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“Depois de algum tempo vocé aprende a diferenca, a sutil diferenca entre dar a
mdo e acorrentar a alma. E vocé aprende que amar ndo significa apoiar-se, e que
companhia nem sempre significa sequranga. Descobre que leva-se anos para construir
confianca e apenas sequndos para destrui-la, e que vocé pode fazer coisas em um instante,
das quais se arrependerd pelo resto da vida. Aprende que verdadeiras amizades continuam
mesmo a longas distdncias. E que o que importa ndo é o que vocé tem na vida mas quem
vocé tem na vida. 'E que bons amigos sio a famifia que nos permitiram escolher. .. Aprende
que as circunstdncias e os ambientes tém influéncia sobre nds, mas nds somos responsdveis
por nds mesmos. Comega a aprender que ndo se deve comparar com 05 outros, mas com o
melhor que se pode ser. Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer
ser, e que o tempo € curto. Aprende que, ou vocé controla seus atos ou eles o controlardo, e
que ser flexivel ndo significa ser fraco ou ndo ter personalidade, pois ndo importa qudo
delicada e frigil seja uma situacdo, sempre existem dois lados. Aprende que herdis sdo
pessoas que fizeram o que era necessdrio fazer, enfrentando as conseqiiéncias. Aprende que
paciéncia requer muita prdtica. Qescobre que algumas vezes, a pessoa que vocé espera que
o chute quando vocé cai, é uma das poucas que o ajudam a levantar-se. Aprende que a
maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e 0 que vocé aprendeu
com elas, do que com quantos aniversdrios vocé celebrou. Aprende que hd mais dos seus
pais em vocé do que vocé supunha. Aprende que nunca se deve dizer a uma crianga que
sonhos sdo bobagens, poucas coisas sdo tdo humilhantes e seria uma tragédia que elas
acreditassem nisso. Aprende que o tempo ndo é algo que se possa voltar atrds. Portanto,
plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que alguém [he traga flores. E
vocé aprende que realmente pode suportar...que realmente é forte, e que pode ir muito mais
longe depois de pensar que ndo se pode mais. E que realmente a vida tem vafor e que vocé
tem valor diante da vida!”

William Shakespeare
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Resumo

Componentes anticariogénicos e antibacterianos como fluoreto (F7) e
brometo (Br) tém sido introduzidos nos sistemas adesivos na tentativa de
melhorar a longevidade clinica das restauragdes. No entanto, estes componentes
nao foram avaliados frente a altos desafios cariogénicos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito destes novos adesivos no esmalte dental em duas condigdes de
desafio cariogénico. Estudo /n situ: Estudo cruzado e cego foi realizado em 2 fases
de 14 dias. Voiuntarios (n=14) utilizaram dispositivos intra-orais contendo 4 blocos
de esmalte bovino com preparos cavitarios e restauragées com sistemas adesivos
autocondicionantes/resina composta: 1) Clearfii SE Bond (SE) ou 2} Clearfil
Protect Bond (PB/com F~ e Br)/Clearfil AP-X. Os voluntarios gotejaram solugéo de
sacarose a 20% sobre os blocos de esmalie, 8 vezes ac dia e usaram dentifricio
fluoretado 3 vezes ao dia. Estudo in vifro: Dez blocos de esmalte dental bovino
com preparos cavitarios e restauracbes com os sistemas adesivos/resina
composta: 1) SE; PB; Single Bond (SB) e One-up Bond F (OF/ com F")/Clearfil AP-
X. As amostras foram submetidas a ciclagem de pH por 8 dias, simulando
desenvolvimento de carie. Apés os desafios cariogénicos, as amostras foram
analisadas através de microdureza Knoop (MHN) (transformado em % volume
mineral), microscopia de luz polarizada (MLP) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A andlise estatistica foi realizada atraves de ANOVA em parcela
subdividida e teste de Tukey para a % volume mineral (in sifu e in vitro); teste t de
Student para MLP in situ; ANOVA one-way e teste de Tukey para MLP in vitro
(p<0,05). Os resultados da % volume mineral in sifu mostraram uma menor perda
mineral para o adesivo PB quando comparado ao SE na primeira profundidade (20
um) em todas as distAncias das restauracdes. Nao houve diferenca estatistica
significativa para a analise em MLP, porém as imagens mostraram diferentes
padrées de formagéo da lesdo de carie. As MEV mosiraram que o esmalie

adjacente ao adesivo SE apresentou maior desmineralizagdo interprismatica



quando comparado ao PB, porém a morfologia da interface de unido apresentou
um padrdo semelhante. Para o estudo in vitro, ndo houve diferenca estatistica
significativa para a % volume mineral, mas a MLP mostrou uma menor extensao
da lesdo de carie para o esmalte adjacente ao adesivo PB. As imagens de MEV
mostraram mencr desmineralizagdo interprismatica para o esmalte restaurado
com o adesivo PB. Os resultados mostraram que o adesivo PB promoveu menor
desmineralizagéo do esmalte adjacente a restauracéo o qual foi submetido a alto
desafio cariogénico, sugerindo ter potencial para o controle de desenvolvimento de

lesdes de carie adjacentes a restauragao.



Abstract

Anticariogenic and antibacterial components such as fiuoride (F7) and
bromide (Br") have been introduced to adhesive systems to improve the clinical
longevity. However, these components were not evaluated in high cariogenic
challenge. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect these adhesive
systems on enamel in two conditions of cariogenic chailenge. Study in situ: A
crossover and blind study was performed in two phases of 14 days. Volunteers
(n=14) wore intra-oral appliance containing four bovine enamel blocks with cavity
preparations and restorations with self-etching primers/composite resin: (1) Clearfil
SE Bond (SE) or (2) Clearfil Protect Bond (PB/ with F~ and Br7)/Clearfit AP-X. The
volunteers dropped 20% sucrose solution 8x/day and used fluoridated dentifrice
3x/day. Study in vitro: ten bovine enamel blocks with cavity preparations and
restorations with adhesives systems/composite resin: 1) SE; 2) PB; Single Bond
(8B) and One-up Bond F (OF/ with F)/Clearfil AP-X. The specimens were
submitted to an 8 days pH-cycling regimen simulating caries development. After
cariogenic challenge enamel! was evaluated to detect caries lesions to cross-
sectional microhardness (transformed in volume % mineral), polarized light
microscopy (PLM) and scanning electronic microscopy (SEM). The statistical
analysis were made through split-plot ANOVA and Tukey test to volume % mineral
(in situ and in vitro), Student t test to PLM in sifu ; one-way ANOVA and Tukey test
to PLM in vitro (p<0,05). The results of in situ volume % mineral show the lower
mineral loss than adhesive PB when compared with SE in first depth (20um) in all
distances of restoration. However, the PLM analysis did not show statistical
differences, but the SEM images showed different caries lesion development. The
SEM was observed higher interprismatic enamel demineralization in blocks
restored with adhesive SE than PB and the resin-enamel interfaces showed similar
morphology. To the in vifro study, the volume % mineral did not shows statistical

difference; however PLM showed lower caries lesion extension to adhesive PB.



The SEM images showed lower demineralization to interprismatic enamel restored
with adhesive PB. The resuits showed that adhesive PB promoted lower enamel
demineralization when submitted to high cariogenic challenge, suggesting a

potential to control caries lesion development around restorations.



1 Introducdo

Os materiais restauradores tém sido desenvoividos para restabelecer a
fungdo e a estética das estruturas dentais perdidas ou acometidas por carie,
fraturas ou traumas. O estabelecimento de carie recorrente ao redor de
restauragdes pode ocorrer em fungéo do risco do individuo a doenga e/ou faita de
selamento marginal proporcionada pela restauragio (Bauer & Henon, 1984;
Ruyter, 1992). Sabe-se que o indice de carie pode aumentar em populagdes
industrializadas devido ao alto consumo de sacarose (Loesche, 1985; Burt, 1993;
Sheiman, 1993, 2001) e que as caries recorrentes tém sido uma das principais
razdes para o insucesso das restauragoes adesivas (Kidd ef al,, 1992).

Sistemas adesivos podem ser utilizados através da técnica do
condicionamento acide prévio ou pelo uso de sistemas denominados de
autocondicionantes. Entretanto, pouco se sabe a respeitc do efeito dos sistemas
restauradores no controle da carie dental. A falta ou a perda da adesdo aos
tecidos dentais produz os primeiros danos ao elemento dental restaurado, pois
ocorre o comprometimento do selamento marginal da restauragédo. A partir da
infiltragdo marginal, facilita-se o desenvolvimento de cérie recorrente, que pode
ocorrer na superficie e/ou na parede interna da cavidade (Asmussen et al., 1998).
A unido ao esmalte dental pela técnica do condicionamento com acido fosférico
(30 a 40%) por 15 segundos tem sido descrita como efetiva e com alta
longevidade. O &cido altera a superficie do esmalte (Gwinnett ef al, 1971,
Silverstone et al., 1975), aumentando a energia de superficie e permitindo que
uma resina fluida (adesivo) possa infiltrar-se nas porosidades formadas (Gwinnett,
1867; Buonocore et al., 1968).

Nos sistemas autocondicionanies, o primer funciona como
condicionador dental, infiltrando-se a0 mesmo tempo nas estruturas dentais. A
habilidade dos sistemas adesivos que empregam primers autocondicionantes em
promover uniac efetiva e duradoura ao esmalte dental tem sido um topico
controverso dentro da Odontologia Restauradord (Shimada et al, 2003b). Tal



controvérsia tem sido atribuida a menor “agressividade” dos mondmeros acidos
quando comparados ao acido fosforico. Apesar da menor “agressividade” dos
sistemas adesivos autocondicionantes, alguns estudos tém demonstrado valores
de resisténcia de uniao similares aos com prévio condicionamento acido (Perdigao
et al. 1997; Cardoso ef al., 2002; lbarra ef al., 2002; Shimada et al. 2002b, 2003b;;
Hashimoto et al., 2003). Hanning ef al. (2002) descreveram o mecanismo de unido
ao esmalte para os sistemas de unido autocondicionantes e relataram que a
interagac entre 0 substrato e o adesivo ocorre no nivel nanometrico.

Aiguns sistemas adesivos apresentam fluoreto e, mais atualmente,
brometo em sua composigao. A introdugao de fluoreto esta relacionada com a
importancia desse componente durante os processos de des- e remineralizagéo
(Featherstone ef al, 1986). Segundo Cehreli ef al (2003), os adesivos
autocondicionantes sio capazes de produzir efeito antibacteriano in vifro em
dentina. Qutro estudo (ltota et al., 2002) mostrou que a combinagéo de adesivos e
materiais restauradores contendo fluoretos, podem ser utilizados para inibir caries
secundarias. Estudos in vifro (Nagamine, 1997; Ten Cate & Van Duimim, 1995)
mostraram que materiais contendo fluoreto sdo efetivos para inibicdc de carie
secundaria. Além disso, outras pesquisas mostraram que o fluoreto pode inibir o
metabolismo de muitos microorganismos (Hamilton & Bowden, 1988), reduzindo o
transporte de agucar, a atividade glicolitica e tolerancia acida de muitas espécies
Gram-Positivas (Marsh & Bradshaw, 1990).

O brometo foi insefido na molécula do mondmero de um adesivo com a
finalidade de atuar como componente antibacteriano, principalmente em bactérias
causadoras da carie dental, como Strepfococcus mutans (Imazato et al., 1994,
1998, 19989, 2001, 2003). Diante disso, & importante avaliar a atividade
antibacteriana destes adesivos contendo brometo na presenca de bactérias
através de estudos in situ.

Como os elementos quimicos fluoreto e brometo tém sido adicionados
aos adesivos autocondicionantes, estudos avaliando a efetividade desses

elementos diante de desafios cariogénicos séo necessarios para determinar se a



utiizacdo destes materiais pode ser realizada com seguran¢a, garantindo a

eficacia clinica.
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2 Revisdo de literatura

2.1 Esmalte dental

2.1.1 Composigdo

As principais caracteristicas do esmalte dental foram descritas entre
1940 e 1960, mostrando que este tecido apresenta caracteristicas peculiares que
o diferencia dos demais tecidos do corpo humano. O esmaite é o tecido mais duro
e mineralizado do corpo humano (Gwinnett, 1992). Além disso, corresponde a
uma substancia que protege a coroa dentaria, dando forma e contorno, e
consistindo, principalmente, de material inorganico (96%) e de pequena
quantidade de substancia organica e agua {4%) (Sharawy & Yager, 1888). O
principal componente inorgénico € a apatita, que pode se apresentar na forma de
hidroxiapatita, fluorapatita ¢ carbonoapatita (Gwinnett, 1992).

A mineralizagdo ou maturagdo do esmalte comega nos primeiros
estagios da formagao do tecide (Crabb, 1959). A partir de estruturas denominadas
de centros de nucleagao forma-se um material cristalino (Ronnholm, 1962). Este
material cristalino € composto por cristais que apresentam dimensdes
microscépicas € sdo denominados de cristalitos (Frank & Sognnaes, 1960). Estes
cristalitos sdo embebidos em uma matriz organica que compdem cerca de 1% em
volume do esmalte maduro {Estoe, 1963). A matriz organica € composta em
menos da metade de seu contelido, cujas unidades protéicas como a enamelina
aparece em maior quantidade (Ten Cate, 1994).

O volume de material organico aumenta significantemente durante o
processo de mineralizacao da coroa dentaria. Os ameloblastos produzem uma
grande quantidade de matriz orgdnica nas primeiras fases de desenvolvimento.
Com o processo de maturagae do tecido, a matriz organica é gradativamente



substituida por material inorganico (Gwinnett, 1992). Desta forma, no esmalte
maturado as por¢es mais externas passam a apresentar um maior grau de
mineraliza¢do em relag¢ao as porgdes mais internas (Crabb & Darling, 1960).

Dentre os constituintes organicos, a agua € encontrada em maior
quantidade (mais de 4% em volume). Aproximadamente 25% do volume de agua
esta ligado aos cristalitos e €& provavelmente associada a matriz organica
(Carlstrom et al., 1963).

2.1.2 Estrutura morfoldgica

As unidades formadoras do esmalte dentario sao denominadas de
prismas e seguem desde a juncdo amelo-dentinaria até a superficie do dente.
Quando submetidos a uma secc¢do transversal, os prismas de esmalie se
assemelham a um padrdo denominado de buraco de fechadura (Meckel et al,
1963). Os prismas s&o formados pela parte central denominada de “corpo” que
medem em média 5 pm, e pela “cauda”, sendo que se estende do corpo a cauda,
medindo, aproximadamente, 9 ym de comprimento (Meckei ef al., 1965).

Os prismas seguem um trajeto tortuoso nos dois tergos internos do
tecido do esmalte até alcangar um alinhamento paralelo no tergco mais externo.
Esta mudanga mais ou menos regular na direcdo dos prismas seria uma
adaptagéo funcional, minimizando o risco de fraturas durante o ato mastigatério.
Séo formadas bandas claras e escuras quando na presenga de luz visivel, devido
a disposigéo dos prismas € s&o conhecidas como bandas de Hunter-Schreger
(Osborn, 1965; Gwinnett, 1992).

O esmalte dental possui uma camada de, aproximadamente, 30 pm
sem prismas, ocorrendo em 70% dos dentes pemnanentes e em todos os
deciduos, pois nem todos os prismas atingem a superficie do esmalte (Gwinnett,
1967). Esta camada aprismatica encontra-se mais comumente em fossulas,

10



fissuras e regiao cervical na denticdo permanente, entretanto nos deciduos
recobre toda a coroa (Ripa ef al., 1966).

Os cristalitos estdo dispostos em um padrao tri-dimensional no interior
de cada prisma de esmaite (Scott & Wyckoff, 1952; Lyon & Darling, 1957). A
inclinagdo média dos cristalitos € de, aproximadamente, 18° relativos ao longo
eixo do prisma, podendo variar entre 0°-70°. No limite entre 0s prismas adjacentes
ha uma diferenga marcante na angulagao dos cristalitos, que confere um aumento
localizado de espaco e material organico na regiéo periférica dos prismas referida
como bainha do prisma (Gwinnett, 1966a, 1966b). Esta caracteristica confere um
aumento na permeabilidade (Poole ef al., 1963), e acredita-se que & nessa regido
que o processo carioso tem inicio (Gray & Francys, 1963).

Qutra caracteristica do tecido sdo as linhas incrementais de Retzius.
Estas sdo formadas porgue os ameloblastos em sua atividade funcional passam
por periodos ativos de secrecao e por periodos de repouso (Sharaway & Yaeger,
1989; Gwinnett, 1992).

As lameias de esmalte representam estruturas importantes observadas
no esmalte. Consistem de matéria organica, com poucos contetidos minerais, que
podem penetrar em dentina. O fendmeno conhecido como tufos de esmalte se
origina no limite amelo-dentinario € avanca dentro do esmalte. Sao formados por
prismas de esmalte e substancia interprismatica hipocalcificados. Observam-se
também, estruturas denominadas fusos de esmalte, que sdo extensdes dos
tabuios dentinarios que passam através da jungao amelo-dentinaria para dentro do
esmalte (Ten Cate, 1994; Sharaway & Yaeger, 1989; Gwinnett, 1992).

O esmalte dental bovino apresenta-se como um substrato adequado
para substituir 0 esmalte dental humano, em pesquisas cientificas, por possuir um
padrao de orientacdo dos prismas de esmalte semelhante ao esmalte humano
(Reis ef al., 2004).
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2.1.3 Propriedades Fisicas

A composicéo e estrutura do esmalte conferem propriedades fisicas
peculiares a este tecido. Devido ao alto contetdo inorganico, a dureza do esmalte,
expressa em relagdo a deformagao, varia entre 200 a 500 Knoop, tratando-se,
portanto, de um tecide extremamente duro. Essa variagéo pode ser atribuida aos
diferentes planos do esmaite utilizados nos testes de dureza (Cadwell ef al., 1957).

O esmalte apresenta um alto modulo de elasticidade e uma resisténcia
a tracdo relativamente baixa fazendo com que ele apresente caracteristicas de
friabifidade (Tyldesley, 1950). Como a dentina & um substrato resiliente, as forgas
mastigatorias sao dissipadas por esie tecido, o que faz com que ele proteja o
esmalte. Sendo assim, 0os dentes sao capazes de absorver e dissipar as forgas
mastigatérias e ter uma flutuagao térmica durante toda a vida (Ten Cate, 1994; De
Goes, 2001).

O esmalie dental funciona como uma membrana semipermeavel
(Darling et al, 1961), permitindo a passagem de agua e fluidos bucais, mas
impedindo a passagem de molécuias de aito peso molecular (Poole ef al. 1963).
Por possuir um alto contetido inorganico, o esmalte possui transiucidez. Na regi&o
cervical, possui menor espessura, sendo a coloragdo da dentina mais evidente,
mostrando-se branco-amarelado. Nas regiGes de maior espessura possui
coloragéo branco-acinzentada. Nas areas incisais, tem tonalidade azulada devido
a dupla camada de esmalte. AlteracSes durante o processo de desenvolvimento e
maturacao do esmalte ou ataques cariosos podem produzir alteragdes localizadas
da opacidade do esmalte, resultandoc em lesGes de cor branca (Sharaway &
Yaeger, 1989; Gwinnett, 1992).
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2.2 Adesdo ao esmalte dental

A literatura mostra que a unidc ao esmalte € um procedimento
consolidado e clinicamente estavel (Nakabayashi & Pashley, 1998; Kugel &
Ferrari, 2000), ao contrario da dentina, que por ser substrato complexo devido a
sua estrutura heterogénea, dificulta sua adesao. Portanto, o processo de unido
vem se aprimorando principalmente para ientar melhorar a qualidade da adeséo a
dentina, sendo fundamental o conhecimento da evolucio da adesido a dentina

para o compreendimento do mecanismo de acéo sobre o esmalte.

2.2.1 Histérico dos sistemas adesivos

O guimico Oscar Hagger, foi o pioneiro no desenvolvimento de um
acido glicerofosforico dimetacrilato que se aderia a dentina (Hagger, 1951, 1952).
Clinicamente, foi aplicado pelos pesquisadores Kramer e McLean (1952). Os
autores relataram a formag¢do de uma camada com alguns micrdmetros de
espessura identificada com o auxilic de corantes histoldgicos, somente na
interface entre resina e a dentina.

Devido ao sucesso obtido na adesdo ao esmalte condicionado
(Buonocore et al, 1955), tentou-se o mesmo procedimento em dentina
(Buonocore et al. 1956), ndo obtendo os mesmos resultados. Istc ocorreu devido
as resinas da época apresentarem pobres caracteristicas de molhamentc da
superficie. Portanto, os mondémeros eram aplicados diretamente sobre a lama
dentinaria, resultando em baixos valores de resisténcia de unido (5 MPa). Diante
deste fato, acidos fosfatados de ésteres de metacrilato foram desenvolvidos na
tentativa de melhorar a unido & dentina, marcando a evolugéo dos sistemas
adesivos dentinarios. Estudos mostraram que seria necessaria a modificacio ou
remocéo total da lama dentinaria (Tao et al, 1988, Watanabe et al., 1990:
Watanabe & Nakabayashi, 1993; Toida ef al., 1995).
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Pashiey et al. (1988) mostraram que a lama dentinaria € lentamente
dissolvida nos fluidos bucais e rapidamente em meio acido. Entao, em 19879,
Fusayama ef al sugeriram o uso do acido fosférico condicichando,
simultaneamente, esmalte e dentina, removendo a iama dentinaria, ficando
conhecida como “técnica do condicionamento acido total”.

Este novo conceito de adeséo levou, aproximadamente, 10 anos para
ser aceito (Erickson 1989, Van Meerbeek ef al., 1992; Tay ef al. 1994 a, b; 1986,
a, b, ¢). Nakabayashi et al., em 1982, descreveu o primeiro sistema adesivo com
sucesso em dentina através da técnica de condicionamento acido total. Utilizou a
resina 4-META/metiimetacrilat-tri-n-butil borano (MMA-TBB) e cloreto férrico a 3%
em acido citrico a 10% (solugdo 10:3) como condicionador do esmalte e dentina.
Além de remover a lama dentinaria, este procedimento condicionava o tecido
dentinario em cerca de § um de profundidade. Verificou-se que os mondmeros
resinosos podiam penetrar em profundidade na dentina desmineralizada e
polimerizar em volta das fibrilas colagenas, formando a estrutura denominada
“‘camada hibrida”. Esta camada foi descrita como um selador da dentina

prevenindo a hipersensibilidade e caries secundarias (Nakabayashi et al., 1991).

2.2.2 Mecanismo de unido ao esmalte dental

Gwinnett e Buonocore (1965) foram os primeiros a descrever a uni&o ao
esmaite, afirmando que ocorria a penetragdo e polimerizacdo dos mondmeros
resinosos entre espagos dos cristalitos de hidroxiapatita criados pelo ataque acido.

Retief et al. (1976) mostraram que na superficie do esmalte nao
condicionada n&o ocorria a infitragdo dos mondmeros, ao contrario das
condicionadas. A unido ao esmaite também esta relacionada as caracteristicas
dos mondmeros resinosos como a viscosidade (Fan ef al., 1975). Ten Cate ef al.
(1977) mostraram que mondémeros de bhaixa viscosidade apresentavam uma
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infiltracdo tanto no esmailte intra-prismatico quanto no inter-prismatico, ja os de
alta viscosidade apenas atingiam o esmaite inter-prismatico.

