o motor de alta rotação (W&H – Dentalwerk Burmoos GmbH, 

Austria) e uma ponta diamantada (KG – nº 4137 Sorensen, Barueri, São Paulo, Brasil) todo o 

esmalte circundante do disco de dentina foi removido, com abundante irrigação. Finda esta 

etapa, os discos foram lixados com uma lixa de granulação #600, durante 60 segundos, para 

padronizar a camada de esfregaço (smear layer). Em seguida, foi realizada a irradiação dos 

espécimes de acordo com os grupos experimentais.  

 Imediatamente, os espécimes foram imersos em uma solução fixadora em 2% de 

glutaraldeído + 2,5% de formaldeíd com pH de 7,4 com 0,1 M de cacodilato de sódio, por um 

período de 6 h. Depois, foram lavados em uma solução tampão de cacodilato de sódio a 0,05 

M e armazenados, individualmente, em cassetes para serem descalcificados em uma solução 

de 4,13% de EDTA por aproximadamente 55 dias. A solução de EDTA foi trocada 3 vezes na 

semana. Ao final deste período de descalcificação, os espécimes foram lavados com uma 

solução tampão de cacodilato de sódio a 0,05 M, pós- fixados a 1% em Tetróxido de Ósmio 

por 1 hora e, em seguida, desidratados em concentrações crescentes de etanol (30% - 100%) e 

finalizados em acetona absoluta. Depois, a resina do tipo Spurr (Dr Spurr, Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) foi infiltrada e permaneceram overnight (12 horas). 

No dia subsequente, foi realizada a inclusão dos espécimes na resina e vertidos em moldes, 

onde permaneceram em estufa seca a 70°C, durante 3 dias, para completa polimerização da 

resina. 
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O fragmento foi fatiado em corte semifino em micrótomo e cortes de 1 µm foram 

examinados em microscópio de luz. Em seguida, foi realizado o corte das secções ultrafinas 

de 70 nm de espessura, com auxílio de uma navalha de diamante (ultra 45°, Diatome AG, 

Biel, Suíça) montada em um ultramicrótomo HM 360 (Micron Internacional Gmbh., 

Walldorf, Alemanha), que foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e 

examinadas em um microscópio eletrônico de transmissão (JEM 1010, JEOL Ltd., Tóquio, 

Japão) operando a 80 Kv. Micrografias com aumento da ordem de 30.000X e 100.000X 

foram adquiridas da superfície da dentina irradiada. 

 

 

4.2.5 Ensaio para análise da micromorfologia da interface adesiva 

 

 

 A avaliação morfológica da interface dente/restauração objetiva a visualização da 

distribuição dos componentes do agente de união na dentina através da incorporação de 

corantes nos sistemas adesivos (Watson, 1997). Assim, é possível caracterizar a 

micromorfologia da interface adesiva, a espessura da camada híbrida formada, a extensão dos 

prolongamentos (tags) de resina e avaliar possíveis alterações existentes na interface de união 

(D'Alpino et al., 2006), revelando informações mais precisas das correlações estruturais entre 

a dentina irradiada e o sistema adesivo. 

 Existem diversos tipos de corantes e, dentre eles, a Rodamina B é a mais utilizada nas 

pesquisas odontológicas. A Rodamina B é excitada ao utilizar uma luz verde (540 nm) e emite 

uma coloração vermelha (561nm), sendo eficaz em baixas concentrações e move-se 

livremente através da interface de união, sendo facilmente detectado em microscopia (Sidhu; 

Watson, 1998).  

 Sendo assim, para a avaliação qualitativa da interface adesiva dente/restauração, os 

espécimes dos 7 grupos experimentais foram preparados como descrito no item de número 

4.1.3 (Figure 4.1A- 4.1F). Foi adicionado 0,0016 g/ml do corante Rodamina B ao frasco do 

adesivo Universal e mantido em um agitador por um período de 2 horas, para que ocorresse a 

completa dissolução do corante (esta concentração foi obtida de acordo com o estudo piloto 

realizado). O adesivo com o corante foi utilizado no formato autocondicionante e aplicado 

conforme instrução do fabricante, detalhada na Quadro 4.2. Em seguida, foram inseridos dois 
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incrementos de aproximadamente 1 mm de espessura de resina composta (Filtek Z350 XT) 

sobre a dentina e polimerizados por 20 segundos cada.  

Finalizados os procedimentos restauradores, os espécimes foram mantidos em água 

destilada, em estufa calibrada a uma temperatura de 37ºC, por 24 h. Em seguida, os espécimes 

foram seccionados (Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Buff, IL, EUA) no sentido mésio-distal, 

obtendo-se fatias de 1,0 mm de espessura. Cada dente permitiu a obtenção de 

aproximadamente 3 fatias (a quantidade de fatias variou de acordo com o tamanho do dente). 

Após limpeza em cuba ultrassônica, foram imediatamente analisadas em microscópio de 

fluorescência com laser de 2 Fótons (Confocal Zeiss LSM 780-NLO). O laser utilizado foi o 

laser Hélio-Neônio 543 nm (excitação em vermelho). Foi utilizada uma lente objetiva EC 

Plan – Neofluar de 40X, com imersão em óleo de 1,3 DIC M 27 e os planos foram fatiados 

em 0,5 µm. A intensidade da fonte de excitação e amplificação fotomultiplicadora foi mantida 

constante durante todo o período. 

Por meio de um programa de computador específico (ZEN 2 – Blue Edition), as 

imagens foram processadas e passadas para o programa Image J 1.48v (NIH, Bethesda, MD, 

USA), para padronizar o tamanho da imagem. 

        Após a obtenção destes resultados, os espécimes foram mantidos em saliva artificial, em 

estufa calibrada a uma temperatura de 37ºC, por 1 ano. A saliva foi trocada a cada 14 dias e 

findo este período, foram analisados novamente utilizando os mesmos parâmetros citados. A 

saliva artificial utilizada consistiu em: 0,7 mM CaCl2, 0,2 mM MgCl2, 4 mM KH2PO
4
, 30 

mM  KCL, 0,3 NaN3, 20 mM HEPES (Pashley et al., 2004). 
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Quadro 4.2: Descrição dos materiais e composição química 

 

Material Fabricante 
Estratégia 

Adesiva 

Composição 

Química 

Instrução de 

Uso 

Adesivo 

Scotchbond 

Universal 

3M ESPE, 

Sumaré, 

SP, Brasil 

Auto-

condicionante 

Álcool, sílica tratada com silício, 

água, 10-MDP, Bis-GMA, 

metacrilato de 2-hidroxietila, 

decametileno , dimetacrilato, 

copolímero de acrílico e ácido 

itacônico, canforoquinona, N,N-

dimetilbenzocaína, metacrilato 

de 2-demetilamonoetilo, metil 

etil cetona, silano 

Aplicar o adesivo 

sobre dentina seca, 

durante 20s e secar 

por 5s. Fotoativar por 

10s 

Filtek Z350 

XT 

3M ESPE, 

Sumaré, 

SP, Brasil 

Lote 

#15119000505; 

3M/ESPE 

Não se aplica 

Bis-GMA, UDMA, TEGDMA, 

PEGDMA e Bis-EMA, SÍLICA, 

ZIRCÔNIA 

Polimerização pela 

exposição a uma luz 

halógena ou LED 

com intensidade 

mínima de 

400mW/cm2 na faixa 

de 400-500nm. 

