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Resumo

A carie dentdria € uma das doencas mais prevalentes na populagao mundial sendo o seu
tratamento um dos procedimentos mais comuns em Medicina Dentaria. Atualmente, o
material restaurador mais utilizado € uma resina composta que, pela sua viscosidade, nao
possibilita a adesao direta a estrutura dentaria e, por isso, € imperativa a utilizagao de um
sistema adesivo intermedidrio. O procedimento envolvido neste tipo de restauragdes €
tecnicamente muito sensivel e a durabilidade da interface criada pelo sistema adesivo entre
a resina composta e o dente continua a ser foco de estudo na dentisteria.

O objetivo da presente investigagao centra-se no estudo da interface adesiva criada entre
dois tipos de substrato dentinario (sao e afetado) e o material restaurador por intermédio
de um sistema adesivo universal (Futurabond M+), segundo as suas duas estratégias de
aplicagao (etch-and-rinse — ER e self-etch — SE). Para tal, pretendem-se avaliar os graus de
conversao (DC) do sistema adesivo e de desmineraliza¢ao (DD) da dentina, com recurso a
Espectroscopia de p-Raman, e a qualidade da interface adesiva através de Microscopia
Eletrénica de Varrimento (MEV). As andlises foram realizadas em espécimes 24 horas ap0os
o procedimento restaurador e, noutros, apds 6 meses.

Os resultados indicaram diferengas na interface adesiva criada entre os dois tipos de
substrato dentindrio e o material restaurador tendo sido estas estatisticamente significativas
(p<0,004) nos espécimes de substrato afetado com 6 M de envelhecimento, apds o
procedimento restaurador. Quanto aos valores médios obtidos para o DD, verificaram-se
valores superiores associados a estratégia ER; os valores médios para o DC foram elevados
(DC=78%) e transversais ao tipo de substrato dentinario, estratégia de aplicacdo do sistema
adesivo e periodo de envelhecimento, tendo-se medido valores mais baixos perto da
dentina e mais altos junto do sistema adesivo. As imagens obtidas por MEV foram coerentes

com os resultados obtidos pela técnica de Espetroscopia p-Raman.

Palavras-chave: dentisteria; dentina afetada; grau de conversdao; grau de
desmineralizagao; Espetroscopia p-Raman; MEV.
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Abstract

Caries are one of the most prevalent diseases in the world population being their
restoration one of the most common procedures in Dentistry. Nowadays, the material most
often used for this purpose is a resin composite that due to its viscosity cannot adhere
directly to the tooth and an intermediate adhesive system is mandatory. The restorative
procedure is technically very sensitive and the durability of the interface created by the
adhesive between the composite and the tooth substrate remains focus of study.

The purpose of this project is to study the adhesive interface created between two types
of dentin (sound and affected) and the restorative material by a universal adhesive system
(Futurabond M+), according to its two application approaches (etch-and-rinse - ER and self-
etch - SE). To fulfil this purpose, we intend to evaluate the degree of conversion (DC) of the
adhesive system and the degree of demineralization (DD) of the dentin, using p-Raman
Spectroscopy, and the quality of the adhesive interface by Scanning Electron Microscopy
(SEM). Analyses were performed in specimens 24 hours after the restorative procedure and,
in others, 6 months later.

The results showed differences in the adhesive interface created between the two types
of dentin and the restorative material having been statistically significant (p<0.004) in the
affected substrate specimens with 6 months aging, after the restorative procedure. The
average values obtained for DD associated with the ER approach were, in overall, higher;
the average values obtained for DC were high (DC>78%) and transverse to the type of
dentin, the adhesive system application approach and aging periods, having been
measured lower values close to the dentin and higher close to the adhesive system. SEM
images were consistent with the results obtained by the p-Raman Spectroscopy technique.

Keywords: dentistry; caries affected dentin; degree of conversion; degree of
demineralization; p-Raman spectroscopy; SEM.
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1. Introducao

A cérie dentdria é uma patologia de origem bacteriana, muito prevalente na populagao
mundial, que conduz a destruicdo parcial ou total do dente [1]. Paralelamente, tem-se
verificado uma crescente preocupagao relacionada com a estética dentdria, pois os dentes
constituem uma pega fundamental na aparéncia individual [2]. O tratamento de dentes
cariados é realizado através da remogao do tecido infetado e posterior restauracao com
materiais que substituem a estrutura dentdria perdida. Atualmente, o material mais
utilizado para esse fim € de natureza polimérica, mais concretamente uma resina composta
[1][3]. Uma vez que, pela sua viscosidade e hidrofobia, este material nao tem a capacidade
de adesao direta a estrutura dentdria, torna-se imperativa a utilizagdo de um sistema
adesivo que, por um lado, infiltre a estrutura dentdria promovendo microretencao
mecanica e, por outro, copolimerize com o material restaurador suprajacente, aquando da
ativagao da reacgao de polimerizagao [3].

Genericamente, existem dois tipos de sistemas adesivos: os etch-and-rinse — ER — (de
condicionamento independente) e self-etch — SE — (autocondicionantes). Recentemente
surgiram sistemas adesivos universais passiveis de serem aplicados segundo ambas as
estratégias. Segundo a estratégia ER, o substrato é condicionado com um 4&cido,
normalmente acido ortofosfdrico 35-37%, previamente a aplicacdo do sistema adesivo
propriamente dito. Este acido promove a remocao do componente mineral do substrato
para posterior impregnacao do sistema adesivo nos espagos criados; ao passo que, segundo
a estratégia SE, a desmineraliza¢do ocorre em simultaneo com a penetracao do sistema
adesivo, uma vez que nao existe um condicionamento independente, sendo o componente
acidico parte constituinte do sistema adesivo [3][4].

A restauracdo com uma resina composta € um procedimento tecnicamente muito
sensivel. Também a durabilidade e a estabilidade da interface criada pelo adesivo, entre a
resina composta e o dente, continua a ser objeto de estudo frequente na investigagao em
Medicina Dentdaria. Sabe-se que ao longo do tempo é frequente ocorrer degradagao da
interface, com possivel desenvolvimento de cérie secunddria e consequente falha da
restauragao [3]. Uma forma de avaliar a qualidade da interface é através do seu grau de
conversao — DC' — que representa a quantidade de monomero que se liga em cadeia

aquando da polimerizagdo (conversao de ligagao C=C para ligagao C-C). A existéncia de

1 Do inglés Degree of Conversion



1. INTRODUCAO

monomero livre pds-polimerizagao pode conduzir a sua eluigao com consequente prejuizo
das propriedades mecanicas, fisicas e quimicas da interface adesiva. Assim, quanto maior
o valor de DC, maior a estabilidade dessa interface e, consequentemente, da restauragao no
seu todo [5][6]. Por outro lado, o grau de desmineralizacao — DD? — torna possivel avaliar a
profundidade da desmineralizagao e a capacidade de impregnagao do sistema adesivo
através da dentina [7].

A adesao em Medicina Dentdria pode ser realizada sobre varios substratos, mas o
esmalte e a dentina sdo os mais frequentemente envolvidos [8]. Num cendrio clinico, o
tratamento da carie dentinaria consiste na remocao da dentina infetada, normalmente com
meios mecanicos, resultando numa cavidade onde muitas vezes a base é dentina afetada,
com carateristicas morfologicas, quimicas e fisicas diferentes da dentina sa [9].

Este trabalho revela-se importante e inovador no sentido em que vem aprofundar os
estudos de Espetroscopia p-Raman no processo de adesao dentinaria, vem validar a
metodologia em tecido dentinario afetado e testa um sistema adesivo universal recente
(Futurabond M+, Voco, Cuxhaven, Alemanha), que podera vir a simplificar o procedimento
de adesao a estrutura dentindria. Deste modo, recorrendo as técnicas de Espetroscopia -
Raman e Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV), a presente investigagao pretende
analisar a qualidade da interface entre a dentina e o material restaurador através da

determinacao do DC, do DD da dentina e da andlise ultramorfoldgica dessa interface.

1.1 Contextualizacao no ambito da Engenharia Biomédica

A Engenharia Biomédica ¢ uma drea polivalente capaz de aplicar principios relacionados
com os campos da ciéncia, da engenharia e da tecnologia a fim de analisar e resolver
problemas centrados na drea da medicina [10][11].

Tendo em conta a epidemiologia da cdrie dentdria e a sua restauragao, torna-se
fundamental que se desenvolvam sistemas adesivos cada vez mais simples e rapidos de
usar, mas ao mesmo tempo, com bom desempenho clinico ao longo do tempo [8]. No
presente trabalho de investigacdo, tomando partido das informagdes obtidas com as
técnicas analiticas de Espetroscopia p-Raman e de MEV pretende-se avaliar, in vitro, o
desempenho de um sistema adesivo utilizado frequentemente na restauragao de dentes
cariados. Neste sentido, o cruzamento dos conhecimentos da Engenharia Biomédica com a

Medicina Dentaria manifesta-se ser uma mais valia para ambas as areas.

2 Do inglés Degree of Demineralization
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1. INTRODUCAO

1.2 Objetivos

1.2.1 Gerais

O objetivo principal do presente trabalho de investigacao ¢ o estudo da interface adesiva
criada entre dois tipos de substrato dentinario e o material restaurador por intermédio de
um sistema adesivo universal segundo as suas duas estratégias de aplicacdo. Para tal,
pretende-se avaliar a qualidade da interface dentina-adesivo através do grau de conversao
(DC) do sistema adesivo ao longo da interface e do grau de desmineralizagdo (DD) da
dentina, com recurso a técnica de Espetroscopia p-Raman. E também objetivo do trabalho
analisar a morfologia das interfaces adesivas através da interpretagao das imagens obtidas
por MEV.

1.2.2 Especificos

1. Determinar os DC e DD de forma a avaliar a qualidade da adesao;
2. Fazer o tratamento estatistico dos resultados e inferir possiveis implicagoes dos

resultados do ponto de vista clinico;






2. A Adesao Dentaria

2.1 O Dente

A denticao humana definitiva é composta por trinta e dois dentes, distribuidos
igualmente por duas arcadas (superior/maxilar e inferior/mandibula) e quatro quadrantes.
Cada quadrante é constituido por trés dentes molares (primeiro, segundo e terceiro), dois

pré-molares (primeiro e segundo), um canino e dois incisivos (central e lateral) [12][13].

2.1.1 Constituicao do Dente

Anatomicamente, cada dente é composto por duas partes distintas: a coroa e a raiz. A
primeira é constituida por esmalte (mais externamente), dentina corondria e polpa (no
centro), ao passo que a segunda € constituida por cemento (mais externamente), dentina
radicular e polpa radicular (Figura 2. 1). O esmalte representa o tecido mais mineralizado e
duro do corpo humano com mais de 96% de matéria inorganica sob a forma de cristais de
hidroxiapatite, que constituem uma estrutura com um grande nimero de unidades
prismaticas complexamente organizada [12]. A dentina é um tecido histologicamente mais
complexo que o esmalte, de estrutura tubular (tdbulos dentindrios), e constitui a maior
parte da estrutura dentdria, desempenhando um papel fulcral na protegao da polpa e
sustentacdo do esmalte [14]. A polpa é formada por tecido conjuntivo altamente
vascularizado e inervado que nutre a dentina, concede-lhe sensibilidade e possui a
capacidade de produzir novo tecido dentindrio. Na zona mais periférica da polpa
encontram-se 0s odontoblastos (células responsaveis pela sintese da dentina) e os seus
prolongamentos avangam pelo interior dos tibulos dentindrios. A dentina e a polpa, por se
encontrarem intimamente relacionadas topografica, embriolégica e funcionalmente,
constituem o complexo dentino-pulpar. Finalmente, o cemento, juntamente com o
ligamento periodontal, o osso alveolar e a gengiva compdem e periodonto, que confere
sustentagao e protecao ao dente [15][16][13].

Os dentes estao implantados na margem dos ossos do maxilar e da mandibula, em
cavidades O0sseas denominadas de alvéolos. A fixacao da raiz do dente no osso alveolar é

mediada por fibras de colagénio que constituem o ligamento periodontal [17][13].



2. A ADESAO DENTARIA

Esmalte

Coroa < Dentina

Polpa

Gengiva
Osso Alveolar
Cemento

Raiz < Vasos Sanguineos

Ligamento Periodontal

Canais Laterais

Nervo

Figura 2. 1 — Imagem ilustrativa da anatomia do dente (adaptado de [18]).

2.1.2 Dentina

2.1.2.1 Composigdo e Formagdo

A dentina é um tecido conjuntivo avascular especializado e mineralizado que
compreende cerca de 45-50% de componente mineral, 30% de componente organico,
sobretudo fibras de colagénio do tipo I (e em muito menor quantidade tipo Il e V) e 20-25%
de 4gua [14][16][19]. A porc¢ao mineralizada (inorganica) € composta por fosfato de célcio —
apatite carbonatada na dentina natural — e contém quantidades vestigiais de outros fosfatos,
sulfatos e elementos como Na, Sr, Al, F, Cu, Zn, Fe e Mg [20]. O fosfato de célcio apresenta-
se na forma de complexos cristais de hidroxiapatite — Cai0(POs)s(OH)2 [12]. Nesta
composi¢ao também estao incluidas proteinas ndo-colagénicas (proteinas acidicas e
proteinas séricas), proteoglicanos, glicoproteinas, fosfoproteinas, proteinas morfogenéticas
dentinarias e alguns componentes lipidicos que, para além de preencherem os espagos
existentes entre as fibras de colagénio, vao se acumulando na periferia dos tubulos
dentinarios [16][21].

Os tabulos dentindrios sdo estruturas coénicas e ramificadas, sendo que a ramificagao
mais pronunciada ocorre proxima da jungao amelodentindria (JAD)? e, contrariamente,

apresentam um didmetro maior e estao mais intimamente relacionados proximos da polpa

3 Interface entre o esmalte e a dentina
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2. A ADESAO DENTARIA

[4][16][22]. Cada tabulo dentindrio esta circunscrito por uma dentina hipermineralizada,
denominada dentina peritubular e, entre estes, encontra-se a dentina intertubular, rica em
matéria organica e menos calcificada que a dentina peritubular [23][24]. Os tabulos
dentindrios formam uma rede que permite a difusao de nutrientes e fluido pela dentina
(Figuras 2. 2) [16].