O mecanismo pelo qual os monémeros interagem com ¢ substrato do
esmaite dentai ocorre atraves de uma seqiiéncia de fendmenos relacionados entre
si. Este processo inicia-se com o condicionamento acido do esmalte, promovendo
um aumento dos espagos inter e intra-prismaticos proporciocnando a infiltragao dos
mondmeros resinosos (Silverstone, 1975). A lavagem com agua removendo o
acido e seus subprodutos faz com que ocorra um acréscime de energia de
superficie do esmalte. Isto resulta do processo de dissolugéo seletivo dos prismas
do esmalte, aumentando a area de superficie do esmaite e, conseqilentemente,
sua energia livre. Contribui entdo, para a quebra da tensao superficial do liquido
monomeérico e a formacéo de um menor angulo de contato com a superficie do
esmalte, resuitando em um melhor umedecimento deste substrato (Jendresen ef
al, 1981). Apdés a aplicagdo do adesivo, os mondémeros sdo prontamente
absorvidos por capilaridade para o interior das micro-porosidades criadas pelo
ataque acido. Os cristais de hidroxiapatita sao envolvidos por estes monémeros e,
através de um processo de polimerizagéo in situ, forma-se uma zona hibrida,
conhecida como “camada hibrida” (Gwinnett & Matsui, 1967; Silverstone et al,,
1975, Kanemura ef al, 1999; Shinchi et al., 2000; Shimada et al., 2002 a, b;
Shimada & Tagami, 2003). A principal forma de unifo do esmalte aos materiais
restauradores € através dessas retengdes micro-mecanicas (Retief, 1978).

2.2.3 Sistemas adesivos convencionais

Segundo todas as propriedades e mecanismos de unifao ao esmalte, ja
descritos anteriormente, a melhor alternativa para a adeszio em esmalte seria com
adesivos contendo monémeros hidréfobos de alto peso molecuiar, sem aditivos
como solventes ou agua. Mas clinicamente isto n&o & possivel, ja que temos que
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levar em consideragdo a dentina. Portanto, os sistemas adesivos atuais tém
apresentado caracteristicas hidréfilas (Carvalho et al., 2004).

Para a unido dos sistemas adesivos convencionais a dentina deve estar
umida. Isso porque, durante ¢ condicionamento acido, a dentina peri- e inter-
tubular ¢ desmineralizada e as fibrilas colagenas sao expostas (Pashley et al.,
1981,1993). Esta técnica € conhecida como técnica Umida de hibridizacdo e esta
associada a técnica do condicionamento acido total. Deve ser realizada para que
nao ocorra o colapso das fibrilas colagenas e, conseqilentemente, a falha da unio
(Nakabayashi & Pashiey, 1998).

Portanto, a técnica uUmida é preconizada tanto para adesado em esmaite
guanio em dentina, devido ac processo descrito anteriormente e as caracteristicas
hidréfilas dos sistemas de unifo. A umidade deixada no esmalte nio afeta
adversamente a uniao a este tecido (Moll ef al., 2002), ao contrario, melhora sua
compatibilidade com os atuais sistemas de unido.

Diante disso, surgiram os sistemas atuais convencionais de uniao aos
substratos, que utilizam a técnica de condicionamento acido total. Podem
apresentar dois ou trés passos para a sua aplica¢do. Ambos sistemas utilizam um
condicionamento prévio do substrato, geralmente acido fosfdrico a 30-40%. Apods
a lavagem e secagem dos substratos, no sistema de 3 passos aplica-se o primer,
que € constituide por mondmeros hidréfilos e um solvente organico (agua, alcooi
ou acetona). Sendo que a dentina é responsavel pela formagac da camada hibrida
para posterior infitracao dos monémeros hidrofobos. Em sequida, aplica-se o
adesivo, constituido de monémeros hidréfobos, infiltrando-se no substrato, sendo
responsavel pela copolimerizagéo com o material restaurador.

Nos sistemas simplificados, os componentes hidrofilos do primer e
hidréfobos do adesive estao balanceados quimicamente e reunidos em um dnico
frasco. Ambos os sistemas convencicnais de dois e trés passos proporcionam
adequada unido ao esmaite (Van Meerbeek ef al., 2003).
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2.2.4 Sistemas adesivos autocondicionantes

Para tentar minimizar a dificuidade em manter a dentina com uma
umidade ideal, desenvolveu-se um sistema de unido que nao necessitava de
condicionamento acido do esmalte e dentina. Outra vantagem foi a técnica de
aplicagdo dos sistemas adesivos melhorando as propriedades da uni&o, pois
evitaria assim, o colapso das fibrilas colagenas (Watanabe et al, 1990 e
Watanabe, 1992). Este novo sistema baseava-se em uma solugdo aquosa de
Fenil-P a 20% em HEMA a 30% para adesdc em esmalte e dentina, conhecida
entdo, como sistema 20P-30H, mostrando como seria ¢ processo de unido a
dentina coberta pela lama dentinaria (Watanabe, 1992; Watanabe et al., 1994;
Toida et al., 1995; Nakabayashi & Saimi, 1998).

Entéo, comegou-se o} desenvolvimento dos sistemas
autocondicionantes até atingir ¢ momento atual. Novos monémeros acidos
especificos foram formulados como, 4-MET, 4-metacriléxi-etil tri-metilico; 10-MDP,
10-metacriléxidecil di-hidrogénio fosfato, entre outros. Estes mondmeros sao
derivados de acidos carboxilicos e ésteres de acido fosf, capazes de
desmineralizar e infiltrar 0os substratos ac mesmo tempo. Destas formulagdes
surgiram os adesivos autocondicionantes utilizados recentemente, que podem ser
classificados de acordo com o nimero de passos operatorios, de dois passos ou
de passo Unico. Podem também ser ciassificados de acordo com seu potencial de
condicionamento acido, de acordo com os grupamentos carboxilicos ou fosfato
incorpcrades ao mondmerc (Van Meerbek ef af, 2001), podendo ser de
agressividade alta ou moderada (Pashley & Tay, 2001; Tay & Pashley, 2001; Van
Meerbeek ef al., 2003).

Os sistemas autocondicionantes de dois passos contém em um frasco
mondmeros acidos ou derivados, monomeros hidréfilos e agua (primer acido), em
outro frasco, mondmeros hidrofilos e hidréfobos. O condicionamento das

estruturas ocorre pela agdo do fosfato do mondémero acido e a co-polimerizagao
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com a resina restauradora ocorre através do componente metacrilato (De Goes,
2001). Nessa técnica, a lavagem da superficie do substrato ndo € necessaria,
sendo que os produtos da desmineralizacdo sdo incorporados e polimerizados
com o agente de unido (Perdigao et al., 1997). Estes sistemas possuem uma
agressividade moderada, seu pH esta proximo a 2 (Van Meerbeek et al., 2003),
como exemplo temos os sistemas Clearfil SE Bond (Kuraray), Clearfil Protect
Bond (Kuraray), entre outros.

Tentando simplificar ainda mais a técnica adesiva, surgiu no mercado,
em 1999, o primeiro adesivo autocondicionante de passo Unico, cuja marca
comercial era Prompt L-Pop (ESPE Dental AG, Seefeld, Germany). Os fabricantes
uniram o primer acido a resina adesiva resultando em uma fina camada do
adesivo na unido.

Estes adesivos apresentam-se em dois compartimentos, fazendo com
que os fotoiniciadores, sensiveis a acidez, sejam incorporados a solugdo acida
apenas no momento da sua aplicagdo, evitando qualquer alteragéo antes de seu
uso. Por possuirem pH menor ou igual a 1, sac considerados de agressividade
alta (Van Meerbeek et al., 2003).

Alguns estudos tém mostrado que o0s adesivos autocondicionantes
possuem uma menor capacidade de condicionamento em esmalte integro
(Kanemura ef al., 1994, Urabe ef al, 1997; Pashley & Tay, 2001; Wang et al.,
2004). Portanto, os valores de resisténcia de unido sao menores (Kanemura et al.,
1999, Hara et al.,1999; Perdigdo & Geraldeli, 2003} mostrando menor efetividade
na prevengao da infiltragdo marginal (Summers, 1998; Heintze ef al, 1998).
Alguns autores recomendam o desgaste do esmalte quando for utilizado o sistema
autocondicionante (Barkmeier et al., 1995, Kanemura ef al., 1999; Hanning ef al.,
1999). Tay ef al. (2004} afirmaram que a unido aos sistemas autocondicionantes é
melhorada quando a camada aprismatica do esmalte é removida.

Outros estudos mostraram valores de resisténcia de unido similares
entre os adesivos convencicnais e os autocondicionantes (Hashimoto et al., 2003;
Inoue ef al., 2003; De Munck et al., 2003; Lopes ef al., 2004).
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Pashley & Tay (2001) mostraram através de um estudo, a formagéo de
uma “camada hibrida verdadeira”, medindo cerca de 100 nm de espessura para os
adesivos autocondicionantes de dois passos. A camada hibrida dos adesivos
condicionantes de dois passos apresenta prolongamentos de ordem nanométrica
formando microtags (Hashimoto et al., 2003; Inoue ef al., 2003; Van Meerbeek ef
al., 2003).

Para os adesivos de frasco Unico ou “todos em um”, estudos mostram
um padréo de condicionamento acido similar aquele obtido com 0 acido fosforico
(Breshi et al., 1999; Pashley & Tay, 2001; Van Meerbeek ef af., 2003). A camada
hibrida formada & morfologicamente semelhante as formadas pelos sistemas
convencionais (Van Meerbeek ef al, 2003), medindo cerca de 1 a 2 pm de
espessura, com microtags em toda a interface (lnoue et al, 2003). Estudos
mostram valores de resisténcia semelhantes ao dos sistemas convencionais
(Mifler, 2001; Pashley & Tay, 2001). Entretanto, outros estudos relatam que os
valores de resisténcia de unido produzidos por alguns sistemas adesivos
autocondicionantes de passo (nico sfo inferiores em relagdo aos sistemas
convencionais (De Munck ef al,, 2003; inoue ef al., 2003; Lopes et al., 2004, Van
Meerbeek ef al., 2003).

2.3 Carie dental

A céarie dental, doenga multifatorial {Marsh, 1995), tem seu
desenvolvimento relacionado a trés fatores primordiais: microbiota especifica,
dieta cariogénica e hospedeiro (Keys, 1962) em fungao do tempo. A carie é uma
doenga infecciosa bacteriana causada por uma dieta rica em carboidratos, que
permite o crescimento de uma microbiota e 0o aumento de pH e do potencial
cariogénico, modificando as proporgdes de microrganismos acidogénicos e
aciduricos (Van Houte, 1994). Estes microorganismos véao formar uma placa

patogénica levando a perdas minerais do esmalte (Marsh, 1994). O desequilibrio
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entre os processos de desmineralizagao e remineralizagéo no esmalte leva ao
desenvolvimento de carie (Clarkson & McKoughlin, 2000). O fldor tem sido
considerado o maior responsavel pela redugac da prevaléncia de carie dental
atravées do controle da progressdao das lesfes de carie, inibindo a
desmineralizagdo e ativando a remineralizagdo do esmalte (Featherstone et al.,
1986; Clarkson et al., 2000).

2.3.1 Declinio e polariza¢do da doenga carie

A prevaléncia de cdrie dental {n° de dentes com historia pregressa de
carie), tem sido menor, particularmente em individuos jovens de paises ocidentais
(Downer, 1996; Marthaeler ef al., 1996), incluindo o Brasil (Narvai ef al. 1999,
Marcenes ef al., 2001).

Essa reducéo é justificada peia disponibilidade de flior em aguas de
abastecimento e em dentifricios (Glass, 1982; Bratthall ef al., 1996; Peterson ef a/,
1996; Downer, 1996). Em acréscimo, estdo as medidas preventivas e educativas
atravées dos servicos de saude (FDI/ OMS, 1885; Downer, 1996), as mudancas
socio-econdmicas (Nadanovsky & Sheiham, 1995), da redugio no consumo de
actcar (FDI/OMS, 1985; Downer, 1996), e do impacto das mudancgas ocorridas
nos critérios de diagnostico de carie (Marcenes et al., 2001).

Alguns estudos mostram a prevaléncia de carie alta em alguns
individuos citando criangas, adolescentes e adultos jovens (Stamm ef al., 1991;
Downer, 1994; Hausen, 1997). Esta prevaléncia polarizada da céarie, na qual
grupos restritos passaram a concentrar a incidéncia da doenga determinou a
necessidade de adoc@o de medidas de preveng¢ac e controle para tais grupos
(White & Eakle, 2000).
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24 Materigis restauradores e seu poder

cariostatico

Frente a essa necessidade, além de medidas de prevencéo e sabendo-
se gue os procedimentos restauradores nao sao capazes de curar a doenga carie
(Serra ef al. 1999), surgem no mercado materiais restauradores que tentam
aumentar o poder cariostatico, minimizando os riscos da recorréncia da doenga
(Imazato & Mc Cabe, 1994),

A partir da infiltragdo marginal, facilita-se o desenvolvimento de carie
recorrente, que pode ocorrer na superficie efou na parede interna da cavidade
(Asmussen el al., 1998).

Devido a alta fregiéncia de carie recorrentes apds o tratamento
restaurador, principaimente, em dentina (Mijér, 1996; Wilson et al., 1997), muita
atencao tem sido dada ao efeito terapéutico dos materiais restauradores diretos. A
remineralizacdo pela liberacdo de fluoretos € representativa, mas o efeito
antibacteriano € uma propriedade importante porque a inativagao da bactéria
representa uma estratégia direta para erradicar a causa da carie dental (Imazato,
2003).

Alguns sistemas adesivos apresentam fluoreto e, mais atuaimente,
brometo na forma de MDPB em sua composicao que foi sugerido por Imazato e
Mc Cabe (1994). A introducgao do flior esta relacionada com a importancia desse
componente durante os processos de desmineralizagdo € remineralizacao
(Featherstone ef al, 1986). O radical brometo foi inserido na molécula do
mondmero do adesivo com a finalidade de atuar como componente antibacteriano
(imazato et al, 1994, 1999, 2001, 2003). Este efeito antibacteriano no adesivo
ocorre através da desinfecgdo da cavidade e da inativagéo da bactéria (Imazato,
2003).

Pesquisas mostraram que ¢ fluoretc pode inibir o metabolismo de
muitos microorganismos (Hamilton & Bowden, 1988), pode reduzir o transporte de
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agucar, a atividade glicolitica e tolerancia acida de muitas espécies Gram-
Positivas (Marsh & Bradshaw, 1990).

Estes estudos podem ser realizados através de ciclagens de pH, com
estudos laboratoriais in vifro ou fentando simular fatores mais proximos ao clinico

através de estudos in situ.

2.5 Ciclagem de pH - estudos i vitro

As ciclagens de pH simulam as variagbes dindmicas da saturacio
mineral e do pH, mimetizando a ocorréncia de altos desafios cariogénicos em
periodos ciclicos de desmineralizagciao e remineralizagdo (Ten Cate & Duijsters,
1982; Herkstroter ef al., 1991). Nesse modelo, lesdes subsuperficiais com 100 pm
a 250 um de superficie do esmalte podem ser formadas em curtos pericdos de
tempo, como dias ou semanas, representando de 6 a 12 meses de progresséo de
lesao in vivo (White, 1995).

O substrato dental é exposto a volumes previamente calculados de
solugdo acida tamponada (Featherstone ef al, 1986; Shinkay ef al, 2001),
contendo quantidades conhecidas de ions calcio, fosfato e, algumas vezes,
fluoreto (Vieira et al., 2005), durante um periodo curto — geralmente 3 a 6 horas, a
depender da proposta do estudo (Ten Cate & Duijsters, 1982; Featherstone ef al.,
1986; White, 1995). A remogdo dessa solugéo pode ser didria ou em intervalos de
tempo de alguns dias. Apos o periodo de desmineralizacédo, o substrato dental &
transferido para uma solugéo remineralizante por um periodo superior, simulando
a acao da saliva natural (Ten Cate & Duijsters, 1982).

Como se sabe do potencial cariostatico do fltor, as ciclagens de pH
passam por diversas modificagBes para tentar comprovar sua eficacia. Para a
analise do efeito do fluoreto na remineralizagéo do esmalte, a adicao de fluoreto
nas solugbes desmineralizante e remineralizante, pode proporcionar um modelo
de ciclagem eficaz na simulagéo do desenvolvimento de carie (Vieira et al., 2005).
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Em um estudo, Ten Cate & Duijsters (1982) observaram que a adi¢cao de fluoreto
nas solucdes utilizadas em ciclagem de pH era capaz de paralisar a lesdo de
carie. Mas o fillor pode ser utilizado de outras maneiras durante ciclagens de pH.
O dentifricio fluoretado pode determinar uma menor perda mineral (Hara et al,,
2002) e, quando associado a bochechos de fluoreto de sodio, obtém-se uma
completa protecac contra a desmineralizagdo {Featherstone et al., 1986).

Os materiais restauradores também podem conter fluoretos em sua
composicio, como os materiais ionoméricos e, mais recentemente, introduzidos
nos sistemas adesivos (Imazato & Mc Cabe, 1994). Os cimentos de iond6mero de
vidro apresentam um grande potencial cariostatice quando submetidos a ciclagens
de pH (Serra & Cury, 1992; Serra, 1995; Hara et al., 2002). Comparacdes entre
cimentos de iondmero de vidro modificados por resina e cimentos de fosfato de
zinco sob restauracbes metalicas em esmalte e em dentina radicular no
desenvolvimento de carie secundarias nao mostraram diferengas estatisticamente
significantes (Shinkai et al, 2001). A alta liberacdo de fluoreto nos materiais
ionoméricos pode resuitar em um aumento superficial na remineralizacéo da
dentina desmineralizada (Exterkate ef af., 2005). Para restauracdes realizadas em
resina composta durante ciclagens de pH ndo se observaram efeito cariostatico
(Serra & Cury, 1992; Serra, 1995; Hara et al., 2002).

Os adesivos que contém fluoretos em sua composicac provocam um
efeito adicional benéfico induzido pelo fluoreto, na inibicdo da desmineralizagédo
em casos de microinfiltragao (lthagarun ef al., 2001). Estes adesivos sdo efetivos
na prevencao da lesdo de parede, mas exibem pouca inibicdo da lesédc (ltota et
al., 2002). Estudos comprovam a eficacia desies adesivos na liberagao de
fluoretos (Hara et al., 2005, ltota ef al., 2002), porém eles néo séo capazes de
inibir o desenvolvimento da carie secundaria como os cimentos de iondmero de
vidro (Hara et al, 2005). Portanto, somente se associados a materiais
restauradores que liberam fluoreto seriam capazes de promover uma inibigdo da

carie secundaria (ltota ef al., 2002).
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2.6 Desafios cariogénicos - estudos /n situ

O uso de modelos intra-orais para a compreensac do edquilibrio
dindmico da desmineralizacdo e da remineralizagéo entre os dentes e fluidos
circundantes (Koulorides & Chien, 1992) e a eficacia dos fluoretos para a
prevengdo da carie (Koulorides et al., 1974, Dijkman, Schuthof & Arends, 1986;
Benelli ef al., 1993) tém assumido grande importancia da comunidade cientifica
nos Ultimos anos. Os achados in vifro poderiam ser melhor verificados pelos
experimentos intra-orais considerando a complexidade do meio oral, composi¢éo
da saliva, fiuidos orais e placa (Council of Dental Therapeutics, 1985, Ten Cate,
19962).

Modelos in situ ligam os estudos laboratoriais a experiéncia clinica e
podem ser considerados mais realistas que modelos in vitro {Ten Cate, 1992).
Quando materiais restauradores séo inseridos no meio oral, suas superficies séo
também expostas aos fluidos bucais, a mudangas de pH, ao biofilme dental, ao
potencial abrasivo de comidas e bebidas e a abrasdo por escovagao. Portanto, os
modelos de estudo in situ podem ser utilizados como um método pré-clinico para
avaliar as propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas dos materiais antes de sua
insergéo na cavidade restauradora ou para analisar seus compoertamentos quando
inseridos na cavidade bucal (Basting ef al., 2002).

A presenca de sacarose é fundamental para o desenvolvimento de
carie in situ. A solugdo de sacarose a 20% apresenta maior cariogenicidade
quando comparada a solugdo de glicose a 10% associada a frutose a 10%
gotejada oito vezes ao dia. Isso ocorre devido a maior concentragéo de
polissacarideos extracelulares, promovendo uma maior perda mineral e,
consequentemente, uma maior extensio da leséo de carie (Cury et al., 2000).

As freqiéncias de exposigido aos carboidratos também interferem na
determinacéo do desafio cariogénico. Quando blocos de esmalte sdo expostos a

sacarose a 20% 8 vezes ao dia, promovem uma menor concentragdo de F, P e
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Ca, 3 vezes mais glucanos inscluveis e uma maior perda mineral guando
comparados a freqléncia de 2 a 4 vezes ao dia (Cury ef al, 1997; Cury et al,
2001). Ja a sacarose a 12%, guando associada ao tratamento com dentifricio
fluoretado promove uma desmineralizagdo na freqii@éncia de 7 vezes diarias,
porém quando n&o esta associada ao dentifricio fluoretado, a partir de 3 vezes ao
dia ja € capaz de promover uma desmineralizagdo no substrato dental (Duggal et
al., 2001). A associacac de 70 pg/mL de Fe a sacarcse a 20% gotejada 8 vezes
ao dia, por 14 dias, € capaz de reduzir a populagao de Streplococcus mutans no
biofilme formado, diminuindo o potencial cariogénico da sacarose (Percharki ef al.,
2005).

Reproduzindo as condigbes orais, o uso do dentifricio fluoretado &
capaz de modificar o desafio cariogénico. De acordo com Cury (2001), a eficacia
do fldor € maior quanto menor a perda mineral. Desse modo, a eficiéncia do
dentifricio fluoretado assenta-se na regularidade de escovacgido, uma vez que o
flaor interfere na dinamica do processo de carie. Assim, ao mesmo tempo em que
a placa dental € desorganizada periodicamente, diminuindo seu potencial
patogénico, o flior ajuda a saliva a repor os minerais perdidos ao dente (Cury,
2001).

Essa associagdo promove uma menor perda mineral quando
comparados ao uso de dentifricios nao fluoretados (Murrer ef al.,1994; Nobre dos
Santos ef al, 1998). Além disso, outro método de aplicagdo do flior como a
aplicacéo topica de flior é capaz de diminuir a concentragdo de Strepfococcus
mutans e aumentar a concentracao de fluoretos no biofilme dental. Quando
associados a escovacdc com dentifricios fluoretados reduz ainda mais a perda
mineral do esmalte dental (Paes-Leme ef al., 2004).

O uso de materiais restauradores que liberam fluoreto, como os
cimentos de iondémere de vidro, promove um aumento na concentracio de fldor no
biofilme dental (Benelli ef al.,, 1993; Tenuta et al., 2005) e uma menor quantidade
de Streptococcus mutans formados (Benelli et al, 1993). Observa-se, também,

uma maior concentracio de fluoreto ao redor de restauragdes com cimentos de
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ionébmero de vidro (Yamamoto et al., 2005, Tenuta et al., 2005). A dureza ao redor
de materiais ionoméricos aumenta quando comparada as restauracbes em resinas
compostas, sugerindo apresentarem um potencial anticariogénico (Basting et al.,

2002; Tenuta ef al., 2005), promovendo uma menor perda mineral {Yamamoto ef

al., 2005).
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3 Proposigdo

Os objetivos dos estudos in vitro e in sifu foram:

e Analisar a quantidade de mineral ao redor de sistemas
adesivos/compdsitos através de Microdureza Knoop, convertendo os
dados para % de volume mineral;

+ Analisar a extensao da lesdo de carie ao redor de
sistemas adesivos/compositos atraves de Microscopia de Luz
Polarizada, de modo quantitativo e qualitativo;

¢ Analisar, em Microscopia Eletronica de Varredura, as
caracteristicas morfoldgicas da leséo de carie dental ao redor das
restauragbes com sistemas adesivos/compédsitos e cbservar o

padrao da interface de unido formado pelos sistemas adesivos.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Estudo /in situ

4.1.1 Delineamento do estudo

+ Delineamento experimental: inteiramente ao acaso em
esquema fatorial 10X2X3.
o Unidades experimentais: 14 voluntarios.
¢ Fatores em estudo:
1. Sistemas adesivos, em 2 niveis: Clearfil SE Bond e Clearfil
Protect Bond;
2. Profundidade em relacdo a superficie, em 10 niveis: 20, 40,
60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 ym;
3. Distancia da restauragio, em 3 niveis: 60, 160 e 260 pm.
« Variaveis de resposta:
1. Microdureza Knoop, convertida para % volume mineral;
2. Microscopia de Luz Polarizada;
3. Analise da morfologia da lesédo de carie formada e padrao de
interface sistema adesivo/composito.

