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RESUMEN

La infiltracién con resina de las fibras de coldgeno desmineralizadas permiten la formacién de una capa hibrida
con tags de resina y ramas laterales, creando de esta manera, retenciones micromecénicas de la resina al
substrato desmineralizado. Dichas retenciones son el principal mecanismo para la adhesién resina-dentina,
siendo la penetracion de la resina en la dentina intertubular, el factor de mayor importancia en la obtencién de
unas adecuadas fuerzas de adhesion. Uno de los instrumentos més usados para estudiar los mecanismos que
envuelven el proceso de adhesién ha sido el microscopio electrénico de barrido (MEB). El principio del MEB se
basa en imégenes tridimensionales que se construyen punto a punto y linea a linea desde los electrones
secundarios. El objetivo de este estudio es describir la preparacién de los espécimenes para evaluar la forma-
cién de la capa hibrida, los tags de resina y ramas laterales.
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SUMMARY

The infiltration of demineralized collagen fibers with resin permits formation of a hybrid layer with resin tags
and adhesive lateral branches, thus creating micromechanical retention of the resin to the demineralized
substrate. The micromechanical retention is the chief mechanism for resin bonding to dentin with resin
penetration of the intertubular dentin being of major importance in bond strength. One of the first and most
widely used tools to study the mechanisms involved in the process of bonding has been the scanning electron
microscope (SEM). The principle of SEM is based upon a pseudo three-dimensional image that is built up
point-by-point and line-by-line from secondary electrons. The objective of this study is to describe the preparation
of the specimens to evaluate the hybrid layer, resin tags and adhesive lateral branches formations.
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INTRODUCCION

El mecanismo de adhesién a la dentina ha sido am-
pliamente estudiado y debatido. Al comienzo del
desarrollo de la Odontologia Adhesiva se buscé una
adhesién quimica al calcio o a las fibras de colageno
de la estructura dentaria. Hoy en dia se habla sobre
todo de adhesion mecéanica o, méas concretamente,
adhesién micromecanica (1-2). La infiltracién con
resina de las fibras de coldgeno desmineralizadas
permiten la formacién de una capa hibrida con tags
de resina y ramas laterales, creando de esta manera
retenciones micromecanicas de la resina al substra-
to desmineralizado (1, 3, 4).

En la actualidad, existen dos mecanismos basicos de
adhesion a dentina: 1) Adhesivos de dos pasos, que
eliminan el barrillo dentinario, también llamados auto-
imprimadores, que acondicionan la dentina con un
acido y remueven totalmente el barrillo dentinario (5)
y, 2) Adhesivos que disuelven el barrillo dentinario,
los cuales son sistemas adhesivos que mezclan de
forma homogénea el barrillo con el primer y simultéa-
neamente desmineralizan la superficie del sustrato (5).
Como no son lavados, el barrillo se incorpora al pro-
ceso de adhesion reduciéndose los problemas aso-
ciados a la sensibilidad de la técnica (6, 7). Estos ad-
hesivos los podemos encontrar en uno o dos pasos.

Uno de los principales y més usados instrumentos
para estudiar los mecanismos que envuelven el pro-
ceso de adhesion ha sido el MEB (5, 8). El principio
del MEB se basa en imagenes tridimensionales que
se construyen punto a punto y linea a linea desde los
electrones secundarios (8). Se va a formar una ima-
gen por un escaneado de la superficie del espéci-
men. Las ventajas del MEB son:

Una imagen con efecto 3D.

Permite observar espécimenes grandes.

Posee un diseno sencillo de la columna.

Nos permite realizar fotografias con amplios au-
mentos, desde 3 X hasta 150.000X%.

AW =

Sin embargo, a pesar de presentar todas estas facili-
dades, tiene unas limitaciones:

1. El espécimen es sometido a un vacio.
2. Se debe metalizar.
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3. Sodlo es posible observar la superficie del espéci-
men.

