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RESUMO

O dleo-resina de copaiba, extraido da Copaifera multijuga Hayne é usado, popularmente,
com diversas finalidades. Diante das suas propriedades bioldgicas, foi criada uma emulséo
a base de 6leo de copaiba para ser usada antes da aplicacdo do adesivo com a finalidade de
melhorar a qualidade da adesdo dentindria. O objetivo do estudo foi avaliar as
caracteristicas morfologicas da superficie dentinaria e da camada hibrida formada com os
sistemas adesivos convencional e autocondicionante nas dentinas higida e afetada por carie
apos o uso da emulsdo a base de 6leo de copaiba. Foram utilizados 96 terceiros molares
humanos higidos do Biobanco da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Amazonas (FAO — UFAM). Metade dos dentes sofreu inducéo artificial de cérie e a outra
metade foi formada pelos dentes higidos. Todos os dentes tiveram suas raizes removidas,
obtendo-se discos de dentina que foram divididos em grupos de acordo com as substancias
testes (clorexidina a 2%, emulséo a base de 6leo de copaiba, solucéo de hidréxido de célcio
e agua destilada), o substrato dentinario (higido ou cariado) e o sistema adesivo (Adper
Single Bond 2® ou Clearfil SE Bond®). A superficie dentinaria e a camada hibrida dos
espécimes obtidos foram analisadas em MEV, de acordo com 0s grupos experimentais. O
tratamento da superficie dentinaria com emulsdo a base de 6leo de copaiba ndo apresentou
nenhuma barreira fisica aparente a penetracdo do adesivo. A superficie dentinaria tratada
com clorexidina a 2% apresentou sais de fosfato nos dois tipos de dentina. O tratamento da
superficie com solucdo de hidréxido de célcio resultou na deposicéo de precipitado mineral,
obstruindo a luz dos tdbulos dentindrios em dentina higida. A solucdo de hidréxido de
calcio aplicada sobre a dentina higida condicionada foi diferente das demais substancias
(p<0,05). Na superficie ndo condicionada, a agua destilada em dentina higida apresentou
diferenca significativa em relacdo a todos os grupos experimentais (p< 0.05). Nao houve
diferenca estatistica entre as camadas hibridas formadas com o adesivo Adper Single Bond
2® nas dentinas higidas e afetadas por carie tratadas com as substancias testes. A camada
hibrida com Clearfil SE Bond® na dentina afetada por cérie tratada com emuls3o & base do
6leo de copaiba ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo as substancias testes,
apresentando diferenca somente em relagdo a solucdo de hidroxido de célcio na dentina
afetada (p<0,05). Na dentina higida, ndo houve diferenca estatistica na camada hibrida com
Clearfil SE Bond®, independente das substincias testadas. A aplicacdo da emulsdo a base
de oOleo de copaiba ndo apresentou nenhuma alteracdo morfologica nas superficies
dentinarias higida e afetada por cérie, independente do condicionamento com &cido
fosforico; e apresentou uma camada hibrida uniforme, regular e com grande infiltracéo
monomeérica nas dentinas higida e afetada por cérie, independente do adesivo utilizado.
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ABSTRACT

The copaiba oleoresin, extracted from Copaifera multijuga Hayne is used popularly for
various purposes. Because of biological properties, a copaiba oil emulsion was formulated
to be used before applying the adhesive in order to improve the quality of dentin bonding.
The aim of this study was to evaluate the morphological characteristics of the dentin
surface and the hybrid layer formed with etch-and-rinse and self-etching adhesive systems
in sound and caries-affected dentin after using copaiba oil emulsion. 96 third molars from
Biobank of the School of Dentistry, University Federal of Amazonas, were used. Half of
the teeth underwent artificial induction of dental caries and the other half was formed by
sound teeth. All teeth had their roots removed; yielding dentine disks were divided into
groups according to test substances (2% chlorhexidine, copaiba oil emulsion, calcium
hydroxide solution and distilled water), the dentin (sound or caries-affected) and the
adhesive system (Adper Single Bond 2® or Clearfil SE Bond®). The dentin surface and the
hybrid layer of the obtained specimens were analyzed by SEM according to the
experimental groups. The treatment of dentin surface with copaiba oil emulsion showed no
physical barrier to the adhesive penetration. The dentin surface treated with 2%
chlorhexidine showed phosphate salts in two types of dentin. The treatment of the dentin
surface with calcium hydroxide solution resulted in the deposition of mineral precipitate
obstructing the lumen of the tubules in sound dentin. The calcium hydroxide solution
applied on the conditioned sound dentin was different from the other substances (p<0.05).
In smeared surface, distilled water in sound dentin showed a significant difference from all
experimental groups (p <0.05). There was no statistical difference between the hybrid layer
formed with the Adper Single Bond 2® adhesive in sound and caries-affected dentin treated
with the test substances. The hybrid layer with Clearfil SE Bond® in caries-affected dentin
treated with copaiba oil emulsion showed no statistical difference in relation to the tested
substances, shown statistical difference only with calcium hydroxide solution in caries-
affected dentin (p <0.05). In sound dentin, there was no statistical difference in the hybrid
layer with Clearfil SE Bond® irrespective of the tested substances. The application of
copaiba oil emulsion showed no morphological change in sound and caries-affected dentin,
regardless of phosphoric acid etching; and presented a uniform hybrid layer, regular and
large monomer infiltration in sound and caries-affected dentin, regardless of the adhesive
system.