4.1.2 Obtencdo e seccio das amostras

Para este estudo foram utilizados 112 incisivos bovinos, obtidos junto
ao frigorifico Angelelli (Santa Teresinha — Piracicaba, SP, Brasil). Os dentes
bovinos foram limpos através de raspagem para remogao de restos teciduais com
curetas periodontais Dufiex (SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a profilaxia fot
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feita com pedra-pomes (SS White, Ric de Janeiro, RJ, Brasil) e agua utilizando
escovas de Robinson (KG Soresen, Barueri, SP, Brasil) moniadas em contra-
angulo em baixa rotagdo (Kavo do Brasil, Joinville, SC, Brasil). Apés a limpeza
foram armazenados a temperatura ambiente em timol 0,1% pH 7 (Hara et
al.,2004), durante 30 dias para desinfecgao.

Para a obtengdo das amostras (dimensdes 6X6 mm / Figura 1 A e 1 B)
foi utilizada cortadeira de precisdo (Isomet 1000, Buehler Lid., Lake BIuff, iL,
EUA), discos diamantados de alta concentracdo (11-4243, Buehler Lid., Lake
Bluff, IL, EUA ) e placas acrilicas para fixagdo dos dentes. Os cortes (Figura 1A)
das faces vestibulares foram realizados sob refrigeragdo constante com agua
deionizada e destilada {dd) para evitar trincas no esmalte.

Para obtengado da amosira na altura desejada (4 mm) foi necessaria a
planificagdo da dentina em politriz (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil). As
dimensdes dos blocos foram avaliadas com paquimetro digital (Starret 727-6/150,
Starret, S&o Paulo, SP, Brasil). Ao final, foram armazenadas em recipientes
plasticos fechados, cobertos com papel absorvente (Klin Sport/Klabin, Fabricante
de papel e celulose, Piracicaba, SP, Brasil) umedecido com agua dd e

conservados em geladeira a 4°C.

4.1.3 Preparos cavitdrios

Preparos cavitarios com dimensdes de 3X3 mm (didmetro e
profundidade/ Figura 1C) foram confeccionados com pontas diamantadas
esféricas 3098 (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) em aita rotagao (Kave do Brasil,
Joinville, SC, Brasil) e com refrigeracdo em maquina padronizadora de preparo
cavitario (Projetada e desenhada por Marcelo Nucci- FAPESP # 98/10339-6/
Figura 1D).
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Figura 1- A- Dente bovino no qual foram realizados os cortes; B- Fragmento dental, C- Preparo
cavitario (3X3 mm); D- Maquina padronizadora de preparos cavitarios.

4.1.4 Esterilizagdo dos fragmentos dentais

Os fragmentos dentais, apds a realizagao dos preparos cavitarios,
foram levados ao Centro de Energia Nuclear da Agricultura (CENA — USP) para
serem submetidos a radiagdo gama (GAMACELL 220 EXCEL, GC- 220E) (Parsell
et al., 1998; Edmunds et al., 1988; Amaechi et al., 1998) sob uma dose de 14,5
KGy (Rodrigues et al, 2003) durante, aproximadamente, 154 horas e a

temperatura da sala permaneceu constante (27°C) (Figura 2).
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Figura 2- A - Aparelho de radiagdo gama para esterilizacdo dos fragmentos dentais; B -
Detalhe das amostras posicionadas no aparelho.

4.1.5 Restauragoes e grupos experimentais

As cavidades foram lavadas com agua e secadas com jatos de ar isento
de Oleo. As amostras foram aleatoriamente divididas em dois grupos
experimentais. Para o grupo 1 foi utilizado o sistema adesivo Clearfil SE Bond
(Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japdo) e, para o grupo 2, foi utilizado Clearfil
Protect Bond (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japdo) (Figura 3 A). Os sistemas
adesivos foram aplicados de acordo com as instrugdes dos fabricantes (Tabela 1).
A resina composta utilizada foi Clearfil AP-X (Kuraray Medical Inc., Kurashiki,
Japéao) (Figura 3 B), inserida na cavidade em dois incrementos horizontais de 1,5
mm com uma espatula de inser¢do n° 1 (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) pela técnica
incremental horizontal (Reis et al, 2003; Santos et al., 2004). Cada camada foi
fotoativada por 40 segundos com intensidade de 550 mW/cm? (Curing Light XL
3000, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). A intensidade de luz foi verificada
periodicamente com o radiémetro instalado no préprio aparelho. Em seguida, foi
realizado o acabamento inicial com discos de 6xido de aluminio com granulacdes
mais grosseiras (Soflex Pop-on, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). Ap6s 24 horas, foi
realizado o acabamento final e o polimento das restauracbes com discos

seqlienciais impregnados com o6xido de aluminio (Soflex Pop-on, 3M ESPE, St.
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Paul, MN, EUA). Apdés o polimento, as margens das restauracoes foram
observadas em lupa estereoscopica (MEIJI 2000, MEIJI TECHNO, Tokyo, Japao)
para verificar possiveis remanescentes ou excessos de material restaurador além
da cavidade (Figura 4 1). As amostras foram restauradas 24 horas antes do inicio
do experimento e permaneceram em 100% de umidade relativa (TFA, Haar-Synth-
Hygro). Os sistemas adesivos selecionados para este estudo, composigoes, forma
de aplicacao, fabricante e lote estdo descritos na Tabela 1 e ilustradas nas Figura
4AadH.

Figura 3- A- Adesivo Clearfil SE Bond e adesivo Clearfil Protect Bond e B- Resina
composta Clearfil AP-X.
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Tabela 1- Materiais utilizados no estudo in sitt.

Abreviatura Sistema Primer Adesivo n° do lote Procedimentos
(Fabricante)
PB Clearfil Protect MDPB, MDP, HEMA, Bis- 51111 a(20s), b, c,
Bond (Kuraray HEMA, GMA, b.e (10s)
Medical Inc., agua, microparticulas,
Kurashiki, fotoiniciador, NaF
Okayama,
Japao)
SE Clearfil SE Bond MDP, MDP, HEMA, Bis- 51247 a(20s); b, c,
(Kuraray HEMA, GMA, b,e (10s)
Medical Inc., agua microparticulas,
Kurashiki, fotoiniciador
Okayama,
Japao)
APX Clearfil AP-X - - 00832A d, e (40s), f

(As)

Procedimentos: a, aplicagéo do primer, b, leve jato de ar; c, aplicagdo do adesivo; d, insercdo da
resina composta; e, fotopolimerizacdo; f, polimento. (HEMA: 2-hidroxietiimetacrilato; Bis-GMA:
bisfenol-A glicidil metacrilato; MDP: 10 — metacriloxidecil di-hidrogénio fosfato).

Figura 4- Aplicacéo dos sistemas adesivos Clearfil SE Bond e Clearfil Protect Bond.A- Aplicacéo do
primer (20s); B- leve jato de ar; C- aplicagdo do adesivo; D- fotopolimerizacéo (10s); E- insercédo do
material restaurador; F- fotopolimerizagéo; G- restauragéo finalizada; H- sistema para acabamento
e polimento; |- Lupa estereoscopica.
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4.1.6 Fase clinica

Apos aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP
(Processo n° 189/2004- Anexo 1), 14 voluntarios adultos foram selecionados para
participarem desta pesquisa. Todos os voluntarios eram residentes em Piracicaba.
Os critérios de selegdo dos voluntarios foram: 1) apresentavam bom estado de
salde geral e oral; 2) nao terem utilizado antibiéticos nos ultimos dois meses, pois
afetam a microbiota oral e, com isso, a resposta ao modelo adotado; 3) nao serem

fumantes; 4) ndo terem consumido medicamentos que afetassem o fluxo salivar.

Todas as recomendacdes e informagdes sobre os procedimentos a
serem realizados durante o experimento foram impressos e entregues aos
voluntarios (Anexo 2), atendendo a resolugdo n°® 196 de 10/03/1996 do Conselho
Nacional de Salde do Ministério da Saude, Brasilia, DF. Os voluntarios assinaram

o termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3).

Os voluntarios receberam recomendacgodes e orientagdes por escrito: a)
utilizar o dispositivo intra-oral palatino diariamente, inclusive para dormir; b)
remover o dispositivo intra-oral durante as refeicbes ou consumo de qualquer
bebida acida, que pode levar a desmineralizagao (Fushida & Cury, 1999) para
padronizar o desafio cariogénico, ou cha preto que pode conter flior (Haiacibara et
al. 2004). Porém, ao remové-lo da boca deviam conserva-lo dentro do recipiente
fornecido com algodao umedecido, com o objetivo de manter as bactérias da placa
viaveis e impedir o ressecamento dos blocos; c) durante o experimento utilizaram
apenas o dentifricio fornecido pela pesquisadora; d) nao utilizar substancias

fluoretadas ou antimicrobianas.

Os voluntarios foram orientados a nao escovar diretamente as
amostras,mas somente a regido do dispositivo em contato com o palato. Quando
fossem enxaguar o dispositivo nao deviam coloca-los diretamente embaixo da
agua. Os voluntarios receberam um estojo que continha uma escova dental macia
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(Advantage, P 30, Oral B, Gillette do Brasil, Manaus, AM, Brasil), um dentifricio
fluoretado (Sorriso Fresh, Colgate — Palmolive Ind. e Com. Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brasil), um frasco da sacarose a 20% e um recipiente com algoddao umedecido

(Figura 5), onde os voluntarios conservaram o dispositivo durante as refeicoes.

Figura 5- Estojo fornecido aos voluntarios, contendo uma escova macia, dentifricio
fluoretado, solucdo de sacarose a 20%, estojo para armazenar o dispositivo palatino.

4.1.6.1 Preparo do dispositivo intra-oral palatino

Os voluntarios tiveram sua arcada superior moldada com alginato
(Jeltrate Plus, Dentsply, Mildford, DE, EUA) e os modelos foram confeccionados
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em gesso pedra (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os dispositivos intra-orais
palatinos foram confeccionados em resina acrilica autopolimerizavel (Jet, Classico,
Sao Paulo, SP, Brasil) a partir do modelo da arcada superior dos voluntarios. Cada
dispositivo continha quatro cavidades localizadas na regido de molares, sendo 2
de cada lado, que serviram para a fixacao das amostras com cera pegajosa
(Horus, Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil). Telas plasticas foram sobrepostas
individualmente em cada cavidade com resina acrilica, deixando um espaco de
1mm entre a tela plastica e a superficie do esmalte para o acumulo do biofilme
(Figura 6A a 6G).

Figura 6- A- Selegdo da moldeira; B- Moldagem do voluntario com alginato; C- Molde
confeccionado; D- Modelo do voluntario em gesso pedra; E- Dispositivo intra-oral palatino; F-
Detalhe das amostras inseridas no dispositivo com espago de 1mm; G Detalhe da tela posicionada.
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4.1.6.2 Fase experimental

O tratamento foi dividido em 2 fases de 14 dias cada, com intervalo de
10 dias entre as fases. Os voluntarios utilizaram os dispositivos palatinos contendo
4 blocos de esmalte, restaurados em uma fase com sistema adesivo Clearfil SE
Bond Bond (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japdo) e em outra com Clearfil

Protect Bond (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Jap&o).

Os voluntarios gotejaram solugéo de sacarose 20% oito vezes ao dia as
8:00, 9:30, 11:00, 14:00, 15:30, 17:00, 19:00 e 21:00. O voluntario foi orientado a
colocar cada gota da solugéo exatamente na superficie da tela plastica da amostra
sem toca-la e manter o dispositivo no recipiente contendo algoddo umedecido
durante 5 minutos antes de leva-lo @ boca. Todos os voluntarios escovaram os
dentes com dentifricio fluoretado Sorriso Fresh (Contendo 1.100 pgF/g, como
NaF) trés vezes ao dia, sendo que, para escovar as faces vestibulares dos dentes
e linguais dos inferiores deviam estar com o aparelho e para as demais faces,
retiravam o aparelho. Para o enxague final deviam estar com o aparelho na boca.

4.1.7 Andlise através de Microdureza Knoop

Ao final do experimento, as telas plasticas foram removidas com
laminas de bisturi n°® 15 (Paramount, Paramount Surgimed Ltd., New Delhi, India)
e, as amostras, removidas e limpas com escova e agua dd. Todas as amostras
foram fixadas em placas de acrilico e seccionadas em cortadeira de precisdo
(Figura 7A) com disco diamantado de alta concentragéo (11-4243, Buehler Ltd.,
Lake Bluff, IL, EUA) na regido central da restauracdo. As hemi-amostras foram
incluidas em resina de poliestireno (Figura 7B). As superficies das amostras

seccionadas foram polidas para posterior leitura da microdureza. Foram utilizadas
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lixas de AlLO; de granulagdo 320, 600 e 1200 (Carburundum Abrasivos, Recife,
PE, Brasil) em politriz elétrica e giratoria (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob
refrigeragao com agua (Figura 7C). Para o polimento final foram utilizados discos
de feltro (40-7618, Buehler Lid., Lake Bluff, IL, EUA) e pasta de diamante de 1 um
e Y um (Arotec, Cotia, SP, Brasil). Entre os procedimentos de polimento, as
amostras foram colocadas em aparelho de ultrassom (Odontoplas, Sao Paulo, SP,
Brasil) durante 10 minutos com agua destilada e deionizada (dd) para remogéao
das particulas de lixa e para ndo prejudicar o polimento seguinte. Em seguida, as
amostras foram lavadas em agua dd corrente e armazenadas em recipientes
plasticos fechados, cobertos com papéis absorventes (Klin Sport/Klabin,
Fabricante de papel e celulose, Piracicaba, SP, Brasil) umedecidos em agua dd e

conservados em geladeira a 4°C.

Figura 7- A- Cortadeira de precisao; B- Hemi-amostras incluidas em resina de poliestireno; C-
Politriz elétrica e giratéria com braco acoplado.

As mensuragdes de microdureza Knoop foram realizadas na regido
interna do esmalte nas profundidades de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e
200 um em relagao a superficie do esmalte e nas distancias de 60, 160 e 260 um
da restauragdo em todas profundidades utilizando uma carga de 25 gramas
durante 5 segundos (Future Tech, FM 1E, Tokyo, Japao). Os valores de
microdureza Knoop foram transformados para contetdo mineral (% volume
mineral), de acordo com Featherstone et al. (1983), utilizando a seguinte férmula:
% volume mineral= 4,3 (VKHN) + 11,3, onde KHN= microdureza Knoop.
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Figura 8- A- Microdurémetro com identador Knoop; B- Esquema das identagbes em relacdo a
distancia da superficie e da restauracgao.

4.1.8 Andlise em Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

As hemi-amostras utilizadas para leitura de microdureza foram também
utilizadas para a analise em MLP. As amostras foram incluidas em resina de
poliestireno para serem novamente seccionadas serialmente, obtendo-se fatias
dentais de, aproximadamente, 400 pm de espessura. Essas amostras foram
lixadas em politriz elétrica e giratéria (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil) sob
refrigeracao com agua. Foram utilizadas lixas de 6xido de aluminio de granulagao
600, 1200 e 2000 (Carburundum Abrasivos, Recife, PE, Brasil) até se obter a
espessura final de 100 + 10 ym (Figura 9A), conferindo-se com um paquimetro
digital (Starret 727-6/150, Starret, Sao Paulo, SP, Brasil). As amostras que
estavam armazenadas em tubos “eppendorfs” (Figura 9B) foram entdo, embebidas
em agua, dispostas em laminas de vidro seladas com laminulas, e visualizadas
em microscopio de luz polarizada (Leica, DMLSP, Leica Microsystems, Heerbrug,

Suigca) com uma camera acoplada (Figura 9C). As imagens foram captadas em
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lentes com 20 X de aumento, sendo entdo, transferidas para o monitor de um
computador, através do software Image-Pro Plus (Versdo 4.1 para Windows,
Media Cybernetics). Foram realizadas as medidas de profundidade da lesdo de
carie, considerando como lesdo de carie a faixa continua (Figura 9D), em 5
distancias da restauracdo (Figura 9E), utilizando uma ferramenta de medida linear

do programa de computador.

. Fsmalte |
Lesdo de cdrie

Esmalte

Figura 9- Fatia obtida apds desafio cariogénico (100 + 10 pm); B- Amostras armazenadas em tubos
“eppendorfs”;, C- Microscopio de Luz Polarizada; D- Esquema da lesdo de carie; E- Esquema
mostrando as medidas da lesao de carie em relagado a restauragéo. (RC=resina composta).

4.1.9 Andlise em Microscopia Eletronica de Varredura

(MEV)

Para a observacdo das amostras em MEV, foram utilizadas as metades
que nao foram empregadas na analise de Microdureza Knoop e MLP. As hemi-
amostras foram incluidas em resina epoéxica (Buehler, Buehler Ltd., Lake BIuff, IL,
EUA ) e polidas. Foram utilizadas lixas de Al,O; de granulagdo 320, 600 e 1200
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(Carburundum Abrasivos, Recife, PE, Brasil) em politriz elétrica e giratoria (APL-4,
Arotec, Cotia, SP, Brasil) com auxilio de brago acoplado, sob refrigeragao com
agua. Para o polimento final foram utilizados discos de feltro (40-7618, Buehler
Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) e pasta de diamante de 6 uym, 3 pum, 1 pm e % pm
(Arotec, Cotia, SP, Brasil). Entre os procedimentos de polimento, as amostras
foram colocadas em aparelho de ultrassom (Odontoplas, Sao Paulo, SP, Brasil)
por 10 minutos com agua dd para remog¢do das particulas de lixa para néao
prejudicar o polimento seguinte. Em seguida, as amostras foram lavadas em agua
dd corrente e armazenadas em recipientes plasticos fechados, cobertos com
papéis absorventes (Klin Sport/Klabin, Fabricante de papel e celulose, Piracicaba,
SP, Brasil) umedecidos em agua dd e conservados em geladeira a 4°C. As
amostras foram tratadas com plasma de argdnio (Anatech LTD, Plasma Series/
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, Sao Paulo, Brasil) por 7min
sob 100 mtorr e 100 watts (Figura 10). Ap6s este procedimento, as amostras
foram cobertas com liga de ouro/paladio (Figura 11 B) utilizando o equipamento
metalizador (Desk Il, Denton Vacuun Inc NJ - EUA), sob corrente de 40 mA por
100 segundos (Figura 11A). Em seguida, as amostras foram observadas em
microscoépio eletrénico de varredura (JSM — 5600 — JEOL USA, Inc., Peabody, MA
01960 — EUA) com aceleragao de voltagem de 15 KV, distancia de trabalho de
10 mm e abertura das lentes objetiva (Spotsize) de 36 nm sob aumento de 150X,
1000X, 2000X e 3500X (Figura 11 C).

Realizou-se a analise da regido da unidao esmalte/adesivo/composito e das
lesées iniciais de carie. E importante salientar que as analises e observagdes
foram realizadas de modo comparativo e ilustrativo, ndo tendo sido realizada

nenhuma analise estatistica.
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Figura 10 — A- Aparelho utilizado para a aplicacéo de plasma de argdnio nas amostras. B- Detalhe
da amostra na camera de vacuo.

Figura 11- A- Metalizador; B- Amostras cobertas com ouro/paladio; C- Microscopio Eletrénico de
Varredura.

4.1.10 Anadlise estatistica

Os valores de % de volume mineral foram avaliados através da Analise
de Variancia (ANOVA) em parcela subdividida e teste de Tukey, considerando
adesivos (2 niveis), profundidade em relagao a superficie (10 niveis) e distancia da
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restauracao (3 niveis) como fatores. O programa estatistico utilizado foi o SAS 8.0
(SAS Institute Inc., Cary: NC, 1999).

Os valores da extensao da lesao em MLP foram realizados através da

média dos voluntarios e analisados pelo Teste f, e ndo encontrando diferenga

significante, pelo Test t de Student homogéneo, através do programa Microsoft

Excell.

Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5% e os

valores individuais obtidos para % de Volume Mineral e MLP, estdo nos anexos 4

e 6, assim como as analises estatisticas completas estdo apresentadas nos

Anexos 8 e 9.

4.2 Estudo /mn vitro

4.2.1 Delineamento do estudo

Delineamento experimental: inteiramente ao acaso em

esquema fatorial 10X4X3.

1

Unidades experimentais: 120 dentes incisivos bovinos.

Fatores em estudo:

Sistemas adesivos, em quatro niveis: Single Bond; One-up
Bond F; Clearfil SE Bond e Clearfil Protect Bond;
Profundidade em relagdo a superficie, em dez niveis: 10, 40,
60, 80, 100, 120, 140 160, 180 e 200 pm;

. Distancia da restauragao, em trés niveis: 60, 160 e 260 um.

Variaveis de resposta:

1. Microdureza Knoop, convertida para % volume mineral;

Microscopia de Luz Polarizada;
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3. Analise da morfologia da lesao de carie formada e padrao de

interface sistema adesivo/composito.
4.2.2- Preparo das amostras e restauragoes

Os procedimentos realizados para a obtencdo das amostras e dos
preparos cavitarios dos dentes seguem os itens 4.1.2 e 4.1.3 descritos

anteriormente para o estudo in situ.

4.2.3 Restauragoes e grupos experimentais

As amostras foram aleatoriamente divididas nos seguinies grupos
experimentais para serem restauradas (n=10): Single Bond (3 M — ESPE, St Paul,
MN, EUA), Clearfii SE Bond (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japao), Clearfil
Protect Bond (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japao) e One-Up Bond F
(Tokuyama, Tokyo, Japao) (Figura 12). Os sistemas adesivos foram aplicados de
acordo com as instrugdes dos fabricantes (Tabela 2). A resina composta utilizada
foi Clearfil AP-X (Kuraray Medical Inc., Kurashiki, Japao) (Figura 3B), inserida na
cavidade em dois incrementos horizontais de 1,5 mm com uma espatula de
insercdo n° 1 (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) pela técnica incremental horizontal
(Reis et al, 2003). Cada camada era fotoativada por 40 segundos com
intensidade de 550 mW/cm? (Curing Light XL 3000, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA).
A intensidade de luz foi verificada periodicamente com o radiémetro instalado no
préprio aparelho. Em seguida, foi realizado o acabamento inicial com discos de
oxido de aluminio com granulagées mais grosseiras (Soflex Pop-on, 3M ESPE, St.
Paul, MN, EUA). Apds 24 horas, foi realizado acabamento final e o polimento das
restauragdes com discos sequiénciais impregnados com 6xido de aluminio (Soflex
Pop-on, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA). Apdés o polimento, as margens das
restauragbes foram observadas em lupa estereoscépica (MEIJI 2000, MEIWJI
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TECHNO, Tokyo, Japao) para verificar possiveis remanescentes ou excessos de
material restaurador além da cavidade. Vale ressaltar que as amostras foram
restauradas 24 horas antes do inicio do experimento e permaneceram em 100%
de umidade relativa (TFA/ Haar-Synth-Hygro). Os sistemas adesivos selecionados
para este estudo, composicoes, fabricante e lote estdo descritos na Tabela 2. A
aplicagao dos sistemas Clearfil SE Bond e Clearfil Protect Bond ja foram ilustrados
no estudo in sifu (Figura 4). As aplicagdes dos sistemas adesivos Single Bond e

One-Up bond F estéo ilustradas nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

Figura 12- A- acido fosférico a 35%; B-Single Bond; C- One-Up Bond F; D- Clearfil SE Bond; E-
Clearfil Protect Bond.
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Sistemna de
Polimento 8
Acabamento
Dental

Figura 13- Aplicacao do sistema adesivo Single Bond. A- Aplicacéo do acido fosférico a 35% por
30s; B- secagem; C- aplicagdo do adesivo; D- fotopolimerizagdo; E- insercdo do material
restaurador; F- fotopolimerizacéo; G- restauragdo finalizada; H- sistema para acabamento e
polimento; |- Lupa estereoscopica.