4. Tiene menos resolucién que otras técnicas de
microscopia electrénica como, por ejemplo, el
microscopio electrénico de transmisién (TEM),
que se utiliza para observar los espécimenes a lo
largo de su espesor.

El MEB posee un catodo que al calentarse emite una
fuente de electrones primarios, los cuales van despla-
zéndose guiados por las lentes situadas en los latera-
les del tubo del microscopio que los mantienen en
una trayectoria rectilinea hasta alcanzar el espécimen
(Fig. 1). Una vez que llegan a éste, atraviesan la capa
de oro que se ha depositado previamente sobre su
superficie para facilitar la conduccién de los electro-
nes (Fig. 1). Penetran en la materia del espécimen
excitando los electrones secundarios que van a ser los
que daran la imagen, pues los electrones primarios se
desechan, mientras que los secundarios son recogi-
dos por un detector de electrones que convertiré cada
electrén en un fotén que tendré un color dentro de la
tonalidad comprendida entre el negro y el blanco,
dependiendo del peso molecular del atomo de la
materia de la que procede. Cada fotén dara un punto,
y la suma de todos formara la imagen.

El objetivo de este articulo es describir el proceso de
preparacion del espécimen para evaluar la micromor-
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Fig. 1. Esquema del funcionamiento de un MEB.
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fologia de la interfase adhesiva resina-dentina de la capa
hibrida, los tags de resina primarios y secundarios for-
mados por un sistema adhesivo en un MEB; asi como
analizar los posibles fallos cometidos en dicha prepara-
cién y sus consecuencias en la obtencién de laimagen.

MATERIAL Y METODO
Preparacion inicial del espécimen

Se usan molares humanos no erupcionados alma-
cenados en una solucién salina como mucho un mes
a 4° Centigrados. Los espécimenes se seccionan per-
pendicularmente a su eje mayor en una maquina
cortadora de tejidos duros. Las superficies se pulen
con una lija de papel de 180 grit bajo una corriente
continua de agua hasta exponer una superficie de
dentina y haber removido el esmalte remanente, ob-
teniendo una superficie totalmente plana para reali-

con un microscopio electronico de barrido

zar la adhesién. Después de preparar las superficies,
se aplican los agente adhesivos seleccionados si-
guiendo las instrucciones del fabricante, o aplicando
alguna variante sobre ellas, dependiendo de lo que
se quiera estudiar. Se construye una corona de resi-
na de 7 milimetros de altura incrementalmente con
un composite, donde cada capa se fotopolimeriza
durante 40 segundos con una unidad de luz. A con-
tinuacién, los espécimenes se almacenan durante
24 horas en agua destilada a 37° C.

Seccion del espécimen en dos partes iguales
(Fig. 2)

Los espécimenes se seccionan paralelos a su eje lon-
gitudinal (Fig. 2a) obteniéndose dos partes iguales
(Figs. 2b, c). Una de ellas se prepara para estudiar la
capa hibrida (Fig. 2d), y la otra para observar los
tags de resina principales y secundarios (Fig. 2e).

CAPA HIBRIDA

©EB9, 0donto 18kU

TAG DE RESINA

X3,; 864

Fig. 2. Esquema de la
preparacion del
espécimen para observar
la capa hibrida y los tags
de resina primarios y
secundarios. a) El
espécimen se secciona
transversalmente, se
aplican los adhesivos y
se realiza una corona de
composite de 7mm.

b, c) El espécimen se
secciona en dos partes
iguales. Cada una de
ellas se prepara de
manera diferente. d) En
una, se observa la capa
hibrida y, en la otra,

e) los tags de resina
primarios y las ramas
laterales.
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Preparacion de la parte seleccionada para
observar los tags de resina principales y las
ramas laterales (Fig. 3)

La parte seleccionada (Fig. 3a) se almacena en &ci-
do clorhidrico al 30% durante 48 horas (Fig. 3b) has-
ta disolver totalmente el sustrato dental (Fig. 3c),
transcurrido este tiempo se aclara con abundante
agua. A continuacién se introduce en hipoclorito de
sodio al 2% durante 20 minutos (Fig. 3d) y por alti-
mo se deshidrata incrementalmente con alcohol en
concentraciones al 25, 50, 75, 80, 90, 95 y 100%,
sucesivamente, con una duraciéon de 10 minutos
cada bano (Fig. 3e). Entonces el espécimen se me-
taliza y se observa en un MEB (Fig. 3f) con unos
aumentos estandar de 600, 1.000, 2.000 y 3.000
(Fig. 4).