Desde a fase de desenvolvimento até a maturacdo, a dentina esta sujeita a alteragdes
tanto na sua composic¢ao organica como inorganica. O grau de mineralizagao do dente é um
processo continuo e pode ocorrer fisiologicamente com a idade do individuo, ou
patologicamente como resposta a lesdao de cdrie e a procedimentos operatdrios e
restauradores [14]. A dentinogénese* é realizada pelos odontoblastos, células especializadas
que se diferenciam a partir de células ectomesenquimatosas da papila dentaria®, que se
dispdem ao longo da interface polpa-dentina e cujos prolongamentos citoplasmaticos
penetram no interior do tecido formado [16][25][26]. Neste processo distinguem-se duas
etapas: o desenvolvimento inicial da matriz organica da dentina (pré-dentina) e a sua
maturagao (mineralizagdo) [14]. Os odontoblastos controlam a sintese de pré-dentina, que
consiste numa camada de matriz ndo mineralizada de dentina, formada imediatamente a
seguir ao tecido pulpar [16][21]. Estes sintetizam e secretam uma rede tridimensional de
fibras de colagénio (tipo I) e sobre esta depositam outras proteinas (osteopontina,
osteonectina, osteocalcina e proteinas morfogenéticas) que exercem atracao para o mineral
de hidroxiapatite [27]. A medida que as fibras de colagénio sio mineralizadas, a pré-dentina

da origem a dentina e uma nova camada de pré-dentina comega a formar-se em redor da

polpa [16].

Figuras 2. 2 — Imagens obtidas por MEV de A) dentina desmineralizada evidenciando a sua estrutura
tubular (a imagem nao esta a escala) [14] e B) exposicao da rede de colagénio a volta dos tabulos
dentindrios (TD) [28]. Destaque para as dentinas intertubular (Int) e peritubular (Per).

4 Processo de formacgao da dentina

5 Tecido responsavel pela formagao da dentina, cemento e polpa



2. A ADESAO DENTARIA

2.1.2.2 Classificagdo

A dentina, quanto ao seu desenvolvimento, pode ser classificada em dentina primaria,
secundaria ou terciaria.

A dentina primaria, tal como o nome indica, é a original e é maioritariamente formada
antes da erupgao do dente [29]. Dentro desta, € possivel distinguir a primeira camada de
dentina a ser formada, a dentina do manto, que é produzida pelos odontoblastos em
diferenciagao, e situa-se proximo da JAD; e a dentina circumpulpar que, delineia a camara
pulpar e constitui o resto da dentina primaria, que por sua vez pode ser dividida em dentina
intertubular e dentina peritubular [16][30]. A dentina primadria caracteriza-se por ter um
padrao regular e estrutura tubular [25].

A dentina secundaria define-se por se desenvolver depois da erupg¢ao do dente, ainda
que mais lentamente que a dentina primdéria, em resposta aos estimulos de baixa
intensidade decorrentes da fungao bioldgica normal [16][25]. Esta dentina representa a
fungao secretora pds-desenvolvimento dos odontoblastos primdrios e é formada ao longo
das paredes de dentina circumpulpar. Os tibulos dentinarios sofrem uma mudanga de
direcao na regiao onde termina a dentina primadria e comeca a secunddria, podendo esta ser
distinguida histologicamente da primaria por uma linha de demarcacao subtil ao
apresentar tibulos dentindrios em menor quantidade e organizacao [25][29].

A dentina terciaria, também conhecida como dentina de substitui¢do ou reparadora, é
assim nomeada por ser produzida em reagao a estimulos nocivos, como cérie e processos
de restauragdo, com o intuito de criar uma barreira protetora para o complexo pulpo-
dentindrio [16][25][29]. Ao contrario das dentinas primadria e secundadria, a tercidria nao se
desenvolve circumpulpularmente, mas apenas no local afetado pelos estimulos [16]. Dentro
desta distinguem-se a dentina reacional, produzida por odontoblastos primarios que
sobreviveram ao estimulo nocivo; e dentina reparadora, produzida por uma nova geracao
de odontoblastos apos a morte dos primarios. Nesta dentina, os tubulos dentindrios
revelam-se mais irregulares, em nimero reduzidos ou mesmo ausentes, dando origem,
neste caso, a uma matriz atubular distrofica com células aprisionadas no seu interior
[16][25]. Este acontecimento deve-se ao facto de ocorrer morte dos odontoblastos ou
interferéncia metabdlica tanto nas células sobreviventes como nas recém-formadas [29].

Para além destas, a dentina esclerdtica também é referida na literatura e, a semelhanca
da dentina tercidria, surge como um mecanismo de defesa, em resposta a estimulos lentos
mas cumulativos. Neste caso, ocorre obliteracdo dos tubulos dentinarios e, portanto, a
permeabilidade deste substrato diminui [4][25]. Devido ao seu elevado grau de esclerose
tubular e contetido mineral, a dentina esclerotica apresenta maior dureza que as dentinas
primdria e secunddria. As caracteristicas mencionadas conferem uma aparéncia

transparente a este tipo de dentina [4].
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2.1.2.3 Propriedades Fisicas e Mecdnicas

A dentina é uma estrutura branco-amarelada e é a principal responsavel pela coloragao
do dente. Dada a translucidez e reduzida espessura do esmalte, a luz atravessa-o facilmente
e é refletida pela dentina subjacente, dando origem a aparéncia amarelada da coroa do
dente. Este tom varia com a idade e de um individuo para outro [16]. A dentina, apesar de
ser um tecido duro, apresenta simultaneamente viscoelasticidade e flexibilidade, de forma
a prevenir a fratura do esmalte [16][25]. Assim, caracteriza-se por apresentar uma dureza
de 4 na escala de Mohs [31], 93 de dureza Knoop [32] e 57-60 de dureza Vickers [33]. Tem
um modulo de Young de 18 GPa [34] e um indice de refracao de 1,49 [35]. Este tecido, a
parte do esclerdtico, revela-se permedvel dada a quantidade de tibulos dentinérios que o

atravessam [4].

2.1.3 Dentina com Lesdao de Carie

O processo de lesao de cérie consiste num conjunto de episddios dinamicos e ciclicos de
desmineralizagdo e remineralizagao dos tecidos duros do dente provocados pela agao de
bactérias cariogénicas (Streptococus mutans - inicio do desenvolvimento; alguns Lactobacillus
- desenvolvimento tardio; alguns Actinomyces - carie radicular), que decompdem os hidratos
de carbono dos alimentos ingeridos, originando acidos que provocam a dissolugao do
contetido mineral do dente, conduzindo a perda parcial ou total do dente [1][9][36][37].

A dentina com lesao de cérie engloba duas camadas distintas: uma camada de dentina
infetada e, subjacente a esta, uma de dentina afetada. A dentina infetada caracteriza-se por
ser altamente desmineralizada, fisiologicamente nao-remineralizavel e apresenta as suas
proteinas colagénicas desnaturadas. Por outro lado, a camada mais interior ndo se encontra
infetada por bactérias, apresenta desmineralizagao parcial e, uma vez que é considerada
fisiologicamente remineralizdvel, a sua conservagao durante o processo de restauragao do
dente é de elevada importancia. Desta forma, o tratamento da lesdo de carie consiste na
remogao da dentina infetada e necrotica, resultando numa cavidade cuja base é
frequentemente constituida por dentina afetada que, ainda assim, possui carateristicas
morfoldgicas, quimicas e fisicas diferentes da dentina sa [9].

No tocante a componente inorganica existe um decréscimo relativo ao contetido de Cae
P, bem como de Mg, sendo que o decréscimo deste tltimo representa o primeiro sinal de
desmineralizacdo e pode indicar perda da matriz de dentina peritubular. Os cristais de
apatite apresentam as caracteristicas dos formados na dentina tercidria. No que respeita a
componente organica, as ligacdes covalentes do colagénio sofrem alteragdes, resultando
num menor numero destas [9].

O volume perdido devido a desmineralizagao da dentina é reposto por agua, sendo que
este contetido pode ser até 40% superior em dentina afetada relativamente a sa. Por outro

lado, a permeabilidade da dentina afetada diminui em resposta a obliteragao dos tubulos
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dentindrios. A dentina afetada, apesar da relativa esclerose tubular, apresenta menor
dureza que a dentina sa e o0 modulo de Young da dentina intertubular decresce em,
aproximadamente, 12% nos tubulos obliterados [4][9].

Estes fatores irao, provavelmente, influenciar a eficacia do sistema adesivo no processo
de restauracao [2][4][9].

2.2 Preparo Cavitario e Smear Layer

A expressao smear layer diz respeito a
camada de detritos originada pela
instrumentacao dos tecidos dentarios durante
a remogao do tecido cariado e o preparo
cavitdrio, sendo composta por residuos
organicos e inorganicos de dentina, bactérias,
saliva e sangue. Esta prolonga-se pela entrada
dos tiibulos dentindrios formando estruturas

designadas por smear plugs (Figura 2. 3) ¢ A T

[14][20][38]. Figura 2. 3 - Imagem obtida por MEV
evidenciando a smear layer (SL) e smear plug
(SP) — no ttibulo dentinario (TD) (adaptado de
[39]).

2.2.1 Vantagens e Desvantagens

Esta camada apresenta como vantagem o facto de reduzir a permeabilidade dentindria
e, consequentemente, a difusdao de fluidos orais e produtos toxicos até a polpa, por
microinfiltragdo marginal. Assim, ao preservar a smear layer, previne-se a penetracao
bacteriana. Contrariamente, ao removeé-la, a permeabilidade dentindria aumenta,
condicionando um elevado grau de humidade na superficie exposta, resultante da
exsudagao de fluido dentindrio a partir dos tibulos o que, por sua vez, pode favorecer a
degradacdo das interfaces adesivas das restaura¢des ja que esses materiais sao muito

sensiveis a presenca da agua [4][14].

2.3 Sistemas Adesivos Dentarios

Um dos maiores avanc¢os na Medicina Dentaria foi a descoberta e desenvolvimento de
adesivos dentérios, onde o esmalte e a dentina representam os principais substratos

envolvidos [8].
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O mecanismo basico de adesdo assenta num processo de substituicdo dos minerais
removidos dos tecidos dentédrios por mondmeros dos sistemas adesivos [8]. Os sistemas
adesivos dentarios consistem numa combina¢dao de mondémeros resinosos hidrofilicos e
hidrofdbicos, de diferentes pesos moleculares, e solventes que apds polimerizarem in situ,
estabelecem uma ligacao entre o substrato (htimido) e o material restaurador (hidrofébico)
[5][40]. Assim, os monomeros ficam micromecanicamente retidos nas porosidades criadas,
dando origem a formagao de uma camada hibrida (CH)® constituida por uma rede de fibras
de colagénio impregnada pelos mondmeros de resina e cristais residuais de hidroxiapatite
[8][40][41].

Desde a introdugao da técnica do condicionamento acido por Buonocore (1955) que a
adesdo ao esmalte é obtida com sucesso, todavia, a adesdo a dentina tem-se revelado menos
consistente e previsivel [42]. Esta capacidade de adesdao potencialmente menos eficaz a
dentina ¢ justificada pela complexidade histoldgica que lhe ¢ inerente. Dado o exposto, o
desenvolvimento de sistemas adesivos dentindrios tem-se revelado um longo processo no
sentido de garantir uma boa retengao destes, bem como um selamento da interface
resina/dentina, que seja o mais hermético possivel, com o objetivo de aumentar a
longevidade desta interface e, consequentemente, da restauragao [8].

A classificagao atual dos sistemas adesivos divide-os em dois grupos, baseada na forma
como estes interagem com o substrato - etch-and-rinse - ER (removem a smear layer) e self-

etch - SE (modificam a smear layer e incorporam-na na formagao da CH) [38].

2.3.1 Classificacao e Composicao

2.3.1.1 Estratégia Etch-and-Rinse

A estratégia ER faz uso de um passo isolado de condicionamento acido da superficie da
dentina (acido ortofosfdrico — pH 0,1-0,4), com o objetivo de remover completamente a
smear layer, abrindo os tubulos dentinarios, desmineralizando a superficie peritubular e
intertubular da dentina e expondo a rede de colagénio praticamente desprovida de
hidroxiapatite [4][8][43]. Assim, sdo criadas porosidades nanométricas nesta rede, que
permitem a infiltragdo de comonoémeros solvatados, constituindo uma estrutura-base para
uma melhor retencao da resina, aplicada posteriormente [43].

Apds o condicionamento acido, procede-se a sua eliminagdo por lavagem com agua, de
forma a remover os sais dissolvidos de fosfato de calcio. A concentracao do acido fosforico
entre os 35-37% garante as condigOes ideais para a obtencdo de um substrato recetivo aos
procedimentos restauradores subsequentes, pois conduz a formagao de um precipitado
soltivel em 4gua e, por isso, facilmente eliminado durante a sua lavagem [4]. Um jato de ar

suave € aplicado de forma a remover o excesso de dgua, resultando num substrato himido

¢ Recentemente também designada por interface adesiva
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e sem colapso da rede de colagénio. Uma vez concluidos os passos anteriores, fica exposta
uma rede hidratada de colagénio no interior da qual sao dispersos os mondmeros
hidrofilicos, permitindo a hibridizagao da resina composta nas paredes laterais dos tibulos
dentindrios (Figura 2. 4). Esta hibridizagao contribui para a adesao e permite a selagem
potencialmente hermética desses tiibulos, tal qual existia originalmente antes da remogao
do esmalte, impedindo o acesso a polpa de bactérias, toxinas ou outros produtos [4][8].
Segundo esta estratégia, verifica-se frequentemente uma incompleta infiltracao da
dentina pela resina adesiva, face a profundidade de desmineralizagdo deste substrato
resultante do condicionamento acido. Esta discrepancia torna-se bastante vulneravel ao

fendmeno de nanoinfiltragao que pode comprometer a longevidade das restauracoes [4].

