ANALIZA MICROSCOPICA MODERNA A INTERFETEI
TESUT DUR DENTAR — MATERIALE DE RESTAURARE DIRECTA

Autori:

Prof.Dr. Ion PATRASCU*

Stud. Bogdan GALBINASU*

Dr. Lucian Toma CIOCAN*

Stud. Bogdan IORDACHE*

Ing. Florin MICULESCU**

Dr. Ing. Florin STOICIU***
*Catedra de Propedeutica si Materiale Dentare, Facultatea de Stomatologie, U.M.F.
,,Carol Davila”, Bucuresti
** (Catedra de Stiinta Materialelor, Facultatea de Inginerie si Stiinta Materialelor,
Universitatea Politehnica, Bucuresti
*** Institutul de Metale Neferoase si Rare, Bucuresti

Rezumat:
clasice si moderne a interfetei dintre structurile dure dentare si materialele de restaurare
directa.

Clasic, in functie de metoda de investigare, pentru a vizualiza si a oferi informatii
cu privire la o interfatd, este necesara o prelucrare specificd a probei. De asemenea,
pentru fiecare tip de analiza efectuata este necesard o noud proba, diferita de cea etalon,
ceea ce mareste numarul factorilor de eroare 1n interpretarea rezultatelor finale. Din acest
motiv am Incercat standardizarea unei metode de obtinere si a unui protocol de analizd a
probelor care sd permita o evaluare corectd a interfetei dintre substratul dur dentar si
materialul restaurativ.

Material si metodi. In studiu am utilizat 14 molari de minte extrasi, integri, la
care s-au preparat cavitati de clasa I Black, folosind freze fine si extra fine la turatie inalta
si conventionald. Cavitatile au fost obturate cu diferite materiale restaurative coronare
existente la ora aceasta pe piata romaneasca. Dupa inglobare in rdsina acrilica, fiecare
proba a fost prelucrata metalografic pentru a putea fi investigata prin microscopie optica
(stereomicroscopie si microscopie de reflexie) cat si prin electronomicroscopie (ESEM).

Rezultate si concluzii. Fiecare probd a putut fi examinata prin diferite metode,
graduale din punct de vedere al calitatii si cantitatii de informatie, fara a fi necesare
conditionari specifice ale suprafetei inainte de o anumitd investigatie. Prin metoda
descrisa, interfata poate fi analizatd amanuntit la orice nivel si prin diferite mijloace
imagistice fard a suferi deteriorari datorate metodelor diferite de pregatire a probelor.
Cuvinte cheie: interfatd, material restaurativ, tesut dur dentar, analizd calcografica,
E.S.EM.



MODERN MICROSCOPY ANLISYS OF
HARD DENTAL TISSUES—- DIRECT RESTORATIVE MATERIAL INTERFACE

Abstract:

The aim of this study was to evaluate the investigation procedures of the
interface between hard dental tissues and direct restorative materials using classical and
modern techniques.

Usually, depending on investigation method, for an accurate analysis of an
interface, it is necessary a special type of probe preparation. In the same time, every type
of analysis implies one new sample, different from the standard one, determining in this
way the development of possible intruding factors which will affect the results
interpretation. For this reason, we tried to standardize the probe obtaining and analyzing
method for an accurate evaluation of the interface between hard dental tissues and
restorative materials.

Materials and methods. In our work, we were using 14 third molars subtracted
from oral cavity, every of them supporting a 1% Black cavity preparation using fine and
extra fine burs at normal and high speed rotation. The cavities were filled with different
direct materials available on Romanian market nowadays. After investing in an acrylic
resin, the probes were metalographycal prepared, and then investigated by optical
microscopy  (stereomicroscopy and reflexion microscopy) and also by
electonomicroscopy (ESEM).

Results. Conclusions.

Every probe could be examined by different methods, gradually from information
quality and quantity point of view, without being necessary special preconditioned of the
surfaces before the analyze. Using this method, the interface could be detailed
investigated at any level by different imagistic devices without possible errors generated
by different methods of probe preparation.

Key words: interface, restaurative material, hard dental tissue, calcographical analysis,
E.S.EM.
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SCOPUL CERCETARII
clasice si moderne a interfetei dintre structurile dure dentare si materialele de restaurare
directa.