Dentina 40s. 

Fonte: a autora. 

 

 

4.2.6 Ensaio para análise da malha de colágeno – Segunda Geração Harmônica (SGH) 

 

 

 Para este ensaio, foram utilizados os mesmos espécimes empregados para análise da 

micromorfologia da interface adesiva. Os espécimes foram analisados pelo microscópio 

confocal (Zeiss LSM 780-NLO) para excitação de dois fótons que utiliza o laser multifóton 

titânio: safira Mai Tai DeepSee com 800 nm, na intensidade de 19,1%  utilizando um filtro 

Chroma 400/40M 2P. Foi utilizada uma lente objetiva EC Plan – Neofluar de 40X, com 
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imersão em óleo de 1,3 DIC M-27. A intensidade da fonte de excitação e amplificação 

fotomultiplicadora foi mantida constante durante todo o período. 

 Por meio de um programa de computador específico (ZEN 2 – Blue Edition), as 

imagens foram processadas e analisadas pelo o programa Image J 1.48v (NIH, Bethesda, MD, 

USA) para padronização do tamanho da imagem mantendo a razão pixel/mm. 

 

 

4.2.7 Ensaio de Resistência de União (RU) 

 

 

 Para o ensaio de resistência de união foram testadas duas metodologias diferentes, o 

ensaio de microcisalhamento (protocolo de irradiação para pré-tratamento da dentina) e o 

ensaio de microtração (protocolo de irradiação para preparo cavitário). Em ambos os ensaios, 

o grupo controle (sem irradiação) foi realizado para comparações.  

 

 

4.2.7.1 Ensaio de Microcisalhamento - µSBS - Espécimes submetidos ao protocolo de 

irradiação de pré-tratamento da superfície dentinária 

 

 

 Para o ensaio de µSBS foram selecionados 48 dentes, com (n=12) que foram 

preparados, conforme descrito no item número 4.1.3 (Figura. 4.1A - 4.1D) e em seguida, cada 

espécime foi montado em anéis de PVC preenchidos com resina acrílica (AutoClear, Dent 

Bra, Pirassununga, SP, Brasil), expondo a superfície de dentina de profundidade média no 

topo do cilindro. Em seguida, foram novamente lixados com lixa de granulação #600 e limpos 

em cuba ultrassônica. Posteriormente, os espécimes foram randomizados em diferentes blocos 

de acordo com os grupos (controle e experimentais) para o tratamento das superfícies como 

descrito anteriormente. 

 O sistema adesivo Universal foi utilizado no formato autocondicionante, seguindo as 

orientações do fabricante, descritas no Quadro 4.2. 

 Em cada um dos 48 espécimes foram confeccionados de 8 a 9 cilindros de resina 

composta. Os cilindros de resina foram confeccionados sobre os espécimes de dentina com 

área delimitada, utilizando uma fita adesiva dupla face ácida resistente, de 0,05 mm de 

espessura (Tectaoe, Manaus, AM, BR), onde foram realizadas de oito a nove perfurações 
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(diâmetro de 1 mm) feitas por um perfurador de lençol de borracha (modelo Ainsworth, 

Wilcos do Brasil Indústria e Comércio Ltda, Petrópolis, RJ, BR).  

 O sistema adesivo universal foi aplicado nestas perfurações conforme orientação do 

fabricante (Quadro 4.2); em seguida, um microtubo de silicone com dimensões de 1,0 mm de 

diâmetro interno e 1,0 mm de altura foi utilizado como matriz para a construção dos corpos de 

prova. Estas matrizes foram posicionadas de forma que seu diâmetro interno fosse coincidente 

com a perfuração da fita delimitadora. As matrizes foram adaptadas sobre as áreas delimitadas 

e foram fotoativadas de acordo com a recomendação do fabricante (Quadro 4.2). A seguir, a 

resina composta foi inserida com o auxílio de um calcador de Paiva nº 1 (Golgran, São 

Caetano do Sul, SP, BR). Os corpos de prova foram, então, imersos em água destilada a 37
o
C 

durante 1 h. Após esse período, as matrizes de silicone foram removidas com o auxílio de 

uma lâmina de bisturi n
o 

15 (Embramed, Jurubatuba, SP, BR) e, em seguida, os corpos de 

prova retornaram ao armazenamento por 23 hs. Após este período, os espécimes foram 

observados em lupa estereoscópica com um aumento de 40X para verificação da ausência de 

defeitos.  

 Os corpos-de-prova foram adaptados ao dispositivo para execução do teste de 

microcisalhamento em máquina de ensaio universal (Instron 5942, Canton, MA, EUA). Um 

fio metálico de 0.2 mm de diâmetro em contato com o semicírculo inferior dos cilindros laça 

simultaneamente esse cilindro e o prolongamento da célula de carga, sendo então realizado o 

ensaio de microcisalhamento com velocidade de 1 mm/min. Os valores de carga máxima 

suportada pela interface dentina/material restaurador foram obtidos em Newton e 

posteriormente convertidos a MegaPascal, dividindo-se a força máxima atingida no momento 

da fratura (N) pela área da interface adesiva (mm
2
). 

 No total foram realizados 400 corpos-de-prova, sendo que metade das amostras foi 

testada no ensaio de microcisalhamento 24 horas após a sua confecção, e a outra metade foi 

armazenada em saliva artificial, a 37ºC, durante 1 ano para a análise longitudinal. Ressalta-se 

que a saliva artificial foi trocada a cada 14 dias (Pashley et al., 2004). 