Condicionamento Acido + Lavagem Adesivo + Resina Composta

" "

Preparo Smear Layer Condicionamento da Dentina com
| Exposicao das Fibras de Colagénio

f
i
4
:
|
3
=

Figura 2. 4 - Ilustracdo do procedimento restaurador segundo a estratégia ER, acompanhada de
imagens representativas obtidas por MEV (as imagens nado estao a escala) (A — Adesivo, CH -
camada, R — resina composta restauradora) (adaptado de [28]).

2.3.1.2 Estratégia Self-Etch

A estratégia SE tem por base uma combinagao de mondémeros acidicos, com um pH
relativamente superior ao do acido fosforico utilizado nos sistemas adesivos ER, que, além
de dissolverem parcialmente a smear layer e os smear plugs, desmineralizam a dentina e
infiltram-na em simultaneo [8][20][44]. Esta estratégia vem simplificar a técnica de adesao
uma vez que dispensa determinadas etapas, tais como o condicionamento acido isolado e

posterior lavagem, etapas sensiveis do procedimento de adesao (Figura 2. 5) [4].
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A dgua também faz parte da constituigao destes sistemas adesivos e providencia o meio
de ionizacdo para os monomeros acidicos possibilitando, assim, o auto-condicionamento
[20][44]. No sentido de aperfeicoar a técnica ainda sao acrescentados mondmeros 2-
hidroxietilmetacrilato (HEMA), de cardcter fortemente hidrofilico, com o objetivo de
aumentarem a hidrofilicidade do adesivo e diminuirem a sua viscosidade. Mais
recentemente  também tém sido adicionados monoémeros como o 10-
monodihidrogenofosfato  (10-MDP), o 4-metacriloxietiltrimelitico (4-MET) e 2-
metacriloxietilfenilhidrogenofosfato (fenil-P), que contém um grupo funcional capaz de
estabelecer ligagOes ionicas, mais estaveis com o célcio da hidroxiapatite [4][20][44].

No tocante a esta estratégia, e mediante o pH das suas solucdes, os sistemas adesivos
ainda podem ser classificados em: “fortes” (pH < 1), “moderados” (pH = 1,5), “fracos” (pH
~2) e “ultra-fracos” (pH > 2,5), com profundidades de interacdo decrescentes a comegar na
ordem dos nandmetros até a alguns micrdmetros, respetivamente [4][20][44].

Os mondmeros acidicos vao sendo gradualmente tamponados pelo conteado mineral
presente no substrato dentdrio, aquando a sua dissolugdo. Assim, a profundidade de
desmineralizagdo conseguida pelos mondmeros € auto-limitada e depende do tipo de
substrato [4].

O principal desafio para os sistemas adesivos SE consiste em dissolver a smear layer sem
desmineralizar profundamente a superficie do dente. A preservacao deste composto nao s6
se revela importante na protecao da rede de colagénio face a agressao quimica externa,

como também faculta célcio para a ligagao quimica aos monomeros funcionais [20].

Auto-condicionamento com Primer Adesivo + Resina Composta

7 el

Preparo Smear Layer Sem Lavagem

Figura 2. 5 — Ilustragdao do procedimento restaurador segundo a estratégia SE, acompanhada de
imagens representativas obtidas por MEV (as imagens nao estdo a escala) (A — Adesivo, CH - camada
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hibrida com manutengao da smear layer, Pr — primer acidico, R — resina composta restauradora, SP —
smear plug) (adaptado de [28]).

Cada grupo de sistemas adesivos (ER e SE) € subdividido de acordo com o nimero de

passos clinicos requeridos na realiza¢ao do procedimento restaurador (Tabela 2. 1).

Tabela 2. 1 - Classificagao e caracteriza¢ao das duas estratégias de aplicacao dos sistemas adesivos
(ER e SE) [8].

. Condicionamento 3 L.
Estratégia Smear Layer L Nuamero de passos clinicos
acido
3-passos - Aplicacdo de trés
componentes  separados:  acido
Usa um passo L. .
ortofosfdrico, seguido de lavagem,
separado para . ] )
Remove-a . primer e finalmente adesivo.
ER condicionar com — -
completamente. 2-passos — Combinagao do primer e do

acido (e.g., 35-37%7

L. o adesivo numa s6 solugdo, aplicados
acido fosforico).

apo6s o condicionamento com acido

ortofosfdrico e lavagem.

2-passos — Aplicacdo de um primer

N Inclui  mondmeros acidico seguido de evaporacdo do
Nao a remove

acidicos que, solvente e posterior aplicagdo do
completamente . i
SE ) simultaneamente, adesivo.
mas dissolve-a . — -
condicionam e 1-passo — Combinagao do primer e do

parcialmente. oo . , N .
infiltram o substrato.  adesivo numa s6 solucdo, aplicados

apos o condicionamento com acido.

O primer consiste numa solu¢gao de mondmeros diluidos em solventes organicos que
concedem ao material propriedades hidrofilicas com afinidade para a rede de colagénio
exposta e propriedades hidrofdbicas para permitir a copolimeriza¢ao com a resina adesiva
hidrofobica [4][38][44][45]. O HEMA ¢é um dos mondmeros mais frequentemente
incorporado como solvente nos primers dos sistemas adesivos simplificados mais recentes
[4].

Os solventes mais utilizados sdo o etanol e a acetona (solventes organicos) e a 4gua, por

serem de facil acesso e apresentarem biocompatibilidade [4].

7 E a mais frequente, mas pode variar entre 30-40%
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2.3.2 Limitac¢des ao uso de Sistemas Adesivos Dentarios

Para além da panoplia de vantagens que os sistemas adesivos acarretam, a sua utilizagao
também alberga algumas preocupacoes/limitacdes, entre elas a ja mencionada
nanoinfiltracdo, hidrdlise por parte das metaloproteinases da matriz (MMPs) de acao
colagenolitica, capazes de clivar a molécula de colagénio tanto intacta como desnaturada, a
exposigao continua aos fluidos orais, com consequente possivel absor¢ao de dgua pelo
polimero formado na interface adesiva e, por fim, os processos cumulativos de fadiga

mecanica, térmica e quimica sobre esta mesma interface [4].

2.4 Resinas Compostas

As resinas compostas podem apresentar diversas conjugacoes de componentes na sua
constituicdo, sendo a matriz organica, o conteido inorganico, o agente de ligacdo e o
sistema de iniciacdo, transversais a todas elas. A matriz organica é constituida
predominantemente por mondmeros dimetacrilatos — bisfenol-A-glicidilmetecrilato (Bis-
GMA), trietilenoglicoldimetacrilato (TEGDMA), uretanodimetacrilato (UDMA), bisfenol-
A-glicidiletoxiladodimetacrilato (Bis-EMA) — que aumentam a mobilidade molecular e a
reatividade da resina, aumentando significativamente o seu DC. O conteudo inorganico
tem por base diversas formas de silica, entre elas a silica cristalina e a silica amorfa e
também uma associagdao de silica com metais. A adi¢do de particulas de carga a matriz
polimérica das resinas compostas é determinante no desenvolvimento das suas
propriedades fisicas e mecanicas, na medida em que diminui a contragao da polimerizagao,
aumenta a resisténcia mecanica e diminui o coeficiente de expansao térmica. O agente de
ligagao vem possibilitar a adesdo da superficie das particulas inorganicas a matriz de resina,
previamente tratadas quimicamente com este, sendo o mais frequentemente utilizado, o y-

metacriloxipropiltrimetoxisilano (y-MPTS), comumente designado por silano [4].
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A adesao dentaria € um procedimento muito frequente na pratica da Medicina Dentaria
e que se encontra em constante desenvolvimento dada a crescente ambicao em aperfeicoar
os sistemas adesivos e metodologias de aplicacao que se traduzam em melhores solugoes
de restauracao a longo prazo.

O estudo da adesao dentdria iniciou-se com Buonocore em 1955 que, apds observar a
aplicagdao do &cido fosfdrico como pré-tratamento da superficie de metais antes da sua
pintura, tentou reportar a técnica para fazer aderir resina acrilica ao esmalte dentario
aplicando neste, acido fosforico a 85% [42]. Perante a validade dos resultados obtidos, em
1965, Buonocore replicou a técnica do “ataque acido” para tentar aderir a dentina.
Primeiramente usou acido hidrocloridrico (HCl) na superficie da dentina para depois tentar
aderir a molécula de GPDM (dcido glicerofosféricodimetacrilato). Tendo sido considerado
o pioneiro da adesao dentaria pelo desenvolvimento da técnica do condicionamento acido,
na altura, este procedimento ainda se encontrava um pouco aquém de ser fiavel. Mais tarde,
o condicionamento 4cido do esmalte, com concentra¢des e tempos de aplicagio mais
reduzidos, converteu-se numa técnica clinicamente comprovada com aumento da retengao
das restauragdes e diminui¢do da microinfiltragao marginal [8][38].

Bowen tentou criar uma adesao quimica ao calcio que fosse resistente a dgua e sintetizou
a molécula bifuncional de N-fenilglicina e glicidil-metacrilato (NPG-GMA), em que uma
das extremidades se ligava a dentina e a outra polimerizava com a resina composta, tendo
constituido a base para o primeiro agente adesivo dentindrio comercialmente disponivel
[8][38]. Apos varios estudos, a sua principal inovagao foi a criagdo de uma resina com matriz
organica a base de Bis-GMA e a utiliza¢do de um silano, com o objetivo de unir a matriz
organica hidrofdbica a particulas de carga inorganicas hidrofilicas [46].

Um outro avango importante na adesao a dentina ocorreu quando Fusayama, em 1979,
usou acido fosfdrico a 37% para condicionar tanto o esmalte como a dentina. Este estudo
demonstrou que o procedimento nao aumentava o prejuizo ao nivel pulpar e que fazia
melhorar, substancialmente, a retengao da restauracao [29].

Nakabayashi, em 1982, definiu a formagao da CH, resultante da infiltracao de
monomeros resinosos entre as fibras de colagénio expostas na dentina desmineralizada
[29].

Kanca, em 1992, demonstrou que a resisténcia adesiva dos adesivos aplicados sobre a

dentina mantida himida, apds remogao do acido com jato de dgua, era maior do que a
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unido conseguida quando a dentina era excessivamente seca. No mesmo ano, Pashley
concluiu que a secagem excessiva da dentina desmineralizada, com jato de ar, causava um
colapso das fibras de colagénio, reduzindo a porosidade superficial e prejudicando a

impregnacao do adesivo e consequente formacao da CH [47].

As técnicas de Espetroscopia p-Raman e MEV tém vindo a ser empregues em varios
estudos relacionados com a area da Medicina Dentaria [48][49].

O efeito de Raman tem sido um fenémeno-alvo usado para o estudo da interface entre a
dentina e o material restaurador. Através da Espetroscopia p-Raman € possivel obter uma
andlise quimica qualitativa e quantitativa, in situ, dos componentes desta interface e assim
inferir quanto ao sucesso da adesao, tendo por base os dados referentes aos DC e DD [7][50].
Ao longo dos anos tém sido varios os investigadores a ocuparem-se deste estudo embora
quase todos o realizem em dentes integros e tempos reduzidos de envelhecimento [9].

Até ao final dos anos 90, a interface dentina/adesivo tinha sido apenas estudada a nivel
morfologico, em conjunto com a medigao das forgas de resisténcia adesiva nela envolvidas.
Spencer, et al. (2000) focaram-se na determinag¢ao, a nivel molecular, de diferencas
quantitativas na composigao da interface dentina/adesivo formada sob condi¢des htimidas
de adesao, através de estudos de Espetroscopia p-Raman [50].

Wang e Spencer (2001), seguindo a mesma linha de raciocinio e através da mesma técnica
conseguiram determinar quantitativamente o grau de penetracdo de varios sistemas
adesivos na interface dentina/adesivo. Embora se tenham verificado resultados
discrepantes em todos eles, constatou-se uma diminuigao gradual da penetracao dos
sistemas adesivos ao longo da interface, resultados estes que podem ser justificados pelos
procedimentos de aplicagdo usados, diferentes solventes envolvidos, concentracdo e
diferencas na hidrofobicidade de cada sistema adesivo [51].

Santini e Miletic (2008) afirmaram que os mondmeros podiam estar na causa de um
aumento da instabilidade da restauracao a longo prazo e irritagao pulpar. Neste sentido, e
recorrendo a Espetroscopia p-Raman, realizaram um estudo que se focava no célculo e na
quantificagao da desmineralizagdo da dentina, bem como na penetragao do sistema adesivo
e no DC dos sistemas adesivos testados ao longo da interface dentina/adesivo. Este estudo
foi ao encontro de outros realizados anteriormente, com outras técnicas, que verificaram
que os sistemas adesivos ER eram os que proporcionavam maior desmineraliza¢ao da
dentina [7].

Navarra, et al. (2009), através da técnica de Espetroscopia p-Raman, calcularam o DC na
CH e também estudaram a nanoinfiltracao na interface de trés sistemas adesivos SE de 1-
passo. Os resultados obtidos foram coerentes com outros estudos realizados anteriormente
que indicaram que o grau de permeabilidade da interface poderia estar relacionado com a
presenga de monomeros nao polimerizados na CH. Em particular, que os sistemas adesivos
SE de 1-passo mostravam maiores graus de permeabilidade associados a um baixo DC, em
comparacao com sistemas adesivos menos simplificados. Constataram assim que, apesar

da simplicidade de aplicagao dos sistemas adesivos SE estes exibem, no imediato, pouca
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forca de resisténcia adesiva e perda de estabilidade a longo prazo dado que formam uma
CH semi-permeavel depois da polimerizagao, potenciando a degradacao [5].