Clasic, in functie de metoda de investigare, pentru a vizualiza si a oferi informatii
cu privire la o interfatd, este necesara o prelucrare specificd a probei. De asemenea,
pentru fiecare tip de analiza efectuatd este necesard o noud proba, diferitd de cea etalon,



ceea ce mareste numarul factorilor de eroare 1n interpretarea rezultatelor finale. Din acest
motiv am Incercat standardizarea unei metode de obtinere si a unui protocol de analizd a
probelor care sd permita o evaluare corectd a interfetei dintre substratul dur dentar si
materialul restaurativ.

MATERIAL SI METODA

In evaluare am utilizat 14 unititi odontoane indemne de leziuni carioase la nivelul
carora s-au preparat cavitati de clasa I Black cu profunzime medie (smalt si dentind) cu
ajutorul frezelor fine si extra fine la turatie inaltd si conventionald. Cavitdtile au fost
obturate cu diferite materiale restaurative coronare existente la ora aceasta pe piata
romaneascd. Ca materiale restaurative au fost utilizate produsele unor firme consacrate
atdt din clasa amalgamelor de argint (VIVADENT-AmalCap), rasinilor diacrilice
compozite (KERR-Herculite, VIVADENT-TetricCeram) cat si a cimenturilor ionomere
de sticla (3M-ESPE — KetacMolar, KetacCem) (vezi figura 1).
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Fig. 1: Unitati odontoane la care s-au preparat si obturat cavitati Cls. I Black

Pentru studiul in lumind reflectatd a fost necesar ca probele sa fie fixate intr-o
matrice pentru a putea fi pregatite prin slefuire si lustruire. Ca matrice s-a folosit o rasina
amorfa de tip Citofix. Dupa intdrirea rasinii probele au fost slefuite mecanic, folosind
succesiv hartii abrazive cu granule avand dimensiuni descrescatoare (100 - 1000).
Operatia de lustruire finala s-a efectueat pe postav de tip Lecloth, folosind o suspensie de
0o AL,O3, cu granule avand dimensiuni de 0,3 pm .

Fiecare proba a fost prelucratd metalografic prin metoda descrisa pentru a putea fi
investigatd prin microscopie opticd (stereomicroscopie si microscopie de reflexie) cat si
prin electronomicroscopie (ESEM). (vezi figura 2)

Fig. 2: Probele pregatite pentru analiza graduala opto-electronica



DISCUTIE

Metode moderne de analiza optica

Pentru a putea stabili indicatiile si limitele metodelor moderne de investigare
imagistica opticd si electronicd consideram necesara descrierea succinta a acestora.

Microscopul polarizant, fatd de un microscop obisnuit se deosebeste prin faptul ca
este prevazut cu un dispozitiv pentru producerea si analizarea luminii polarizate compus
din doi nicoli sau polaroizi.

Determinarea constantelor optice ale substantelor cristalizate se face prin studiul
reactiei cristalelor asupra luminii polarizate.

Primul dintre nicoli, polarizorul care este montat intre sursa de lumina si proba de
studiat, are rolul de a produce lumina polarizata. Cel de-al doilea nicol, analizorul, montat
intre proba de analizat (in tubul microscopului, deasupra obiectivului) si ocular permite
analiza modificarilor suferite de razele de lumina dupa ce au strabatut proba.

Schema de principiu a unui microscop polarizant (vezi figura 3) este alcatuita din
urmatoarele componente:

= aparatul de iluminat si produs lumina polarizata;

= masa sau platina microscopului, pe care se ageaza proba de studiat;

= tubul microscopului in care sunt montate aparatele de marit si
analizat imaginea probei;

= stativul pe care sunt montate piesele de mai sus.

Microscoapele moderne sunt echipate si cu dispozitive de studiu in lumina
reflectata a mineralelor opace.

Studiul probelor transparente, n sectiuni subtiri, poate fi facut In lumina
paraleld (ortoscop) sau lumini convergenti (conoscop). In lumina paraleld se pot face
observatii cu un singur nicol sau cu nicoli incrucisati. In lumina convergenti se fac
numai studii cu nicolii incrucisati.



Fig. 3: Schema unui microscop polarizant
(lumina transmisa);
Og - oglinda;
P - polarizor (condensor);
Co - lentile convergente;
Cr - proba de analizat;
Ob - obiectiv;
An - analizor;
Oc - ocular.

Studiul in lumina reflectata al probelor opace sub forma de sectiuni lustruite, se
efectueaza cu ajutorul microscopului calcografic.