 Após a realização do teste de microcisalhamento, o padrão de fratura de cada espécime 

foi avaliado com o auxílio de lupa estereoscópica (MiniView UBS Digital Microscope, 

Chinavision Wholesale, Guangdong, CN), com aumento de 50X. As fraturas foram 

classificadas por escores em: 1- adesivas (75% ou mais da área analisada interfacial entre 

substrato e material restaurador); 2 - coesivas em dentina (75% ou mais da área analisada com 

presença de tecido dentinário); 3 - coesivas em resina composta (75% ou mais da área 
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analisada com presença de material restaurador) e 4 - mistas (combinação de adesivas e 

coesivas).  

 

 

4.2.7.2 Ensaio de Resistência de União por Microtração - µTBS - Espécimes submetidos ao 

protocolo de irradiação de preparo cavitário da superfície dentinária 

 

 

 Para o ensaio de µTBS foram selecionados 33 dentes, que foram preparados conforme 

descrito no item número 4.1.3 (Figura 4.1A- 4.1F). Em seguida, foram novamente lixados 

com lixa de granulação #600 e limpos em cuba ultrassônica. Posteriormente, os espécimes 

foram randomizados em diferentes blocos de acordo com os grupos, controle e experimentais 

(n=11).  

 O grupo com os parâmetros de 200 mJ/20Hz /600 μs (maior largura de pulso) não foi 

ensaiado no teste de resistência de união, pois ao realizar o ensaio de micromorfologia da 

interface adesiva observou-se que não havia a formação da camada híbrida adequada. Com 

este mesmo parâmetro, a análise da ultramorfologia (MET) mostrou uma alteração importante 

das fibrilas colágenas e da matriz dentinária. Desta forma, este parâmetro não foi considerado 

adequado para realizar preparos cavitários com finalidade restauradora.   

 Após o tratamento das superfícies como descrito na Figura 4.1, o sistema adesivo 

universal foi aplicado de acordo com as especificações do fabricante (Quadro 4.2) e em 

seguida a resina composta foi inserida com auxilio de uma espátula de inserção nº 01 (Duflex) 

sobre a superfície de dentina. A resina composta foi inserida, por meio da técnica incremental, 

em duas camadas de 2 mm e a uma última camada de 1 mm, perfazendo um corpo de prova 

de 5 mm de altura. Cada incremento foi fotoativado por 40 segundos, com fonte de luz LED 

(Radii Plus, SDI Limited, Bayswater, Australia) com intensidade de 600 W/cm
2
, medido pelo 

radiômetro. 

 Após 24 h de armazenamento em água destilada, os espécimes foram fixados a um 

dispositivo adaptado ao suporte da maquina de corte (Isomet 1000, Buehler Ltd., Lake Buff, 

IL, EUA), de maneira que o dente ficasse paralelo ao disco. Inicialmente, o espécime foi 

seccionado com auxilio de um disco diamantado em planos paralelos, seguindo o longo eixo 

do dente. Posteriormente, cortes sequenciais, perpendiculares aos primeiros foram feitos, sob-

refrigeração constante, obtendo-se corpos de prova em forma de palito, com área de secção 

transversal de aproximadamente 1mm
2
. 
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 Os palitos das extremidades foram excluídos, sendo selecionados apenas os palitos 

centrais de cada grupo experimental. Em seguida, os palitos centrais foram observados em 

lupa estereoscópica com 50X de aumento (MiniView UBS Digital Microscope, Chinavision 

Wholesale, Guangdong, CN) para averiguar se a área de adesão encontrava-se perpendicular 

ao longo eixo do corpo-de-prova e se os mesmos tinham proporcionalidade em sua 

composição; caso contrário, o palito foi descartado. Os palitos selecionados foram divididos 

de forma que metade das amostras foi imediatamente tracionado, descrito detalhadamente a 

seguir, e a outra metade foi armazenada em saliva artificial, a 37ºC, durante 1 ano para a 

análise longitudinal (Pashley et al., 2004). Ressalta-se que a saliva artificial foi trocada a cada 

14 dias. 

 Os palitos selecionados foram posicionados no dispositivo Jig de Geraldeli de forma 

que a área de união resina/dentina ficasse centralmente posicionada. Os corpos-de-prova 

foram fixos com cola de cianocrilato gel (Locite 454, Henkel Ltda., Itapevi, SP, Brasil). Este 

conjunto foi levado à maquina de ensaio universal Instron 5942 (Instron Co, Canton, MA, 

EUA) para a realização dos testes de microtração em tracionamento a uma velocidade de 0,5 

mm/min., até que ocorresse a fratura dos palitos, registrando assim um determinado valor em 

Newton (N). Após esta etapa, os corpos-de-prova fraturados foram analisados em lupa 

estereoscópica digital (MiniView UBS Digital Microscope, Chinavision Wholesale, 

Guangdong, CN) com 50x de aumento para que fosse feita a classificação quanto ao tipo de 

fratura. As fraturas foram classificadas da mesma maneira como descrito no ensaio de 

microcisalhamento. 

 Os valores de resistência adesiva foram emitidos em N e transformados em MPa, 

dividindo-se a força atingida no momento da fratura (N) pela área da interface adesiva (mm
2
). 

Para o cálculo da área, o diâmetro da interface adesiva foi medido previamente ao teste de 

microtração com auxilio um paquímetro digital (Paquimetro Eletronico Digital, Mitutoyo Sul 

America, Suzano, SP, Brasil). As ocorrências de fraturas durante o processamento das 

amostras, ou seja, antes do teste de microtração, foram consideradas como falhas pré-teste. 

Tais falhas não foram consideradas na análise estatística do grupo ao qual pertenciam. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 ENSAIO DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) 

 

 

 As micrografias obtidas com o grupo controle mostraram a presença de uma matriz 

orgânica íntegra em toda a extensão, com a presença de fibrilas colágenas organizadas (seta 

branca) e separadas pelo espaço interfibrilar. Todas as fibrilas colágenas exibem o típico 

padrão de bandemento colágeno como pode ser observado na figura 5.1 (A e B). 

 

 

 Figura 5.1- Micrografia da superfície dentinária sem irradiação, controle (A– aumento de 100.000x; B  

– aumento de 30.000x) 

 

 
              Fonte: a autora. 