Zou, et al. (2009) realizaram um estudo que se baseou na determinacao da concentra¢ao
molar absoluta dos componentes de um adesivo ER de 3-passos na CH, através da técnica
de Espetroscopia p-Raman. Os resultados revelaram que a concentracao molar absoluta dos
componentes do adesivo diminuia significativamente ao longo da CH, revelando que estes
nao infiltravam totalmente a matriz de dentina desmineralizada. Ainda assim, constatou-
se que os mondmeros HEMA infiltravam mais a CH que os Bis-GMA. Zou, et al., indo ao
encontro de estudos anteriormente realizados, afirmaram que a falha da completa
infiltracado do mondmero poderia influenciar a longevidade da ligacao [19].

Park, et al. (2011), no sentido de aperfeicoarem o desenvolvimento e aumentar a
durabilidade dos sistemas adesivos dentindrios, investigaram a influéncia da estrutura
quimica dos mondmeros de metacrilato mais comuns (Bis-GMA e HEMA) no DC, na
absorcao de dgua e na solubilidade, de seis sistemas adesivos experimentais. Através da
técnica de Espetroscopia p-Raman, os resultados indicaram que o valor do DC aumentava
com o aumento do ntiimero de unidades de etilenoglicol no monomero. Por outro lado,
verificou-se que o aumento destas unidades e a absor¢ao de dgua também estavam
relacionadas positivamente, resultados que poderiam estar associados ao aumento da
hidrofilicidade e flexibilidade dos sistemas devido ao aumento do nimero de unidades de
etilenoglicol. Constatou-se também que a uma baixa solubilidade estaria associada um
elevado DC, bem como o aumento da concentragao de Bis-GMA [36].

Hass, et al. (2013) pretenderam relacionar o DC da CH com a forga resisténcia adesiva e
a nanoinfiltracdo de cinco sistemas adesivos ER simplificados. Os resultados foram
coerentes com os estudos supracitados, mostrando que o DC se relacionava positivamente
com os valores de resisténcia adesiva obtidos, mas negativamente com a nanoinfiltracao
medida [52].

A MEV, por ser uma das técnicas mais versdteis para a observagao e a analise
microestrutural de objetos sdlidos, dada a alta resolucao e a aparéncia tridimensional em
que as imagens sao obtidas, tem sido usada como técnica complementar na andlise
morfologica da interface entre a dentina e o material restaurador [53]. Ao longo dos anos, a
semelhanca do supracitado, também se tem verificado que os estudos sao
predominantemente realizados em dentes integros.

Sato e Miyazaki (2005) investigaram o grau de penetracdo de resina composta em
dentina condicionada por dois sistemas adesivos universais distintos, com estratégia SE, e
por um adesivo SE de 2-passos. Os resultados mostraram que o grau de penetracao dos
sistemas adesivos universais era menor quando comparado com o adesivo de 2-passos.
Constataram também que a espessura da CH era superior quando analisada através de
Espetroscopia p-Raman, relativamente a medida por MEV. Os investigadores justificaram
este acontecimento com uma possivel contracao decorrente do tratamento dos espécimes

para analise em MEV [54].
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3. ESTADO DA ARTE

No ambito da Medicina Dentdria, é possivel determinar o DC do sistema adesivo
enquanto constituinte da CH, a profundidade de desmineralizagao da dentina e a extensao

de penetracgao do adesivo no substrato [19][51][55].
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4. Técnicas Analiticas

4.1 Espetroscopia Micro-Raman

O efeito de Raman foi previsto teoricamente por A. Smekal, na década de 1920, tendo
sido verificado experimentalmente, em 1928, por Sir C. Raman, juntamente com a
colaboracao do cientista K. Krishna [56]. Em 1930, Sir C. Raman foi condecorado com o
Prémio Nobel da Fisica pelos seus estudos sobre a dispersao da luz [12][57][58].

A Espetroscopia p-Raman € uma técnica com excelente resolucao espacial que permite a
andlise da radiagao difundida em diferentes comprimentos de onda, por uma amostra,
quando nela incide um feixe de radiagdo monocromatico. Este processo revela informagao
de qualquer material ou composto organico e/ou inorganico, permitindo qualificar e

quantificar a sua composi¢ao quimica [12][58][59].

4.1.1 O Principio Fisico — Descri¢dao do Efeito de Raman

A radiagao interage com a matéria de maneiras diferentes e, consequentemente, pode
ser transmitida, absorvida ou difundida. A andlise mediante a Espetroscopia p-Raman
baseia-se no estudo da radiacdao difundida (inelasticamente) por uma amostra (e.g.,
molécula) quando nela incide um feixe de radiacdo monocromatica. A radiacao pode ser
difundida com a mesma frequéncia () ou com uma frequéncia diferente da radiacao
incidente, (vo + vvib) e (vo - vvib). No primeiro caso, ocorre difusao eldstica, uma vez que o
fotdo e a molécula colidem elasticamente — difusao de Rayleigh —, ao passo que no segundo,
a difusao é inelastica, e o fotao é difundido com maior ou menor energia — efeito Raman
[12][57]. Este efeito, ainda que bastante menos provavel de ocorrer comparativamente com
a difusdao de Rayleigh, € resultado da variacao dos niveis da energia de rotagao e/ou de
vibracao da molécula [12][58].

O momento dipolar induzido (p) ocorre em resultado da polarizabilidade molecular® («)
e também depende da amplitude da componente elétrica da radiacao (E) [12][58]:

8 Capacidade de distor¢ao da nuvem eletrénica da molécula

21



4. TECNICAS ANALITICAS

p=akE (Equacao 4. 1)[12][58]
Por sua vez,
E=Eocos(2mt vot) (Equacao 4. 2)[12][58]

E o tensor de polarizabilidade molecular, o, pode ser decomposto, sendo que g

representa a vibragao molecular:

da E ao 4. 3)[12][58
a=ao+aqo cos (27T voiv t) (Equagdo 4. 3)[12]158]

E tem-se,

da
= Eo cos (2t vot) + Y2 ——qo Eo [cos (2T (vo - voin) t) + cOs (27T (vo + vuiv) )]
p dg q

(Equacao 4. 4) [12][58].

Na descrigao cléssica do efeito Raman, a radiacao difundida contém trés frequéncias — v,
v - Ovib, ¥ + Dvib — Nas quais o momento dipolar induzido vai oscilar. Estas frequéncias
determinam, respetivamente, as bandas da difusao de Rayleigh (primeiro termo da
equacao), as bandas Raman Stokes (segunda termo da equacao) e por ultimo, as bandas
Raman anti-Stokes (terceiro termo da equacgao) (Figura 4. 1) [12][58].

Raman Raman
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Estado eletronico excitado

Estado virtual

Estado vibracional excitado

Estado fundamental

Figura 4. 1 - Diagrama de niveis de energia com discriminagao das transi¢des espetroscopicas
envolvidas no sinal Raman (adaptado de [58]).
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4. TECNICAS ANALITICAS

O “estado de energia virtual” para o qual/do qual os fotdes transitam nao ¢
necessariamente um verdadeiro estado quantico, mas pode ser considerado como a referida
distor¢ao da nuvem eletronica da molécula [57].

A diferenca de frequéncias supracitada origina bandas no espetro Raman, cada uma
referente a sua frequéncia vibracional caracteristica. Dado que cada amostra é caracterizada
por um conjunto de modos de vibragao molecular que lhe sao especificos, torna-se possivel
a identificagao indubitdvel da amostra em estudo [12][59]. Num espetro de Raman obtém-
se, assim, a energia (um unidades de nimero de onda) em fung¢do da intensidade da

radiacao difundida.

4.1.2 Vibra¢oes Moleculares

Os 4tomos encontram-se constantemente a oscilar em torno das suas posi¢cdes de
equilibrio e estes movimentos continuos estao na origem das vibragdes moleculares. Estas,
por sua vez, diferenciam-se em duas categorias: stretching® e/ou bending or deformation'® [12].
As primeiras consistem na variacao continua na distancia inter-atdmica ao longo do eixo de
ligacdo entre dois 4tomos, ao passo que as segundas sdo caracterizadas pela variagao do
angulo entre duas ligacdes [12][23]. Na Figura 4. 2 é possivel observar as diferentes

especificagOes que as categorias atrds mencionadas podem tomar.

Streching
om0 N Ngf
b A
ko
Simétrico Assimétrico

Bending or Deformation
+ - + Ly
9%?9 C\ij) Cﬁf Qﬁ » O
Scissoring Twisting Wagging Rocking Torsion

Figura 4. 2 - Ilustragao dos tipos de vibragdes moleculares: stretching e/ou bending or deformation
(adaptado de [60]).

 Alongamento ou elongacdo das ligacdes moleculares

10 Deformacdes angulares
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4.1.3 Instrumentacao

Um espetro Raman ¢ obtido ap0s se fazer incidir sobre a amostra um feixe laser, mais
especificamente um laser diodo, proveniente de uma fonte de excitacao. Este tipo de laser,
para além da sua elevada eficiéncia e dimensao reduzida, ao possuir comprimentos de onda
especificos, é possivel discrimar aquele que, neste caso especifico, minimize a
fluorescéncia'l; € comum recorrer a um laser de 785 nm [12][23].

De forma a focar corretamente o feixe incidente na amostra e recolher eficientemente a
radiagdo difundida por esta, é acoplado ao espetrémetro um microscdpio Otico com
diversas ampliagoes (10x, 50x e 100x). Assim, a radiagao dispersa, depois de redirecionada
para a objetiva do microscopio é coletada por um filtro de rejeicao do tipo notch que permite
separar os sinais tendo em conta as diferentes frequéncias e, principalmente, eliminar a
radiacdo Rayleigh que se caracteriza bastante mais intensa e ofuscante que a Raman
[12][23]. Por conseguinte, a radiagao Raman € focada para a abertura pinhole e é reorientada
para a fenda de entrada do monocromador sendo posteriormente coletada por um detetor
CCD™, Este funciona como um detetor, altamente sensivel a fotdes, que permite a conversao
da intensidade da radiacdo em sinais elétricos, que sdo depois interpretados por um

computador. Este processo da origem a um espetro Raman [12][23][57].

4.1.4 Vantagens e Limitacoes da Técnica

A Espetroscopia p-Raman é uma técnica que retine varias vantagens, entre elas o facto
de ser nao-destrutiva, uma vez que é possivel controlar a intensidade do laser incidente e
também ¢é exigido o minimo tratamento prévio da superficie da amostra a analisar. A
técnica faz uso de um microscopio 6tico e ao utilizar um setup com geometria confocal é
possivel reduzir bastante a drea a analisar permitindo o estudo de dreas de cerca de 1 um
de diametro [12][59][61].

Por outro lado, a técnica é limitada por poder apresentar fluorescéncia e pelo elevado

custo do equipamento [12].

11 Acontece quando uma substancia absorve e, imediatamente a seguir, emite radiacdo (zona do
espetro visivel) e caracteriza-se por ser um sinal bastante mais intenso que o de Raman, tornando-se
uma interferéncia

12 Do inglés Charge Coupled Devices
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4.2 Microscopia Eletronica de Varrimento

M. Knoll foi o primeiro a descrever a conce¢ao do Microscopio Eletronico de Varrimento
(MEV), em 1935 [62].

Na sua forma mais simples, esta técnica baseia-se na detecdo e quantificacao das
diferentes radiagOes e particulas emitidas por uma amostra como resposta a uma excitagao
eletronica incidente de alta energia [63]. Os dados recolhidos permitem obter imagens
numa gama de ampliagao elevada (desde 20x até 200000x), com uma profundidade de
campo de 30 um e uma resolucao espacial de 10 nm possibilitando, assim, a analise

microestrutural de materiais solidos [64][65].

4.2.1 O Principio Fisico — Interacao do Feixe Eletronico com a Matéria

Quando um eletrao acelerado, carregado com uma quantidade significativa de energia
cinética, colide com a superficie de uma amostra alvo interage com os atomos constituintes
desta. No seguimento desta colisao, o eletrao pode sofrer alteracao na sua velocidade inicial,
em dire¢dao e/ou em magnitude, dando origem a interag¢des elasticas ou inelasticas [62][66].
Se o eletrao penetra o 4&tomo com energia suficiente para alcangar o ntcleo, este ira exercer
no eletrao uma for¢a denominada de forca de Coulomb. Uma vez que a massa do ntcleo
excede em muito a massa do eletrdo, o movimento do nticleo é muito pouco afetado pelo
do eletrao e este € desviado sem sofrer redugao considerdvel na sua energia — dispersao de
Rutherford — existindo, assim, conservacao de momento e energia — interagao eldstica. A
origem dos eletrdes retro-difundidos baseia-se neste fendémeno. Por outro lado, o eletrdo do
feixe incidente também interage com os eletrdes do proprio atomo, estabelecendo-se entre
eles uma forca repulsiva coulombiana com transferéncia de uma certa quantidade de
energia do eletrao incidente para o eletrdo ligado — interagao ineldstica [62][66]. A
transferéncia de energia cinética pode levar a ionizagao ou excitagao do dtomo, conforme a
quantidade de energia transferida.

A excitacdo do atomo é um mecanismo semelhante ao da ioniza¢ao, mas em que a
quantidade de energia transferida é menor do que a energia de ligagao do eletrao, ficando
0 atomo apenas excitado — o eletrdo passa para uma orbital mais exterior. A maioria dos
eletroes das camadas mais externas do atomo, e porque requerem pouca energia para serem
removidos, sdo os mais propensos a serem libertados e/ou excitados, dando origem aos
eletrdes secundarios (ES) [62][66].
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4.2.2 Principio de Funcionamento — Constru¢ao da Imagem

A MEV baseia-se fundamentalmente na emissao de um feixe de eletrées, por um
filamento de tungsténio, que é acelerado, colimado através de uma coluna 6tico-eletrénica
e, posteriormente, conduzido a camara que contém a amostra. Este feixe é focalizado e
reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas que ao incidir
sobre a amostra provoca uma série de emissOes de sinais provenientes das interagdes
eletrao-amostra. As interagoes dai advindas podem resultar na emissao de eletroes Auger,
ES, eletrdes retro-difundidos, radiacdo caracteristica (fotdes), entre outros (Figura 4. 3). Os
sinais sdo captados por detetores especificos e, por conseguinte, geram uma imagem virtual
consoante o feixe incidente vai percorrendo a drea em andlise [62][66][65].