Pentru studiul complet al unei substante organo-minerale (tesutul dur dentar) se
folosesc microscoape ce pot fi folosite atat pentru studiile petrografice (in lumina
transmisd) cat si pentru studiile calcografice (in lumina reflectata).

Un microscop petrografic ce poate fi folosit si pentru studiul in lumina reflectata
are un dispozitiv numit opac iluminator.

Opac iluminatorul este dispozitivul cu ajutorul caruia se capteaza fasciculul de
raze ale unei surse de lumina laterald, fascicul ce este dirijat descendent prin obiectiv spre
sectiunea lustruita agezata pe platina microscopului. Opac iluminatorul este compus in
principiu din: lentile convergente, diafragme (de profunzime si de camp), nicol polarizor,
nicol analizor si un dispozitiv ce deviaza razele de lumina spre sectiunea lustruita. Acest



dispozitiv poate fi o lamela de sticla sau o prisma cu reflexie totald. Microscoapele
moderne au atat lamela de sticla cat si prisma cu reflexie totala, acestea putand fi folosite
alternativ in functie de avantajele si dezavantajele fiecarui sistem. (vezi figura 4)
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Fig. 4: Reprezentarea elementelor microscopului calcografic si a drumului razelor de lumina prin sistemul
microscopic.

Oc - ocular; A - nicol analizor; C1 - lentild colimator; I 1 - diafragma de
deschidere; P - nicol polarizor; I 2 - diafragma de camp; C2 - lentila
condensoare; Ob - obiectiv; S 1 - sectiune lustruitd; L - sursa de lumina.
in stanga reflectorul este o prisma ortogonald, in dreapta reflectorul este o lama de sticla.

Analiza calcograficd a interfetei dintre tesuturile dure dentare si materialele de
restaurare directd depinde de capacitatea de reflexie a celor doud structuri.

Capacitatea de reflexie ( R ) sau puterea de reflexie se exprima prin raportul dintre
intensitatea luminii reflectate si incidenta pe suprafata lustruita a probei.

[}’l
R=-2%
1

1
I, - intensitatea luminii reflectate;
I; - intensitatea luminii incidente.

Atat 1n cazul structurilor dure coronare cat si a materialelor de restaurare directa
observatiile se fac in lumina plan polarizatd. La aceste substante organo-minerale puterea
de reflexie variaza in functie de orientarea cristalelor, astfel ca existd un indice minim R
(cand intre directia de vibratie din cristal si directia de vibratie a polarizorului unghiul



este 0°) si un indice R, maxim (cand unghiul dintre directiile mentionate mai sus este de
90°).
R, si R; se determina din relatiile:

(m,+1F +k>

(”2 - 1)2 + k22
(ny, +1)F +k,°

in care: kj, ks - coeficienti de absorbtie (minim §i maxim);
nj, ny - indici de refractie (minim si maxim);
R, s1 R, se numesc puteri de reflexie uniradiale;
iar diferenta R = R, - R; bireflexie, notiune ce exprima de fapt pleocroismul de reflexie.

Puterea de reflexie a acestor structuri mai este influentata si de lungimea de unda
a luminii folosite.

Practic, la interfata dintre tesuturile dure dentare §i materialele de restaurare
directd coronara, puterea de reflexie a celor doud structuri se poate aprecia calitativ si
cantitativ.

Aprecierea calitativa, constd in compararea stralucirii materialului de restaurare
studiat, cu strdlucirea unui material etalon. Aprecierea se poate face direct, cand
structurile sunt sectionate sub acelasi unghi, deziderat destul de greu de atins pentru
studiul prbelor biologice. Evaluarea ar fi posibila cu ajutorul unui dispozitiv ce se
monteazd pe doud microscoape $i care proiecteazd aldturat Intr-o singurd imagine
materialul studiat si materialul etalon.

Aprecierea cantitativad, se realizeaza cu ajutorul unei celule fotoelectrice sau cu
ajutorul microfotometrului.

Determinarea cu ajutorul celulei fotoelectrice (determinare fotoelectrometricd) se
realizeaza masurand intensitatea curentului electric generat de celula fotoelectrica
montatd in ocularul microscopului.

Determinarea cu ajutorul microfotometrului (determinare microfotometrica) se
bazeaza pe compararea intensitatii luminii reflectate de suprafata lustruita a probei cu
intensitatea luminii captate direct de la sursa de lumina. Intensitatea luminii sursei este
reglata la valoarea intensitatii luminii reflectate de structura etalon.