Preparacién de la parte seleccionada para observar
la capa hibrida formada entre el sistema adhesivo
y el sustrato de dentina (Fig. 5)

La otra parte de la muestra seccionada se conserva
en agua destilada en una estufa que mantiene la
temperatura a 37 © C durante 24 horas. A continua-
ciéon la superficie del espécimen se pule con discos
de pulir de 500, 1.000 y 1.200 Grit (Fig. 6a). Se
introducen en una méaquina de ultrasonidos al 50%
de potencia durante 5 minutos (Fig. 6b). Pasado este
tiempo, la superficie a observar se descalcifica con
&cido ortofosférico al 32% durante 30 segundos para
producir una desmineralizacién de la parte que se
examinaréa (Fig. 6c). El espécimen se lava (Fig. 6d),
se seca (Fig. 6e) y se introduce en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2% durante 120 segundos

LU f

4

!
!

Fig. 3. Esquema de la preparaciéon de la mitad del espécimen donde se van a observar los tags de resina primarios y secundarios. a) La parte
seleccionada b) se almacena en &cido clorhidrico al 30%. c¢) La resina obtenida d) se introduce en hipoclorito sédico al 2% y e) se deshidrata
incrementalmente con alcohol en concentraciones al 25, 50, 75, 80, 90, 95y 100% sucesivamente. El espécimen se metaliza y f) se observa en un MEB.
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Fig. 4. Imagen de MEB de los tags de resina formados por un adhesivo
de grabado total (X600).

para eliminar los componentes orgénicos de la capa
mas superficial (Fig. 6f). Después de enjuagarse y
secarse (Figs. 6g, h), se expone a un incremento de
concentraciones de alcohol de la misma manera que

con un microscopio electronico de barrido

ADHESIVO

v&.»

COMPOSITE -,

ekl

Fig. 5. Imagen realizada con un MEB (X650) a la interfase adhesiva de un
sistema adhesivo autograbador, donde se pueden apreciar los dos
substratos a adherir (dentina y composite), asi como la interfase adhesiva
con sus diferentes partes (capa hibrida, tags de resina y resina del adhesivo).

se realiz6 con la otra parte seccionada del espéci-
men (Fig. 6i). Al espécimen preparado (Fig. 7a) se le
toman impresiones con silicona fluida (Figs. 7b, c) y

Pulido == H,PO, 32% (30 seg)=s-NaOCl 2% ({20 seg) == Deshidratacion
Ultrasonidos Enjuagado Enjuagado
(5 min al 50%
de fa potencia) Secado Secado
a C
Fig. 6. Esquema de la

preparacién de la
mitad del espécimen
donde se va a observar
la capa hibrida. a) Se
pule la superficie a
estudiar del espécimen
con discos de pulir de
diferentes Grits. b) Se
introduce en una
maquina de
ultrasonidos. ¢) Se
descalcifica con acido
ortofosférico, d) se lava
con abundante agua y
e) se seca. f) Se
introduce en una
solucién de hipoclorito
de sodio, g) se enjuaga
con agua y h) se seca.
i) Se deshidrata con
banos incrementales
de concentraciones de
alcohol

Discos de:
SIC/500 grit
SIC/1000 grit
b SIC/1200 grit

Concentraciones del
25%, 50%, 75%,
80%, 90%,
95%, 100%

10 minutos
cada bafiv
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Fig. 7. Esquema de la realizacién de la réplica del espécimen preparado para observar la capa hibrida. a) Una vez que el espécimen esta
preparado para observarse, b) se hace una impresién con silicona fluida de la cara donde se encuentra la interfase. c) Cuando fragua la
silicona se retira el espécimen, obteniéndose una impresién que, a continuacién, d) se vacia con resina epoxi. €) La réplica obtenida se

metaliza y f) se lleva al MEB.