De maneira a garantir o livre percurso médio dos eletrdes é necessario operar num
sistema de alto vacuo (933 - 1333 Pa) [65].

/10 A — Eletroes Auger

Eletrdes Secundarios

Eletroes Retro-Difundidos

Radiagao Carateristica

Radiagao Continua

Fluorescéncia Secundaria

Figura 4. 3 — Esquema representativo do volume de interacdo dos eletrdes na amostra (forma em
gota) e origem de alguns sinais (adaptado de [67]).

4.2.2.1 Imagem formada/obtida por Eletroes Secunddrios

Os ES sao resultado das interagdes inelasticas entre o feixe eletronico incidente com os
eletrdes das camadas mais externas dos atomos que integram a amostra e sdo definidos
consoante a sua energia cinética, sendo os que apresentam energia inferior a 50 eV [66]. O
sinal proveniente destes é o mais utilizado para andlise de amostras por MEV por ser o que
constitui maior resolugado (3-5 nm) [53][66].
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A quantidade de ES ejetados da amostra, 1ES, esta relacionada com a quantidade de

eletrdes incidentes/primarios, 1EP, através do coeficiente de emissao de ES, O:

5 = igs (Equacao 4. 5) [66]
lEp

Este coeficiente, por sua vez, é inversamente proporcional a energia do feixe incidente,
pois ao diminuir a energia do feixe incidente, uma vez que a sua penetragao é¢ menor, sao
ejetados mais ES numa regidao mais superficial (Figura 4. 3) [66]. Desta forma, estes
caracterizam-se por ter uma baixa profundidade de escape, pois embora sejam gerados em
todo o volume de interacao do feixe eletronico com a amostra, apenas os que se encontram
proximos da superficie é que tém energia suficiente para escapar da amostra. Define-se a
probabilidade de escape, Pe [66]:

Pe ~ e‘TZ (Equacao 4. 6) [66]

Onde z representa a profundidade onde foi gerado o ES (unidades de comprimento) e A
o livre percurso médio deste (unidades de comprimento) [66].

Finalmente, as imagens obtidas sao o resultado de variagcbes de contraste dadas
principalmente pelo relevo da amostra quando um feixe eletronico incidente percorre a
superficie desta. Estas variagdes ocorrem devido as diferengas entre o nimero de eletrdes

que sao ejetados da amostra e o que atingem o detetor [53][66].

4.2.3 Vantagens e Limitacoes da Técnica

A MEV € uma técnica dotada de uma pandplia de vantagens uma vez que possibilita a
andlise microestrutural de materiais solidos e a obten¢ao rapida de imagens de alta
resolugao e elevada profundidade de campo que, por sua vez, lhes fornece uma aparéncia
tridimensional [66][68]. Por outro lado, também acarreta algumas desvantagens, entre elas
a grande dimensao e o elevado custo de compra e manutengao dos equipamentos, o facto
de ser exigido um tamanho reduzido dos espécimes a fim de caberem no interior da camara
de vacuo (10 cm horizontal, 40 mm na vertical), e serem resistentes a pressao operada
[64][68]. Além disso, ao contrario da Espetroscopia p-Raman, a MEV exige uma preparagao

prévia dos espécimes, sobretudo quanto se trata de material organico e ndo condutor.
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5. Materiais e Métodos

Com o objetivo de avaliar a qualidade da adesdao de um sistema adesivo universal,
segundo as suas duas estratégias de aplicacao, em dentinas sa e afetada, e estudar como
esta podera ser influenciada pelo tempo de envelhecimento, este projeto visa adquirir e
analisar registos espetrograficos e de imagem da interface adesiva entre a dentina e o
material restaurador. No presente capitulo encontra-se apresentada a metodologia adotada
a fim de realizar o proposto. Os procedimentos experimentais relativos a preparagao e
adesao dos espécimes e posterior aquisi¢io de imagens de MEV foram realizados na
Faculdade de Medicina Dentdria da Universidade de Lisboa (FMDUL) e a aquisi¢ao de
espetros Raman foi desenvolvida no Centro de Fisica Atomica do Departamento de Fisica,
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da Universidade Nova de Lisboa (FCT-UNL). A
componente experimental deste estudo decorreu entre dezembro de 2015 e julho de 2016.

5.1 Selecao dos Dentes

No presente estudo selecionaram-se aleatoriamente doze dentes molares humanos
provenientes do Banco de Dentes da Unidade de Investigagio em Ciéncias Orais e
Biomédicas (UICOB) da FMDUL. Os dentes foram extraidos por motivos periodontais ou
ortoddnticos e conservados numa solugao aquosa de cloramina 0,4%.

Dos doze dentes selecionados, metade apresentavam como critério de inclusdo o facto
de serem higidos e os restantes nao-higidos, i.e., que apresentam lesdao de carie cavitada,

mas sem qualquer procedimento restaurador ja realizado.

5.2 Sistema Adesivo Universal, Resina Composta e Acido

Os materiais utilizados para o presente estudo foram facultados pelo UICOB, FMDUL,

e consistiram em (Figura 5. 1):
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= Sistema adesivo universal [Futurabond M+, lote 1418283, val 2016.04 (Voco,
Cuxhaven, Alemanha)]® (a sua composi¢ao encontra-se no Anexo I);

* Resina composta fluida restauradora [Tetric EvoFlow, lote R65600, val 2016.08
(Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein)] (a sua composi¢do encontra-se no
Anexo ]);

*  Acido ortofosférico [Vococid, 35%, lote 1349113, val 2016.04 (Voco, Cuxhaven,
Alemanha)].
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Figuras 5. 1 — Fotografias dos materiais utilizados no procedimento restaurador. A) acido

ortofosfdrico Vococid); B) resina composta Tetric EvoFlow; C) sistema adesivo universal Futurabond
M+).

5.3 Preparacao dos Espécimes

5.3.1 Corte

Os dentes foram acoplados com cola quente a uma base de resina acrilica de forma a
estabelecer-se uma base rigida e auxiliar o corte dos mesmos. Com uma serra diamantada,
montada numa maquina de corte (Buehler, IsoMet1000 Precision Saw, 750 rpm), removeu-
se a parte oclusal e a parte radicular de cada dente, resultando uma fatia transversal em
relagao ao longo eixo do dente, com cerca de 2,5 mm de espessura tendo sido esta, de
seguida, cortada ao meio, a fim de se obterem duas hemi-fatias por dente (Figura 5. 2).
Posteriormente, simulou-se a smear layer obtida clinicamente aquando da realizagao do

preparo cavitdrio com instrumentos rotativos, através do polimento com uma lixa de SiC

13 O sistema adesivo presentemente estudado é fotopolimerizdvel uma vez que contém
iniciadores que desencadeiam a reacdo de polimerizagao quando ativados por uma fonte luminosa
(400-500nm).
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(carbeto de silicio) de grao 320 (Buehler, referéncia 30-5218-320,- Struers, Copenhaga,
Dinamarca) (Figura 5. 3). Perante o caso de espécime proveniente de dente nao-higido, apds
o corte, foi feito um polimento até a obtengao de tecido dentindrio afetado, e ndo infetado

(avaliacao visual e com recurso a sonda exploradora).

|
l

1cm

Figura 5. 2 - Esquema representativo do corte de um dente molar. Remocao das partes oclusal (O) e
radicular (R), dando origem a uma fatia transversal em relagao ao longo eixo do dente tendo esta
sido cortada ao meio a fim de se obterem duas hemi-fatias.

Figuras 5. 3 — Fotografias de A) maquina de corte (Buehler, IsoMet1000 Precision Saw), Lab
Biomateriais, FMDUL; B) simulacao da smear layer através do polimento com uma lixa de SiC de grao
320.

Prontamente, os espécimes obtidos foram igualmente distribuidos em oito grupos
experimentais (n=3), de acordo com as combinagdes possiveis entre as varidveis em estudo:
tipo de substrato (dentinas sa e afetada), estratégia de aplicacdo do sistema adesivo
universal (ER e SE) e tempo de envelhecimento (24 h ou 6 M), e conservados em agua

destilada até ao inicio do procedimento restaurador (Tabela 5. 1).

31



5. MATERIAIS E METODOS

Tabela 5. 1 - Nomenclatura adotada para identificacao dos grupos em estudo.

Substrato Sao Afetado
, . ER SE ER SE
Estratégia
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
e 24h SER-24 SSE-24 AER-24 ASE-24
g
8
6M SER-6 SSE-6 AER-6 ASE-6

5.3.2 Procedimento Restaurador

O procedimento restaurador para as duas estratégias existentes (ER e SE) respeitante ao

sistema adesivo em estudo foi conduzido consoante as instrug¢oes do seu fabricante (Anexo

IT). Ambos os procedimentos experimentais foram aplicados igualmente em dentina sa e

em dentina afetada (Figura 5. 4).

Os espécimes dos 6 M foram, posteriormente, mergulhados numa solugao de

benzoazida sddica (pH =7) e armazenados numa estufa a 37 °C até a sua analise. A solugao

de armazenamento foi renovada mensalmente. Os espécimes das 24 h ficaram em agua

destilada e foram analisados apos 24 h decorridas do procedimento restaurador.

Figuras 5. 4 — Fotografias das hemi-fatias obtidas apds o procedimento restaurador A) em substrato
dentindrio sao; B) em substrato dentindrio afetado (D — dentina, R — resina composta restauradora).
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5.4 Grau de Conversao e Grau de Desmineralizagao

Pela técnica de Espetroscopia p-Raman é possivel determinar quantitativamente a
relagao entre a quantidade de monomeros que polimerizaram e os que permaneceram
livres através do cdlculo do grau de conversao (DC). Este foi determinado com base na razao
entre a intensidade das bandas “reativas” (Ir) — que identificam as duplas ligacdes —e as de

referéncia (Irf), dos espetros obtidos:

Ir (pol)

I ~
Grau de conversio (DC) = 1 — M X 100%  Equacao5.1[5]
rm
Iref(n)

Onde pol representa o adesivo polimerizado e n o0 adesivo nao-polimerizado [5].

Na andlise espetral, a transicao da CH para a dentina é identificada pelo aparecimento
gradual da banda correspondente a vibracdo de alongamento simétrico (stretching) do
fosfato PO}~ (~960 cm™), carateristica desta, e pelo desaparecimento gradual das bandas de
interesse do sistema adesivo (~1610 e ~1640 cm”, correspondentes as vibragdes de
alongamento das liga¢des de carbono) [5].

Na Figura 5. 5 apresenta-se a sobreposicao do espetro Raman obtido para o sistema
adesivo em estudo com os espetros dos seus principais mondémeros constituintes. Aquando
da polimerizagao, a intensidade da banda a 1640 cm™ diminui drasticamente, enquanto que

a da 1610 cm! moderadamente.

O grau de desmineralizagdo (DD) foi determinado para cada ponto medido desde o

inicio da camada da hibrida até ao fim da regidao desmineralizada pelo acido.

_ Idesmineralizado X 100%
I

Grau de desmineralizag¢ao (DD) = 1
mineralizado

Equacao 5. 2 [7]

Onde laesmineralizado corresponde a intensidade da banda de fosfato em cada espetro e

Imineralizado diz respeito a intensidade da banda de fosfato no maximo de mineralizagdo do

substrato.
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Figura 5. 5 — Representacdo espetral do sistema adesivo universal (Futurabond M+) e dos principais
monomeros constituintes (Bis-GMA e HEMA) e respetiva caracterizacdo das bandas das ligacoes
aromatica (~1610 cm™) e alifatica (~1640 cm) (adaptado de [19]).

5.4.1 Preparacao dos Espécimes para Analise Espetroscopica (u-Raman)

Cada espécime foi submetido a uma sequéncia de polimento com lixas de granulometria
de 1200 e 2500 (Buehler, referéncia 30-5218-012 e 30-5218-025, respetivamente,- Struers,
Copenhaga, Dinamarca), seguido do polimento com pasta de diamante policristalina de
granulometria 1 um, num pano de feltro para polimento. De seguida, cada espécime foi
mergulhado em etanol e submetido a um banho ultrassonico, durante 1 min, de maneira a
eliminar residuos que poderiam influenciar os resultados.

Apds efetuadas as medigOes, os espécimes foram novamente mantidos em agua

destilada, numa estufa a 37 °C.

5.4.2 Setup Experimental p-Raman Confocal

No tocante a andlise microespetroscopica, usou-se o espetrémetro confocal u-Raman da
XploRA (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora, Franga) composto por um microscopio (Olympus
BX41, Japao) com trés objetivas (10x, 50x e 100x) (Figura 5. 6). Cada espécime foi colocado
no foco da objetiva 100x, sujeito a parametros de aquisicdo que compreendiam uma fonte
de laser diodo a operar a um comprimento de onda de 785 nm, um filtro de 50% resultando

numa poténcia na amostra de 9 mW, um hole de 300 pm, um slit de 100 pum e um grating de
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1200 grooves/mm, obtendo-se uma resolugdo em energia de 4 cm? e espacial de,
aproximadamente, 1 um. Os espetros foram adquiridos numa gama entre os 800 cm™ e os
1800 cm™, com um tempo de exposicao de 8 segundos e 5 acumulagdes, segundo linhas com
um step de 1 pm ao longo da interface adesiva entre a dentina e o material restaurador.
Foram obtidas 4 linhas por espécime em zonas aleatérias da sua superficie, cada uma
constituida por 26 espetros. Foram adquiridas fotografias da area de medigao através do
microscépio (Olympus BX41, Japao) equipado com uma camara fotografica Ueye 1640
(Figura 5. 7).