Figura 14- Aplicacdo do sistema adesivo One-up Bond F. A- Mistura do bonding A e do bonding B;
B- aplicagdo do sistema adesivo; C- fotopolimerizagao; D- adesivo polimerizado; E- insercdo do
material restaurador; F- fotopolimerizacéo; G- restauracéo finalizada; H- sistema para acabamento
e polimento; |- Lupa estereoscopica.
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Tabela 2- Materiais utilizados no estudo descrevendo o fabricante, composi¢ao, numero do lote e
procedimentos de aplicagdo conforme instrugdes dos fabricantes

Abreviatura  Sistema Adesivo Primer Adesivo n° lote Procedimentos
(Fabricante)
SB Single Bond (3 M - HEMA, Bis-GMA, Gel a(30s), b, c,i
—ESPE, St Paul, gel PAA, etanol e agua acido:4BR (20s), h, i,
MN, EUA) condicionante: adesivo:4JU
acido fosforico
35%
OF One-up Bond F metacrilatos metacrilatos, agua, U000734 d (20s), f, i
(Tokuyama, fluoroaluminiosilicato, (10s), h, i, J.
Tokyo, Japé&o) particulas de vidro
PB Clearfil Protect MDPB, HEMA, MDP, HEMA, Bis- 51111 e (20s), f, g, fii
Bond (Kuraray agua GMA, (10s)
Medical Inc., microparticulas,
Kurashiki, fotoiniciador, NaF
Okayama, Japao)
SE Clearfil SE Bond MDP, HEMA, MDP, HEMA, Bis- 51247 e (20 s); f, g,
(Kuraray Medical agua GMA, fi(10s)
Inc., Kurashiki, microparticuias,
Okayama, Japao) fotoiniciador
APX Clearfil AP-X - - 00832A h, i (40s), j
(A3)

Procedimentos: a, ataque &cido; b, lavagem e secagem,; c, aplicagdo do adesivo; d, mistura e aplicagéo, e,
aplicagédo do primer; f, secagem com ar gentilmente; g, aplicagdo do adesivo; h, insercdo da resina composta;
i, fotopolimerizagéo; j, polimento. (HEMA: 2-hidroxietiimetacrilato; Bis-GMA: bisfenol-A glicidil metacrilato;
MDP: 10 — metacriloxidecil di-hidrigénio fosfato; PAA: copolimero do acido polialquendico).

4.2.4 Ciclagem de pH

A area das amostras a ser exposta a indugdo de carie foi determinada
através fitas adesivas (3M, ESPE, St. Paul, MN, EUA) e esmalte para unhas
(Colorama, Maybelline, Sao Paulo, SP, Brasil), mantendo uma area exposta de
17.21mm? 15).

desmineralizagdo-remineralizagéo por 8 dias a 37 °C (Shinkai ef al., 2001). Cada

(Figura Os grupos foram submetidos a ciclagem de

ciclo foi composto por 7 horas, que compreendia imersdo em solucdo

desmineralizante e 17 horas remineralizante. A

em solucéo solucao
desmineralizadora era composta por acido acético com 2,2 mM de Calcio (CaCly),
2,2 mM de fosfato (NaH2PQO,); 50 mM de acido acético e 1 ppm de flaor, pH 4,5
(6,25ml /mm? de area exposta). A composicao da solugédo remineralizadora era de

1,5 mM de Calcio, 0,9 mM de Fosfato, 0,15 M KCL, pH 7 (3,125 mL/mm?) (Shinkai
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et al., 2001 modificado). A solugao remineralizadora foi renovada diariamente e a
solucdo desmineralizadora foi renovada no 4° dia do ciclo (Delbem & Cury, 2002,
Paes-Leme et al., 2003). Apbs a ciclagem de pH a superficie da amostra tinha um
aspecto esbranquigado mostrando a desmineralizagao do substrato (Figura 16).

A B

Figura 15- A- Fragmento dental restaurado; B- Fita adesiva para delimitar a area que sofrera
desmineralizagdo; C- Aplicagdo do esmalte para unhas; D- Area do esmalte que serad
desmineralizada ap6s remoc¢ao da fita adesiva. (R=restauracdo; E= esmalte dental, E*= area do
esmalte desmineralizada; ES= Esmalte para unhas).

Figura 16- Amostra que foi submetida a ciclagem de pH

4.2.5 Andlise através de Microdureza Knoop

Apos a ciclagem de pH, as amostras foram preparadas de acordo com

o item 4.1.7, descrito anteriormente no estudo in situ. As mensuracbes de
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microdureza Knoop foram realizadas na regido interna do esmalte nas
profundidades de 10, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 um em relacao a
superficie do esmalte e nas distancias de 60, 160 e 260 um da restauracdo em
todas profundidades utilizando uma carga de 25 gramas durante 5 segundos
(Future Tech, FM 1E, Tokyo, Japao). Os valores de microdureza Knoop foram
convertidos para conteudo mineral (% volume mineral), de acordo com
Featherstone et al. (1983), utilizando a seguinte formula: % volume mineral= 4,3
(VKHN) + 11,3, onde KHN= microdureza Knoop.

4.2.6 Andlise em Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

A analise em MLP também seguiu a mesma metodologia do item 4.1.8

do estudo in situ.

4.2.7 Andlise em Microscopia eletronica de varredura

(MEV)

A analise em MEV foi realizada de acordo com o item 4.1.9 do estudo in

situ.
42.7.1 Andlise estatistica

Os valores de % de volume mineral foram avaliados com a Andlise de
Variancia (ANOVA) em parcela subdividida e teste de Tukey considerando
adesivos (4 niveis), profundidade em relagao a superficie (10 niveis) e distancia da
restauracao (3 niveis) como fatores. O programa estatistico utilizado foi o SAS 8.0
(SAS Institute Inc., Cary: NC, 1999).
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Os valores da extensdo da lesdo encontrados em MLP foram
analisados com a Anadlise de Variancia (ANOVA) one-way e Teste de Tukey
através do programa estatistico SAS 8.0 (SAS Institute Inc., Cary: NC, 1999).

Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5% e os
valores obtidos para % de volume mineral e Microscopia de Luz polarizada estao
apresentados nos anexos 5 e 7, bem como as analises estatisticas completas
estdo apresentadas nos Anexos 10 e 11.
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5 Resultados

5.1 Estudo /n situ

5.1.1 Porcentagem de Volume Mineral

Os dados de microdureza Knoop foram transformados em conteudo
mineral (Featherstone et al., 1983).. Em relagcao a distancia da restauracéao nao se
observou diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre as médias; portanto, foi
realizada uma meédia entre estas distancias.

Os adesivos foram diferentes estatisticamente somente na
profundidade de 20 um, sendo que o uso do adesivo Clearfil Protect Bond resultou
em maior % de volume mineral médio nessa profundidade. Apds essa
profundidade, os adesivos nao apresentaram diferencas estatisticas significativas
(letras mailsculas - Tabela 3). Assim, com o aumento da profundidade, a partir de
40 pym para o adesivo PB e 60 ym para o adesivo SE, a microdureza Knoop
permaneceu igual para ambos os adesivos, mostrando que o esmalte
apresentava-se higido, o que também pode ser observado no Grafico 1.
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Tabela 3- Porcentagem de volume mineral (% vol. Min) para os sistemas adesivos em funcdo da

profundidade (pm).
Profundidade Clearfil SE Bond Clearfil Protect Bond
(pm)
Média (des pad) Média (des pad)
20 66,51 (9,28)Ac 77,44(7,71)Bb
40 77,55 (9,28)Ab 84,56(6,61)Aa
60 82,60 (7,42)Aa 87.74(6,15)Aa
80 85,93 (6,60)Aa 90,27(5,48)Aa
100 88,97 (5,83)Aa 90,91(4,41)Aa
120 90,66 (5,95)Aa 92,27(4,67)Aa
140 91,12 (5,45)Aa 92,82(4,38)Aa
160 92,46 (5,05)Aa 93,22(4,91)Aa
180 92,93 (4,45)Aa 92,69(4,36)Aa
200 92,24 (4,11)Aa 93,21(4,36)Aa

Letras maiusculas indicam diferenca estatistica entre linhas e letras minusculas indicam diferenca
estatistica na coluna.

100,0

80,0 f ‘

60,0

40,0

% volume mineral

20,0 — ‘

0,0 - : | —— : — ; =
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

distancia da superficie

L I—?B——ssi

Grafico 1- O grafico mostra a % volume mineral em relago a distancia da superficie (um) para
os adesivos Clearfil SE Bond (SE) e Clearfil Protect Bond (PB).
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5.1.2 Microscopia de Luz Polarizada

Para os dados de MLP foram utilizadas as médias de cada voluntario.
Observa-se, através da Tabela 4 e do Grafico 2, que embora as médias tenham
sido diferentes, ndo houve diferenca estatistica significativa ja que a carie nao
segue um padrao uniforme de desmineralizacdo. A Figura 17 mostra as
ilustragbes da MLP, a Figura 17A representa o adesivo SE e a Figura 17B
representa o adesivo PB.

Tabela 4- Extens&o da les&o de cérie (um) para os adesivos utilizados no
experimento in situ.

Adesivos Média (Desvio Padrao)
Clearfil SE Bond 16,81 (16,23) A
Clearfil Protect Bond 11,77 (10,42) A

Letras mailsculas iguais indicam que nao houve diferenca estatistica entre linhas.

o E— — T— —

©
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NN
o (82}
|
|
|

g
(8]

<&
o

extensdo da lesdo de carie (um)

(=R |

adesivos

Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre adesivos.(SE=Clearfil
Se Bond, PB=Clearfil Protect Bond).

Grafico 2- O grafico de barras mostra as médias e desvios padroes da extensio da lesdo de carie
(um) para os adesivos Clearfil SE Bond (SE) e Clearfil Protect Bond (PB).

55



B

Figura 17- Microscopia de Luz Polarizada. A- Padrdo de carie formado para Clearfil SE Bond; B-
Padrao de carie formado para Clearfil Protect Bond (E*=lesdo de carie; E=esmalte; RC=resina
composta).
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5.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura

As fotomicrografias em MEV ilustram o padrdo de desmineralizagéo
apos o desafio cariogénico para os adesivos estudados (Figuras 18 e 19). O
espécime restaurado com o adesivo SE apresenta um padrao de perda mineral
mais acentuado entre os prismas de esmalte quando comparado ao adesivo PB.

Os adesivos apresentam similar morfologia na regido de unido (Figura 20).
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X158 1E8Mm

Figura 18- Adesivo SE apos desafio cariogénico in sifu; A, B e C mostram a les&o de carie nas
magnificagbes de 150X, 1.000X e 3.500X, respectivamente. A Figura A mostra que a lesdo de
carie foi subsuperficial (E=esmalte; E*=esmalte desmineralizado; A=adesivo, RC=resina

composta, RE= resina epodxica).
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Figura 19- Adesivo PB apos desafio cariogénico in situ; A, B e C mostram a lesdo de carie nas
magnificagcbes de 150X, 1.000X e 3.500X, respectivamente. A Figura A mostra que a lesdo de
carie foi subsuperficial. (E= esmalte; E*= esmalte desmineralizado; A= adesivo; RC= resina
composta, RE= resina epéxica).
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(2. BEA 181m

Figura 20- A- Interface esmalte/adesivo SE e resina composta (2.000X). B- Interface
esmalte/adesivo PB e resina composta ( 2.000X). (E= esmalte; A= adesivo; CR= resina
composta, setas= particulas de fuoreto).
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5.2 Estudo /n vitro

5.2.1 Porcentagem de Volume Mineral

Apo6s a determinagdo da microdureza, os dados foram transformados

em % de volume mineral. Em relagdo a distancia da restauragédo nao se observou

diferenca estatistica significativa (p>0,05); portanto, foi realizada uma média entre

estas

distancias.

Os adesivos nao apresentaram diferencas estatisticas

significativas nas profundidades analisadas (letras maiusculas- Tabela 5). Com o

aumento da profundidade, a % de volume mineral permaneceu igual (letras

minGsculas- Tabela 5) para os adesivos, mostrando que a partir das profundidades

de 140 ym para SB, 120 ym para SE, 140 ym para PB e 80 pm para OF, o

esmalte apresentava-se higido.

Tabela 5- Porcentagem de volume mineral (% vol. Min) para os sistemas adesivos
em funcgdo da profundidade (um).

Clearfil SE Bond  Clearfil Protect Bond

Profundidade

Single Bond

One-up F

Média (des pad)

Média (des pad)

Média (des pad)

Média (des pad)

10 26,15 (15,51) Ade 39,17 (13,72)Ad 33,74 (21,68)Ae 32,39 (23,78)Ab
40 13,46 (6,99)Ae 27,12 (22,63)Ad 20,19 (17,62)Ae 20,28 (16,73)Ab
60 14,79 (11,36)Ae 35,24 (23,87)Ad 23,55 (17,51)Ae 28,32 (23,82)Ab
80 34,43(28,86)Ad 57,0 (17,73)Ac 48,21 (23,47)Ad 55,44 (25,65)Aa
100 64,45(25,57)Ac 72,52 (18,61)Ab 64,07 (23,73)Ac 69,73 (21,41)Aa
120 83,79(14,80)Ab 82,63 (14,49)Aab 77,94 (22,87)Abc 80,10 (17,45)Aa
140 89,49(12,05)Aab 87,56 (12,83)Aa 83,76 (20,08)Aabc 86,22 (15,21)Aa
160 95,16 (10,17)Aab 91,96 (12,49)Aa 90,12 (16,52)Aab 91,41 (14,17)Aa
180 98,81( 8,48)9Aa 94,06 (12,30)Aa 91,87 (16,01)Aab 93,58 (12,75)Aa
200 99,43 (8,08)10Aa 95,44 (12,31)Aa 94,92 (14,53)Aa 95,16 (11,99)Aa

Letras maitsculas indicam diferenca estatistica entre linhas e letras minusculas indicam diferenca
estatistica na coluna. (des pad= desvio padréo)
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Grafico 3- O grafico mostra a % volume mineral em relagéo a distancia da superficie (um) para

os adesivos Single Bond (SB), Clearfil SE Bond (SE), Clearfil Protect Bond (PB) e One-up Bond
(OF).

5.2.2 Microscopia de Luz Polarizada

Na analise de microscopia de luz polarizada (MLP), os adesivos SB e
OF apresentaram maior profundidade em relagdo a superficie da lesdao de carie
quando comparado ao adesivo PB aplicado para restaurar as cavidades. O
adesivo SE teve desempenho similar a todos sistemas estudados (Tabela 6 e
Grafico 4). Aléem de dados quantitativos, a MLP também forneceu dados
qualitativos, ilustrados na Figura 21 e 22.
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Tabela 6- Extensao da les&o de carie (um) dos adesivos utilizados.

Adesivos (n=numero de repeti¢cdes) Média (Desvio Padrao)
Single Bond (n=7) 65,86 (26,62) A
One-Up Bond F (n=12) 63,69 (21,87) A

Clearfil SE Bond (n=10) 53,28 (10,11) AB
Clearfil Protect Bond (n=13) 42,18 (4,35) B

Letras maiusculas diferentes representam diferangas estatisticas significativas.

Grafico 4- O grafico de barras mostra a extensao da leséo de carie (um) para os adesivos
testados.
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Letras mailsculas diferentes representam diferancas estatisticas significativas. (SB= Single
Bond; OF= One —up Bond F; SE= Clearfil SE Bond e PB= Clearfil Protect Bond).
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Figura 21- A- Single Bond (SB); B- One-up Bond F(OF); (E= esmalte; E*=esmalte com lesao de
carie; RC=resina composta).



Figura 22- A- Clearfil SE Bond (SE) e B- Clearfil Protect Bond (PB) (E= esmalte; E*=esmalte
com lesao de carie; RC=resina composta).
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5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As fotomicrografias em MEV (Figuras 23 a 26) mostram as lesdes de
carie formadas pelo modelo in vitro. O adesivo PB apresentou menor
desmineralizacdo do esmalte interprismatico adjacente a restauracdo quando
comparado aos outros sistemas adesivos (Figura 26). Observou-se tambem a
interface esmalte/adesivo-compésito e a caracteristica de cada adesivo. O adesivo
SB, sistema com prévio condicionamento com acido fosférico, apresentou maior
infiltragao entre os prismas de esmalte dental (Figura 27). Podemos observar a
falha de uniao entre o esmalte e o sistema adesivo autocondicionante de passo
unico OF (Figura 28), o que comprova uma maior extensao de carie nesse sistema
apesar da presenga de fluoreto. Os adesivos SE e PB mostraram um padréao

semelhante, devido a composicao similar dos sistemas (Figura 29),
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Figura 23- Adesivo SB apods desafio cariogénico in vitro; A, B e C mostram a leséo de carie nas
magnificagbes de 150X, 1.000X e 3.500X. (E=esmalte; E*=esmalte desmineralizado; A=adesivo;
RC=resina composta, RE=resina epbxica).
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Figura 24- Adesivo OF ap6s desafio cariogénico in vitro; A, B e C mostram a lesdo de carie nas
magnificagbes de 150X, 1.000X e 3.500X. (E=esmalte, E*=esmalte desmineralizado; A=adesivo;
CR=resina composta, RE=resina epodxica).
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Figura 25- Adesivo SE apds desafio cariogénico in vitro; A, B e C mostram a leséo de carie nas
magnificacbes de 150X, 1.000X e 3.500X. (E=esmalte; E*=esmalte desmineralizado; A=adesivo,
CR=resina composta, RE=resina epoxica).
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Figura 26- Adesivo PB apos desafio cariogénico in vitro; A, B e C mostram a leséo de carie nas
magnificagbes de 150X, 1.000X e 3.500X. (E=esmalte; E*=esmalte desmineralizado; A=adesivo;
RC=resina composta, RE=resina epodxica).
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Figura 27- A- Interface esmalte/adesivo SB e resina composta (2.000X); B- Aumento de 3.500 X.
(E=esmalte; A=adesivo; RC=resina composta, *= infiltragéo entre os prismas; P=prismas).
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Figura 28- A- Interface esmalte/adesivo OF e resina composta (2.000X); B- Aumento de 5.000 X.
(E=esmalte; A=adesivo; RC=resina composta).
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6 Discussao

Novos materiais tém sido desenvolvidos na tentativa de inibir a
formacéo de carie recorrente a qual demonstra ser a maior responsavei pela fatha
das restauracdes (Imazato, 2003). Os efeitos de materiais que liberam fllior tém
sido testados em muitos estudos, com evidéncias cientificas que estes produtos
podem controlar o desenvolvimento de cérie tanto in vifro (Serra & Cury, 1992;
Serra, 1995; Hara ef al, 2002; Savarino ef al., 2004; Exterkate ef al., 2005;)
quanto in situ (Basting et al., 2002; Yamamoto ef al., 2005; Tenuta ef al, 2005),
porém néo podem evita-la completamente (Hara ef al., 2005). Este efeito pode ser
observado neste estudo, pois a nova formulagéo do adesivo PB que contém
brometo e fluoreto, promoveu melthor desempenho com menor desenvolvimento
da carie dental tanto in vitro, quanto in sifu, em algumas das analises realizadas.

Os resuitados de % \}olume mineral in situ mostraram que a aplicagdo
do adesivo PB promoveu menor perda mineral quando comparado ao adesivo SE,
sugerindo melhor 'desempenho frente aos desafios cariogénicos, principaimente
na camada mais superficial do esmailte (Imazato ef al., 2005).

A microscopia de luz polarizada (MLP) € usada para analisar a
exfenséo da lesdo de carie em toda a superficie determinada, as zonas de inibigao
de carie e lesdes de parede (Hsu et af., 1998; Han ef al, 2002; Hara ef al., 2005).
A analise qualitativa da MLP in situ mostrou um padrac diferente de formagéo da
les@io de carie, sendo gue para 0 adesivo PB, que contém fluoreto e brometo, a
lesdo formou-se mais distante da interface restauradora, prevenindo a lesdo de
parede '(Itota ef al, '2002; Hara et al, 2005) (Figura 17). Esses achados
concordam com os resultados obtidos para a % de volume mineral. De modo
quantitativo, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os adesivos
para a analise de MLP. Assirh, a presenca de fluoretos na composi¢ao de um
adesivo ndo garante a capacidade de produzir uma zona de inibicdo da carie
adjacente a restauracdo, de acordo com itota ef al. (2002), agindo apenas na
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camada mais superficial e préximo a restauracdo, além de depender de outros
fatores.

Para a obtengdo das imagens em MEV foi realizada a aplicagdo de
plasma de argbnic, que promoveu uma remoc¢&o da parte organica, sendo que a
parte inorganica do esmalte e a resina s&o resistentes ao ataque dos ions de
argdnio, melhorando a observacdo da unidio formada pelos adesivos (Sato &
Miyazaki, 2005). Embora as imagens tenham sido realizadas com finalidade
ilustrativas, as caracteristicas nelas encontradas puderam ser descritas. A MEV do
estudo in situ, apresentou um padrdc de superficie desmineralizada mais
agressivo para o esmaite interprismatico ac redor da restauragdo com o adesivo
SE (Figura 18). Para o adesivo PB, (Figura 19) embora ocorra um padrdo de
formacgio de leséo de carie, gue em menor aumento mostra-se acentuado (Figura
19A), a desmineralizag&o foi menor entre os prismas de esmalte. A morfologia da
interface adesiva foi bastanie semelhante para os adesivos. Isto devido as
pequenas diferencas composicionais entre os sistemas do mesmo fabricante. Os
primers autocondicionantes produzem um padrao de condicionamentoe moderado
(Perdigdo & Geraldeli, 2003), quando comparados ao ataque com acido fosférico
(30 a 40%). Alguns autores relatam baixos valores de resisténcia de unifio e
relacionam o efeito moderado de condicionamento o fator principal dessa fraca
unido (Dias et al, 2004). O adesivo PB apresentou particulas irregulares que
sugerem ser particulas de fluoreto provenientes do NaF presente no bond (Figura
20B)(Reis, 2005; Tay et al., 2002; Sano, 2006), no entanto, futuras pesquisas sdo
necessarias para confirmar esta especulacéo.

O sistema adesivo PB apresenta fluoreto na solugdo do bond e brometo
adicionado a molécula do mondmero acidico MDP do primer (Imazato et al., 1995;
1999; 2005). A atividade antibacteriana destes adesivos, segundo estudos
(Imazato et al,1998, 2003b, 2005) estaria associada a acidez do primer. Na
verdade, ha uma combinacgdo da atividade antibacteriana e da difusibilidade dos
componentes (Imazato et al., 2005). Um aménio quaternario CPC é um forte

bactericida fregientemente utilizado nos colutérios e dentifricios (Mandell, 1998;
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Scheie, 1989). O MDPB sintetizado do dodecilpiridineoc € um analogo do CPC e
pode inibir o crescimento de bactérias. E possivel que o aumento de zonas de.
inibicdo da lesdo de parede observadas para PB & meramente devido a
guantidade de componentes ativos incluidos no primer (Imazato et al., 1995, 1999,
2005). O mecanismo do efeito antibacteriano do componente do amoénio
quaternario acredita-se ser devido a liga¢do catidnica e hidrofilica com os
componentes da parede celular que destroem a funcdo da membrana e,
subsegiientemente, induzem ao vazamento do material citoplasmatico (Scheie,
1989; Kourai ef al., 1994).

O fluoreto tem sido descrito na literatura como um agente
anticariogénico. Uma variedade de mecanismos esta envolvida no efeito
anticariogénico dos fluoretos, incluindo a redugéo da desmineralizagdo, o aumento
da remineralizacao, a interferéncia na formagédo da pelicula e biofilme dental ¢ a
inibicdo do crescimento bacteriano (Fejerskov & Clarkson, 1996, Featherstone et
al., 1994; Mukai & Ten Cate, 2002).

Através dos resultados de % volume mineral in vitro nao se observou
diferenga estatisticamente significante entre os grupos testados. O Grafico 3
mostra a % volume mineral semelhante para todos os sistemas adesivos. Houve
dificuldade em mensurar o corpo da lesao, devido as caracteristicas da lesdo de
desmineralizagéo, tornando a superficie a ser medida, irregular. Diante disso, a
extenséo da lesdo de carie foi determinada também através da MLP, devido as -
caracteristicas desta metodologia, ja citada anteriormente.