se rellena con resina epoxy (Fig. 7d), obteniendo la
muestra definitiva (Fig. 7e) que se metaliza con una
capa de oro en una metalizadora y se observa con el
MEB (Fig. 7f) a diferentes aumentos estandarizados
de 650, 1.200 y 3.000 (Fig. 8).

DISCUSION

La imagen tomada con un MEB de la capa hibrida
nos permite realizar un estudio micromorfolégico de
la interfase adhesiva resina-dentina. Para que una
imagen se pueda observar correctamente, ésta debe
ser nitida, limpia y clara. El manejo del espécimen a
lo largo del proceso que dura la preparacion del mis-
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mo debe ser muy meticulosa, de no ser asi, se acu-
mularé suciedad sobre la superficie a observar que
alteraré la obtencién de la imagen (Fig. 9) impidien-
do, por tanto, contemplar detalles y lugares que se-
rian de gran interés. Por ello, el espécimen siempre
debe manipularse con las pinzas, evitando que la
zona a estudiar entre en contacto con cualquier tipo
de superficie.

Como se ha descrito anteriormente, para observar
la capa hibrida se debe desmineralizar la superfi-
cie a estudiar. Se aplica acido ortofosférico al 32%
que a continuacién se remueve con abundante
agua. Sin embargo, para la preparacién del espé-
cimen no se debe usar el acido ortofosférico em-



Albaladejo A

Meétodo de preparacion del espécimen para evaluar la micromorfologia de la interfase adhesiva resina-dentina

1akw

a

Fig. 8. Diferentes imagenes de MEB de la capa hibrida de un mismo
espécimen tomadas con diferentes aumentos. a) 650, b) 1.200,
c) 3.000.

con un microscopio electronico de barrido

S BEBS odoanto

Fig. 9. Imagen tomada con un MEB de una zona de la interfase
adhesiva sucia y con restos de particulas como consecuencia de una
inadecuada manipulacién.

pleado rutinariamente, pues contiene relleno de
silice que se mantiene sobre la superficie después
del lavado con agua, el cual ensucia la imagen
impidiendo un correcto estudio de la capa hibrida
(Fig. 10). Para evitar esto, se utiliza un acido espe-
cial sin relleno que proporcionara una imagen lim-

pia.

Los espécimenes preparados para obtener iméage-
nes de la capa hibrida y de los tags de resina se
deben metalizar e introducir en el MEB de la misma
manera, independientemente de que hayan sido
preparados de manera diferente. Antes de metali-
zar la superficie del espécimen a observar, se debe
cerrar el dispositivo y realizar el vacié del interior.
De manera similar, cuando se introduce en el MEB,
también se realiza un vacio de la camara interna.
Ambos vacios producen una dgran fuerza de trac-
cién sobre la interfase adhesiva resina-dentina que
provoca en la mayoria de espécimenes la ruptura
de dicha interfase (Figs. 11y 12). Por esta razén se
realiza una réplica del espécimen preparado para
observar la capa hibrida. Cuando se van a estudiar
los tags de resina, como se ha disuelto con acido
clorhidrico todo el sustrato dental no hay peligro de
una posible fractura entre resina-dentina causada
por el vacio de la metalizadora o del MEB, pues no
existe dicha interfase.
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Fig. 11. Imagen realizada con un MEB (x1.300) a la interfase adhesiva
de un sistema adhesivo de grabado total, al cual no se le ha realizado
una réplica del espécimen preparado. Se puede apreciar la interfase
adhesiva resina-dentina despegada como consecuencia de la traccién
producidapor el vacio realizado en el interior de la metalizadora o del MEB.