Masuratorile se fac cu filtre de lumind colorate in rosu, portocaliu sau verde
pentru a se putea compara valorile inregistrate cu valorile etalon.

Metode moderne de analiza electronica

Prin analiza de tip SEM se pot obtine informatii privind topografia, morfologia,
microstructura si compozitia elementala a probelor examinate. Microscoapele traditionale
SEM pot analiza un specimen doar in conditiile obtinerii atmosferei de vid inaintat si
daca proba este conductivd din punct de vedere electric. De cele mai multe ori
proprietdtile materialelor biologice, organice si anorganice pot fi analizate doar utilizand
metode complicate de preparare a probelor, pentru a putea satisface conditiile de lucru in
vid naintat. In afara de faptul ci aceste metode de pregitire a probelor necesitd mult timp
si aparatura speciald, pot modifica starea initiala a probei si pot induce artefacte care pot
degrada calitatea imaginii, sau pot altera acuratetea analizei.

Limitarile functionale ale microscoapelor de tip SEM sunt bine cunoscute. Spre
exemplu, chiar si atunci cand straturile de acoperire conductive permit obtinerea



imaginilor, la materialele cu diferentd de indltime pe suprafata analizatd, cum sunt
interfetele si suprafetele rugoase, apar in mod frecvent zone de incércare electricd pe
ariile analizate.

In 1983 a fost introdus in productie detectorul de electroni secundari in mediu
gazos. In figura 5 este prezentat schematic modul de functionare al acestui detector:
fasciculul de electroni patrunde In camera probei cu o tensiune pozitiva de 300 V, trece
prin gaz si atinge suprafata probei. La patrunderea fascicolului in camera probei pot avea
loc doud evenimente: fascicolul poate trece neimprastiat prin mediul gazos sau se poate
ciocni cu gazul din camera probei §i poate ioniza moleculele acestuia inainte de a atinge
suprafata probei.

In cazul ESEM-ului, pulverizarea unui gaz in camera probei asigurd un mediu cu
presiune ridicati, necesar obtinerii imaginilor cu ajutorul detectorului GSED. In ESEM
cel mai utilizat mediu este cel format de vaporii de apa, deoarece acestia sunt usor de
ionizat si foarte usor de procurat. Mai pot fi utilizate si gaze cum sunt azotul, argonul,
dioxidul de carbon sau combinatii ale acestora. Sub influenta unui cdmp de céteva sute de
volti, electronii secundari §i cei retroimprastiati sunt atrasi catre detector. In drumul catre
suprafata detectorului, electronii se ciocnesc cu moleculele de vapori de apa, formand
perechi electron-ion. Procesul de accelerare se repeta prin ciocniri succesive §i ionizarea
rezultata este amplificatd proportional in cascade, cu semnalul original al electronilor.
Detectorul colecteaza si amplificd semnalul si recreaza imaginea probei.

Fig. 5: Schema de principiu a detectiei

Viegire electronilor cu detectorul GSED
A

‘;ectmm La concurentd cu fascicolul
. + ionizat, ionii pozitivi suportd o forta
de respingere fata de suprafata
™ toni pozitivi v detectorului, care este incarcatd
. pozitiv si o forta de atractie fatd de
&lecule - acumularea de sarcind negativa din
* gaz . Lo e
. suprafata probei. Acesti ioni pozitivi
ggles se recombind cu excesul de sarcind

L negativa, prevenind astfel incarcarea
electrica a suprafetei probei.

Cresterea presiunii in camera probei descreste timpul dintre ciocniri, ceea ce va
conduce la formarea unei zone de electroni Imprastiati care va Inconjura ceea ce a mai
ramas din electronii neimprastiati. Aceastd zond, reprezentatd schematic in figura 6,
afecteaza rezolutia maxima tangibila, prin crearea unei difuzibilitati a imaginii in zona
unde suprafata probei prezintd muchii mai ascutite, reduce adancimea de patrundere a
curentului fascicolului si posibilitatea impactului calitativ si cantitativ la investigatiile
care folosesc microanaliza cu raze X.
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Fig. 6:. Reprezentarea tipurilor posibile de imprastiere ale electronilor
in camera probei

Rezolutia microscopului ESEM depinde de abilitatea de a focaliza fascicolul de
electroni intr-o zond cit mai mica posibil pe suprafata probei. In camera de lucru a
microscopului (figura 7), ciocnirea dintre fascicolul de electroni si gazul din camera
produce imprastierea fascicolului.