 

  

 

 Ao analisar o protocolo de preparo cavitário (200 mJ/20 Hz), as micrografias da dentina 

irradiada com a largura de pulso de 50 µs  revelaram a presença de uma fina camada de 

carbonização na porção mais superficial da região irradiada (seta branca), seguida por uma 

zona mais extensa de fusão e derretimento das fibrilas colágenas com a matriz dentinária (seta 

vermelha). Essa zona alterada apresenta uma profundidade média de 4,5 µm de espessura 

(figura 5.2 A e B). Gradativamente, ao longo desta camada, as alterações transformam-se em 

uma região íntegra com a presença de uma matriz orgânica organizadas com fibrilas 
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colágenas íntegras, sendo possível constatar o denso bandeamento colágeno na maioria das 

fibrilas colágenas (estrela).  

 Entretanto, ao analisar o emprego das maiores larguras de pulso, 300 e 600 µs, no 

mesmo protocolo de preparo cavitário, a extensão das alterações é maior, na ordem de 5,11 

µm de espessura no grupo irradiado com 300 µs de largura de pulso (figura 5.2 C e D) e 6 µm 

de espessura no grupo com  600 µs (figura 5.2 E e F). Nestes grupos, a camada superficial é 

composta por multiplacas de material carbonizado (seta branca), mais denso e com aspecto 

granular que são separadas por microfissuras da camada subsuperficial. Essa camada mais 

porosa com a presença de microfissuras é mais evidente nos espécimes em que a maior 

largura de pulso foi utilizada, 600 µs. Imediatamente abaixo, a matriz orgânica e as fibrilas 

colágenas encontram-se fundidas, caracterizado pela perda do espaço interfibrilar (seta 

vermelha). Desta forma, identifica-se uma relação direta entre profundidade da camada 

alterada da dentina irradiada e o aumento da largura de pulso. 
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Figura 5. 2- Micrografia da superfície dentinária irradiada com o laser de Er:YAG no protocolo de preparo 

cavitário. (A, B, C – aumento de 100.000X; D, E, F – aumento de 30.000X) 

 

 
              Fonte: a autora. 
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 Ao analisar as micrografias do protocolo de pré-tratamento, com largura de pulso na 

ordem de 50 µs, observa-se uma região íntegra (Figura 5.3 A e B), sem sinais de carbonização 

ou derretimento, com a presença de fibrilas colágenas intactas (seta verde), assim como a 

presença de uma matriz extracelular inalterada e organizada, exibindo o bandeamento 

colágeno na maioria das fibrilas colágenas. 

 No grupo de pré-tratamento em que foi utilizada uma maior largura de pulso, da ordem 

de 300 µs (Figura 5.3 C e D) é possível observar que a superfície mais externa é composta por 

uma estreita faixa de carbonização, seguida por uma zona difusa onde a matriz orgânica e as 

fibrilas colágenas estão fundidas (seta branca). Após essa zona de alteração com profundidade 

média de 1.67 µm espessura, segue-se uma região inalterada de dentina (estrela branca).  

 Ao aumentar a largura de pulso para 600 µs (Figura 5.3 E e F), no mesmo protocolo de 

pré-tratamento, a porção superficial da dentina irradiada apresenta uma faixa de carbonização 

assim como na subsuperfície, uma extensa zona fusionada (seta branca). A profundidade 

média dessas alterações é de 2,33 µm de espessura. Nessas camadas não é possível identificar 

o espaço interfibrilar, onde as fibrilas colágenas foram parcialmente desnaturadas. 
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Figura 5.3- Micrografia da superfície dentinária irradiada com o laser de Er:YAG no protocolo de pré-

tratamento.   (A, B, C – aumento de 100.000X; D, E, F – aumento de 30.000X) 

 

 
                  Fonte: a autora. 
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5.2 MICROMORFOLOGIA DA INTERFACE ADESIVA E SEGUNDA GERAÇÃO 

HARMÔNICA (SGH) 

 

 

 O corante Rodamina B empregado no sistema adesivo universal na concentração de 

0,0016 mg/ml permitiu uma boa resolução e contraste das imagens, possibilitando a 

visualização de componentes importantes do complexo dente/restauração, tais como camada 

de adesivo, camada hibrida e tags resinosos. As regiões cinza, branca e preta das mesmas 

imagens referem-se aos resultados da SGH, em que o preto representa os túbulos dentinários; 

cinza, a dentina intertubular e branco indica a presença de fibrilas colágenas. As imagens mais 

representativas de cada grupo experimental, obtidas após 24 h e 1 ano, estão ilustradas e 

detalhadamente descritas nas figuras 5.4, 5.5 e 5.6. 

 Ao analisar o grupo controle, sem irradiação (Figura 5.4 A e B) a camada híbrida (HL) 

apresenta-se nítida em todas as imagens, com um aspecto uniforme e homogêneo por toda 

extensão. É observada a presença de poucos e esparsos tags de resina (RT), com formato 

cilíndrico e fino. O sinal intenso da SGH ilustra a presença de túbulos dentinários organizados 

e a matriz orgânica inalterada abaixo da zona da camada híbrida. 

 

 

Figura 5.4 - Interface adesiva criada pelo sistema adesivo Universal com o corante Rodamina B (vermelho)  

aplicado na dentina sem irradiação, utilizado no formato autocondicionante. Grupo controle (a – 

24 h; b – 1 ano de armazenamento em saliva artificial). HL - camada híbrida; RT – resin tag (tag 

de resina). Imagem da SGH – fibrilas de colágeno (seta branca); túbulo dentinário (seta amarela) 

 

 
                   Fonte: a autora. 
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 Ao analisar as imagens dos grupos preparados com o protocolo de preparo cavitário, 

observamos a presença da camada de adesivo (AL) irregular em todas as imagens (Figura 

5.5C - H) assim como um sombreamento da dentina subjacente decorrente possivelmente do 

calor gerado durante a irradiação com o laser. No grupo em que foi utilizada a menor largura 

de pulso (50 µs) (Figura 5.5 C e D), observa-se a presença de poucos tags resinosos (RT), 

curtos e bem finos. A camada híbrida, apresenta-se irregular por toda extensão e 

imediatamente abaixo, notamos um sombreamento preto da dentina, representado pelo fraco 

sinal emitido pela SGH. Este sombreamento preto apresenta o mesmo formato do pulso do 

laser (Figura 5.5 C-D - seta branca), indicando a deterioração da dentina adjacente à 

irradiação. Essa deterioração da dentina é proveniente possivelmente do calor gerado durante 

a irradiação. Nesta região não é possível observar a formação da camada híbrida. Ao analisar 

as imagens em que a largura de pulso de 300 µs foi utilizada, (Figura 5.5 E - F), nota-se uma 

quantidade ainda menor de tags de resina (RT), sendo estes com aspectos irregulares. A 

camada de adesivo apresenta-se irregular, acompanhando a superfície rugosa gerada pelo 

laser. O fraco sinal de SGH indica um maior espaço preto que separa a camada de 

adesivo/camada híbrida da dentina subjacente, indicando degradação da dentina irradiada, 

onde não é observada a matriz orgânica nem as fibrilas colágenas. Já as imagens obtidas com 

os espécimes submetidos à irradiação com a maior largura de pulso (Figura 5.5 G e H) 

revelam uma camada híbrida irregular, seguindo a orientação do pulso do laser e, 

imediatamente abaixo, seguida por um grande sombreamento preto, com poucos e esparsos 

tags de resina. Quando comparado às menores larguras de pulso (50 µs e 300 µs), os tags 

resinosos (quando presentes) são mais curtos. Adicionalmente, nota-se uma grande 

deterioração da dentina subjacente (seta branca) causada pelo laser. 