Obteve-se um padrao de carie similar aos encontrados por Gilmour et
al. (1990), Gilmour & Edmunds (1998) e Torii ef al. (2001) na qual podiam-se
observar lesdes subsuperficiais em forma de faixa continua. As Figuras 21 e 22 da
MLP ilustram o padrido de céarie dental bastantes peculiares apresentadas no
estudo, enfatizando-se a superficie integra, o corpo da lesdo de carie e o esmalte
integro. Porianto, podemos concluir que esse modelo de ciclagem foi bastante
representativo para a formacfo da lesdo de carie inicial (Shinkay et al., 2001).
Através da MLP, observou-se diferengas que foram estatisticamente significantes
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(Tabela 6 e Grafico 4). Os adesivos SB e SE ndo possuem agentes
anticariogénicos e antimicrobianos, e tiveram o mesmo desempenho frente ao
desafio cariogé&nico in vitro nao diferindo estatisticamente entre si. J4 o adesivo OF
apresentou uma das maiores extensdes de lesdo de carie (Figura 24), apesar de
possuir fluoreto em sua composi¢io. Assim, especula-se que o desempenho do
material foi devido as caracteristicas do préprio adesivo (Raws, 1991; Hara et al.,
2005) e pelo tipo de fluoreto incorporado a particula de carga, neste caso,
particulas de fluoroaluminiosilicato. O adesivo OF ¢é considerado
autocondicionante de passo unico, tendo ac mesmo tempo o papel de
desmineralizacé@o (acido), infitracdo (“porimer”) e unido (“bond”) aos tecidos
dentais, o que torma o procedimento adesivo limitado. Ele promaove a formagac da
unido com uma camada hibrida permeéavel e pouca duradoura {Koshiro et al.,
2005). O fator relacionado a esse fato é que este adesivo possui muita agua em
sua composigdo, tornando a unido bastante prejudicada (Yoshida & Uno, 2004) e
susceptivel a degradagdo. Os adesivos autocondicionantes de passo Unico agem
como membranas permeaveis permitindo a passagem de agua pela interface
restauradora, comprometendo assim, o desempenho clinico da restauragéo e
levando a degradacgéo precoce da unido (Tay et al., 2004).

A liberacdo de fluoreto do adesivo contendo particulas de vidro de
fluoroaluminiosilicato é semelhante a liberagéo ocorrida pelo cimento de ionémero
de vidro. Para os cimentos ionoméricos, ha uma alta liberagéo inicial nas primeiras
24 horas, devido a liberagdo imediata de fluoreto das particulas de vidro quando
reagem com o &cido polialcenéico durante a reagédo de presa (Wiegand ef al.,
2006). Apods essa alta liberagao inicial, a liberagdo de fluoreto ocorre lentamente e
a por prolongado tempo, isto ocorre quando os vidros sé@o dissolvidos na agua
acidificada da matriz hidrogel {De Moor et al., 1996). Mas devemos levar em
consideracio que no cimento de iondmero de vidro ocorre uma reagao com o
acido polialcenéico, que favorece a reagédo e que ndo ocorre nos adesivos. Para
os sistemas adesivos estas particulas podem ficar encapsuladas na matriz
polimerizada, ndo sendo possivel sua liberagdo. Apesar do adesivo OF formar
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uma camada pouco permeavel, que facilitaria a liberagao de fluoretos, a retengéao
das particulas na matriz pode ter contribuido para a performance deste adesivo.
Qutros autores acreditam que estas particulas possam ser liberadas ao longo do
tempo (Wiegand et al., 2008).

0O adesivo PB teve um desempenho significativo na MLP produzindo
menor lesao de carie in vitro. Assim, como no estudo in situ, ndo houve diferenga
gstatistica significativa entre os adesivos SE e PB. Apesar da menor formagac de
lesdo de carie, a influéncia do brometo provavelmente néo ocorreu, pois o efeito
de antibacteriano somente ocorre na presenga de microrganismos, o gue nao foi
simulado neste estudo. Também n&o observamos uma inibigdo da lesédo de
parede (Figuras 21 e 22). A interferéncia nos processos de desmineralizagéo e de
remineralizacdo (Feathersione ef al., 1994) pode ter ocorrido em virtude da
presenca de particulas de fluoreto que podem ser melhor cbservadas nas imagens
de MEV (Figura 29B) deste estudo (Reis, 2005; Tay ef af., 2002; Sano, 2006).
Assim, muita atengdo tem sido dada aos materiais contendo fluoreto,
principalmente aos adesivos pela sua posicdo estratégica na restauragéo (Hara st
al.,2002).

Atuatimente, ha muitos materiais restauradores contendo fluoreto, coms
tonémeros de vidro, resinas modificadas por ionémero de vidro, resinas compostas
e mesmo sistemas adesivos. Devido suas diferentes malrizes e mecanismo de
presa, os produtos variam na capacidade de liberagéo de fluoreto. No entanto, a
as propriedades antibacterianas e cariostaticas sao frequentemente associadas
¢om a quantidade de fluoreto liberado (Wiegand et al., 20086).

As resinas compostas e sistemas adesivos podem conter fluoreto em
vérias formas como sais inorganicos, vidros ou fluoreto organico. No entanto, nao
somente a quantidade de liberagéo de fluoreto, mas o tipo e tamanho das
particulas fluoretadas, o tipo de resina e a porosidade do material podem ser
importantes fatores gue contribuem para a liberagdo de fluoreto. Essa liberagie
aumenta com a hidrofilicidade e as caracteristicas acidas dos mondmeros
(Wiegand ef al., 2006). Trés diferentes abordagens para o desenvolvimento de



materiais que liberam fiuoreto tém sido discutidas incluindo a adigdo de sais
solliiveis como o NaF ou SnF,, sistemas de carga que liberam fluoreto ou fluoreto
ligado a matriz (Arends ef al., 1995).

A incorporacéo de fluoreto inorgénico, como o NaF adicionado ao
adesivo PB, tem resultado no aumento da liberagéo de fluoretos. A disperséo dos
vidros lixividveis ou sais solilveis de fluoretos no mondmero permitem a difuséo
dos fluoretos sollveis em agua do material para o meio local. Entretanto o flucreto
jA& é liberado durante a reacdo de polimerizagéio seguida por uma pequena
quantidade de fluoreto liberado ao longo do tempo (Wiegand et al., 2006). Isso
pode explicar parte do desempenho do adesivo PB, que promoveu menor perda
mineral nas camadas mais supertficiais. Mas especula-se que essa liberagdo seja
muito pequena ac longe do tempo (Wiegand ef al, 2006). Estudos adicionais
comparando a liberagéo de fluoretos e brometos com a extens&o da leséo de carie
formada s&@o necessarios para confirmacéo dessa especulagédo.

As observagdes em MEV (Figuras 23 a 26) mostraram a presenga de
extensa desmineralizacdo do esmalte dental, caracterizando a lesdo de carie
dental incipiente. O padrdo de desmineralizagdo da superficie cariada do SE foi
visualmente mais agressivo enfre os prismas quando comparado ac padrao da
superficie cariada para o adesivo PB, confirmando os resultados encontrados no
estudo de MEV in situ € na MLP in vitro. Os adesivos SB e OF também
apresentaram um padréo de desmineralizacéo interprismatico bastante acentuado.
Esta comparagéo foi apenas ilustrativa, pois ndo se mediu a extenséo da leséo de
carie, bem como, néo se realizou analise estatistica dos dados.

A posi¢cdo dos prismas de esmalte, nas paredes circundantes do
preparo cavitario era perpendicular, que tornou dificil a observagéo da formagéo
da camada hibrida. Porém, nota-se, em maior aumento, que o adesivo SB (Figura
27B) apresenta maior infiltragdo dos mondmeros entre os prismas de esmalte
dental. Isto ocorre porque este sistema necessita de condicionamento com acido
fosforico para remogéo mineral, o que facilita a infiltragéo dos mondmeros, além
de promover formagéc da camada hibrida mais espessa (Perdigdo & Geraldeli,
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2003). A técnica de condicionamento desmineraliza o0 esmalte e a dentina em uma
profundidade de 3 a 7 um (Perdigéo et al., 1996; Hannig et al., 2002). Os trabalhos
mostram uma unido duravel e estavel ao esmalte, porém € uma técnica sensivel
para adesdc a dentina (Tay et al., 1996b; Ferrari & Tay, 2003).

Pode-se observar uma deficiente unido entre o esmalte e o sistema
adesivo autocondicionante de passo Unico OF (Figura 28), que pode ter resultado
em maior exiensdo de carie nesse sistema, como ja discutido anteriormente,
principaimente devido a falta de selamento marginal promovido pelo adesivo. O
pH desse sitema adesivo segundo informacgées do fabricante é aproximadamente
2,8, considerado moderado e para estrutura do esmalte ndo tem um potencial de
ionizagdo para condiciona-lo adequadamente.

Os adesivos SE e PB tiveram um padrdo semelhante (Figura 29),
devido a similar composigdo monomérica para ambos os materiais. Os primers
autocondicionantes sdo amplamente aceitos para adesdo em dentina, mas ainda
existem controvérsias quanto a adesao ao esmalte (Perdigao et al.,, 1997; Ibarra et
al,, 2002; Perdigdo & Geraldeli, 2003). Isto ocorre, principalmente, devido aos
primers autocondicionantes produzirem um padrao desmineralizagio menor que
os sistemas adesivos com condicionamento acido prévio (Perdigéo ef al., 1997,
Hannig et al., 2002). SE e PB primer sdc compostos por um mondmero acido
MDP, responsavel pela simultanea desmineralizacdo e infiltragcdo nos substratos
dentais. O pH destes primers tem sido descrito ser 2,0 (Pashley & Tay, 2001),
enguanto o pH do acido fosférico a 37% € aproximadamente 0,7 (Breschi et al.,
1999). A capacidade do primer autocondicionante em desmineralizar os substratos
dentais é considerada reduzida, quando comparada com solugbes acidas mais
agressivas (Perdigao et al., 1997; Pashley & Tay, 2001; Perdigao & Geraideli,
2003). Quando os adesivos autocondicionantes sao aplicados curtos “tags” de
resina séo formados. Hashimoto ef al. (2003) mostraram uma infiltracdo de 0,6 a
0,7 um no esmalte, utilizando Microscopia eletrénica de transmissao.

Comparando os estudos in situ e in vitro podemos notar uma menor

desmineralizagdo para o estudo /in sifu dos espécimes restaurados. Portanto, a
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cariec pode ser controlada de maneira mais eficiente, quando associada a
presenga de outros fatores, como a saliva, o uso de dentifricios fluoretados
(Murrer et al.,1994; Nobre dos Santos et al., 1998; Cury, 2001; Paes-Leme ef al.,
2004) e ao fluoreto liberado pelo material. Além disso, através do estudo in situy
pode-se avaliar os efeitos dos agentes antibacterianos exercidos pelo brometo e
pelo fluoreto, na presenga de bactérias causadoras da carie dental (Imazato et al.,
1995; 1999; 2000, 2001; 2003a, 2003b; 2004; 2005; Kuramoto et al. 2005).
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7 Conclusoes

De acordo com as condigbes do presente estudo e com base na analise

estatistica aplicada aos resultados obtidos, pode ser concluido que:

No estudo in situ, apés os tratamentos houve uma maior % volume
mineral na primeira profundidade (20pm) para o esmalte adjacente
ao adesivo PB;

Para a MLP, observou-se inibicdo da lesdo de carie na parede
cavitaria para o adesivo PB, entretanto ndo houve completa inibi¢ao
da formacéo da lesdo de carie no estudo in situ. Para o adesivo SE a
lesdo de carie formou-se no esmalie mais préximo a restauracio;

Em MEV houve maior area desmineralizada interprismatica para o
adesivo SE quando comparado ac PB no estudo in sity,

Também no estude in situ, o padrido da interface de unido manteve-
se semelhante por se tfratar de adesivos com a similar composigao
monomerica e pH;

Para o estudo in vitro, a % volume mineral nao apresentou diferensa
estatistica significativa entre todos os adesivos estudados;

Houve maior extensdo da lesdo de carie in vifro para o esmalte
adjacente aos adesivos SB e OF, quando comparados ao adesivo
PB em MLP. Para o esmalte adjacente as restauragées com SE néo
houve diferenc¢a estatistica significativa entre os demais adesivos;

As MEV do estudo in vitro mostram que o esmalte adjacente ao
adesivo PB apresentou menor desmineralizacio entre os prismas de
esmalte quando comparados aos demais adesivos estudados;

Na analise das interfaces de unido in vitro observou-se um padrio de
infiltragéc e camada hibrida mais espessa para ¢ adesivo SB; uma
camada menos espessa para o adesivo de passo uUnico OF e
similaridade para os adesivos SE € PB;
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¢ O adesivo PB que contém fluoreto e brometo em sua composigio
apresentou um desempenho relativamente melhor guando
comparado aos outros adesivos estudados, tanto in vifro quanto in
situ.
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Anexos

Anexo 1

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE QDONTOLOGIA DE PIRACICABA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesiuisa da FOP-UMICAMP certifica que o projeln de pesquisa "Analise da microdureza do esmailte
dental hovino restaurado com sistemas adesivos/compaosito e submetidos a desafios cariog@nicos’, protocolo n® 189/2004, dos
pesguisadores MARCELO GIANNINI e CRISTIANE FRANCO PINTO, satisfaz as exigénrias do Conselho Naoonal de Salde - Ministério da
Saude para ac pasquisas emt seres humanes e foi aprovado por eske comité em 070252005,

The Research Ethics Cormnittee of the Schoo! of Dentictry of Firacicaba - State University of Campinas, cerlify that project
“Micrchardness analysis of filler bovine dental enamel with adhesives fcomposite systems and submitted to a cariogenic
challenge”, register numbar 1892004, of MARCELC GLIANNINT and CRISTIANE FRANCO PINTQ, comply with the recommendabions of
the Mationat Health Council — Ministry of Health of Brazil for researching in human subjects and was approved by Lhis committee at
Q7/0242005,
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;¥ Cinthia Pereira Machade Tabchoury Jacks Jorge Yirior
Secretaria Coardenador
CER/FORINMICAME CEP/FORLINICAMP
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Anhexo 2

Instrugoes aos voluntarios

Analise do esmalte dental bovino ao redor de restauragbées com
sistemas adesivos/composito e submetidos a desafios cariogénicos in vitro

e in situ.

1- O estudo sera dividido em 2 etapas, sendo cada etapa de 14 dias ¢
com um intervalo de 10 dias entre elas.
2- A agua ingerida devera ser necessariamente a de abastecimento

publico de Piracicaba.

3- Durante o periodo do experimento e 10 dias antes de cada etapa,
a pesquisadora vai fornecer dentifricio fluoretado e os voluntarios nao utilizarao

nenhum outro produto contendo fltor.

4- Os dispositivos infra-orais deverdo ser utilizados todos os dias,
inclusive para dormir, exceto durante as refei¢des e higiene oral, sendo que,
nestes periodos, os aparelhos devem ser acondicionados na caixa plastica

fornecida, contendo no seu interior um aigodac umedecido.

5- A escovacdo devera ser iniciada com o aparelho na boca somente
enquanto estiver escovando a face vestibular, ¢ sem aparelhc nas demais.
Deve-se realizar o bochecho final com o aparelho. O voluntario deve se
comprometer a escovar somente com o dentifricio fornecido por nos e trés

vezes ao dia.

6- Sera fornecida solugéo de sacarose 20% em frasco conta-gotas. O
voluntario devera gotejar sacarose oito vezes ao dia sobre as amostras, esperar
5 minutos e coloca-lo na boca. O gotejamento 8X ao dia devera ser feito as
8:00, 9:30, 11:00, 14:00, 156:30, 17:00, 19:00 e 21:00.
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Anexo 3

Termo de Consentimento livre e esclarecido

Nome do voluntario:

As informagdes contidas neste prontuario foram fornecidas por
Cristiane Franco Pinto (aluna de mestrado da area de Dentistica) e Prof. Dr.
Marcelo Giannini (Orientador) objetivando firmar acordo escrito mediante o qual
o voluntario da pesquisa autoriza sua participag@io, com pleno conhecimento da
natureza dos procedimentos ¢ riscos a que se submetera, com a capacidade de

livre arbitrio e sem qualquer coagéo.

1-Titulo do trabalho experimental

Analise do esmalte dental bovino ao redor de restauragdes com
sistemas adesivos/compadsito e submetido a desafios cariogénicos in vifro e in

situ.

2-Objetivo:

O objetivo desse trabalho sera avaliar a utilizacdo de diferentes
sistemas adesivos em superficie de esmalte dental bovino submetido a desafios
cariogénicos.

3- Justificativa:

Atualmente, os sistemas adesivos tém sido modificados para uma
melhora na ades&o aos tecidos dentais, mas pouco se sabe sobre os efeitos dos
adesivos autocondicionante frente a desafios cariogénicos e se os componentes
adicionais nos adesivos sdo eficazes para evitar o desenvolvimento de carie em

regides de interface.
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4- Procedimento da fase experimental:

O estudo in sifu constituira de duas fases de 14 dias, na qual
participardo 14 voluntarios adultos utilizando dispositivos intra-orais contendo
blocos de esmalte bovino.

Os voluntarios serdo divididos em dois grupos de tratamento de 14 dias
cada, os quais utilizardo os dispositivos palatinos contendo 4 blocos de esmalte,
restaurados com sistema adesive Clearfii SE Bond ou com Clearfil Protect
Bond.

Os voluntarios gotejarac uma solugao de sacarose 20% oito vezes ao
dia, simulando o desafio cariogénico. O voluntario sera orientado para colocar
cada gota da solugio exatamente na superficie da tela plastica da amostra,
sem toca-la mantendo o dispositivo no recipiente contendo algodao umedecido,

durante 5 minutos antes de leva-lo a boca.

Todos os voluntarios deverdo escovar os dentes com dentifricio
fluoretado Sorriso Fresh trés vezes ao dia, sendo que para escovar a face
vestibular devem estar com o aparelho e as demais faces sem aparelho. Para o

bochecho final deve estar com o aparelho na boca.

Sera feito um intervalo de 10 dias entre as fases para eliminar possivel
efeito residual dos mesmos. Ao final de 14 dias, as amostras serdo removidas e
entao realizadas as leituras de microdureza do esmaite em profundidade e em

distancia da restauragéo.
5- Desconfortos ou riscos esperados e heneficios

Os voluntarios poderdo apresentar discreta halitose durante o periodo
experimental, o que podera ser atenuado com adequada higiene oral bem como
limpeza do dispositivo. O uso da sacarose sera apenas como gotas sobre os
blocos de esmalte presentes nos dispositivos intra-orais, ndo implicando em
qualquer aumento de carie dental nos voluntarios. O dispositivo intra-oral pode

causar um leve desconforto, que & semelhante ao desconforto causado por um
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aparelho ortoddntico movel. Os voluntarios utilizarao durante o periodo da
pesquisa apenas dentifricio fluoretado. Serdo orientados a realizarem uma methor
higiene bucal e, além disso, eles continuarao ingerindo agua de abastecimento de
Piracicaba, que é fluoretada. Em adigdo, os voluntarios sao altamente
conscientizados por serem estudantes de Odontologia e entenderem a
importancia deste trabalho. O beneficio sera um auxilio indireto, contribuindo para

a realizagao deste projeto e para a ciéncia como um todo.

6- Forma de acompanhamento e assisténcia

Havera acompanhamento quanto ac consumo de aglcar e melhora da
higienizacdo bucal. Os pesquisadores envolvidos na pesquisa estardo a
disposi¢do dos voluntarios para qualquer ajuste no aparelho intra-oral a fim de

minimizar quaiquer desconforto.

7- Garantia de esclarecimentos

O voluntario tem garantia de que recebera resposta a qualquer
pergunta ou esclarecimento de qualquer divida quanto aos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa. Também os
pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informacao atualizada
obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo
continuar participando. Qualquer divida ou problema com o dispositivo intra-oral,
por favor comunicar-se com a maior brevidade possivel.

Tel.: 3412-5340 (Laboratorio de Dentistica)
3412-5338 (Prof. Marcelo)
34135940 (Cristiane}
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8- Retirada do consentimento

O voluntario tem a liberdade de retfirar seu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudc sem prejuizo de ordem pessoal-

profissional com 0s responsaveis com a pesquisa.
9- Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a privacidade dos sujeitos quanto aos

dados confidenciais envolvidos na pesquisa.
10- Formas de ressarcimento

Como a remogdo dos aparethos deve ser feita em jejum, sera

oferecido um café da manha.
11- Formas de indenizagao

Nao ha danos previsiveis decorrentes desta pesquisa.