Keywords: dentin, emulsion, Phytotherapy, adhesives.
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1 INTRODUCAO

A cérie é uma doenca cronica multifatorial, resultado da producdo de acidos
bacterianos pelo biofilme aderido a superficie do esmalte, levando a um desequilibrio no
processo de desmineralizagdo e remineralizagdo, que se ndo for restabelecido, progride
ocasionando a perda de estrutura dentéria (FEJERSKOV, 1997; FEJERSKQOV, 2004).

Dependendo do estagio da lesdo de carie, um tratamento preventivo é necessario.
A perda da estrutura dentaria leva a necessidade da realizacdo de um tratamento
restaurador para devolver a funcdo do elemento dentério na cavidade bucal. Dessa forma,
a maioria dos procedimentos restauradores € realizada no substrato dentinario afetado
pelo processo carioso (KIDD, FEJERSKQOV, 2004).

A lesdo de carie ativa em dentina apresenta uma camada superficial, nédo
remineralizavel e desvitalizada, com coloracdo amarelo-amarronzada e consisténcia
amolecida, formada pela dentina infectada por bactérias, e uma camada subjacente,
remineralizavel, sensivel e vital, com coloragdo marrom-clara e mais endurecida,
formada pela dentina afetada por carie (ZAVGORODNIY et al., 2008).

A Odontologia Minimamente Invasiva preconiza que somente a dentina infectada
deve ser removida por estar danificada irreversivelmente, preservando o tecido
subjacente afetado por carie passivel de remineralizacdo (WANG, SPENCER,
WALKER, 2007).

As caracteristicas estruturais diferentes da dentina afetada por cérie e da dentina

higida tém grande influéncia na unido do material restaurador ao substrato dentinario. A
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estrutura da dentina afetada por cérie é mais suscetivel ao condicionamento &cido, o que é
explicado pela desmineralizacdo parcial ja presente nesse tipo de dentina devido ao
processo carioso. Essa caracteristica da dentina afetada por carie demonstra o seu
desempenho adesivo inferior ao da dentina higida (HAJ-ALI et al., 2006; WANG,
SPENCER, WALKER, 2007; LENZI, 2012; GUVEN, AKTOREN, 2015).

A adesdo do material restaurador ao substrato acontece quando o adesivo infiltra a
camada de dentina desmineralizada pelo condicionamento &cido, encapsulando o
colageno exposto e protegendo a interface adesiva da degradacdo proteolitica e
hidrolitica. Essa zona composta por dentina desmineralizada infiltrada pelo sistema
adesivo é denominada camada hibrida (NAKABAYASHI, 1992).

Devido ao fato de o colageno ser suscetivel a hidrélise e a acdo proteolitica, uma
falha nos passos operatorios pode comprometer a qualidade da camada hibrida e interferir
negativamente na capacidade adesiva e resisténcia de unido do material restaurador ao
substrato dentinario (SKUPIEN, 2010).

Adesivos sdao combinacdes de monémeros hidrofilicos, que permitem a unido do
sistema adesivo a estrutura dentaria, e monémeros hidrofébicos, responsaveis pela adesdo
ao material restaurador. Os sistemas adesivos que interagem com a dentina sdo 0s
sistemas convencionais, em versdes com trés e dois passos, e 0s autocondicionantes, em
versOes de dois passos e um passo. No sistema adesivo convencional, a desmineralizacéo
do substrato dentinario é realizada previamente a infiltragdo dos monémeros resinosos. Ja
0 sistema adesivo autocondicionante contém mondmeros acidicos, que desmineralizam e

infiltram a dentina simultaneamente, incorporando a smear layer na camada hibrida em
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vez de elimina-la como acontece no sistema convencional (HASHIMOTO, 2011; OZER,
BLATZ, 2013).