 Após um ano de envelhecimento, nenhum alteração significativa foi observada. 
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Figura 5.5 - Interface adesiva criada pelo sistema adesivo Universal com Rodamina B (vermelho) utilizado no 

formato autocondicionante aplicado sobre a dentina irradiada com o protocolo de preparo cavitário 

(200 mJ/ 20 Hz) variando a largura de pulso em 50 µs ( c - 24 h; d - 1ano); 300 µs (e – 24 h; f - 1 

ano); 600 µs (g - 24h; h - 1 ano). HL- camada híbrida; RT- tag de resina; AL – camada de adesivo. 

Imagem da SGH – OM - matriz orgânica; fibrilas de colágeno (linha branca); deterioração da matriz 

orgânica (seta branca) 

 

 
                                  Fonte: a autora. 

 

 

 As imagens obtidas com o protocolo de pré-tratamento dentinário (figura 5.6) 

revelaram a presença de uma camada de adesivo (AL) em todas as imagens assim como a 

presença de uma fina camada híbrida (HL). As imagens obtidas com a menor largura de pulso 

(50 µs - Figura 5.6 L e J) apresentam uma maior quantidade de tags de resina (RT), embora 

esses tags sejam bem finos e compridos, com aspecto cilíndrico e fino, assim como os 

encontrados no grupo controle (Figura 5.6 A). Da mesma forma que no protocolo de preparo 
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cavitário anteriormente descrito, o protocolo de pré-tratamento também alterou a dentina 

subjacente, embora em menor intensidade quando comparada com o protocolo de preparo 

cavitário. Essa alteração é caracterizada por uma faixa enegrecida, provavelmente decorrente 

do calor gerado pela irradiação. 

 Ao aumentar a largura de pulso para 300 µs (Figura 5.6 K e L), a quantidade de tags 

resinosos é menor, contudo, apresentam as mesmas características dos tags encontrados na 

menor largura de pulso (50 µs). Imediatamente abaixo da camada de adesivo (AL) é possível 

observar a presença de um escurecimento na dentina adjacente (Figura 5.6 K e L - seta 

branca) à irradiação em todas as imagens, característica esta que não foi observada no grupo 

controle (Figura 5.6 A e B). Esse escurecimento é a alteração da dentina provavelmente 

decorrente do calor gerado pela irradiação. Ao analisar a largura de pulso de 600 µs (Figura 

5.6 M e N), os tags de resina estão presentes, porém em menor quantidade. Adicionalmente, 

são finos e curtos quando comparados às larguras de pulso de 50 e 300 µs.  Da mesma forma, 

uma alteração da dentina subjacente (Figura 5.6  M e N - seta branca) à superfície irradiada é 

observada nos grupo irradiado com 600 µs. 

 Assim, é possível identificar uma crescente alteração da dentina subjacente com o 

aumento da largura de pulso. Esta afirmativa é válida tanto para os grupos tratados com o 

protocolo de preparo cavitário assim como nos grupos tratados com o protocolo de pré- 

tratamento. Adicionalmente, a camada híbrida formada nos grupos irradiados foi irregular, 

com pequena formação de tags resinosos, indicando não ser uma superfície muito favorável à 

formação da camada híbrida, provavelmente devido à alteração observada nas fibrilas 

colágenas. Após um ano de aramzenamentoem saliva, a degradação térmica das fibrilas 

colágenas e a interface adesiva foram acentuadas.  
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Figura 5.6 -Interface adesiva criada pelo sistema adesivo Universal com Rodamina B utilizado no formato 

autocondicionante aplicado sobre a dentina irradiada com o protocolo de pré- tratamento (80 mJ/ 

2Hz) variando a largura de pulso em 50 µs (i - 24 h; j - 1 ano); 300 µs (k - 24 h; l - 1 ano); 600 µs (m 

– 24 h; n - 1 ano). HL- camada híbrida; RT- tag de resina; AL – camada de adesivo. Imagem da 

SGH – fibrilas de colágeno (linha branca); deterioração da matriz orgânica (seta branca) 

 

 
Fonte: a autora. 

 

5.3 ENSAIO DE MICROCISALHAMENTO - µSBS - ESPÉCIMES SUBMETIDOS AO 

PROTOCOLO DE IRRADIAÇÃO DE PRÉ-TRATAMENTO DA SUPERFÍCIE DENTINÁRIA 

 

 

 Os dados foram primeiramente avaliados quanto à normalidade na distribuição dos erros 

amostrais e quanto à homogeneidade das variâncias por meio do teste de aderência à curva 

normal e teste de Kolmogorov- Sminov. 
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 Tendo em vista que a distribuição amostral testada foi normal, utilizou-se o teste 

ANOVA dois fatores (tratamento de superfície e tempo) e o teste de Tukey de comparações 

múltiplas para que possíveis diferenças estatísticas fossem encontradas entre os grupos 

experimentais testados, com nível de significânia de 5% (p ˂0,05). A analise estatística foi 

realizada no programa Minitab®. 

 

 

Tabela 5.1- Resultado do teste de microcisalhamento (µSBS) em 24 h e após 1 ano de estocagem 

 

Grupos 24h 12 meses 

Controle 26,17 (3,78) A,a 24,97 (4,70)  B,a 

80 mJ/ 2 Hz/ 50 µs 22,14 (2,86) B,a 22,85 (2,95) B,a 

80 mJ/ 2 Hz/ 300 µs 21,24 (3,03) B,a 22,12 (2,98) B,a 

80 mJ/ 2 Hz/ 600 µs 20,61 (1,85) B,a  23,00 (2,94) B,a 

 Fonte: a autora 

*
Letras maiúsculas iguais indicam não haver diferença estatisticamente significativa entre linha (p˂0.05). 