Extinderea imprastierii fascicolului odata cu apropierea de suprafata probei, se
desfasoara in functie de distanta dintre apertura finala si specimen, de compozitia gazului
din camera probei, de presiunea acestuia, de tensiunea de accelerare si de curentul
fascicolului.

Fig. 7: camera de lucru a electromicroscopului ESEM

REZULTATE



La analiza calcografica a probelor s-a observat aparitia unei benzi intunecate la
intefata dintre materialele de restaurare si tesutul dur dentar (vezi figura 8 a, b, c).

Fig. 8: Franje intunecate (Becke) apdrute la interfata dintre tesuturile dure coronare si materialele de
restaurare directd (a-amalgam de argint, b-ciment ionomer de sticla, c-rasind diacrilicd compozita)

Fenomenul optic generator al acestei benzi intunecate, denumit franja Becke, apare
datorita rezistentei la uzura diferite a celor doua structuri. Prin slefuirea si lustruirea unei
probe multistructurale se obtine o suprafati care numai aparent este pland. in realitate
aceasta suprafatd prezintd un anumit relief format din plane paralele situate la o anumitd
distantd unul de altul.

Suprafetele de contact dintre structurile cu duritati diferite sunt oblice fatd de axa
opticd a microscopului avand unghiuri diferite. In functie de aceste unghiuri, lumina
incidenta pe suprafata probei va fi reflectatd in mod diferit, putdnd apare mai multe
situatii, dupa cum urmeaza:

e o diferentd neti de relief. In acest caz la interfati apare o franji
intunecata cauzata de eliminarea rezelor reflectate in afara campului
vizual al microscopului;

e un relief identic. In acest caz limita dintre minerale se sesizeazi numai
daca sunt colorate diferit. Cand nuantele sunt foarte apropiate se fac
observatii cu nicoli incrucisati sau dupd conditionare cu reactivi
specifici.

Pentru a remedia aceasta deficientd de investigare imagisticd, probele au fost
conditionate cu solutie alcoolici de eozini 0,5% pentru 24 de ore. In figura 9 a, b, ¢ se
observa disparitia franjei intunecate cu posibilitatea de evaluare corectd a zonei de
interfata la un ordin de magnitudine de 140.
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a b c
Fig. 9: Corectarea fenomenului Becke dupa conditionarea in solutie alcoolicd de eozina 0,5%
a-interfatd amalgam de argint, b- interfatd ciment ionomer de sticla, c-intefatd rasind compozita
Informatiile furnizate de microscopia calcograficd pot fi augmentate prin
investigarea electronomicroscopica ESEM la o marire a zonei de interfatd intre x500-
x1000. In figura 10 se poate obserya etangeitatea reala a zonelor examinate.
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Fig. 10: Analiza ESEM a interfetei dintre tesuturile dure coronare si materialele de restaurare directd (a-
amalgam de argint, b-ciment ionomer de sticld, c-ragind diacrilica compozita)

CONCLUZII

Fiecare probda a putut fi examinatd prin diferite metode moderne, atat optice
calcografice cat si electronomicroscopice ESEM, graduale din punct de vedere al calitatii
si cantitdtii de informatie, fara a fi necesare conditionari specifice ale suprafetei inainte de
o anumita investigatie. Prin metoda descrisd, interfata poate fi analizatd amanuntit la
orice nivel si prin diferite mijloace imagistice fard a suferi deteriorari datorate metodelor
diferite de pregétire a probelor.

Avantajul evident al folosirii microscopului ESEM pentru caracterizarea
structurilor biologice si a biomaterialelor il reprezintd capacitatea acestuia de a obtine
rezultate imagistice si compozitionale de mare acuratete cu o minimd pregatire a
probelor, fard acoperiri conductive.

Caracterizarea ESEM se realizeaza prin metode imagistice, obtindndu-se
informatii privind morfologia si topografia suprafetelor probelor, dar si prin posibilitatea
unei analize spectrale, rezultatele fiind utilizate pentru detalierea compozitiei calitative si
cantitative a acestor zone si pentru aflarea distributiei elementare, care poate furniza
informatii valoroase privind omogenitatea compozitionala, adeziunea diferitelor materiale
de restaurare directd coronard la tesuturile dure dentare si corelatia dintre morfologia
intefetei si compozitia chimica a stratului hibrid care se poate forma la acest nivel.
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