Apos a aquisicao dos espetros, cada um foi submetido a uma correcao da linha de base
e tratado com auxilio da ferramenta fitting e posterior smoothing. No tocante as bandas com
relevancia para o estudo em causa (banda do fosfato, ~960 cm™, e bandas do sistema
adesivo, ~1610 cm e ~1640 cm™), foi-lhes calculado o valor do seu integral (intensidade).
Estas funcionalidades sao ferramentas do software LabSpec versao 5.58.25 (Horiba/ Jobin-
Yvon Xplora, Franga). Os graficos foram obtidos com recurso ao software Microsoft Excel
(2013) e ao OriginLab 92E (OriginLab Corporation, EUA).

Figura 5. 6 — Fotografia do espetrémetro confocal u-Raman XploRA (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora,
Franga), Lab 120 DF FCT-UNL.
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Figura 5. 7 — Imagem de microscépio 6tico (100x) com identificagdo de uma linha de aquisi¢do ao
longo da interface adesiva (IA) entre a dentina (D), visualmente identificavel pelos tubulos
dentinarios (TD), e o material restaurador — resina composta (R) (26 espetros com um step de 1 pm).

5.5 Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varrimento

5.5.1 Protocolo de Preparacao dos Espécimes

A preparagao dos espécimes iniciou-se pela sua fixacdo por imersao em glutaraldeido
2,5% numa solugao tamponada de cacodilato de sédio 0,1 M (pH~7,2), durante 24 h, a 4 °C.
Apos este periodo, os espécimes foram 3 vezes submersos em cacodilato de soédio 0,1 M
(pH~7,2) durante 20 min, seguindo-se uma lavagem com dgua destilada corrente, a fim de
remover por completo o fixador.

De seguida, prosseguiu-se com o polimento da superficie a visualizar no MEV com uma
sequéncia de lixas de granulometria 800, 1500 e 2500 (Buehler, referéncias 30-5218-800, 30-
5218-012 e 30-5218-025, respetivamente,- Struers, Copenhaga, Dinamarca) sob refrigeracao,
seguido do polimento com pastas de diamante policristalinas de granulometria 3, 1 e 0,25
um, respetivamente (Aerosol Diamond Spray, referéncias 50374-16, 50374-11 e 50374-06,

respetivamente,- Eletron Microscopy Sciences, Hatfield, Inglaterra), em panos de feltro para
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polimento (Figura 5. 8). Entre cada lixa e cada pasta de polimento, os espécimes foram
colocados num banho ultrassénico com dgua destilada durante 1 min. Apds o polimento
com a ultima pasta estes foram colocados no banho ultrassénico (Bransonic M2800-E,
Danbury, USA), com etanol 100%.

Os espécimes foram, de seguida, sujeitos a uma descalcificagao por imersao em HCI 0,1
M durante 2 min e, subsequentemente, lavados com agua destilada. Prontamente, foram
submersos em hipoclorito de sédio 10%, durante 1 min e, novamente, lavados com agua
destilada corrente.

Prosseguiu-se uma desidratagdo dos espécimes, por imersiao em concentragoes
ascendentes de etanol (25% durante 20 min, 50% durante 20 min, 75% durante 20 min, 96%
durante 30 min e 100% durante 1 h).

Finalmente, os espécimes foram mergulhados em hexametildisilazano (HMDS), durante
10 min, ficando depois a secar ao ar, a temperatura ambiente, sobre um papel de filtro e na
hotte, durante a noite.

Prontamente, os espécimes foram acoplados em stubs com o auxilio de fita de carbono
de dupla face e cobertos com tinta de carbono até 1 mm da interface de adesdao, com o
objetivo de os tornar mais condutores. De seguida, foram metalizados com o equipamento

Jeol JFC-1100E Ion Sputtering Device (Jeol, Toquio, Japao) (Figura 5. 9).

\ Sk

.

Figura 5. 8 — Fotografia do material usado no polimento dos espécimes para analise MEV. Sequéncia
de lixas de granulometria 800, 1500 e 2500 sob refrigeracao (1), seguido do polimento com pastas de
diamante policristalinas de granulometria 3, 1 e 0,25 um (2, 3 e 4, respetivamente), em panos de
feltro para polimento.
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Figura 5. 9 — Fotografias de A) equipamento de metalizacao Jeol JFC-1100E Ion Sputtering Device
(Jeol, Toquio, Japao), Lab UICOB, FMDUL; B) espécimes acoplados a um stub apos metalizagao.

5.5.2 Setup Experimental

O MEV utilizado foi um Hitachi S-450 (Toquio, Japao) (Figura 5. 10). Cada stub foi
individualmente colocado na camara de vacuo sujeito a parametros de aquisicao que
compreendiam uma fonte de alta tensdo, responsavel por acelerar os eletrdes, com uma
diferenca de potencial de 20 kV, uma corrente do feixe de 200 puA, uma distancia de
trabalho de 2 mm e uma resolugio espacial de 60 A.

Foram obtidas fotografias através do software Esprit 1.8.2 (Bruker, Massachusetts, USA)
de um espécime representativo de cada tipo de substrato, para cada estratégia de aplicacao
do sistema adesivo e cada periodo de envelhecimento, com ampliagdes de 500x, 1000x,
2000x e 5000x.

14 Distancia entre a amostra e a objetiva
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Figuras 5. 10 - Fotografias do Microscopio Eletrénico de Varrimento Hitachi S-450 (Toquio, Japao),
Lab Biomateriais, FMDUL.

5.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos do ensaio de Espetroscopia u-Raman foram analisados
estatisticamente com recurso ao software SPSS' versao 23. Apds a verificagdo de auséncia
de normalidade procedeu-se a andlise através do teste nao-paramétrico de Mann-Whitney
considerando diferencas estatisticamente significativas para p'¢<0,05.

5.6.1 Teste U de Mann-Whitney

O teste de Mann-Whitney permite averiguar se as medianas de duas variaveis aleatdrias,
X e Y, continuas e independentes sao iguais e assim aferir se estas foram ou nao extraidas
de uma populacdao com a mesma mediana. Define-se como estatistica de teste U, o nimero
de vezes que cada valor da varidvel X € maior que um valor da varidvel Y, na populacao
global e, se o valor de U tiver uma probabilidade associada ndo superior a p, rejeita-se a
hipdtese nula (Ho).

Por opgao, definiram-se as varidveis dependentes DC e DD.

15 Do inglés Statistical Package for the Social Sciences

16 p-valor do teste bilateral, do inglés Exact Sig. (2-tailed)
39



5. MATERIAIS E METODOS

5.6.1.1 Hipoteses de Estudo

As hipoteses de estudo dos resultados do ensaio de Espetroscopia p-Raman sao:

A. Avaliar diferengas no DC, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentindrio sdo e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, as 24 h:

Hipotese nula (Ho): nao se verificaram diferengas no DC para as estratégias ER e SE;

Hipotese alternativa (Ha): verificaram-se diferencas no DC para as estratégias ER e SE.

B. Avaliar diferencas no DC, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentindrio afetado e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, as 24 h:

Hipotese nula (Ho): nao se verificaram diferengas no DC para as estratégias ER e SE;

Hipotese alternativa (Ha): verificaram-se diferengas no DC para as estratégias ER e SE.

C. Avaliar diferengas no DD, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentindrio sdo e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, as 24 h:

Hipotese nula (Ho): ndo se verificaram diferengas no DD para as estratégias ER e SE;

Hipotese alternativa (H1): verificaram-se diferengas no DD para as estratégias ER e SE.

D. Avaliar diferencas no DD, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentinario afetado e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, as 24 h:

Hipotese nula (Ho): ndo se verificaram diferencas no DD para as estratégias ER e SE;

Hipotese alternativa (Hi): verificaram-se diferengas no DD para as estratégias ER e SE.
E. Avaliar diferencas no DC, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentinario sdo e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, aos 6 M:

Hipoétese nula (Ho): ndo se verificaram diferencas no DC para as estratégias ER e SE;
Hipotese alternativa (Ha): verificaram-se diferengas no DC para as estratégias ER e SE.
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F. Avaliar diferencas no DC, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentindrio afetado e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, aos 6 M:

Hipoétese nula (Ho): nao se verificaram diferengas no DC para as estratégias ER e SE;
Hipotese alternativa (Ha): verificaram-se diferengas no DC para as estratégias ER e SE.

G. Avaliar diferengas no DD, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentindrio sdo e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, aos 6 M:

Hipotese nula (Ho): nao se verificaram diferencas no DD para as estratégias ER e SE;

Hipotese alternativa (Ha): verificaram-se diferencas no DD para as estratégias ER e SE.
H. Avaliar diferencas no DD, a nivel da interface de adesao criada entre o substrato
dentindrio afetado e material restaurador, por intermédio de um sistema adesivo universal,

aplicada de acordo com as estratégias ER e SE, aos 6 M:

Hipotese nula (Ho): nao se verificaram diferengas no DD para as estratégias ER e SE;

Hipotese alternativa (Ha): verificaram-se diferengas no DD para as estratégias ER e SE
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6.Analise e Discussao de

Resultados

No presente capitulo expdem-se os resultados do trabalho desenvolvido de acordo com

a metodologia descrita no anterior, sendo estes discutidos a medida que sao apresentados.

Os gréficos das Figuras 6. 1-6. 4 apresentam os conjuntos de espetros obtidos na zona da
camada hibrida/interface adesiva dos espécimes de substratos sao e afetado, analisados 24
h apds o procedimento restaurador.

De acordo com a estratégia de aplicagao do sistema adesivo ER, uma vez que € realizado
um condicionamento acido prévio do substrato, hd remog¢ao do componente mineral deste,
comecando por se observar o aparecimento do colagénio [bandas a 1245 cm™ (C-N), 1450
cm? (CH2) e 1667 cm? (C=0)], indicando que estamos em CH e, s posteriormente,
praticamente na base da CH se comeca a verificar o aparecimento da banda de fosfato (~960
cm) [5]. Segundo a estratégia SE, visto que ndao ha remogao do componente mineral, a
banda de fosfato aparece praticamente em simultaneo com o aparecimento das bandas do
colagénio, ou seja, junto ao topo da CH.

Relativamente a espessura da CH, verificou-se que esta se revelou maior associada a
estratégia ER, advindo do facto de nesta se usar acido fosfdrico, ao passo que na estratégia
SE, os monomeros acidicos do sistema adesivo caracterizam-se por ter valores de pH
superiores e, quanto maior for o ataque acido (menor pH) ao substrato, maior sera a
profundidade de desmineralizacao [4][20][43]. Uma vez que a profundidade de
desmineralizagao foi maior quando obtida pela estratégia ER, a probabilidade de existir
também maior profundidade de impregnacao da resina composta nas porosidades criadas
¢ superior e, portanto, a CH resultante poderd ser mais espessa segundo esta estratégia.
Estes resultados sao corroborados por Santini e Miletic (2008) que verificaram que os
sistemas adesivos ER proporcionavam maior desmineraliza¢ao da dentina em comparagao
com os SE, embora estes ultimos fossem os que apresentavam melhor e mais impregnacao
de adesivo [7]. De facto, de acordo com a estratégia ER, a impregnacdo da zona
desmineralizada nem sempre ocorre em toda a sua espessura/profundidade, subsistindo
uma zona de colagénio nao suportado, sob a CH, suscetivel a degradagao; esta discrepancia

nao € frequente nos sistemas adesivos SE.
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Camada hibrida em substrato sdo criada através da estratégia ER (24 h)
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Figura 6. 1 — Comparagao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o grupo
SER-24, com identificacdo das bandas de interesse: ~960 cm-1, ~1610 cm e ~1640 cm-.

Cam ada hibrida em susbtrato sdo criada através da estratégia SE (24 h)
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Figura 6. 2 — Comparacao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o grupo
SSE-24.

Relativamente ao substrato afetado, os resultados vao de encontro ao supracitado, i.e.,
verificou-me uma espessura maior da camada hibrida quando criada segundo a estratégia

de aplicacao do sistema adesivo ER (Figuras 6. 3 e 6. 4).
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Camada hibrida em substrato afetado criada através da estratégia ER (24 h)
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Figura 6. 3 — Comparagao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o grupo
AER-24.

Camada hibrida em substrato afetado criada através da estratégia SE (24 h)
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Figura 6. 4 — Comparagao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o grupo
ASE-24.

O mesmo pode concluir-se pela andlise dos graficos construidos para os espécimes de

substratos sao e afetado, analisados 6 M apds o procedimento restaurador (Anexo III).
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Embora a analise sob Espetroscopia p-Raman seja mais precisa e fiavel na indicacao da
desmineralizagao da dentina e subsequente infiltragao dos mondmeros do sistema adesivo
que a realizada através de MEV, nas imagens obtidas por esta tltima foi possivel visualizar
diferencas morfoldgicas face as variantes estudadas neste projeto [69].

Das Figuras 6. 5 pode concluir-se que sob ambas as estratégias houve formacao de
prolongamentos resinosos no interior dos tibulos dentinarios, acontecimento corroborado
por Wang e Spencer (2001) [51], sendo que estes prolongamentos se manifestaram mais
robustos para a estratégia ER. Também ¢é possivel observar que a interface adesiva criada
por esta tltima é menos regular, mas de espessura relativamente constante, que a obtida
pela estratégia SE. De facto, sob esta estratégia a camada hibrida revela-se quase

impercetivel face a obtida pela estratégia ER, que se exibe com maior espessura.

A . l i - ‘ N
| R Y N
\ ! )
\ JTOR | SSE-24 g N 20um
SE MAG: 2000 % HV:20,0kV WD: 20 mm SE MAG: 2000 x jHV: 20,0 kV WD: Z0.mm '
Figuras 6. 5 — Imagens obtidas por MEV (2000x) da interface adesiva formada nos grupos SER-24 e

SSE-24) (CH — camada hibrida, D — dentina (desmineralizada), PR — prolongamento resinoso).