*
Letras minúsculas iguais indicam não haver diferença estatisticamente significativa entre colunas (p˂0.05). 

 

 

 Análise dos dados revelou que houve diferença estatisticamente significativa em relação 

ao fator tratamento (p˂0,05), embora não houve diferença estatistística em relação ao fator 

tempo (p˃0,05) (Tabela 5.1). Considerando os efeitos do pré-tratamento dentinário com o 

laser de Er:YAG na adesão, a análise estatística mostrou que, em 24 h, todos os grupos 

experimentais apresentaram menores valores de resistência de união quando comparados ao 

grupo controle. No mesmo período, nenhuma diferença estatisticamente significativa foi 

observada entre os grupos irradiados com o laser de Er:YAG empregando diferentes larguras 

de pulso. 

  Após 1 ano de armazenamento em saliva artificial, não houve diferença significativa 

dos valores de RU quando compados aos valores obtidos em 24h em todos os grupos 

experimentais. A análise do padrão de fratura do grupo controle revelou exclusivamente 

fraturas do tipo mista, em ambos os tempos de análise, 24 h e 1 ano de armazenamento. Do 

mesmo modo, o grupo irradiado com a duração de pulso de 50 µs exibiu o mesmo padrão de 

fratura do grupo controle, nos dois tempos de análise. Nos grupos irradiados com a largura de 
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pulso de 300 µs e 600 µs, houve predominância de fraturas do tipo mista (90% e 95%) 

respectivamente. 

 

 

5.4 ENSAIO DE MICROTRAÇÃO - µTBS - ESPÉCIMES SUBMETIDOS AO 

PROTOCOLO DE IRRADIAÇÃO DE PREPARO CAVITÁRIO DA SUPERFÍCIE 

DENTINÁRIA 

 

 

 Os dados foram primeiramente avaliados quanto à normalidade na distribuição dos erros 

amostrais e quanto à homogeneidade das variâncias por meio do teste de aderência à curva 

normal e teste de Kolmogorov- Sminov. 

 Tendo em vista que a distribuição amostral testada foi normal, utilizou-se o teste 

ANOVA dois fatores (tratamento de superfície e tempo) e o teste de Tukey de comparações 

múltiplas para que possíveis diferenças estatisticamente fossem encontradas entre os grupos 

experimentais testados, com nível de significância de 5% (p˂0,05). A analise estatística foi 

realizada no programa Minitab®. 

 Análise dos dados revelou que houve diferença estatisticamente significativa em relação 

aos fatores ―tempo ―e ―tratamento‖ (p˂0,05) (Tabela 5.2). O grupo controle revelou valores 

mais altos de resistência de união em 24 h de análise, com diferença estatisticamente 

significativa quando comparado aos grupos irradiados. Não houve diferença significativa 

entre os grupos irradiados quando comparados entre si (p˃0,05). 

 Após 1 ano de armazenamento em saliva artificial, observa-se uma redução de valores 

de resistência de união em todos os grupos investigados. O grupo controle apresenta valores 

mais altos de resistência de união com diferença significativa quando comparado aos grupos 

irradiados (p˂0,05). Os grupos irradiados quando comparados, não apresentaram diferença 

significante. 

 A análise do padrão de fratura do grupo controle revela uma predominância de fratura 

do tipo adesiva (43%), seguida de mista (42%), em 24h. Após um ano de armamento em 

saliva artificial, manteve-se uma predominância do padrão de fratura adesiva (45%) seguida 

pela coesiva (32%).  

 Nos grupos irradiados com durações de pulso de 50 e 300 µs, a maior predominância de 

fratura encontrada foi do tipo misto (89%). Este mesmo padrão foi observado após 1 ano de 

armazenamento em saliva artificial. 
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Tabela 5.2-Resultado do teste de microtração (µTBS) em 24 h e após 1 ano de estocagem 

 

Grupos N 24h 12meses 

Controle 11 51.14 (7.15) A,a 34.73  (13.46) C,c 

200 mJ/ 20 Hz/ 50 µs 11 29.17(7.08) B,b 13.55  (6.48) D,d 

200 mJ/ 20 Hz/ 300 µs 11 23.52(4.5) B,b 11.22  (3.31) D,d 

Fonte: a autora 

*
Letras maiúsculas iguais indicam não haver diferença estatisticamente significativa entre linha(p˂0.05). 

*
Letras minúsculas iguais indicam não haver diferença estatisticamente significativa entre colunas (p˂0.05). 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

 O laser Er:YAG é considerado uma ferramenta importante na Odontologia 

Minimamente invasiva para realizar preparos cavitários (Do Amaral et al., 2008) e para pré-

tratar a dentina prévio aos procedimentos restauradores adesivos. Desta maneira, diversas 

pesquisas vêm sendo desenvolvidas com a finalidade de estabelecer protocolos adequados e 

seguros, visto que mudanças nos parâmetros tais como taxa de repetição, tempo de irradiação, 

distância focal, densidade de energia e refrigeração influenciam significativamente nas 

características morfológicas do tecido irradiado e, consequentemente nas características da 

adesão neste substrato. 

 Desta forma, foi realizado um levantamento bibliográfico em busca dos protocolos mais 

utilizados para a irradiação das superfícies dentinárias. Foi observado, por meio de 

microscopias, que o emprego de energias iguais ou superiores a 300 mJ para preparo cavitário 

em dentina, produziram uma superfície com sinais de vitrificação e trincas, sugerindo ser este 

um parâmetro alto que pode resultar em recristalinização dos cristais de apatita e formação de 

uma fase adicional de fosfato de cálcio (Delmè et al., 2006; Delmè; De Moor, 2007). Assim, o 

emprego de energias mais baixas é mais eficiente e minimiza as alterações na superfície 

dentinária irradiada (Freitas et al., 2007). Por conseguinte, optou-se por utilizar uma energia 

de 200 mJ, sendo este o parâmetro mais encontrado na literatura consultada (Chousterman et 

al., 2010; Bahrami et al., 2011;  Raucci-Neto et al., 2011; Trevelin et al., 2015; Trevelin et al., 

2018). Para o pré-tratamento da dentina são indicados parâmetros subablasivos, ou seja, 

parâmetros mais baixos que aqueles indicados para preparo cavitário. Nesta circunstância, foi 

observado que energia de 80 mJ é a mais utilizada na literatura consultada (Sassi et al., 2004; 

De Moor; Delmè, 2009; Bahrami et al., 2011; Firat et al., 2012; Baraba et al., 2013; Trevelin 

et al., 2015; Trevelin et al., 2018). 