Los diferentes sistemas adhesivos disponibles en el
mercado hoy en dia, forman una capa hibrida y unos
tags de resina primarios y secundarios de unas ca-
racteristicas morfolégicas diversas. Los adhesivos
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ACIDO ORTOFOSFORICO

CON PARTICULAS
DE SILICE

Fig. 10. Iméagenes
tomadas con un MEB con
un patrén caracteristico
de la interfase adhesiva
desmineralizada con
diferentes acidos
ortofosféricos. a) Imagen
limpia al utilizar acido
ortofosférico sin
particulas de relleno.

b) Se pueden observar
particulas de silice en
toda la imagen, al utilizar
el acido ortofosférico con
relleno usado
normalmente.

DENTINA:

ADHESIVO.

COMPOSITE

)

tEkL

Fig. 12. Imagen realizada con un MEB (x650) a la interfase
adhesiva obtenida con un sistema autograbador. Obsérvese la
entrada de los tubulos expuestos al separarse la resina de la
dentina, algunos de los cuales contienen dentro los tags
fracturados.

autograbadores muestran un complejo hibrido muy
delgado con respecto a los adhesivos convenciona-
les de grabado total debido a que normalmente pre-
sentan un pH menor con respecto a éstos. Sin em-
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bargo, se han obtenido unos valores de adhesion
inmediatos bastantes altos (3, 9, 10). Esto quiere
decir, que no existe una correlacién entre el grosor
de la capa hibrida y la eficacia adhesiva, sino que lo
importante es obtener una capa hibrida uniforme, lo
que significa, que la dentina intertubular descalcifi-
cada esté completamente infiltrada a lo largo de toda
la superficie sin mostrar gaps (11-13).

De manera similar a lo que sucede con la capa hibri-
da, los tags de resina que muestran los adhesivos de
grabado total son bastantes més largos que aquellos
mostrados en los autograbadores (salvo en puntua-
les adhesivos autograbadores como por ejemplo el
Clearfil SE Bond®) (14). En la interfaz resina-dentina,
la contribucién de los tags en las fuerzas de adhe-
sién, varia dependiendo del sistema adhesivo usado,
la orientacién de los tabulos y la profundidad de la
dentina a la que se encuentre (15). Se cree que la
penetracién de los tags dentro de los tubulos denti-
narios, contribuye bastante poco a la fuerza de adhe-
sion final alcanzada (5, 16). Sin embargo, los tags
que muestran unas bases amplias, obtienen un buen
sellado de la interfaz resina-dentina (17). También se
pueden formar tags secundarios, o ramas laterales,
los cuales son un signo de una adecuada infiltracién
y humectabilidad de la dentina descalcificada. Ade-
mas, al contrario que para los tags principales, Mjor
y cols. (18) demostraron que pueden suponer una
retencién suplementaria y por lo tanto influir directa-
mente a la mejora de las fuerzas de adhesién. Esto
tags secundarios suelen producirse en adhesivos de
grabado total y en algunos adhesivos autograbado-
res como el Clearfil SE Bond® (14).

CONCLUSION

El espécimen utilizado para evaluar la micromorfolo-
gia de la interfase adhesiva resina-dentina con un mi-
croscopio electrénico de barrido se secciona en dos
partes iguales, las cuales se prepararan de manera dife-
rente. En una de ellas se estudia la capa hibrida y, en
la otra, los tags de resina principales y secundarios.

Para que una imagen tomada con un MEB sea nitida,
limpia y clara, el espécimen siempre debe manipular-
se con las pinzas, evitando que la zona a estudiar
entre en contacto con cualquier tipo de superficie.

con un microscopio electronico de barrido

En la preparacién de la parte seleccionada para
observar la capa hibrida se debe utilizar un acido
ortofosférico especial sin relleno que evitara el
depdsito de dichas particulas en la superficie a
estudiar.

En los espécimenes seleccionados para obtener ima-
genes de la capa hibrida se debe realizar una réplica
del espécimen preparado para evitar la fractura de la
interfase resina-dentina.
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