A morfologia das interfaces criadas nos espécimes de substrato afetado, analisados 24 h

apos o procedimento restaurador, foi idéntica as obtidas em substrato sao (Figuras 6. 6).
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AER-24 20 ym

SE MAG: 2000 x HV: 20,0 kV WD: 2,0 mm

Figuras 6. 6 — Imagens obtidas por MEV (2000x) da interface adesiva formada nos grupos AER-24 e
ASE-24 (CH - camada hibrida, D — dentina (desmineralizada), R — resina composta, A — adesivo, PR
— prolongamento resinoso).

Para alguns espécimes criados em substrato sdao com um periodo de 6 M de
envelhecimento verificou-se uma falha — gap — na interface adesiva, associada a estratégia
ER, nao tendo sido verificada na estratégia SE, o que estd de acordo com a possivel
existéncia de uma zona desmineralizada e ndo impregnada suscetivel a fendmenos de
degradagao por hidrolise, ao longo do tempo (Figura 6. 7). De facto, tem-se reportado que
a qualidade da adesao se deteriora com o tempo, prejudicando a estabilidade da interface,
com consequente falha; Breschi et al. (2008) e Munck et al. (2005) ja o verificaram em apenas
6 M de envelhecimento, tanto sob condig¢des in vitro ou in vivo [70][71]. Também por se tratar
de um substrato histologicamente complexo (dentina) com maior contetudo aquoso e
permedvel gragas a sua estrutura tubular, a difusdo de fluidos podera estar na origem da
dita rutura. Nakajima e Kunawarote (2011), Wang e Spencer (2008) e Yoshiyama et al. (2002)
sugerem que, a nivel tubular, a presenca dos cristais acido-resistentes pode bloquear uma
adequada penetragao dos monomeros adesivos e limitar a formacao dos prolongamentos
de resina pela dentina [9][72][73].

47



6.ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

SER-6 20 ym

SE MAG: 2000 x HV:20,0kV WD: 20 mm |

Figura 6. 7 - Imagem obtida por MEV (2000x) da interface adesiva formada no grupo SER-6).
Observagao de um gap na restauracdo e consequente exposi¢do dos tubulos dentinarios nao
impregnados pelo sistema adesivo (D — dentina (desmineralizada), R — resina composta, A —adesivo,
PR - prolongamento resinoso).

As restantes imagens adquiridas por MEV podem ser consultadas no Anexo IV.

Nas Tabelas A.VI. 2 e AVI4, através da Espetroscopia p-Raman, podem ser lidos os
valores obtidos para o DD para os dois tipos de substrato dentinario, sendo possivel
concluir que, de facto, em média, ocorreu uma maior profundidade de desmineralizagao,
inclusive para além da CH, bem como os préprios valores do DD foram superiores para a
estratégia ER quando comparados aos obtidos para a SE.

Os valores obtidos para o DC foram elevados (DC=78%) e transversais as varidveis em
estudo, dando assim credibilidade ao uso deste sistema adesivo universal, principalmente,
em dentina afetada por ser o substrato mais comum na pratica clinica (Tabelas A.IV. 1 e
A.IV. 3). A correta polimerizacdo dos monodmeros representa um passo importante no
processo da adesao dentdria e varios investigadores, Navarra et al. (2009) e Cadenaro et al.
(2005), tém relacionado o aumento da permeabilidade da camada adesiva com a existéncia
de polimerizagao incompleta do sistema adesivo [5][74]. Adicionalmente, em todos os
grupos, os valores do DC variaram ao longo da interface, com valores mais baixos perto de
dentina e altos junto do sistema adesivo.
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Na Tabela A.V. 1 encontra-se output obtido para o teste estatistico de Mann-Whitney
para os espécimes estudados.

Para o substrato sdao, 24 h apods o procedimento restaurador, ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as estratégias de aplicacdo, quer
relativamente ao DC (p=0,173) quer ao DD (p=0,408) e 0 mesmo se confirmou para o DC nos
espécimes com 6 M de envelhecimento. E de notar que para este tltimo periodo de tempo
sera mais correto falar em “percentagem de mondmero livre” em vez de “DC”, uma vez
que é a quantidade de mondmeros livres que efetivamente ¢ medida e, ao fim desse tempo,
nao se consegue aferir se todo o restante mondmero estd ligado ou eluiu com o
envelhecimento. Assim, para um tempo de envelhecimento de 6 M, face ao das 24 h, nao se
verificaram diferencas em termos de percentagem de mondmero livre presente,
relativamente ao tipo de estratégia aplicada em substrato sao (p=0,711). Este resultado é
satisfatdrio pois com o passar do tempo procuram-se valores constantes de percentagem de
mondmero livre, significando que este ainda permanece na interface nao prejudicando as
propriedades nem a permeabilidade da interface adesiva. Contrariamente, o DD relativo
aos 6 M, revelou diferencas estatisticamente significativas entre estratégias (p=0,045). De
facto, o valor da média do DD para o grupo SER-24 foi de (5+2)x10 e para o grupo SSE-24
foi de (3+1)x10, tendo-se verificado, novamente, maior desmineralizacdo do substrato por
parte da estratégia de aplicagao ER.

Para o substrato afetado, o DC revelou-se estatisticamente semelhante para ambas as
estratégias, as 24 h (p=1,000) e aos 6 M (p=0,319), nao se traduzindo em diferencas entre as
estratégias de aplicacdo do sistema adesivo. Nao obstante, face ao DD, verificaram-se
diferengas estatisticamente significativas relativamente ao tipo de estratégia aplicada em
substrato afetado, 24 h (p=0,004) e 6 M apds o procedimento restaurador (p=0,000). De facto,
o valor da média do DD para o grupo AER-24 foi de (6+1)x10, enquanto que para o grupo
ASE-24 foi de (3+1)x10; para o grupo AER-6 foi de (4+1)x10, enquanto que para o grupo
ASE-6 foi de (3+1)x10. Assim, em substrato afetado, a maior profundidade de
desmineralizagao revelou-se estar associada a estratégia ER, independentemente do tempo
de envelhecimento. Estes factos sao corroborados por Nanci (2003) e Botelho (2015) que
defendem que ao tratar-se de um substrato afetado por lesao de cdrie, este apresenta uma
matriz atubular distréfica — dentina tercidria — e portanto mais porosa e hipomineralizada
[16][25]. Estas caracteristicas, naturalmente, favorecem a difusao do acido ortofosforico,
condicionando uma maior desmineralizagdo em profundidade e camadas hibridas de

maior espessura, quando comparado com o que acontece em substrato sao.
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7. Consideracoes Finais e

Perspetivas Futuras

O presente projeto de investigacao tinha como objetivo primdrio o estudo da interface
adesiva criada entre dois tipos de substrato dentindrio e o material restaurador por
intermédio de um sistema adesivo universal segundo as suas duas estratégias de aplicagao,
através do calculo do DC do sistema adesivo ao longo da interface e do DD da dentina.

No presente capitulo apresentam-se as conclusdes gerais do estudo e sugestdes para

desenvolvimentos futuros.

Os estudos na drea da Dentisteria sao maioritariamente realizados em dentes integros e
neste projeto foi introduzida a varidvel tipo de substrato, tendo-se testado a adesdo
dentindria em substrato afetado por lesdo de carie, 0 mais comum na pratica clinica.

Os resultados indicaram que houve diferengas na interface adesiva formada, pelo que
fard sentido investir em mais estudos realizados neste tipo de substrato. Estas diferencas
foram estatisticamente significativas para os espécimes de substrato sao (p=0,045), mas
ainda mais significativas para os de substrato afetado (p<0,004), analisados 6 M apds o
procedimento restaurador, face ao DD. Foram rejeitadas as hipdteses nulas D, G e H.

Por outro lado, o facto dos valores médios do DD, para o substrato sdo, nao terem sido
coerentes ao longo do tempo, contrariamente ao expectavel, podera estar na base de um
substrato falsamente julgado saudavel ou mesmo por se terem usado espécimes diferentes
nas medigoes das 24 h e dos 6 M, sendo estes aspetos a ter em conta em trabalhos futuros.

Relativamente ao DC, também seria interessante testar tempos de estudo superiores por
forma a verificar a tendéncia observada, isto é, a percentagem de mondmero livre presente
na interface adesiva manteve-se constante face a varidvel tempo. Estes resultados, ainda
que satisfatérios, neste projeto ndo seriam tdo espectdveis pois, uma vez que se
consideraram os valores médios de DC em cada interface analisada e, sendo estas interfaces
mais espessas quando formadas pela estratégia ER, a atenuagao nos valores de DC ao longo
da interface é, geralmente, maior nestes casos. Assim, a média, obrigatoriamente, deveria
descer, resultando em valores médios de DC menores, associados a estratégia ER e,
portanto, verificar-se-ia uma maior oscilagdo nos valores do DC face as estratégias de

aplicagao, nas interfaces analisadas.

51



7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Através da técnica de Espetroscopia p-Raman, nas zonas da interface adesiva em que foi
reconhecida a existéncia do tal gap, ou onde se considerava que o substrato era dentina,
tendo-se revelado aquando das medigOes ser esmalte, ndo foi possivel obter dados
espetrograficos, o que explica o facto de existirem campos por preencher nas Tabelas do
Anexo VL

Finalmente, as imagens obtidas por MEV foram coerentes com os resultados obtidos pela

técnica de Espetroscopia p-Raman.

Ao longo deste projeto foram reconhecidas limitagcdes e, prontamente, propostas
sugestoes a fim de melhorar os resultados obtidos. Assim, num trabalho futuro investir-se-
dem:

- Fazer o perfil espetroscopico de uma lesao de carie, desde a regido cavitada até a s3,
antes de realizar o procedimento restaurador;

- Identificar a idade do paciente a fim se se saber que tipo de dentina se ird restaurar —
tercidria ou esclerotica — pois cada qual ird comportar-se de maneira diferente face ao
procedimento restaurador aplicado;

- Aumentar o tempo de envelhecimento dos espécimes até a realizagao dos testes
analiticos e utilizar o mesmo espécime nas medicdes aos diferentes periodos de
envelhecimento, de forma a fazer-se uma leitura mais temporal e a manter-se invariavel a
natureza de substrato;

- Complementar o estudo com ensaios mecanicos de resisténcia adesiva.
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Anexo 1

Tabela A.L. 1 — Componentes e composicao (%) do sistema adesivo universal Futurabond M+ e da
resina composta Tetric EvoFlow utilizados no presente estudo.

Material Componentes %
HEMA 10-25%
Bis-GMA 10-25%
Sistema  adesivo Etanol 10-25%
universal Monomeros acidicos 2,5-5-%
Futurabond M+ UDMA 2,5-5-%
Catalisador (< 2,5%) <2,5%
Acido silicico pirogénico (diéxido de silicio) <2,5%
Bis-GMA,
UDMA
Decanodioldimetacrilato 37,6%
Resina composta Mistura de 6xidos
Tetric EvoFlow Silica 41,1%
Pré-polimeros 20,4%
Aditivos, catalisadores e estabilizadores 0,9%
Pigmentos <0,01%

63






Anexo 11

!

- Aplicar o adesivo, friccionando-o sobre a superficie do substrato dentinario durante 20 seg;

- Expor a uma corrente de ar suave durante 5 seg;

- Polimerizar com luz LED durante 10 seg.

Figura A.IL. 1 — Protocolo de aplicacdo do sistema adesivo universal Futurabond M+ segundo as
instrugdes do fabricante.
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ANEXOII

Figuras A.IL 2 - Fotografias tiradas aquando do procedimento experimental: A) aplicagao do acido
fosférico Vococid, no caso da estratégia ER; B) aplicagao do sistema adesivo universal Futurabond
M+; C) polimerizacao por ativagao com fonte luminosa (400-500nm); D) restauragdo com resina
composta Tetric EvoFlow e finalizagdo com repeti¢ao do passo de polimerizacao.
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Anexo III

Camada hibrida em substrato sdo criada através da estratégia ER (6 M)
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Figura A.IIIL. 1 — Comparagao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o
grupo SER-6.

Camada hibrida em substrato sdo criada através da estratégia SE (6 M)
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Figura A.III 2 — Comparagao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o

grupo SSE-6.
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ANEXO III

Camada hibrida em substrato afetado criada através da estratégia ER (6 M)

Intensidade (u.a.)
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Figura A.IIL. 3 — Comparagao em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o grupo
AER-6.

Camada hibrida em substrato afetado criada através da estratégia SE(6 M)

Intensidade (u.a)

'

eame s

./\]’ l LIYIEE ) IRERD S OOV o o VSSRLEY d00 Et
|
[
|
3 &
—N \.»A WSS 4 SPSIRYL . SICEIRNOW L ey SN SR

t l'l

'f H Iy ™\

/ ‘\1"‘*_/ N A Nt veictdd oo N

B e R e e S S S S e St ———— -~

800 1000 1200 1400 1600 1800
Namero de onda (cm™)

Figura A.IIIL. 4 - Comparacdo em waterfall dos espetros obtidos na zona da camada hibrida para o
grupo ASE-6.
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Anexo IV

Stiiner: o o0 LA ANA | NN Sy
1 o) ALTAREANA | \fa A
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.
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SER-24 a) ‘ 70

SE MAG: 500 x HV;'20,0 kV WD: 2,0 mm)

Figuras A.IV. 1 - Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo SER-24 com ampliacoes a)
500x, b) 1000x, c) 5000x.
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ANEXO IV

TR\ ‘\} 2% X '
LR "‘f\ \\MW ' SSE-24 b) 30 um
: 500 HV-.20.0 kU WD 2 0 Fin SE MAG: 1000.x HV: 20,0 kV WD:20mm

SSE-24 ¢) \ 7um
8E MAGy 5000 x HV: 20,0 kV WD: Z0mm

Figuras A.IV. 2 - Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo SSE-24 com ampliagdes a)
500x, b) 1000x, c) 5000x.
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ANEXO IV

AER-24 a) 70 um AER-24

30 um

SE MAG: 500 x HV:20,0kV WD: 20mm SE MAGA1000 x HV: 20,0kV WD: 20mm

Figuras A.IV. 3 — Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo AER-24 com ampliacdes
a) 500x, b) 1000x, c) 5000x.
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ANEXO IV

ASE-24 a) | ' 70;'_1";; v

SE NAG; 500'x HV: 20,0kV WD: 20 mm = | AG: 1000 x HV: 20,0kV WD#2:0

ASE-24 ¢) 7 um

SE MAG: 5000 x HV: 20,0 kV WD: 2,0 mm

Figuras A.IV. 4 — Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo ASE-24 com ampliagdes
a) 500x, b) 1000x, c) 5000x.
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ANEXO IV

SER-6 a) 70 pm SER-6 b) 30 pm

SE MAG: 500 x HV: 20,0 kV WD: 20mm SE MAG: 1000 x HV: 20,0 kv WD; 2.0 mm

Figuras A.IV. 5 - Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo SER-6 com ampliacdes a)
500x, b) 1000x.