Uma vez que a adesdo exige um intimo contato entre o adesivo e o substrato, o
tratamento dado a superficie dentinaria influencia a formacdo da camada hibrida. A
clorexidina a 2% ¢ a solucédo de limpeza comumente usada na cavidade preparada. O uso
da clorexidina a 2% antes da aplicacdo do agente adesivo tem atividade antimicrobiana e
um efeito inibidor da acdo de enzimas proteoliticas na degradacdo da matriz de colageno
da camada hibrida (BRESCHI et al., 2009; LAFUENTE, 2012).

A limpeza de cavidade é baseada na remocdo de residuos oriundos do preparo
cavitario, como raspas de dentina, bactérias, fragmentos ou particulas abrasivas e 6leo
proveniente dos instrumentos rotatdrios, depositados sobre a superficie dentaria
(FRANCO et al., 2007).

Mondelli (1998) classificou os agentes de limpeza de cavidade em dois grupos:
desmineralizantes, representados pelos acidos, e os ndo-desmineralizantes, que sdo 0S
germicidas e alcalinizantes, podendo citar como respectivos exemplos a clorexidina e o
hidroxido de calcio. Os agentes desmineralizantes removem a camada de residuos
provenientes do preparo cavitario, desobstruindo os tabulos dentinarios para a penetracédo
do adesivo, e os agentes ndo-desmineralizantes tém a funcdo principal de manter a
cavidade asséptica (BUSATO, 2002).

Em preparos cavitarios profundos, ndo é aconselhavel a utilizacdo de agentes de
limpeza desmineralizantes, pois podem causar efeitos deletérios ao complexo

dentinopulpar. A solucédo de hidréxido de célcio neutraliza a acidez bacteriana e estimula
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a formacdo de dentina reparadora, sendo bem indicada para esse tipo de cavidade
(BUSATO, 2002).

Atualmente, ha um aumento em estudos com plantas medicinais, objetivando
validar cientificamente o conhecimento popular tradicional e produzir medicamentos
fitoterapicos como alternativa aos tradicionais (BRASIL, 2005).

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares foi publicada em
2006 através da Portaria n°971, Decreto n° 5813, em 03 de maio de 2006, com a proposta
de incluir plantas medicinais e Fitoterapia como op¢des terapéuticas no ambito médico no
sistema publico de satude (BRASIL, 2006).

O uso da Fitoterapia pelo Cirurgido-Dentista somente foi reconhecido e
regulamentado como prética integrativa e complementar a saide bucal pelo Conselho
Federal de Odontologia, no dia 19 de novembro de 2008, através da Resolucdo n°
082/2008-CFO.

E considerado fitoterapico o produto obtido exclusivamente da matéria-prima
ativa vegetal, exceto substdncias isoladas, com finalidade curativa, profilatica ou
paliativa, incluindo medicamento fitoterdpico e produto tradicional fitoterapico
(BRASIL, 2014).

O oleo-resina de copaiba é usado, popularmente, para diversas finalidades e tem
sido assunto de varios estudos para comprovar suas atividades e indica-las como opcéo
terapéutica na area médica e odontoldgica (PIERI, MUSSI, MOREIRA, 2009).

Diante das propriedades bioldgicas do 6leo de copaiba (BANDEIRA et al., 1999;

SIMOES, 2004; ABINADER, 2005; VASCONCELOS et al., 2008; PIERI et al., 2012),
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foi formulada uma emulsdo a base de 6leo de copaiba visando sua aplica¢do durante o
processo restaurador.

O objetivo desse estudo foi avaliar, através de microscopia eletronica de varredura
(MEV), o efeito da emulsdo a base de 6leo de copaiba na morfologia da superficie
dentinaria e na camada hibrida formada com os sistemas adesivos convencional e

autocondicionante nas dentinas higida e afetada por carie.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo primario, prospectivo, descritivo, qualitativo e

experimental in vitro controlado.

2.2 Consideracdes Eticas

O projeto teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Amazonas (FAO-UFAM), com o ndmero
CAAE 35573914.0.0000.5020 (Anexo 1).

A pesquisa foi realizada em Manaus, nos Laboratorios de Pesquisa e de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia, no Laboratério do Departamento de
Geociéncias do Instituto de Ciéncias Exatas e no Centro Agroanalitico da Faculdade de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Para o
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desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados 96 terceiros molares higidos fornecidos

pelo Biobanco da Faculdade de Odontologia da UFAM.