Eu )
certifico que tendo lido as informagées acima e suficientemente esclarecido(a)

de todos os itens pela aluna de mestrado Cristiane Franco Pinto e Prof. Dr.
Marcelo Giannini, estou plenamente de acordo com a realizagdc do
experimento. Assim, eu autorizo a execugdo do trabalho de pesquisa, exposto

acima, em mim.
Piracicaba, ____ de Abril de 2004,

Nome {por extenso):

Assinatura:

1" via: Instituicao

2" via: Voluntéario
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Anexo 4

Resultados da Porcentagem de Volume Mineral /in situ

Vol. Clearfit SE Bond
1 Profundidades
Dist 20 40 &0 80 100 120 140 160 180 200
60 77,2 91,2 100,1 97,4 100,5 93.8 87,3 92,5 97,1 86,3
160 65,6 88,7 90,9 88,1 96,7 95.8 949 99,2 99,3 95,4
260 68,3 83,9 85,1 93,6 91.6 95,3 93,8 93,4 91,7 94,7
MEDIA 70,6 88,0 935 93,1 96,3 95,0 95,3 95,1 96,1 92,2
2 Profundidades
Dist 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 71,6 754 78,8 825 79.7 76,2 83,5 a7,2 87.6 87.6
160 59,2 86,3 771 79,7 88,6 91,4 87.9 84,6 90,2 90,5
260 56,3 4.6 914 86,7 87.9 91,4 80,2 92,5 93.0 86,7
MEDIA 62,8 82,3 82,7 83,0 85,5 86,7 83,9 58,1 90,3 88,3
3 Profundidades
Dist 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
80 52,3 85,0 86,5 G54 93,7 93,8 93,8 95,8 96,8 91,6
160 68,9 89,4 93,7 96,7 96,8 99,0 94,7 99,7 100,0 946
260 528 78,2 81.8 93,8 95,7 92.5 93,8 87,9 94,0 97,2
MEDIA 58,6 84,4 87,5 95,3 95,4 95,1 94 1 94,6 97.0 4.5
4 Profundidades
Dist 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 62,2 71,9 75,0 75,3 81,3 79,9 84,5 86,7 95,4 94 6
160 56,5 61,8 75,7 79,9 83,3 94,0 91,7 94,1 99,8 95.8
260 47 1 54 8 68,3 70,3 731 731 80,1 821 83,6 90,2
MEDIA 55,3 62,8 73,0 751 82.6 82,3 85,4 88,3 92.9 93,5
5 Profundidades
Dist 20 40 6Q 80 100 120 140 160 180 200
60 57,6 67,0 85,1 85,1 87,8 94.1 96,9 97 4 86,4 96.6
160 48,8 70,4 73,9 80,3 90,4 914 92,1 98.3 94,6 94,9
260 62,6 81,8 85,0 84,6 90,9 89,1 93,0 96.8 .4 94,3
MEDIA 56,7 73,4 81,5 83,4 89,7 21,6 94,1 97,5 94,2 953
6 Profundidades
Dist 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 74,2 90,6 88,0 844 86,7 89,6 86,3 85,6 88,0 28,5
160 72,8 86,3 89,8 87,6 89,0 88,4 91,0 88,1 86.8 88,8
260 68,3 83,1 89.4 87.6 B87.5 88,8 88,4 88,2 89,1 87.3
MEDIA 71,8 86,7 89,1 86,6 87,7 88,0 £8,6 87,3 88.0 88,2




7 Profundidades
Dist 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 67.4 741 81.4 88,3 78,7 86,7 85.6 88,5 91,7 59,0
160 70,1 73,7 76,7 81,5 90,0 93,5 95,4 93,1 96,6 96,0
260 62,7 69,9 78,8 85,4 93,0 93,3 94,2 94,4 93,0 92,0
MEDIA 66,8 72,6 79,0 85,1 87,5 91.3 91,8 92,0 93,8 92.4
8 Profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
80 85.8 81,3 94.0 97.4 97,0 99,4 101,0 102,6 98.7 99,7
160 81,4 89,7 93.4 95,5 99,5 100,2 99.9 100,3 102,9 101.3
260 799 85,5 89.0 93,4 96,9 103,2 1021 100.9 1003 99.9
MEDIA 82.4 88,9 92,2 95,4 97.8 100,9 101,0 101,3 100.7 100,3
9 Profundidades
dist. 20 490 60 80 100 120 140 160 180 200
60 77,1 78,8 83,1 86,7 87,2 92.5 83,5 91.4 879 87,9
160 62,4 68,4 77.9 85,6 87,2 82,6 84,6 84,6 89,0 89.0
260 75,4 82,5 89,0 91,4 89.0 89,0 49,0 86,7 89,0 86,7
MEDIA 72,0 76,9 83,5 83,0 87.8 88,1 85,8 87,6 88,6 87.9
10 Profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 149 160 180 200
60 754 74,3 79,3 91,7 94,3 94,0 96,5 96,8 96,8 96,8
160 45,8 53,3 64,7 73,9 82,5 91,4 96,8 96,8 96,8 96,8
260 64,7 £8,8 73,2 79,3 88,8 96,8 96,8 96,8 96,8 96,8
MEDIA 63,4 66,2 72,7 82,0 88,7 94,1 96,8 96,8 96,8 96.8
11 Profundidades
dist. 20 40 60 30 100 120 140 160 180 200
60 66,8 7.7 80.6 86,2 90,4 87,9 9.0 94,9 93,1 92,7
160 67,1 7.7 78.0 764 81,6 85,4 88,4 95,7 91,8 94.9
260 72,4 77,2 772 78.3 82.8 90,5 90.6 95.7 86,7 87.6
MEDIA 68,8 77,5 78,6 §0.4 85,0 87,9 90,0 95.4 90,5 91,8
12 Profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
&0 65.8 81,2 83,5 84,9 85,6 87.6 87,4 89,3 90,0 89,9
160 79,4 84,3 85,9 93,4 89,9 95,8 94,3 92,0 91,3 91,9
260 77.3 82,7 82.9 854 B9,6 90,3 92,4 93,0 94.6 91,9
MEDIA 74,5 82,7 855 88,0 88,4 91,3 91,4 91,5 92,0 91,9
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13 Profundidades
dist. 20 40 &0 80 100 120 140 160 180 200
§0 63.1 71.9 776 85,5 88.8 90.7 90,8 90,8 47,5 876
160 56,9 64,2 73,5 80,5 8§71 87,6 91,3 94,0 92,0 92 .5
260 68,0 75,8 84,2 90,3 92,2 93.4 95,2 92,5 91,6 92.0
MEDIA 62,9 70,8 78,6 85,6 89.4 90,6 92,5 92,5 90,4 90,7
14 Profundidades
dist. 20 440 80 80 100 120 140 160 180 200
60 £8,1 72,3 78,3 82,8 83,3 86,2 86,5 87.0 88,2 85,9
160 61,1 76,7 80,9 82,5 §2,2 89,2 92,3 86,9 91,3 88,5
260 67.1 74,9 81,6 84,0 88,3 83.1 85,6 86,7 91,3 91,3
MEDIA 66,9 76,9 82,4 85,1 859 88,5 90,5 88,7 89,8 87,2
vol. Clearfil Protect Bond
1 profundidades
dist. 20 A0 60 80 100 120 140 160 180 200
80 93,5 55,2 922 93,0 99,0 93,3 91,6 928 89,4 89,8
160 90,7 94 ¢ 95,5 92,4 89,2 93,2 93,4 95,7 87.1 96,2
260 76.9 88.8 100,0 96,2 99.0 100,2 100,5 97,7 98,5 99,7
MEDIA 85,7 93,9 95,7 93,4 | 954 95,4 95,0 95,2 51,3 941
2 profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 72,3 81.5 86,6 86.8 M6 98,9 99,6 99,7 95,7 96,3
160 75.3 78,7 83.0 88,4 88.4 98,3 97,5 95,4 85,7 95,0
260 71,1 82,2 89,9 95,1 89,9 94,6 95,2 99,6 98,4 96,9
MEDIA 72,3 80,7 86,2 89,8 89,9 97.1 97,2 98,2 96.5 96,0
3 profundidades
gist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 81,0 84,0 84,7 88,9 88,2 87.6 86,8 85.0 84.7 85.2
180 67,1 80,0 79,4 91,3 93,0 92 5 93,3 96,0 92,5 91,0
260 72,9 79,2 88,0 a0.1 951 91,1 89,1 86,4 90,3 85,1
MEDIA 73.1 81,0 838 90,0 91.9 90,3 89,5 88,0 88,9 86,6
4 profundidad
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 71,0 86,4 94,5 99,6 99,3 93,5 94.6 95,2 951 96,9
160 75,5 84,7 96,8 94,8 92,5 95,6 92,5 97,5 97,4 97,4
260 70,9 85,8 87,6 96.6 94,3 96,9 99,6 99,1 98,8 894
MEDIA 70,9 83,9 92,3 95.8 95,3 95,0 95,4 97,2 97,0 §7.8
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5 profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 75.6 87,4 921 91.6 94 4 94,2 94.4 921 88,5 86.4
180 82,6 90,3 84,5 855 88,7 86,8 89,1 90.0 91,2 a0.8
280 78,1 81.0 91,7 92,8 87,9 1.0 87.6 87.9 92 1 94,7
MEDIA 78,3 86,0 89.1 89.7 80,2 90,5 89,9 89.8 90,4 90,2
-] profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 75,4 78.5 85,0 83,4 86,5 98,6 94.0 96,1 98,3 96,0
160 65,6 73,9 77,2 85,6 85,0 92,1 94,2 94,1 93,6 94,9
260 79.5 81.0 83,6 &4,7 87.1 86.5 05,4 98.2 95,4 96,1
MEDIA 72,5 77,4 81,5 84,5 86,1 91,9 94,5 95,4 95,7 956
7 profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 94,0 92,7 92,7 96,8 92,7 93,5 92,2 95,4 91,4 93,5
160 65,6 80,6 87,4 89,7 94.0 95,7 94,0 95,7 95,9 94,6
260 87.9 86,7 88,6 81,7 94.6 56.8 95,7 85,7 95.4 94,0
MEDIA 80,2 86,4 89,5 92,6 93,8 95,3 93,9 95,8 94,2 94,0
8 profundidades
dist. 20 40 80 80 100 120 140 160 180 200
£0 91,4 92,7 92,7 97.7 97,4 1007 98,2 102.9 98,2 98,2
160 87.9 88.3 95.4 96,8 94,0 94,0 95,4 96.8 99,7 99,7
260 87.9 93,2 99,1 98,8 99,7 100.4 101,6 101.6 86,8 96,8
MEDIA 89,0 914 95,7 97.8 97.0 98,2 98,3 100,4 98,2 98,2
g profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 74,8 85,2 87,8 93,1 91,2 92,5 91,3 88,5 88,7 90,5
160 72.6 71,8 82,2 B4 6 87,3 88,2 88,2 89,2 89,2 90,4
260 70,3 80,5 84,6 932 9 89,0 85,3 80,4 89,1 87.3 87,2
MEDIA 72,3 78.7 84,6 89,7 89.1 88.2 89,5 88,9 88.4 89,3
10 profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 76,2 89,0 82,5 81,2 87,9 83.7 774 81,4 83,7 85,4
160 58,8 76,6 B6,7 95 4 88,6 94,8 97.4 91,4 92.5 94,0
260 80.6 88,1 94.0 93,5 92,7 90,2 89,5 96,8 94.0 a7.4
MEDIA 70,3 841 87,5 89.5 89,7 39,3 87,2 89,3 83,8 92,0
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11 profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 74,6 86,8 82,5 86,4 86,3 89,4 92,0 93,9 93.6 94,0
160 75,9 85,9 83,0 84,0 88,0 90,4 94.0 94,8 95,0 94,8
260 77.8 82,9 85,2 87,5 87,9 94,1 94,4 98,6 99,1 98,8
MEDIA 76,0 85,1 83,3 85,7 87,3 91,2 93,4 956 95,7 957
12 profundidades
dist. 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 83.6 89,0 90,4 92,5 929 92.0 9.8 91,8 92,2 92.8
160 77,1 85,7 89,1 89,8 90,7 90,5 92.6 93,8 94.0 94,0
260 78,4 87,9 89,9 92.1 92,1 92.1 94.0 94.0 94,0 94,0
MEDIA 79,3 87,3 89,7 914 91,9 91,5 92,8 93,2 93.4 93,6
13 profundidades
dist. 20 40 80 30 100 120 140 160 180 200
60 83,5 84,2 84,6 82,5 50,9 95,7 92,7 90,2 86,7 87,9
150 77.9 82,5 20,0 78,8 82,9 82,5 88,6 87,9 60,8 94,8
260 77.6 99.7 94.0 96,8 92,7 89,0 ™M,7 86,7 86,7 84,6
MEDIA 79,6 88,1 89,3 85,3 88.6 88,7 90,9 88,2 88,1 88,9
14 prefundidades
dist. 20 4 60 80 100 120 140 160 180 200
60 78,1 78.1 83.5 85,6 9514 89,5 89,7 86,7 89,0 92,7
160 75,4 68,9 76,1 88,6 82,5 93,0 87.0 84.6 84.8 856
260 69,9 77,1 70,9 779 82,1 88,0 91.4 91,4 91.4 91,4
MEDIA 74,3 74,4 76,4 83,7 85,1 90.5 89.3 87,5 88,3 89,8
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Anexo 5

Resultados da Porcentagem de Volume Mineral /n vitro.

Single Bond

bloco 1 10 40 60 8¢ 100 120 140 160 180 200
60 32,4 11,3 11,3 1,3 11,3 81,6 81,8 81,8 81,4 80,6

120 11,3 1,3 11,3 11,3 68,0 68,0 76,2 74.5 75,1 84,6

260 11,3 11,3 11,3 11,3 11,3 68,9 78,4 79,3 84,6 84,6

media 18,3 11,3 11,3 11,3 30,2 72,8 78,8 78,5 80,4 83,3
bloco 2 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 11,3 11,3 11,3 11,3 53,3 62,0 83,6 71,6 90,9 95,1

120 11,3 11,3 11,3 11,3 11,3 69,6 74,3 76,7 87.9 88,1

260 11,3 1.3 11,3 11,3 59,7 65,9 76,7 90,9 96,2 96,2

media 11,3 11,3 11,3 11,3 414 65,8 71,6 79,8 91,7 93,1
bloco 3 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 36,9 11,3 11,3 11,3 11,3 83,1 95,7 1086,6 106,6 106.6

120 11,3 11,3 11,3 11,3 61,6 93,5 96,8 1016 1026 102,9

260 11,3 11,3 11,3 11,3 81,2 88,7 97,7 99.7 1032 i06,3

media 19,8 11,3 11,3 11,3 51,4 88,8 96,7 1027 04,1 05,3
bloco 4 10,0 40.0 60,0 80,0 100,0 120,0 40,0 1640,0 180,0 2000
60 11,3 11,3 11,3 11,3 72,4 83,1 82,2 99,7 104,6 104,86

120 11,3 11,3 11,3 11,3 46,4 63,2 79.5 94.0 104.9 106,3

260 11,3 11,3 11,3 80,6 72,4 86,7 99,1 100,7 104,2 104,2

media 11,3 11,3 11,3 34.4 63,7 77.7 90,3 98,1 104,68 1050
bleco § 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180.0 200,0
60 63,6 11,3 11,3 88,7 90,7 101.0 104,6 108,1 108,1 108,1

120 49,2 11,3 11,3 74,6 /9.0 96,2 97.9 97,9 98 7 09,7
260 11,3 1.3 11,3 62,1 86,7 102,89 103.6 104.6 1046 10486

media 41,4 11,3 11,3 74,5 88,8 100,0 102,0 103,5 1041 104.1
bloco 6 10,0 40,0 §0,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 1800 200,0
60 11,3 11,3 11,3 113 63,6 56,3 714 94,3 92,7 92,7

120 11,3 11,3 1,3 11,3 57,9 51,1 £6,3 86,1 101,0 102,9

260 11.3 11,3 11,3 11,3 60,9 77,1 86,1 91,4 08,2 91,4

media 11,3 11,3 11,3 11,3 60,8 B1,5 74,6 906 97,3 95,7
bloco 7 10,0 40.0 60,0 80,0 100,0 120,0 140.0 1600 1800 200,0
60 325 11,3 11,3 40,3 90,9 101.9 101.9 1048 102.9 102,9

120 36,4 11,3 11,3 34,0 971 97.1 103,6 104,6 104.9 105,2

260 32,0 11,3 1.3 32,9 57.7 92,2 95,4 98,2 101,3 1013

media 33,6 11,3 11,3 357 81,9 97 .1 100,3 1016 103,0 103,1
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bloco 8 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 37,9 11,3 40,3 78.8 91.4 95,7 92,5 92,7 92,7 92,7

120 33.8 42,4 60,9 86.3 852 88,6 96,2 99,7 99.1 100,7

260 42,6 3.7 47,1 82.5 89,0 98,2 100,7 101,3 101.3 102,9

media 281 284 48,5 82.5 88.6 94,2 96,5 87,9 97.7 98,8

bloco 9 10,0 40.0 80,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 $80,0 200,0

60 33.2 11,3 11,3 61.6 84,6 102,9 102,9 99,7 101,3 102,9

120 449 11,3 11,3 53,7 76,6 94,6 101,3 101.3 11,9 1119

260 324 11,3 11,3 11,3 56,3 77,7 99.4 110,7 110.7 111,98

media 36,8 11,3 11,3 422 72,5 91,7 101,2 1039 108,0 108,9

bloce 10 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 1400 160,0 180,0 200,0

&0 29,5 11,3 11,3 29,0 59,3 80,9 91,4 161,29 102,2 102,89

120 40,6 11,3 11,3 11,3 49,9 80,2 83,3 86,7 927 91,4

260 48,4 24,6 30,6 48,0 86,7 94.0 94,0 96,8 96,8 96,8

media 39,5 15,7 17,7 29,8 65,3 88.4 89,6 95,2 97.3 97,0
bloco

média 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 40,1 11,3 40,3 64,1 774 87.4 90,9 96,5 48,7 99,3

120 41,5 424 60,9 65.9 72,6 81,9 88,6 93,0 98,5 99.8

260 39,7 28,5 40,1 64,9 73.7 86.3 93,6 57.8 100.4 100.3

media 40,4 274 47,1 65,0 74.6 85,2 91,0 95,7 99,2 99,8

Clearfil SE Bond

bioco 1 10,0 40,0 60,0 80,0 100.0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 42 6 11,3 11,3 92,2 68,7 76,6 71 74,0 76,6 73,9

120 36,0 44,2 44,5 68.0 69,9 71,8 70,9 68,4 66,5 67,1

260 32,1 34,9 29,2 39,7 61,1 67,9 68,0 73,1 76,2 76,4

media 36,9 301 28,3 66.6 66,5 721 72,0 71,8 73.1 72,4

bloco 2 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 48,5 11,3 11,3 47.4 66,2 69,1 80,6 81,2 86,7 89.0

120 42.0 11,3 39,6 50,5 76,2 92,2 100,0 107.4 1127 1127

260 36,0 11,3 372 64,2 80.8 914 96,8 106.3 1086,3 108,6

media 421 11,3 294 54,0 74,4 84,2 02,5 98,3 101.8 102.8

bicco 3 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 46,7 61,1 75,9 82,7 90,5 95,4 99,7 99,7 85,6 a7,1

120 11,3 11,3 11,3 33,7 78,8 89,0 959 102,9 1029 102,9

260 33,9 11,3 11,3 45,5 84.0 922 99,7 99.7 89,7 59,7

media 32,3 27,9 32,8 54.0 84,4 92,2 98,5 100,8 96,1 9g.g
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bloco & 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
80 52,2 11,3 59,7 45,2 81,4 82,5 94,8 94,8 97,7 97,7

120 1,3 36,1 3,6 427 36,9 63,0 86,1 86,1 36,7 89,7

260 41,5 26,5 256 34,0 52,9 82,5 87,9 90,2 927 93,0

madia 35,0 246 40,6 406 §7.1 76,0 89,6 90,4 92.4 93,5
bloco 5 10,0 40,0 80,0 80,0 00,0 420,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 29,8 30,2 26,0 28,0 28,7 52,7 72,8 85,6 88,6 93,2

120 345 39,5 11,3 57,5 69,3 87.9 87.9 109.9 1182 1182

260 418 31.8 249 36,4 38,9 70,3 95.4 100,7 11,3 101,3

media 38,7 338 20,8 49,0 45,6 70,3 85,4 98,7 102.7 104,2
bloco 6 19,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
80 47,9 11,3 11,3 47,9 78,3 89,0 98,2 98,2 101,3 101.3

120 84,6 96,2 96,2 1022 102,6 106,3 106,6 106,6 106,6 1077

260 40,1 11,3 11,3 73,6 94,0 96,2 98,2 101,3 102,9 102,98

media 57,5 39,6 39,6 74,6 91,6 97,2 101,0 102,1 1036 104,0
hioge 7 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
80 38,2 1.3 11,3 59,7 90,7 97.7 100,4 1007 1010 102.9

120 38,3 11,3 11,3 55,3 89,0 102,9 107.0 101,3 102,2 105,6

260 457 11,3 27.8 66,3 93,2 99,7 94,0 101,3 102,2 106,3

media 40,7 11,3 16,8 80,4 91,0 1001 100,5 1011 101,8 104,9
bloco 8 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 33,2 11,3 40,6 50,7 80,1 82,5 89,0 98,2 98,2 102,9

120 44.4 11,3 38,0 53,3 63,6 70,9 77.1 85,6 96,8 100.7

260 41,7 31,0 39,5 51,4 636 | 68,3 74,8 91.4 95.9 97,7

media 39,8 17,9 39.4 54,8 69,1 73,9 80,3 91,8 97,0 1004
bloco 9 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 32,2 11,3 57,1 55,5 89,6 75,4 72,8 73,0 73,1 73,9

120 32,7 55,8 61,3 6,3 60,6 58,9 61,9 68,7 85,2 50,1
250 35,5 1.3 35,5 46,4 44,5 52,9 63,6 724 72,4 771

media 33,4 26,1 51,3 56,1 58,2 65,7 66,1 71,3 76,9 77,0
bloco 10 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
80 36,8 847 78,8 77.4 92,2 95,7 93,2 94,0 94,0 96,8

120 57,3 69,6 70,4 78.8 95,1 95,4 95,1 98,2 100,7 101,0

260 11,3 11,3 11,3 50,5 74,3 02,7 | 81,4 87,9 90,9 914

media 35,2 485 53,5 68,9 87,2 94,6 89.9 93,4 95,2 96,4
média 10,0 40,0 80,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 42,5 35,2 49.0 62,9 77.1 82,9 88,6 90,6 90,8 93,5

120 457 50,1 51,9 64,2 76,7 86,2 90,2 94,8 99,0 99,8

260 38,1 23,9 28,7 52,8 71,7 83,0 87,0 93,2 94.8 95,9
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Clearfil Protect Bond

bloco 1 10 40 60 80 100 120 140 160 180 200
60 1,3 13 13 36,9 37,2 61,8 81,6 87.9 84.6 89,0

120 11,3 1,3 113 431 60,2 78,8 94,0 08,2 98,2 86,1

260 11,3 11,3 1.3 415 55,7 65,9 91,4 99,7 87,9 87,9

media 11,3 11,3 1,3 40,5 51,1 68.8 89,0 95,3 90,2 87,7
bloco 2 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 FTR 1.3 1,3 1.3 72.4 92,7 92,7 97 .4 97.7 1013

120 35,2 11,3 1,3 53,7 77,8 119 1029 102,9 102,9 102,9

260 33,1 39,2 54,5 84,6 94,0 96,8 96,8 100,4 100.4 100.4

media 39,8 20,6 257 49,9 81,4 100,5 97,5 100,2 100,3 101,5
bloco 3 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 395 11,3 1.3 59,2 96,8 01,9 102,2 104,2 104,6 1046

120 29,1 11,3 11,3 46,9 78.4 98,2 104,2 104,2 104,2 104,2

760 28,2 1,3 11,3 1.3 62,6 102,9 1042 1046 1081 1056

nedia 32,3 1.3 1.3 39,2 79,3 101,0 103,6 1043 1056 1048
soco 4 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 34,2 11,3 60.0 92,7 102.9 1019 101,3 1029 106.3 109.9

120 11,3 11,3 55,7 86,7 99,1 1016 1063 106 6 1066 1099

260 37,9 32,6 44.6 75,7 86,7 92,7 99,7 106,3 106,3 108,3

nedia 27.8 18,4 53,4 85,1 96.3 98,8 102,4 105,3 106.4 108,7
Joco 5 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 71,6 11,3 344 69.6 86,7 92,7 96,8 96,8 96,8 06,8

120 49,8 49,3 57.3 69,6 84.6 89,7 98,2 100,4 100,7 101,0

260 45.0 1.3 1,3 47,4 65,3 80,6 89,0 98,2 102,9 1028

nedia 55,5 24,0 34.4 62,2 78.9 87,7 94,7 98,5 100,1 100,2
Hoce & 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 2000
60 44.0 34,8 46.3 55,5 487 457 51,1 63,6 60,6 80,6

120 52,0 32,9 34,4 36,0 38,0 467 60,9 65,9 70,9 81,6

260 1,3 32,8 35,3 37,6 453 51,7 62,6 66,5 68,3 80,6

nedia 35,8 33,5 38,7 43,0 44,0 48,0 58,2 65,3 66,6 74,3
foco 7 10,0 40,0 60,0] 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 109,9 11,3 1,3 11,3 1,3 1M7.3 80,6 89,3 96,8 106.3

120 11,3 11,3 1,3 62,3 84,6 85,9 93,2 102,9 104,6 1081

260 11,3 88,3 11,3 53,3 57.6 70,5 84,2 92,2 98,8 105.6

nedia 44,2 37.0 11,3 42,3 51,2 a1,2 86,0 94.8 100,1 106.7
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bloco 8 10,0 40,0 60,0 0,0 100,0 120,0 140,0 180,0 180,0 200,0
60 39,8 47,2 1,3 1,3 1,3 52,0 52,0 67,9 70,1 71,6
120 36,7 11,3 11,3 11,3 38,6 33,8 39,2 73.2 856 91,4
260 37,1 11,3 11,3 11,3 42,6 33,6 37,3 37,5 39,5 48,9
media 37.9 23,3 11,3 11,3 30,8 39,8 42,8 £9.5 65,1 70.6
bloco 9 10,0 40,0 80,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 42,2 1.3 11,3 50,2 543 68,3 72,4 77.9 86,1 827
120 36,7 113 36,4 54,0 68,3 77,6 859 BB.6 90,9 59,7
260 462 11,3 32,9 65,3 80,6 87.0 92,7 101,3 101,3 1013
media 417 11,3 26,9 56,5 68,1 77,6 83,6 89,3 9z.8 97,9
bloco 10 10,0 40,0 60,0] 80,0 100,0 120,0 140,0 1so,o[ 180,0 200,0[
60 11,3 11,3 11,3 56,1 63,6 50,7 76,2 85,9 03,21 102,83
120 11,3 11,3 1.3 85,7 61,9 76,2 86,7 95,7 96,8 99,7
280 11,3 1.3 11,3 450 54,0 62,3 64,4 84,6 846 87,9
media 11,3 1.3 11,3 52,3 59,9 66,1 75,8 88,7 915 96,8
bloco média 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 54,2 24,9 31,6 54,3 67.7 83,3 82,9 88,5 90,9 950
120 34,4 25,1 34,2 56,2 72,3 83,7 89,8 94,9 96,8 98,9
260 337 38,9 31,3 54,0 66,9 71,7 85,0 91,8 92,4 94,5
media 40,8 29,6 32,4 54,8 69,0 81,6 85,9 91,7 93,4 96,1
- One-Up Bond F
bloco 1 10 40 60} &0 100 120 140 480 180 200
60 11,3 11,3 11,3 58,4 74,9 85,6 73,9 754 79,3 81,6
120 11,3 113 11,3 53,8 484 76,6 88,3 88,3 88,3 88,3
260 11,3 11,3 11,3 74.3 81,2 90,2 86,7 90,2 90,5 90,5
media 11,3 11,3 11,3 62,2 | 68,2 84,1 83,0 84,7 86,0 86,8
bloco 2 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
60 11,3 11,3 11,3 438 57,1 734 80,6 80,6 93,2 940
120 1,3 11,3 11,3 113 35,8 70,8 80,6 835 84,6 86,0
280 1,3 11,3 11,3 51,4 48,1 60,2 89,6 89.7 90,2 92,0
media 11,3 11,3 11,3 35,5 47,0 68,1 76,9 84,6 89,3 91.7_
hloco 3 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 1200 140,0 160,0 180,0 200,0
60 75,4 11,3 11,3 56,3 78,8 90,2 98,7 104.6 104,6 1046
120 41,1 11,3 32,6 40,8 59,7 B4,0 87,9 102.9 101,3 1074
260 41,3 11,3 34,6 60,7 72,4 87,0 96,8 02,9 106,3 106,3
media 52,6 11,3 26,2 52,6 70,3 87,0 94,8 103,5 104,0 106,1
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bloco 4 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 124,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 118,2 11,3 58,4 75,4 89,3 101,3 103,9 103,29 106,3 106,3