SE WAG: 500 X HV: 20,0 k
Figuras A.IV. 6 — Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo SER-6, mas num espécime
diferente do anterior, com ampliagdes a) 500x, b) 1000x.
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ANEXO IV

SSE-6 a) 70 pm

SE MAG: 500 x HV: 20,0 KV WD: 20mm

SSE-6c) \AN | f2dun m 7 pm)
A8 MAGER000 % RVARORBWRIZD m S Ml SE MAG: 5000 x HV: 20,0 KV WD: Z0mm_

Figuras A.IV. 7 — Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo SSE-6 com amplia¢Oes a)
500x, b) 1000x, c) 2000x, d) 5000x.
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ANEXO IV

’

AER-6 a) 70 pm J
SE MAG: 500 x HV: 20,0 kV WD; 20mm SE MAG: 1800 x HV: 20,0 kV Wo/ 20 mm

AER-6 0) . 5T ahi | AER-6d)

r"* MAG: 50008 HV: 20,0 ki WDL 2D

SE MAG: 2000 x HV: 20,0 kV WD:Z0mm

Figuras A.IV. 8 — Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo AER-6 com ampliagdes a)
500x, b) 1000x, c) 2000x, d) 5000x.
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ANEXO IV

ASE-6 a) ' / 70um -

SE MAG: 500 x HV: 20,0 kV WD: 20 mm_ SE'MAG: 1000 x HV: 20,0 kV WD: Z!U'ﬁfm L

ASE-6 0) 20 gm ASE-6d) |

SE MAG: 2000 x HV: 20,0 kV WD Z,0mm : 5000 x HV: 20,0 KV WD: 238

Figuras A.IV. 9 - Fotografias das imagens obtidas por MEV para o grupo ASE-6 com ampliacoes a)
500x, b) 1000x, c) 2000x, d) 5000x.
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Anexo V

Tabela A.V. 1 - Tabela do output obtido para o teste U de Mann-Whitney: estatisticas de teste para
as variaveis DC e DD, face a variavel de agrupamento “estratégia”.

Estatisticas de Teste2

Substrato Tempo DC DD
Séo 24H U de Mann-Whitney 24,000 30,000
Wilcoxon W 60,000 66,000
Z -1,422 -0,889
Significancia Assint. (Bilateral) 0,155 0,374
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] 0,173" 0,408°
6M U de Mann-Whitney 37,000 18,000
Wilcoxon W 115,00 96,000
Z -0,423 -2,028
Significancia Assint. (Bilateral) 0,672 0,043
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] 0,711° 0,045°
Afetado 24H U de Mann-Whitney 22,000 2,000
Wilcoxon W 67,000 47,000
V4 -0,067 -2,733
Significancia Assint. (Bilateral) 0,947 0,006
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] 1,000° 0,004
6M U de Mann-Whitney 54,000 14,000
Wilcoxon W 132,00 92,000
Z -1,039 -3,349
Significancia Assint. (Bilateral) 0,299 0,001
Sig exata [2*(Sig. de unilateral)] 0,319° 0,001*

a. Variavel de Agrupamento: Estratégia

b. Nao corrigido para empates.
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ANEXOV

Tabela A.V.2 — Tabela do output obtido para o teste U de Mann-Whitney: estatisticas descritivas para as variaveis DC e DD.

Estatisticas Descritivas

Substrato Tempo Estratégia N Minimo Maximo Meédia Desvio Padrao
Sao 24h ER DC 10 0,903 0,974 0,94697 0,020742
DD 10 0,285 0,696 0,50584 0,116442
N valido (listwise) 10
SE DC 8 0,891 0,960 0,92894 0,026351
DD 8 0,440 0,528 0,47622 0,030692
N valido (listwise) 8
6M ER DC 7 0,840 0,946 0,91444 0,035724
DD 7 0,176 0,648 0,46466 0,163123
N valido (listwise) 7
SE DC 12 0,869 0,969 0,91178 0,031678
DD 12 0,097 0,450 0,31334 0,101414
N valido (listwise) 12
Afetado 24 h ER DC 5 0,929 0,950 0,94050 0,008022
DD 5 0,476 0,745 0,61199 0,100002
N valido (listwise) 5
SE DC 9 0,872 0,968 0,93502 0,030807
DD 9 0,189 0,617 0,31067 0,136602
N valido (listwise) 9
6 M ER DC 12 0,849 0,947 0,91084 0,033310
DD 12 0,321 0,557 0,44976 0,083152
N valido (listwise) 12
SE DC 12 0,783 0,944 0,89597 0,046060
DD 12 0,196 0,456 0,28587 0,090879
N valido (listwise) 12
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Anexo VI

As respetivas incertezas dos valores apresentados nas tabelas seguintes foram calculados através da propagacao das incertezas considerando
uma incerteza no ajuste de 1%.

Tabela A.VI. 1 - Tabela com os valores obtidos para o grau de conversao [DC (%)] na camada hibrida, em dentinas sa e afetada, face as estratégias de aplicacao
do sistema adesivo (ER e SE), 24 h apds o procedimento restaurador.

DC (%)
Dentina Sa Dentina Afetada
ER SE ER SE
L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4

942 97+2 942 97+2 962 962 952 962 962 952
- 93£2 942 93£2 - 95+2 962 962 91x2 ) % 952 962
E 9 9342 812 E 9342 9542 g E 902 9042
o o o >
@ @ @ @
& 3 ¥ F
3] 9142 53] 3] ]

91+2 88+2 9742 98+2 98+2 93+2 94+ 9442 91+2 9442
o 862 90+2 2742 0 962 9742 © 952 962 = 89+2
g 89+2 8942 86+2 £ 8942 g 9542 9442 g
g g 3 3
o o B 2
= = = 9442 912 8

962 9542 93+2 9442 96+2 97+2 9742 952 93+2 9742 99+2 8742
© 962 952 862 962 © 982 962 2 952 952 93+2 = 952
g 95+2 9442 9242 9642 g k] 912 9242 g
9 R B |
% 90£2 962 § §‘ 932 g
& 8942 9342 & £ A

9242
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ANEXO VI

Tabela A.VI. 2 - Tabela com os valores obtidos para o grau de desmineralizacdo [DD (%)] desde o inicio da camada hibrida até ao fim da regiao desmineralizada

pelo acido, em dentinas sa e afetada, face as estratégias de aplicacao do sistema adesivo (ER e SE), 24 h ap6s o procedimento restaurador (CH identificada a

sombreado).
DD (%)
Dentina Sa Dentina Afetada
ER SE ER SE
L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
911 85+1 87+1 87+1 90+1 931 941 82+1 9041 731
7611 811 811 731 35+1 92+1 801 7341 8541 31,7+0,4
» 411 7611 62+1 - 226103 9,6£0,1 7611 23,8:0,3 - o 5741 511 7,3£0,1
A
g 21,2:03 5541 3541 g 4,720,1 4,020,1 30,7404  0,8420,01 2 ¢ 3741 20,410,3
g 5,4+0,1 22,6+0,3 7,4+0,1 E‘ 8,6+0,1 ?_; Ig 17,6+0,3
H 12,5:0,1 3,6£0,1 H 0,44+0,01 H & 11,240,2
2,92+0,04 2,99+0,04
0,290+0,004
901 89:1 89:1 911 87+1 87+1 89:1 27,2:0,4 4741 39:1
831 711 811 75+1 811 82+1 89+1 13,120,2 22,6£0,3 15,8+0,2
o 631 461 321 45+1 5741 - 711 921 ~ 4,0£0,1 1,69:0,02
n
2 48+1 4151 14,9:0,2 E 222+03  29,6:0,4 2 62+1 891 'é
3 36+1 24,6403 2,74+0,04 32 13,9+0,2 7,2+0,1 3 29,4+0,4 88+1 3
& 120102 & 0,44+0,01  3,8:0,1 & 7,5¢0,1 7741 &
=
3,9+0,1 5241
4,420,1 21,2+0,3
0,49:0,01
791 891 611 891 941 901 87+1 861 89:1 501 7541 4151
7541 90+1 52+1 8341 92+1 841 87+1 79+1 861 13,8£0,2 47+1 5,6£0,1
761 661 451 791 7341 631 791 30,8+0,4 7451 1,3420,02 20,8+0,3
© 62+1 341 501 7741 © 41,4+0,6 4741 o 661 37+1 o 6,120,1
E 591 12,1:0,2 3741 701 E 15,2+0,2 40+1 E 5041 25,5+0,4 g
g w4 10,7+0,2 51+1 g 40401 29,4:0,4 € wn 8
» 12 w o
B 22503 30,9+0,4 i 2,0740,03 4 3241 @
23,8+0,3 2,3420,03 19,9+0,3
7,2+0,1 7,440,1
4,840,1
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ANEXO VI

Tabela A.VL3 — Tabela com os valores obtidos para o grau de conversao [DC (%)] na camada hibrida, em dentinas sa e afetada, face as estratégias de aplicacao
do sistema adesivo (ER e SE), 6 M apds o procedimento restaurador.

DC (%)
Dentina Sa Dentina Afetada
ER SE ER SE
L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
93+2 9342 87+2 8942 9242 9342 9342 8742 96+2 93+2 78+2 9142 9442
- 90+2 - 80+2 ~ 87+2 9242 94+2 =
g g g 8= 93:2 94+2 2
3 g g 9242 922 g
w w) w 1)
H = = 90+2 89+2 R
92+2
9142 9142 9542 8742 93+2 9242 8742 9542 90+2 96+2 912 8742 912 90+2
~ 0 9342 ® 9242 9042 94+2 o 88+2
Y Y ] @
g E E 882 9512 2
3 g £ 3
o 2 & 93+2 95+2 2
= = = &
8542 95+2
8442 9442 9542 93+2 9542 97+2 9142 90+2 9242 96+2 88+2 9142 93+2 9242 8442 93+2
© o o 9442 9342 8342 902 =
[ Y ] @
g E g 952 9242 8412 8412 g
19 R o ‘o
2 2 2 o6 9442 3
53] =51 53] 94+2 92+2 A
97+2 9442
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ANEXO VI

Tabela A.VI.4 — Tabela com os valores obtidos para o grau de desmineralizagdo [DD (%)] desde o inicio da camada hibrida até ao fim da regido
desmineralizada pelo acido, em dentinas sa e afetada, face as estratégias de aplicagdo do sistema adesivo (ER e SE), 6 M apds o procedimento restaurador (CH

identificada a sombreado).

DD (%)
Dentina Sa Dentina Afetada
ER SE ER SE
L1 L2 L3 L4 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
85+1 33,8+0,5 61+1 67+1 77+1 82+1 65+1 711 46+1 30,7+0,4 361 501
661 19,9+0,3  13,9+0,2 48+1 51+1 63+1 18,30,3 53+1 57+1 19,9+0,3 8,5+0,1 8,3+0,1  21,1x0,3
55+1 13,9+0,2 33x1 16,8+0,2 561 4041 50+1 8,6+0,1 13,3+0,2
< 49+1 T 41201 18,2+0,3 Y 34+1 22,30,3 34+1 = 5,020,1
0
E 42+1 g 8,1+0,1 g 11,9+0,2 8,6+0,1 16,10,2 £
g s g g 7,0:0,1 g
» 1] w» 1)
= = = &
29,8+0,4
83+1 83+1 55+1 36+1 631 90+1 661 68+1 67+1 68+1 29,0+0,4 33+1 36+1
581 40+1 55+1 11,4+0,2 48+1 50+1 38+1 561 54:+1 361 21,1:0,3  21,5¢0,3
o 34+1 193:03 - 266204 26,6+0,4 o 267604 252:04 4241 45+1 — 9,6+0,1 10,0¢0,1  6,9+0,1
2 13,7402 3,9+0,1 E 6,5+0,1 13,120,2 2 32+1 44+1 o
8 3 39901 5 24,6+0,3 45+1 B
o & 3 11,4+0,1 2
23} = = ]
3,4+0,1
42+1 82+1 901 82+1 661 78+1 46+1 15,5+0,2 85:+1 831 74+1 70+1 41+1 83+1 64+1 67+1
8,5+0,1 70+1 63+1 48+1 11,8+0,2  9,1x0,1 24,5:0,3 3,9+0,1 75+1 73£1 37+1 45+1 8,2+0,1 54+1 45+1 23,7+0,3
1,86+0,03 531 26,9+0,4 2,96+0,04 66+1 54+1 18,2+0,3 25,0+0,4 25,4+0,4 25,0404
© 34+1 © o 58+1 29,9+0,4 26,7+0,4 = 12,2402 13,8+0,2
g 12,4+0,2 g £ 48+1 6,4+0,1 24,0+0,3 95’ 6,7+0,1
o o o b3
§ % :»_; 27,8+0,4 35+1 fg
5] = = 27,5+0,4 35+1 4
29,2+0,4
22,4+0,3
8,00,1
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