2.3 Riscos e Beneficios da Pesquisa

A utilizagdo de elementos dentarios extraidos ndo implica em nenhum risco ao
paciente, uma vez que esses dentes ja foram removidos da arcada dentaria por razdes
ortoddnticas ou cirdrgicas. Ndo havera acesso a qualquer informagdo que possa colocar

em risco a confidencialidade do doador.

2.4 Formulagio da Emulséo a base de Oleo de Copaiba

2.4.1 Coleta do Oleo-resina de Copaiba (Copaifera multijuga Hayne)

O oleo-resina da Copaifera multijuga Hayne foi coletado na Reserva Ducke, no
Km 17 da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob o n°® 69 pelo Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (INPA). A coleta foi realizada pelo mateiro da reserva seguindo o
protocolo do Instituto. O Gleo-resina foi coletado em um recipiente estéril previamente
preparado para esse fim (BANDEIRA et al., 1999; BARBOSA et al., 2013). A exsicata

foi depositada no herbario do INPA sob o n° 270709 (Figuras 1 e 2).
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Figura 2 — Exsicata para depdsito no herbario.

2.4.2 Preparo da Emulsdo de Oleo de Copaiba (Copaifera multijuga
Hayne)

A emulsdo a base de 6leo-resina da Copaifera multijuga Hayne, que esta em
processo de registro patente, foi formulada obedecendo as orientagdes da Farmacopeia
Brasileira (2010) e Normas Técnicas da ANVISA. No preparo da emulsdo, foram
utilizados 6leo-resina da copaiba, conservante, emulsificante e agua destilada (COELHO,

2011).
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A emulsdo foi mantida em temperatura refrigerada, em frasco de vidro, na cor

ambar, com tampa rosqueavel e selado com Parafilm (Figura 3).

Figura 3 — Emulsdo a base do 6leo de copaiba armazenada em frasco &mbar.

2.5 Selecdo dos Dentes

2.5.1 Critérios de Inclusao

Noventa e seis terceiros molares humanos higidos foram obtidos do Biobanco da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas (FAO — UFAM),
extraidos por razdes cirdrgicas. Os dentes foram examinados através de lupa
estereoscopica OLYMPUS (20x de aumento) para detectar defeitos do esmalte, trincas ou
fraturas que pudessem interferir nos resultados do estudo (Figura 4). Os dentes
selecionados receberam profilaxia com taca de borracha, montada em contra-angulo,
pasta de pedra-pomes e dgua. Em seguida, foram armazenados em agua destilada, a
temperatura ambiente, até 0 momento da utilizagdo para evitar desidratacdo (OLIVERA,

2010).
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Figura 4 — Selecdo dos dentes com auxilio de lupa estereoscépica.

2.5.2 Critérios de Exclusao

Os dentes que apresentaram areas hipoplasicas, trincas, fraturas, restauracdes ou

carie foram excluidos da pesquisa.

2.5.3 Calculo Amostral

Um projeto piloto com trés dentes por grupo foi realizado, totalizando 48
elementos dentarios. Ap6s a tabulacdo dos dados da espessura da camada hibrida, foram
obtidas as informacdes necessarias para o calculo do tamanho da amostra no programa
BioEstat 5.0 (diferenca minima entre as médias dos tratamentos: 20,22; desvio padrdo do
erro: 5,86; poder do teste: 0.8 e alfa: 0,05), resultando em quatro amostras por grupo. Seis

dentes por grupo foram usados na pesquisa para compensar possiveis perdas.
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2.6 Preparo dos Dentes para Inducéo de Carie

Metade dos dentes (n=48) foi seccionada 2 mm abaixo da regido central da
superficie oclusal para remocdo do esmalte com auxilio de disco diamantado de 0,5 mm
de espessura adaptado na maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franca),
sob refrigeracdo, com velocidade de 300 rpm e 200 g de forca. A porcdo oclusal cortada

néo foi utilizada na pesquisa (Figura 5) (SANABE, COSTA, HEBLING, 2011).

Figura 5 — A: Dente fixado na placa para corte; B: Dente posicionado na maquina de corte; C: Dente com a
porc¢éo oclusal cortada.