120 34.8 11,3 11,3 749 85,2 98,8 101,9 107,0 106,3 106,3

260 34,4 1,3 55,9 84,6 95,4 100,0 101,3 100,7 103,6 1046

media 62,5 11,3 41,9 78,3 90,0 100,1 102 .4 1063,9 105,4 108,7

bloco § 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 330 11,3 11.3 99.7 104.6 108,1 108.1 1081 1081 108,1

120 11,3 11,3 11,3 83,5 101,9 102,9 107 .4 109,% 109.9 109,9

260 38,0 11,3 11,3 86,7 109,98 109, 1098 116,0 1138 116,0

media 275 11,3 11,3 90,0 105,5 1070 108,56 1113 110,6 111,3

bloco 6 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 53,3 58,8 58,8 59,7 70,0 68,3 70,9 771 86,6 85,6

120 58,4 64,7 64,2 64,7 70,9 73,9 76,2 80,6 90,2 90,2

260 48,5 55,7 64,2 63,6 70,9 75.4 80,1 87,9 89,7 96,8

media 53,4 59,8 62 4 62,7 70,6 72,5 757 81,8 88,5 90,9

bleco 7 10,0 40,0 60,0 80,0 100.0 120,0 1400 160,0 180,0 200,0

60 4,6 38,0 40,8 80.6 84.6 89,7 89.7 94,0 96,8 96,8

120 37,2 38,7 81,6 86,7 93,2 927 92,7 92,7 96,8 99,7

260 40,3 50,2 80,6 80,6 88,0 96,8 101,0 1016 102.9 1029

media 39,4 42,3 67.7 82,7 83.9 93,1 94,5 96,1 98,8 95,8

hoco 8 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 130,0 200,0

80 11,3 11,3 11,3 11,3 33,2 62,1 81,6 94,0 91,4 91,4

120 11,3 11.3 11,3 11,3 29,6 43,0 67.1 89,0 83,5 89,0

260 11,3 259 32,4 44,0 57.7 69,6 85,6 89,0 87,9 91,4

media 11,3 16,2 18,3 22,2 40,2 58,2 78,1 90,7 87,6 90.6

bloco 9 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 1600 180,0 200,0

60 41,0 11,3 11,3 52,2 58,4 62,1 66,5 74,3 76,2 74,6

120 336 11,3 41,3 46,0 61,0 55.9 54,8 68,4 60,7 7090

260 11,3 11,3 113 52,9 490 60,2 57,5 48,7 64,2 64,7

media 2886 11,3 21,3 50,3 56,1 59,4 59,6 63,8 67.0 69,8

bloco 10 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

80 38,9 27.8 11.3 11,3 77A 90,5 98,2 9,7 1046 104,68

120 11,3 11,3 11.3 11.3 571 62,0 95.4 95,7 98,2 98,2

260 28,3 1.3 11.3 34 47,7 62,0 72,7 86.1 92,5 54,0

media 26,2 16,8 11,3 18,0 60,6 71,5 88,8 93.8 98,4 98,9
bloco

média 10,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

60 56,3 29,3 44 62,3 75,6 84,7 88,6 92,1 95,3 95,5

120 33,3 30,3 41,4 57,9 68,9 78,6 86,8 92,7 93,1 95,6

260 32,9 30,5 43,8 65,9 75,5 83,2 87,7 93,0 95,2 96,9

media 40,8 30.0 309 62,0 733 82,2 87.7 92.6 94,5 98,0
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Anexo 6

Resultados da Microscopia de luz Polarizada /n situ

Clearfil SE Bond

vol.  amostra 1 2 3 4 5 média
1 l 2 19,40 [ 16,41 } 0,00 | 0,00 0,00 7,16
3 9 81,27 76,25 65,68 42,45 41,81 61,49
10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 64,17 47,76 0,00 0,00 0,00 22,39
4 13 9226 97,30 20,89 0,00 40,32 50,15
5 19 16,41 11,94 7.46 597 1,49 8,65
20 47,78 26,90 34,32 0,00 0,00 21,80
6 21 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00
22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
23 34,32 40,29 35,85 0,00 0,00 22,09
9 35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 37 17.91 19,46 10,44 0,00 0,00 9,56
11 43 28,35 29,99 46,26 40,32 0,00 28,98
12 45 29,88 40,30 49,95 50,83 0,00 34,05
13 50 0,00 0,00 7.46 9.07 597 4,50
14 0 0 0 1] 0 0 0

Clearfil Protect Bond

vol  amostra 1 2 3 4 5 média
2 5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 2,08 5.97 7,60 0,00 0,00 3,31
3 10 14,99 11,94 43,28 28,39 25,37 2479
12 140 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28
4 14 0,00 0,00 26,86 34,36 0,00 12,24
15 22,38 0,00 2,98 55,24 49,25 25,97
5 18 0,00 0,00 0,00 597 0,00 1,19
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
6 22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
23 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 0.00
7 25 10,44 13,50 8,95 10,44 0,00 8,67
27 43,28 32,83 41,70 38,80 34,32 38,19
9 34 21,10 0.00 0,00 0,00 0,00 4,22
10 37 37,31 40,29 43,28 16,41 28,90 33,24
1 41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
42 0,00 48,89 49,25 0,00 0,00 19,63
13 50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
51 17,07 24,06 0,00 0,00 0,00 8,41
49 49,26 37,30 25,30 0,00 0,00 22,37
14 53 19,40 28,50 38,80 26,06 35,30 29,61
54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Clearfil SE Bond

Clearfil Protect Bond

vol. meédia vol. média

1 7,16 2 1,65

3 27,95 3 12,53

4 50,15 4 191

5 15,22 5 0,59

6 7,36 6 [t}

9 0,00 7 23,42

10 9,56 9 4,22

11 28,98 10 33,2

12 34,05 11 5.8
13 4,50 13 10,25

14 0,00 14 14,8
média geral 16,81 média geral 11,78
desvio padrio 16,23 desvio padrig 10,43
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Anexo 7

Resultados da Microscopia de Luz Polarizada /n vitro

One-up Bond F

amostras 1 2 3 4 5 MEDIA
1 79,10 86,57 80,60 01,04 85,09 84,48
2 35,82 37,31 44,78 41,79 46,27 41,19
3 67,43 58,38 81,44 88,11 83,80 75,83
4 41,79 28,36 81,44 88,11 83.80 64,70
5 96,09 103,26 ! 100,00 | 102,98 104,47 101,36
6 55,22 50,75 49 25 49 25 4179 49,25
7 56,72 53,73 52,24 58,21 59,70 56,12
8 46,27 44 80 34,36 46,27 53,73 45,09
9 82,00 88,07 90,21 81,53 68,75 8213
10 46,27 44 80 34,38 4627 53,73 45,09
11 26,91 28,40 4328 40,30 25,42 32,86
12 102,95 98,51 82,09 77,61 70,15 86,27
média 63,70
desvio
padrido 21,88
Single Bond
amostras 1 2 3 4 5 MEDIA
1 88,06| 104 4% 105,97 98,52 103,03 100,01
2 40,30} 41,79 52,24 59,70 59,70 50,75
3 53,73 43,31 43,28 58,21 59,70 51,65
4 31,34| 34,33 35,82 38,83 40,30 36,12
5 97,01 | 109,00 113,44 105,90 104,49 106,97
6 5823| 8210 58,21 55,22 62,97 63,35
7 50,77 53,75 58,75 50,75 652,32 53,27
meédia 65,87
desv pad 26,63
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Clearfil Protect Bond

amostras 1 2 3 4 5 MEDIA
1 7910 | 67,16 | 52,24 22,39 10,45 46,27
2 53,73 | 4327 | 52,32 40,33 4627 47,18
3 48,13 | 39,26 | 35,13 40,30 48,59 40,71
4 0,00 | 46,27 | 67,18 62,69 44,78 44,18
5 0,00 | 0,00 | 19,40 79,12 76,12 34,93
6 55,30 | 47,76 | 46,27 43,28 43,28 47,18
7 4478 | 37,31 | 34,33 32 84 38,81 37,61
8 31,38 | 26,87 | 58,29 54 25 63,13 46,78
9 4488 | 40,30 | 41,79 40,30 34,33 40,32
10 40,30 | 4328 | 40,30 4328 44,78 42,39
11 53,73 | 40,30 | 40,30 40,30 46,27 44,18
12 0,00 | 0,00 | 19,40 79,12 76,12 34,93
13 41,79 | 38,81 | 40,30 41,79 46,27 41,79
média 42,19
Desv pad 4,36
Clearfil SE Bond
amostras 1 2 3 4 5 MEDIA
1 64,18 7164 67,16 67,16 68,66 87,76
2 80,60 | 68,66 58,74 67,16 67,16 68,06
3 44,78 | 40,30 40,30 37,31 34,33 39,40
4 76,12 | 59,72 61,21 4478 49,25 58,22
5 46,27 | 44,80 46,29 4478 52,24 46,87
6 7767 | 67,18 32,84 43,28 41,79 52,55
7 62,69 | 59,70 49 34 38,81 37,31 49,57
8 52,24 | 80,61 55,24 55,24 62,69 61,20
9 4776 | 44,78 47,76 47,76 44,80 46,57
10 41,79 | 4328 37,31 46,27 4478 42,69
média 53,29
desv pad 10,11
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Anexo 8

Andiise Estatistica da % Volume Mineral /n situ

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

adesive 2 12

dist 3 123

profund 10 1234567885 10

n 14 1234567891011 12 13 14
Number of observations 840

Dependent Variable: mineral

sum of

Source OF Squares Mean Sguare E Value Pr » F
Model 137 54633.61157 398.78549 19.21 <. 0001
Error 702 14570.64443 20.70580

Corrected Total 839 69204,25600

R-Sgquars Coeff var Root M3E mineral Mean
0.783455 5.188321 4,555B65 87.81000

Source )y Type I 35 Mean Sguare F Value Fr > F
adesivo 1 2448.72576 2448.72576 117.98 <. 0001
adesivo*n 26 10881.70824 418.52724 20.16 <. 0001
dist 2 121.84164 60.52082 2,94 0.0538
adesivo*dist 2 183.17B74 91.583837 4.41 0.0125
adesivo*dist*n 52 3062.99162 58.90368 2.84 <.0001
profund 9 34690,70124 3854.53223¢6 185.71 <.0001
adesivo*profund 9 2268.75757 252.08417 12.15 <.0001
dist*profund 18 790.57526 43.92085 2.12 0.0045
adesivo*dist*profund 18 185.13150 10.28508 9.50 00,9606
Source DF Type II1 38 Mean Square F Value Pr > F
adesivo 1 2448.72576 2448.72576 117.98 <.0001
adesivo*n 26 10881,.70824 41B.52724 20.16 <.0001
dist 2 121,84164 60.92082 2.94 0.0538
adesivo*dist Z 153.17874 91.58937 4,41 0.0125
adesivo*dist*n 52 3002.99162 58.80368 2.84 <.0001
profund ] 34650.70124 2854.52236 185.71 <.0001
adesivo*profund 49 2Z268.75757 252.08417 12.15 <.0001
dist*profund 18 T40,57526 43.92085 2.12 0.0045
adesivordist*profund 18 185.13150 10.28508 0.50 0.9606
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2005

i/J
10
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
0.1139
0.5898

0.5899

36

Tests of Hypotheses Using the Type III MS for adesivo*n as an Error Term
Source DF Type IIT 53 Mean Square F Value Pr > F
adesivo 1 2448,725762 2448.725762 5.85 0.022¢9
Dependent Variable: mineral

Tests of Hypotheses Using the Type III M3 for adesive*dist*n as an Error Term

Source bF Type III 885 Mean Square F Value Fr > F
dist 2 121.8416428 60.9208214 1.03 0.3627
adesivo*dist 2 183.1787381 891.5893690 1.55 0.2209
0B: 46 Wednesday, November 23,
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey
mineral LSMEAN
adesivo preofund LSMEBAN Number
1 1 66.5190476 1
1 2 T7.5547619 2
1 3 82.6023810 3
1 4 B5.9357143 [
1 5 88.9785714 5
1 3 90.6619048 3
1 7 91.123095 ki
1 g 92.4630476 g
1 9 892.9380952 8
1 10 82,2428571 10
2 1 TV.4476190 11
2 2 84,5642857 12
2 3 87.7428571 13
2 4 90.2738085 14
2 5 90.91980476 15
2 5 92.2761905 16
2 7 92.B238095 17
2 g 893.2238095 18
z 9 92.6904762 13
2 10 893.2113048 20
Least Squares Means for effect adesivorprofund
Pr > |t| for HO: L3Mean(i)=LSMean({j)
Dependent Variable: mineral
i 2 3 4 5 3] 7 g 9
<.0001 <.0001 <,0001 <.0001 <.0001 <. 0001 <. 0001 <.0001
<.0001 <, 0001 <.Do01 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <,0001
<.0001 <.0001 0.093% <.0001 <.0001 <. 0001 <.0001 <.0001
<0001 <.0001 0.0935 0.2033 0.0004 <.0001 <.,0001 <.0001
<. 0001 <.0001 <.0001 0.2033 0.9797 0.8248 0.0580 0.0112
<. 0001 <, 0001 <.0001 0.0004 0.8797% 1.0000 0.9583 0.7413
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.B248 1.0000 0.9986 0.9567
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<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

0.0038

0.5335

0.8560

1.0000

1.0000
10
1.0000

<.0001
12
<.0001
12
<. 0001
14
0.2594
i5
0.729%

1.0000
17
1.0000

1.0000
19
1.0000
20

L0001

L0001

.00g1
.pool

L0001

.0001

L0001

L0001

.0001

.0001

.0l

L0001

.0001

11

L0001

L0000

.0001

-0001

L0001

L0001

L0001

.boo1

.0001

L0001

L0001

.0001

.0001

L0001

L0001

L0001

.0001

.0001

L0001

L0001

L0001

.0001
L0000

L0001

L0001

.oool

.0001

.0001

0001

L0001

L0001

L0001

12

.pool

L0001

.8123

.9982

L0017

.0001

-0001

L0001

-0001

L0001

.0001

.1440

L0001

L0001

L0001

.0o01

.0001

-0001

L0001

L0001

L0001

L0001
L0001

L5123

.0001

L0001

L0001

L0001

.Qoo1

L0001

.gool

L0001

13

.0001

L0001

L0001

.9583

L9996

L2706

L0812

.0004

L0001

.o012

L0001

L1440

.5485

.14489

.0010

L0001

L0001

L0001

.o0001

<. 0001

<.0001

<.0001
<.0001

0.9982

(.5583

0.0024

0.0001

<.0001

<,0001

<.0001

<.0001

<.0001

14

<.0001

<.0001

<.0001

0.0024

0.9882

1.0000

1.0000

0.7947

0.4445

0.909%6

<.0001

<.0001

0.5485

1.0000

0.8961

0.5335

0.252¢6

0.6379

0.2594

0.

0.

0.
<.

0.

0.

0580

0112

1139
0001

0017

8986

.59992

L9201

.1037

L1772

L0036

.0278

.0038

15

.0001

0001

L0001

.0001

L9201

L0000

.pooo

L9918

.8890

. 9988

L0001

.0001

.1449

L0000

.9985

. 9321

1212

L9657

L7297

132

. 9583

L7413

.9898
L0001

L0001

.2706

.oooo

.0000

.89872

L8150

.5241

. 8847

L5235

16

.0001

L0001

L0001

.0001

L1037

. 9872

L9958

L0000

L0000

.0ooo

L0001

-000L

.0010

L8961

.9985

L0000

L0000

L0000

L0000

0.9%86

0.9567

0.9999
<.0001

<.0001

0.0812

1.0000

1.0000

0.9998

0.9775

0.8497

0.9309

0.8560

17

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

0.0172

0.8150

0.9775

L.0000

1.0000

1.0000

<. 0001

<.0001

<.0001

0.5335

0.5321

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

L0000

L0000
L0001l

L0001

L0004

.71947

L5919

.0000

.0ooc

L0000

.0000

L0000

18

L0001

L0001

L0001

.0001

L0036

L5241

.B4a97

. 0000

L0000

L0000

L0001

.0001

.0001

.2526

7212

L0000

L0000

.00oo

L0000

1.0000

1.0000
<.0001

<,0001
<.0001
0.4449
0.8850
1.6000
1.0000
1.0000
1.0060

1.0000

19

<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
0.0278
0.8B847
0,.9909
1.0000
1.0000
1.6000
<.0001
<.0001
0.0001
0.6379
0.9657
1.0000
i.0000

1.0000

1.0000



Least Squares Means

adesivo*profund Effect Sliced by adesive for mineral

adesivo

1
z

Sum of
DF Sguares Mean Sguare F Value
9 27220 3024.419389 145.71
9 9739.684310 1082.187146 52.14

Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

Fr » F

<.0001
<, 0001

Standard Errors and Probabilities Calculated Using the Type IITI MS for adesivo*n as an

Error Term

10

0.0006
0.1818
0.7992
0.9942
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000

1.0000

L6113

.0988

L0180

L0037

.0015

L0011

L0005

.0004

.6113

.98%¢

L9203

5555

L3327

L2819

L1654

-1352

mineral LSMEAN
adesivo profund LSMEAN Humber
1 1 66.51580476 1
1 2 77.5547619 2
1 3 82.6023810 3
1 4 85.9357143 4
1 5 88.9785714 5
1 <1 90.66192048 6
i 7 891.1238095 7
1 g 82.4650476 8
1 9 92.93B0952 ]
1 10 92.2428571 10
2 1 77.44761890 11
2 2 84.5642857 12
2 3 87.7428571 13
2 4 90.2738085 14
2 5 90.913047¢6 15
2 & 92.2761905 i6
2 7 92 .8238085 17
2 8 83.2238095 1B
2 ) 92.6804762 18
2 10 93.2115%048 20

Least Squares Means for effect adesivo*profund
Pr > |t] for HO: LSMean({i)=L3Mean{j}

Dependent Variable: mineral

3 4 5 6 7
0.0988 0.01%0 0.0037 0.0015 0.0011
0.999%6 0.9203 0.5555 0.3327 0.2819

1.0000¢ 0.9935 0.5410 0.809%
1.0000 1.0000 0.9998 0.9994
0.9835 1.0000 1.0000 1.0000
0.9410 0.99¢98 1.0000 1.0000

0.5035 0.599%4 1.0000 1.0000
0.7715 0.9915 1.0000 1.0000 1.0000

0.7089 0.5830 1.0000 1.0000 1.0000
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0.0005

0.1654

0.%7115

0.58815

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

0.0004

0.1352

0.7089

0.9430

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000



L0006
. 6267

L0384

LGoe2

L0018

L0013

L0006

L0004

.0004

.G0os5

.0004

11

.B267

L0000

L9995

L3124

L5402

.3204

L2708

.1580

L1290

L1739

.9801

L7154

L3661

L2922

1715

.1356

L1136

L1437

L1142

.1814
L0000

.9B2E

L1299

L3794

.3038

L1793

L1421

L1192

.1505

L1198

12

L0384

L9828

.0ooo

L0000

.598985

. 9960

.98912

L9496

.8208

.9605

.5801

.0000

.8981

L9937

L8590

. 9286

.85989

L8371

.BG998

0.78692
0.9995

1.0000

0.9995

0.9%608

0.9%247

0.7953

0.7254

0.6703

0.7431

0.6720

13

0.0072

0.7289

0.938395

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

0.9338

0.5994

0.9399

0,7154

1.0000

1.0000

1.0000

0.933%9

0.9996

0.9989

0.9997

0.9988

9942
L9124

L0000

L0000

L0000

L9997

L9939

L9855

L9752

.5881

L8755

14

.0018

L3794

.9608

L0000

.0000

L0000

.oogo

.0000

L0000

.0goo

L3661

.58981

L0000

.0000

L0000

L0000

L0000

L0000

L0000

1.0000
0.5402

0.9999
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000

1.0000

13

0.0013
0.3038
0.9%247
0.9597
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
0.2922
0.5937
1, 0000

1.0000

1.004Q0
1.0000
1.0000
1.0000

1.0000
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1.0000
0.3204

0.93960

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

18

0.0006
0.1793
0.7853
0.9935
1.0000
1.0000
1.0000
1.0040
1.0000
1.0000
0.1715
0.9590
0.9339
1.0000

1.0000

1.0000
1.0000
1.0000

1.0000

L0000
L2708

L9912

. 0000

.pooan

L0000

L0000

L0000

L0000

.0ono

.ooo0o

17

L0004

L1421

L7254

.9855

L0000

.0000

L0000

L0000

.0000

.0000

.1356

L9286

L9996

L0000

.0oug

L0000

.0000

L0000

. 3000

. 0000
L1580

. 5496

.9998

L0000

L0000

L0000

L0000

.0000

.Qooo

L0000

iB

L0004

L1192

L6703

.9752

.0000

L0600

L3000

L0000

L0000

.0000

L1136

.g989

.9989

.0ooo

.00oo

L0000

L0000

-0000

.0000

.go0o
L1290

L9208
.99%4
L0000
. 0000
. 0000
L0000
L0000
L0000

L0000

19

L0005
L1505
L7431
L9881
N
.0o0C
.o000
L0000
L0000
L0000
L1437
L9371
. 9997
.0000
L0000
L0000
L0000

. 0000

.oo00



Least Sguares Means

adesivo*profund Effect Sliced by profund for mineral

Sum of
profund oF Squares Mean Sguars F Value Pr » F
1 1 2508.107143 2508.107143 5.99 0.0214
2 1 1031.801905 1031.801905 2.41 0.1285
3 1 554.914405 554.914405 1.33 0.2600
4 1 385.200476 395.200476 0.94 0.3401
5 1 79.074405 79.074405 0.15 0.6674
6 1 54.,724286 54.72428¢6 0.13 0.7206
ki 1 60.680000 60.680000 0.15 0.7064
B 1 11.562876 11.962976 0.03 0.8671
] 1 1.287619 1,.287619 .00 0.8562
10 1 19.720119 19,.720119 0.05 0.8289