 O processo de ablação é caracterizado pela absorção da radiação incidente na dentina, 

causando o aumento da pressão e a vaporização da água com sucessivas microexplosões e 

ejeções das partículas orgânicas e inorgânicas do substrato (Bornstein, 2003; Gimbel, 2000). 

Entretanto, nem todo o material ablacionado é ejetado da área irradiada. Assim, alguns 

minerais derretidos e desidratados que estão fracamente aderidos à superfície, podem ser 

recondensados, dificultando sua remoção e reduzindo à ablação dos pulsos subsequentes 

(Kuscer; Diaci, 2013). Esse material recondensado que permanece na superfície do tecido 

transfere a energia absorvida na forma de calor, reaquecendo o tecido (Fried et al., 2001).  
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Embora a irradiação seja considerada um procedimento seguro, por gerar mínimo dano 

térmico á polpa e aos tecidos circunvizinhos (Hossain et al., 1999; Hossain et al., 2003; 

Armengol et al., 2002), foi observado que o calor residual proveniente da transferência de 

energia durante o processo de ablação permanece na superfície e é subsequentemente 

conduzido para dentro do tecido (Hossain et al., 1999; Fried et al., 2001) alterando as fibrilas 

colágenas. 

 Em nossos estudos os dados obtidos da SHG revelaram que a irradiação com laser altera 

a matriz orgânica abaixo da superfície irradiada, representada pelo fraco sinal emitido. Essas 

alterações são caracterizadas por um sombreamento enegrecido abaixo da dentina irradiada 

indicando a degradação/ausência da matriz orgânica e das fibrilas colágenas. Essas alterações 

são mais evidentes no protocolo de preparo cavitário, em que o sombreamento abaixo da 

dentina irradiada apresenta o mesmo formato do pulso do laser. Esta deterioração da matriz 

orgânica (região enegrecida) aumenta conforme o aumento da largura de pulso utilizada. 

Correlacionando as imagens da SGH com as imagens de transmissão (TEM), a deterioração 

da matriz orgânica pode ser representada pela presença de placas de material amorfo geradas 

pelo aquecimento induzido pelo laser (Trevelin et al., 2018) decorrente dos altos parâmetros 

empregados no protocolo de preparo cavitário que resultaram em fraco sinal conforme 

observado em SGH. 

 Da mesma forma, ao analisar o protocolo de pré-tratamento, observamos uma faixa 

enegrecida abaixo da superfície irradiada indicando a deterioração dos componentes 

orgânicos da dentina. Embora as alterações geradas na matriz orgânica e nas fibrilas 

colágenas são menos intensas no protocolo de pré-tratamento quando comparadas ao 

protocolo de preparo cavitário, estas alterações foram suficientes para afetar negativamente os 

valores resistência de união, da mesma maneira como ocorrido no protocolo de preparo 

cavitário. Esses achados corroboram com estudos anteriores que mostraram que a irradiação 

com o laser Er: YAG produz mudanças físicas e químicas na composição e conformação da 

matriz orgânica da dentina, o que resulta em desnaturação da dentina e a degradação parcial 

do colágeno (Giachetti et al., 2004; Jiang et al., 2013). Os resultados deste estudo agregam 

valor aos achados de Trevelin et al. (2018), que demonstraram que as alterações orgânicas da 

dentina e a desnaturação das fibrilas colágenas são proporcionais aos valores de frequência, 

energia e a largura de pulso utilizada, visto que as maiores profundidades de alterações 

orgânicas são aquelas em altos parâmetros foram empregados.   

 O armazenamento em saliva artificial por um ano acentuou as alterações na matriz 

orgânica já existentes, representada pelo aumento do sombreamento abaixo da superfície 
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irradiada, uma vez que as fibrilas colágenas deterioradas pelo calor residual proveniente da 

irradiação, não permitiram a completa difusão dos monômeros resinosos durante a formação 

da camada híbrida. Desta forma, a degradação hidrolítica das interfaces adesivas foi facilitada 

como resultado da deterioração dos componentes orgânicos em conjunto com os componentes 

resinosos, favorecendo a degradação das camadas.  

Apesar do uso do laser para o preparo cavitário atingir o objetivo da odontologia 

minimamente invasiva (Brulat et al., 2009), os resultados obtidos com o protocolo de preparo 

de preparo cavitário prejudicaram a formação de uma zona de hibridação consistente, como 

demonstrado nas imagens de micro-morfologia da interface adesiva, na qual mostra a 

formação de uma camada adesiva espessa e uma camada híbrida irregular que afetou 

negativamente os valores de resistência de união em 24h e após um ano de armazenamento de 

saliva quando comparado com a técnica convencional. Da mesma forma, a superfície rugosa 

criada após irradiação com o protocolo de preparo cavitário impediu a formação de camada 

híbrida homogênea, devido a uma distribuição desigual do estresse na interface adesivo-

dentina (Cardoso et al., 2008). Ainda neste contexto, a grande quantidade de adesivo preso 

nas irregularidades criadas pela irradiação pode comprometer a evaporação do solvente e criar 

uma região não homogênea e com porosidades, o que pode aumentar a mobilidade das 

cadeias de polímeros, tornando os polímeros mais suscetíveis à sorção de água (Ito et al., 

2005). Como resultado, ocorre uma degradação acelerada da adesão com uma propriedade 

mecânica enfraquecida, o que afeta de forma significativa a estabilidade da interface adesiva 

ao longo do tempo (Ceballos et al., 2002). 

 É importante ressaltar que o grupo controle do protocolo de preparo cavitário também 

sofreu uma redução dos valores de resistência de união após um ano de armazenamento em 

saliva artificial. A queda na resistência de união observada pode ser atribuída à formulação 

adesiva e/ou a ativação das enzimas metaloproteoinases (MMPs) endógenas presentes na 

dentina.  

 O sistema adesivo utilizado contém uma alta concentração de monómeros hidrofílicos 

que são altamente propensos à sorção de água (Malacarne et al., 2006) mesmo após a 

evaporação do solvente. A água remanescente pode reduzir o grau de conversão dos 

monômeros resinosos interferindo na polimerização do sistema adesivo e ainda, os 

monômeros não polimerizados são mais susceptíveis ao processo de lixiviação (Ito et al., 

2005). Desta maneira, a interface adesiva parcialmente polimerizada comporta-se como uma 

membrana semipermeável, permitindo o movimento dos fluidos, podendo acelerar a absorção 
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de água e comprometer a integridade da união adesivo-resina ao longo do tempo (Cadenaro et 

al., 2009; Reis et al., 2007; Malacarne-Zanon et al., 2009; Carvalho et al., 2014). 