Ieast Squares Means
Rdjustment for Multiple Comparisons: Tukey

mineral LSMEAN
dist profund LSMEAN Number
1 1 T4.6285714 1
1 2 82.7642857 2
1 3 §95.8607143 3
1 4 88.6678571 4
1 5 90.1678571 5
1 b 91.2678571 [
1 7 51.1178571 7
1 8 82 ,1500000 B
1 ] 91.8000000 g
1 10 81.4392857 i0
2 1 63.7964286 11l
2 2 79.0642857 12
2 3 83.6571429 13
2 4 86.6892857 14
2 5 895.2714286 15
2 6 91.4607143 16
2 7 92.2928571 i7
2 8 93.2250000 ig
2 El 93.6357143 19
2 10 93,7178571 20
3 1 T1.5250000 21
3 2 Bl.3500000 22
3 3 86.0000000 23
3 L] 88.3571429 24
3 5 890.4071429 25
3 6 91.6785714 26
3 7 92.5107143 27
3 3 893.1642857 28
3 9 93.0071429 20
3 10 93.0250000 30
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Least Squares Means
adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

Least Sguares Means for effect dist*profund
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean{j}

Dependent Variable: mineral

A

(=T

1 2 3 4 5 6 7 8 9
L0001 <.0001 L0001 <, 0001 L0001 .0001 <.0001 L0001
L0001 0.74385 L0006 < 000% L0001 L0001 <, 0001 L0001
L0001 L7495 .B8%06 0.1025 .0038 L0063 0.0001 L0005
L0001 .aone 0.8906 1.0000 L8512 L9763 0.4974 L7281
.00l L0001 0.1025 .0000 L0000 L0000 0.9890 L0000
.o0001 .0o0l1 0.0038 .9512 1.0000 .ooopo 1.0000 L0000
.0ool L0001 0.0063 L9763 1.0000 .0000 1.0000 .0o00
L0001 L0001 0.0001 L4974 0.9830 L0000 L0000 .0goo
L0001 L0001 0.0005 L7281 1.0000 .0000 L0000 1.0000
L0001 L0001 G.0020 L9035 1.0000 .0ooo .0000 1.0000 L0000
.0245 , 0001 <.0001 L0001 <, 0001 L0001 .0001 <.0001 L0001
L0742 L3586 <.0001 L0001 <,0001 .0001 L0001 <.0001 .00l
L0001 L0000 0.99486 L0141 «<,0001 L0001 .0001 <. 0001 L0001
L0001 .2384 1.0000 .9991 (G.4588 L0507 .0756 0.0031 L0103
L0002 L0001 0.5456 .0000 1.0000 .5989 L9597 0.8617 L5649
.0001 L0001 0.0019 .8959 1.0000 L0000 L0000 1.0000 L0000
.booy L0001 <.0001 .4044 0,93%70 .oon .0000 1.0000 L3000
L0001 L0001 <.0001 .0538 0.7721 L9982 L9973 1.0000 .0goo
.0001 L0001 <.0001 .0162 0.507%0 .58848 .9667 1.0000 .9998
L0001 L0001 <.0001 L0125 0.4525 . 9763 L9512 1.0000 .9995
L7453 .Gool <.0001 .0001 <. 0001 L0001 L0001 <. 0001 .0g0l
L0001 .00e0 0.0609 L0001 <.0001 L0001 .0go1 <.0001 L0001
.0001 L6627 1.0000 -9350 0.1423 L0061 L0100 0.0002 L0008
L0001 .0002 0.7495 L0000 1.0000 . 9893 L9960 0.6303 .8767
L0001 L0001 0.0554 .9%59 1.0000 .0000 Q000 0.99599 .0ogo
.0001 L0001 g.oo0e8 L7877 1.0000 L0000 .0000 1.0000 L0000
L0001 L0001 <.0001 L2789 0.9870 L0000 L0000 1.0000 L0000
L0001 L0001 <. 0001 L0633 0.8052 . 9996 . 95884 1.0000 . G000
L0001 .0001 <.0001 .0947 ¢.8781 .58988 L9906 1.0000 .0000
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dist*profund Effect Sliced by dist for mineral

Sum of
dist DF Squares Mean Sguare F Value br > F
1 9 7834.939143 870.548754 41,54 <.0001
2 9 15411 1712.368893 g2.50 <.0001
3 9 12235 1359.446369 65.50 <, 0001
Level of Level of = —--ro—————— mineral-----------
dist profund N Mean S5td Dev
1 1 29 T4.6285714 10.00854860
1 2 28 82.,7642857 7.9270850
i 3 Z8 B5.8607143 5.8675877
i1 4 28 #8.6678571 &6.0615396
1 5 28 90.1678571 5.7323031
1 6 28 891.2678571 5.6087929
1 7 28 61,1178571 5.5291B54
i 8 28 92.1500000 5.2146872
1 9 28 $1.8000000 4.,4409709
1 10 28 91.4392857 4,31348B78
2 1 28 69.7964286 10.5401694
Z 2 28 79.0642857 9.8BB4974
2 3 28 B3.6571429 8.1075835
2 4 28 86.6892857 6.4244521
2 5 28 £9.2714286 4.6427049
2 6 28 81.4607143 4.8319415
2 7 28 92.2928571 3.8236159
2 8 28 83.2250000 4.6438829
2 9 28 93.6357143 4,4408219
2 10 28 93.7178571 3.4768071
3 1 28 71.5250000 §,5057731
3 2 z8 81.3500000 §.2328835
3 3 28 86.0000000 7.5370689
3 4 28 88.9571429 6.7286248
3 5 28 90.407142¢9 5.3977312
3 3 28 51.67B5714 5.8505053
3 1 28 892.5107143 5.4257506
3 B 28 93.1642857 5.1335852
3 9 28 93.0071429 4.2277679
3 10 28 93.0250000 4.6801096
Level of Level of 0 0———-—-—-—-—= mineral-—-------—--
adesivo profund N Mean 5td Dev
1 1 42 £6.5190476 9.28306189
1 2 42 T7.5547618 9_28852209
i 3 42 82.6023810 T.42154044
1 4 42 #5.9357143 6.60187783
1 5 42 88.9785714 S.83661845
1 [ 42 50.6619048 5.857899%14
1 7 42 91.1238095 5.45410159
i B 42 82.4690476 5.05136968
i 9 42 92.9380852 4_45836853
1 1q 42 92,2428571 4.11677%64
2 1 42 T7.4476190 T.71176605
2 2 42 84.5642857% 6.61140262
2 3 47 g7.7428571 6.15586743
2 4 42 93.27380095 5.48163495
2 5 4z 890.9190476 4.4176054%
2 6 42 92.2761905 4.67535362
2 7 42 $2.8238095 4.38138020
2 8 42 93.223B0895 4.91467735
2 g 42 92.6504762 4.36185290
i 10 42 93.2115048 4.36718374
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Mean

£8.9000000
78.7642857
§3.7357143
B7.4000000
BB.2142857
BS.4571429
90.3571429
92.0357143
92.5142857
91.0500000
64,7357143
76.4928571
B1.1500000
B4.4000000
8%.6285714
91.8285714
51.5285714
83.3857143
94.4428571
93.6357143
65.9214286
77.4071429
82.921428%6
86.0071429
89.0828571
90.7000000
91.0857143
91.9857143
91.8571425
892.0428571
80.3571429
86.7642857
87.9857143
B89.9357143
92.1214286
93.0785714
091.8785714
92.2642857
91.0857143
81.B2B5714
74.8571429
81.6357143
86.1642857
BB.9785714
BB.9142857
81.0928571
92.6571429
93.0642857
92.8285714
93.8000000
17.,1285714
85.2928571
89.0785714
91.9071429
91.7214286
92.6571429
93.9357143
94.3428571
94.157142%
94.0071429
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Std Dev

.162068¢6
. 9674923
.7610431
.2076875
.4788243
.0813352
.8835774
.8743610
.2639558
.3778727
. 9639046
.6360480
.8672041
.0246818
.5287262
.0077522
.5616172
L 4766437
.B419186
.6337324
.2636742
. 3948379
. 7533671
. 6875849
.B137058
.8454364
.0878008
L0361550
.1440809
.1733061
.7840779
.7068929
.3041764
8577506
.2486520
.6143886
.2566703
.7175314
. 6563203
.3762345
. 71346978
.3107515
.6600540
.0087890
.7317468
. 8085604
.2984179
.8393924
. 0139044
.4478533
8501057
.0680074
.2085610
. 5284529
.7950581
.7082112
. 4392666
.1361036
.1353475
.0987878



Anexo 9

Andlise estatistica Microscopia de luz Polarizada in situ
Teste-F: duas amostras para variincias

Variavel Variavel

1 2

Média 16,81273 11,77818
Variancia 263,5284 108,7588
Observagdes 11 1"
gl 10 10
F 2,423055

P(F<=f) uni-

caudal 0,089462

F critico uni-

caudal 2,97824

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias
equivalentes

Variavel Variavel

1 2
Media 16,81273 11,77818
Variancia 263,5284 108,7588
Observagdes 11 11
Variancia agrupada 186,1436
Hipotese da diferenga de média 0
gl 20
Stat t 0,865401
P(T<=t) uni-caudal 0,19854
t critico uni-caudal 1,724718
P(T<=t) bi-caudal 0,397081
t critico bi-caudal 2,085962
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Anexo 10

Andlise Estatistica da % volume mineral in vitro

Class Level Information

Class Levels Values

adesivo L] 1234

dist 3 123

profund 10 123456789310

n 10 1234567828510
Wumber of observations 1200

Dependent Variable: mineral

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 227 1178196.726 5190.294 25.34 <.0001
Error 972 199054.382 204,788

Corrected Total 1199 1377251.108

R-Square Coeff Var Root MSE mineral Mean
0.855470 22,15414 14.31043 64,59483

Source DE Type I 58 Mean Sdguare F Value Fr > F
adesivo 3 7138.1152 23793717 11.62 <.0001
adesivo*n 36 1254074741 34B83.5409 17.01 <.0001
dist 2 190.7993 95.399¢6 0.47 0.6277
adesivo*dist 3 3943.2873 657.2145 3.21 0.0040
adesivo*dist#n 72 29780.1941 413.6138 2.02 <, 0001
profund 9 982518.3506 1092168.7056 533.08 <.0001
adesivo*profund 27 18716.8674 693.2173 3.38 <.0001
dist*profund 18 4170.3886 231.6883 1.13 0.3151
adesivo*dist*profund 54 6331.2486 117,.2453 0.57 0.9944
Source DF Type III 53 Mean Sgquare F vValue Pr » F
adesivo 3 F138.1152 23793717 11.62 <.0001
adesivo*n 36 125407.4741 3483.5408 17.01 <. 0001
dist 2 190.79383 95.398% 0,47 0.6277
adesivo*dist 6 3943.2873 657.2145 3.21 0.0040
adesivo*dist*n 72 28780.1941 413.6138 2,02 <, 0001
profund 3 9B2518.3506 1091668.7056 533.08 <.0001
adesivo*profund 27 16716.8674 693.2173 3.39 <. 0001
dist*profund 14 4170.3896 231.6883 1.13 0.3151
adesivo*dist*profund 54 6331.248B6 117.2453 0.57 0.9944
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Tests of Hypotheses Using the Type III M8 for adesivo*nm as an Error Term

Source LF Type III 35 Mean Sguare F Value Fr > F
adesivo 3 7138.115233 2379.371744 0,68 0.5682
G

Dependent Variable:; mineral

Tests of Hypotheses Using the Type III M3 for adesivo*dist*n as an Error Term

Source DF Type III 55 Mean Sgquare F Valus Fr > F
dist 2 190.799267 95,399633 0.23 0.7946
adesivo*dist g 3943.287267 657.214544 1.5%9 0.1628

Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

mineral LSMERN
adesivo profund LSMEARN Humber
1 1 26.1500000 1
1 2 13.4600000 2
1 3 14.7900000 3
1 4 34.4300000 [
i 5 64.4566667 5
1 6 B83.7966667 &
1 7 89.4966667 7
1 8 85 1666667 8
1 9 88 _8100000 g
1 10 899_4333333 10
2 1 35.1700000 11
2 2 27.1233333 12
2 3 35.2466667 13
2 4 57.0000000 14
2 5 72.5233333 15
2 3 82.6333333 16
2 7 87.5633333 17
2 8 91.9600000 18
2 ] 94 ,0600000 1%
2 io 95.4466667 20
3 1 33.7433333 21
3 2 20.1900000 22
3 3 23.5500000 23
3 4 48,2133333 24
3 5 64,0733333 25
3 6 77.9466667 26
3 7 B3.7666667 27
3 8 60.1233333 28
3 9 91.B8766667 29
3 10 94.9233333 30
4 1 32.3966667 31
4 2 20.2800000 32
L] 3 2B.3266667 33
4 4 55.4400000 34
4 5 69.7366667 35
4 [ 80.1066667 36
[ 7 26.2200000 37
4 il 91._4166667 38
[ 2 83_58666R7 338
4 10 85.1600000 40
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Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

Least Squares Means for effect adesivo*profund
Pr > it{ for HO: LSMean{i)=LSMean(i}

Dependent Variable: mineral

1/3 1 2 3 4 5 6 7 8 g

10

1 0.,2061 0.4572 0.8713 <._0001 <.0001 <. 0001 <.0001 <,0001
<. 0001

2 G.2061 1.0000 <,0001 <, 0001 <,0001 <.0001 <, 0001 <,.0001
<.0001

3 0.4572 1.4a000 <. 0001 <. 0001 <. 0001 <. 0001 <. 0001 <.0001
<.0001

4 0.9713 <.0001 <.0OC1 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
<,0001

g <. 0001 <.,0001 <. 0001 <. 0001 00001 <. 0001 <.{0001 <. 0001
<.0001

43 <. 0001 <.0001 <. 0001 <. 0001 0.0001 1.0000 0.45540 0.0279
0.0l46

7 <, 0001 <. 0001 <. 0001 <.0001 <.,0001 1.0000 1.0000 0.8772
0.7732

g <0001 <.0001 <. 0001 <.0001 <. 0o0l 0.4550 1.0000 1.0000
1.0000

9 <. 0001 <.Q001 <,.0001 <.0001 <. 0001 0.0279 0.a772 1.0000
1.0000

10 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.01ae 0.7732 1.0000 1.0000
11 0.1621 <. 0001 <.0001 1.0000 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

12 1.0000 2.0871 0.2623 0.9962 <.0001 <.0001 <.000L <,0001 <,0001
13 0.9049 <.0001 <.0001 1.0000 <.0001 <.0001 <. 0001 <.0001 <.0001
14 <.0001 <.0001 <.0001 <. 0001 0.9846 <. 0001 <.0001 <.0001 <.0001
15 <.,0001 <.0001 <.0001 <.0001 06.9805 0.4764 0.0032 <.0001 <.0001
16 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0007 1.0000 (.998% 0.2297 0.0081
17 <.0001 <.0001 <. 0001 <.0001 <.0001 1.0000 1.0000 0.9824 G.4828
18 <.0001 <, 0001 <.0001 <.0001 <. 0001 0.9767 1.0000 1.6000 0.9589
19 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.7064 1.0000 1.0000 1.0000
20 <.0001 <.0001 <.,0001 <.0001 <.0001 0.3938 1.0000 1.0000 1.4000
21 0.9926 <.0001 0.0003 1.0000 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
22 0.9589 0.9992 1.0000 0.0586 <.0001 <. 0001 <.0001 <.0001 <. 0001
23 1.0000 0.7427 3.9392 0.5673 <,0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
24 <.0001 <.0001 <.0001 0.0877 0.0075 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
25 <.0001 <.0001 <.{0001 <.0001 1.0000 <.0001 <, 0001 <.0001 <.0001
26 <.0001 <. 0001 <.0001 <.0001 0.1121 1.0000 0.4153 0.0024 <. 0001
27 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0002 1.0000 1.0000 0.4483 0.0271
28 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.99398 1.0000 1.0000 0.9453

29 <. 0001 <.0001 <.0001 <. 0001 <.0001 0.2800 1.0000 1.0000 0.9986
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<.0001
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0.9930
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<.0001
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<.0001
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<.0001
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<.0001
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adesivo*profund Effect Sliced by adesive for mineral

Sum of
adesivo DF Squares Mean Square F Value Fr » F
1 9 351711 39079 150.83 <.0001
2 ] 188569 21063 102.85 <.0001
3 g 231234 25683 125. 46 <.0001
4 9 228722 25414 124,10 <, 0001
The GLM Procedure

Level of Level of =00 —emmemm———ee mineral----—-=————-

adesivo profund 2] Mean Std Dev

1 1 30 26.1500000 15.5119031

1 2 340 13.4600000 6.9982559

1 3 30 14.7900000 11.3697830

1 4 30 34.4300000 28.8642739

1 5 30 64.4566667 25.5742554

1 6 30 83.7966667 14.8026205

1 ki 30 §9.4866667 12.0515411

1 8 30 495,1666667 10.1786354

1 9 30 98.8100000 8.4855394

1 10 30 59,4333333 8.0886184

2 1 30 39.1700000 13.7228013

2 2 30 27.1233333 22_.6317245%

2 3 30 35.246€6667 23.8758532

2 4 30 57.0000000 17.7382501

2 5 30 72.5233333 18.6102434

2 6 30 82.6333333 14,4981172

2 7 30 87.5633333 12.8399023

2 8 30 91.9600000 12.4990648

Z E] 30 94.0600000 12.3010681

2 10 30 95.4466667 12.3169279

3 1 30 33,7433333 21.6808575

3 2 30 20.1800000 17.6205278

3 3 30 23.5500000 17.5156039

3 4 30 48.2133333 23.4738141

3 5 30 64,0733333 23.7351033

3 3 30 77.9466667 22.8715262

3 7 30 83.7660667 20.0842765

3 8 30 90.1233333 16.5285281

3 9 30 891,B766667 16.0344048

3 10 30 94,%233333 14.5375538

4 1 30 32.3966667 23.7869202

4 2 30 20.2800000 16.7354960

4 3 30 28.3266667 23.8238063

4 4 30 55.4400000 25.6520968

4 5 30 69.7366667 21.4127980

4 3 30 80.1066667 17.4524168

4 ki 30 §6.2200000 15.211211%8

4 B8 30 91.4166667 14.1719023

4 9 30 93.5866667 12.7537346

[ 10 30 85.1600000 11.9851887
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Level of Level of Level of e —— mineral--------- --=

adesivo dist profund N Mean Std pev
1 1 1 10 29.990000 16.0227234
1 1 2 10 11.300000 0.0000000
1 1 3 10 131,300000 0.0000000
1 1 4 10 35.290000 30.1304368
1 1 5] 10 62.880000 30.4794211
1 1 6 10 BS.B50000 16.2465854
1 1 7 10 89.800000 13.6482803
1 1 8 10 95.830000 11.3B35212
1 1 9 10 98 ,340000 8.5183723
1 i 10 10 48.910000 B.5024768
1 2 1 10 26.140000 16.1859473
1 2 2 10 14.410000 9.8346835
1 2 3 10 16.260000 15.6848972
1 2 4 10 31.640000 29.4538886
1 2 5 10 64,300000 25.,1058647
i 2 6 10 80.210000 16.3075613
1 2 7 10 87.54000Q0 13.1359727
1 2 El 10 82.,310000 10.7382442
i1 2 g 19 97.4880000 10.4200448
1 2 10 10 99,370000 8.6570524
1 3 1 10 22.320000 14.9643874
1 3 2 10 14.870000 7.2990182
1 3 3 10 16.810000 12.2498481
1 3 4 14q 36.360000 29.9285471
1 3 S 10 66190000 23.2818217
1 3 3] 10 85.330000 12.4324888
1 3 7 10 §1.150000 10.0881944
1 3 B8 10 97.360000 g.6085487
1 3 9 10 100.110000 6.9271527
1 3 10 14d 100.020000 7.9302235
2 1 1 10 41,810000 6.B8555655
i 1 2 10 23.510000 21.5972452
2 1 3 10 3B.330000 27.7648479
2 1 4 10 55370000 19.8649915
2 1 5 10 74. 640000 1B.7056R54
2 1 [3 10 81.660000 13.9829420
2 1 7 10 87.860000 11.0776251
2 1 8 10 89.540000 10.6659583
2 1 9 10 90. 240000 9,8320805
2 1 10 10 92 _BFQ000 10.8716808
2 2 1 10 39.240000 21.2285029
2 2 2 10 38.660000 2%.04812886
i 2 3 10 42.050000 27.8812671
2 2 4 10 60.6830000 19.3951340
2 2 5 10 74.,200000 18.9111372
2 2 6 10 84830000 15.182156%
2 2 7 10 88.850000 15.1018947
2 2 B 10 83.510000 15.5180504
2 2 ] i0 897.850000 15.0259960
2 2 10 10 98.300000 15.3685827
2 3 1 10 36.460000 8.6558790
2 3 2 10 19,200000 10.3535878
2 3 3 10 25.360000 10.8369943
2 3 4 10 50.800000 13.3348332
2 3 5 10 68.730000 19.6052176
2 3 & 10 81.410000 15.5948318
2 3 7 10 B85.980000 13.2560091
2 3 ] 10 $2.430000 11.8901500
2 3 9 10 54, 050G000 11.459%1303
2 3 10 10 495,170000 10.8594212
3 1 1 10 44.,490000 28.6479183
3 1 2 10 17.240000 12.8591¢£88
3 1 3 10 21.980000 1B8.225976¢6
3 1 4 10 45.410000 27.5148223
3 1 ] 19 58.520000 374478316
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79.400000
80.690000
87,380000
B%,680000
93. 570000
28.,470000
17.260000
25.160000
51.930000
69.260000
80.,040000
87.150000
93,.860000
96.140000
48.4€0000
2B8.270000
26.070000
23.510000
47.,300000
64.440000
74.400000
83.460000
89.130000
B2,R10000
92.740000
43,430000
20.370000
23.710000
54.870000
72.800000
83,130000
87.310000
91.170000
94.610000
94.760000
26,160000
19.380000
28,750000
48.,430000
64.280000
76._060000
853,230000
91.800000
91.580000
94.,800000
27.600000
21,080000
32,520000
63.020000
72,130000
81.130000
86.120000
91.280000
94.170000
85,920000

24.7435738
18.4981350
13.9598472
14.6991156
15.982492395
16.2241966
13.1459498
19.2353379%
20.1609661
15.9240893
24,0584104
21.3467276
13.8801377
11.0187920

9.2668106
15.4342368
24.5895664
16.7559243
24.2278077
17.3527583
21.75596948
21.8762276
21.6306393
21,4148157
17.6449615
33,2503651
16.3935658
20.5610887
28.00285%0
19.7525807
l6.0081264
14.7009788
13.1689914
11.4979660
11.4713363
17.0574324
18.1029648
25.9254554
29.6061543
23.7635548
19.1691998
15.8859752
12.7360381
14,1283635
12.0199834
14.91389345
37.4460725
26.2781616
ig.46155%8
21.740%010
1g.1166621
16.4666532
17.6431164
132.7075040
13.65958008



Anexo 11

Andlise estatistica da Microscopia de Luz Polarizada iz vitro

The GLM Procedure

Clags Level Information

Class Levels values
adesivo 4 1231
Number of observations 42

The GLM Procedure

Dependent Variable: compr2

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 0.00032831 0.00010944 4,72 0.0067
Error 38 0.00088023 0.00002316
Corrected Total 11 0.00120853

B-Sguare Coeff var Root MSE compr? Mean

0.271657 24.14265 0.004813 0.018935
Source DF Type I 88 Mean Square F Value Pr » F
adesivo 3 0.00032831 0.00010944 4.72 0.0067
Source [ Type IIT 55 Mean Square F Value Pr > F
adesive 3 0.00032831 0.00010944 4,72 0.0067

The GLM Procedurs
Tukey's Studentized Range {HSD)} Test for compr?

NOTE: This test controls the Type I experimentwise error rate,

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 38
Error Mean Square 0.000023

Critical Value of Studentized Range 3.79925

Comparisons significant at the 0.05 lewvel are indicated by **+*.

Difference
adesivo Between Simultanecus 95%
Comparison Means Confidence Limits
4 -2 0.004574 -0.000864 0.010013
4 -3 0.006343 0.001167 0.011519 **=*
4 -1 0.006702 0.000641 0.012764 ***
2 - 4 -0.004574 -0.010013 0.0008¢64
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