 As MMPs são um grupo de endopeptidades cálcio-zinco dependentes que permanecem 

presas na matriz dentinária durante o desenvolvimento dentário (Martin-de Las Heras et al., 

2000) e quando ativadas, contribuem para a degradação precoce das ligações dentina-resina. 

Inicialmente, as MMPS são secretadas como pró-enzimas e tornam-se proteinases ativas 

quando expostas a uma condição de baixo pH (Tay et al., 2006). Assim sendo, os monômeros 

resinosos acídicos ativam formas latentes das MMPs pelo mecanismo de ―cysteine-switch‖, 

expondo os domínios catalíticos dessas enzimas que eram bloqueadas pelos pro-peptídeos 

(Carrilho et al., 2007; Breschi et al., 2010; Tjaderhane et al., 2013). Dessa forma, a atividade 

colagenolítica inicia nas regiões onde as fibrilas colágenas foram expostas na camada híbrida 

e não foram completamente encapsuladas pelos monômeros resinosos do sistema adesivo 

(Pashley et al., 2004; Tay et al., 2006). Ainda neste cenário, o baixo pH dos sistemas adesivos 

também pode induzir a ativação de cisteíno-catepsinas da dentina, também envolvidas no 

processo de degradação da camada híbrida ao longo do tempo e no aumento da atividade 

gelatinolítica da dentina (Tersariol et al., 2010).  

 Os resultados de resistência de união obtidos com o protocolo de pré-tratamento 

também foram inferiores quando comparado ao grupo controle. Da mesma forma, os valores 

mais baixos de resistência de união obtidos com os grupos irradiados no ensaio de 

microcisalhamento podem ser explicados pela formação de uma camada laser modificada 

(Ceballos et al., 2002) representada por fibrilas colágenas desnaturadas com perda do 

bandeamento do colágeno (Ceballos et al., 2002; Schein et al., 2003). A fusão das fibrilas 

desnaturadas remanescentes resulta na perda do espaço interfibrilar que restringe penetração e 

permeabilidade dos monômeros resinosos do sistema adesivo, comprometendo a integridade 

da interface adesiva e gerando baixos valores de resistência de união (Ceballos et al., 2002; 

Giachetti et al., 2004; Jiang et al., 2013). Adicionalmente a este fato, é possível que os ácidos 

fracos presentes no sistema de autocondicionante não possam modificar suficientemente a 

superfície laser-modificada para promover a penetração do adesivo (De Oliveira et al., 2010) 

o que também contribui para a redução da resistência adesiva na dentina.  

Ao analisar a menor largura de pulso empregada no protocolo de pré-tratamento 

observamos pequenas alterações na ultraestrutura assim como na matriz orgânica da dentina 

irradiada. Diversamente, ao empregar pulsos mais longos, a duração do pulso é maior que o 

tempo de relaxamento térmico requerido pelo tecido (Fried et al., 2001). Com isso, o tempo 

de interação da energia emitida com o tecido alvo é maior, permitindo que uma parte da 
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energia absorvida se difunda para regiões adjacentes e sítios mais distantes do tecido alvo 

irradiado. Como consequência, o calor residual acumulado nos tecidos e o aumento da 

temperatura são responsáveis pela formação de camadas alteradas com a degradação das 

fibrilas colágenas em diferentes profundidades da dentina (Trevelin et al., 2018). Além disso, 

as propriedades mecânicas e as análises moleculares mostraram a ocorrência de uma redução 

dos componentes orgânicos quando a dentina é irradiada com o laser de Er:YAG (He et al., 

2017). 

O maior componente da matriz orgânica da dentina são as fibrilas colágenas do tipo I, 

que fornecem viscoelasticidade ao tecido, formando uma estrutura rígida e forte (Butler, 

1995; Cheng et al., 1996; Bertassoni et al., 2012). O calor gerado durante a irradiação 

promoveu a desnaturação térmica do colágeno, responsável por quebrar as ligações 

intramoleculares de hidrogênio que estabilizam as três cadeias de polipeptídeos da tripla 

estrutura helicoidal, resultando em uma transformação irreversível da molécula do colágeno 

em uma espiral. O rompimento da estrutura molecular leva ao encolhimento do colágeno 

(Wright; Humphrey, 2002). Apesar da degradação do colágeno ser em nível molecular (Sun et 

al., 2006), o colágeno tem um papel importante na estrutura arquitetônica da dentina e está 

intimamente relacionado com a formação e estabilidade da camada híbrida, estrutura formada 

pelo entrelaçamento das fibrilas colágenas com os monômeros resinosos do sistema adesivo 

promovendo uma retenção micromecânica (Bedran –Russo et al., 2010). 

 Na atualidade, nenhum dos sistemas adesivos ou técnica é capaz de produzir uma 

interface que seja absolutamente resistente à degradação, mas, esforços são dedicados a 

melhorar a durabilidade das restaurações (Van Meerbeek et al., 2010). 

 Do exposto, com base nos resultados obtidos nas metodologias testadas, o uso do laser 

de Er:YAG, independente do protocolo e da largura temporal de pulso utilizados, causaram 

alterações na micromorfologia da camada híbrida, expressa nos baixos valores de resistência 

de união quando comparados ao tratamento convencional, em ambos os tempos investigados. 

Da mesma maneira, as alterações na arquitetura do colágeno observada em microscopias 

eletrônicas de transmissão bem como alterações nas estruturas orgânicas detectadas pela SGH 

revelam claramente os danos térmicos gerados durante a irradiação da dentina com o laser de 

Er:YAG. Desta forma, não consideramos que o preparo cavitário, bem como o pré-tratamento 

dentinário com laser de Er:YAG proporciona benefícios adicionais no que se refere a adesão e 

sua durabilidade. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 De acordo com a extensa análise realizada em dentina irradiada e baseada nas 

limitações de um estudo in vitro, podemos concluir que os protocolos de irradiação aqui 

propostos, não melhorou à adesão a dentina quando comparado ao método operatório 

tradicional. Os baixos resultados de resistência de união dos grupos irradiados são atestados 

pelas alterações ultraestruturais da matriz orgânica e da desnaturação das fibrilas colágenas 

que impediram a formação de uma zona de hibridização consistente e estável ao longo do 

tempo.   
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ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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