Em seguida, foram usadas lixas d’agua de carboneto de silicio (Buehler Ltda.,
Lake Bluff, IL, USA) com granulacdo 320, em velocidade de 600 rpm e sob refrigeracao
constante, adaptadas a uma politriz AROTEC (Aropol 2V, Arotec S.A. Inddstria e
Comércio, série 040865 Cotia, SP, Brasil), com o objetivo de expor uma superficie plana
de dentina, sem a presenca de remanescentes de esmalte (Figura 6). A superficie
dentindria foi novamente examinada com lupa estereoscopica com 20-40 x de

magnificacdo para confirmar a auséncia de remanescentes de esmalte (RICCI, 2014).
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Figura 6 — Polimento da superficie dentinaria exposta para remocéo de remanescentes de esmalte.

Os apices dos canais radiculares dos dentes foram perfurados com uma broca
esférica diamantada n° 1012 (KG Sorensen®, S&o Paulo-SP, Brasil) e um fio ortodontico
foi fixado na perfuracdo (RICCI, 2014). Em seguida, os apices foram vedados com resina
composta, apds condicionamento &cido e aplicacdo de adesivo convencional. Sobre a
superficie dentéria foi aplicada uma camada de resina epdxi (Araldite®, Brascola, S&o
Bernardo do Campo, Brasil) e uma camada de esmalte cosmético acido-resistente
(Colorama®, S3o Paulo-SP, Brasil), deixando exposta somente a superficie dentinaria. Os
dentes foram suspensos com auxilio do fio ortoddntico em um recipiente de vidro
contendo agua destilada, para esterilizacdo em autoclave (20 minutos a 121°C) (Figuras

7-9) (SANABE, COSTA, HEBLING, 2011).

>
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Figura 7 — A: Apices perfurados com broca esférica para fixag&o do fio ortodéntico; B: Resina epdxi usada para
impermeabilizacdo da superficie dentaria; C: Dente impermeabilizado com resina epoxi.
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Figura 9 — A: Dentes suspensos com fio ortoddntico numa altura similar em recipiente de vidro contendo agua
para esterilizagdo em autoclave; B: Dentes sem contato uns com os outros ou com a parede do recipiente de
vidro.

2.6.1 Inducéo Artificial de Carie e Remocéo da Dentina Infectada

A solucdo cariogénica foi composta de 3,7 g de BHI caldo (Brain Heart Infusion,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), 2 g de sacarose (Synth; LabSynth,
Sédo Paulo, Brasil), 1 g de glicose (Synth; LabSynth, Sdo Paulo, Brasil) e 0,5 g de extrato
de levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) para cada 100 mL de
agua destilada. Essa solucdo foi autoclavada (20 minutos a 121°C) previamente a
inoculacdo de cepas de Streptococus mutans ATCC2517, fornecidas pela Fundacdo

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (Figura 10). Foram usados 2% (100 uL) do contetido de um



23

tubo de ensaio contendo 5 mL da cultura a 108 UFC/mL, confirmados em
espectrofotdmetro digital (QUIMIS, Diadema, Sdo Paulo), com comprimento de onda de
600 nm e contagem de colbnias em placas de Petri com Agar Mitis Salivarius (Figura
11). Os dentes foram suspensos no meio cariogénico pelo fio ortodéntico, de modo que
ficassem numa altura similar e sem contato uns com 0s outros ou com a parede do
recipiente de vidro, e o conjunto foi mantido em jarra de microaerofilia a 37°C por 14
dias (Figura 12). Durante esse periodo, a solucdo cariogénica foi substituida a cada 48
horas, porém sem a inoculacdo de novos microrganismos. Apos o periodo de incubacéo,
os dentes foram autoclavados (20 minutos a 121°C), o biofilme removido com gaze e 0s
materiais isolantes (adesivo epdxi e esmalte cosmético) removidos manualmente com
lamina de bisturi (Figuras 13 e 14). Os dentes foram abundantemente lavados em agua
deionizada, possibilitando a constatacdo de uma superficie de dentina amarelada e
amolecida ao toque com sonda exploradora aplicada sem pressdo (SANABE, COSTA,

HEBLING, 2011; RICCI, 2014).

Figura 10 — A: Solucéo cariogénica preparada; B: Solugdo autoclavada (20 minutos a 121°C) previamente a
inoculagdo de Streptococus mutans ATCC2517.
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Figura 11 — A: Tubo de ensaio com microrganismos; B: Contagem do nimero de coldnias em espectrofotdmetro;
C: Contagem de coldnias em placa de Petri com Agar Mitis Salivarius.

Figura 13 — Dentes autoclavados apds o periodo de incubacéo.
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Figura 14 — A: Biofilme removido com gaze; B: Superficie oclusal cariada; C: Materiais isolantes removidos
manualmente com Iamina de bisturi.

A camada de dentina infectada foi removida com o auxilio de cureta de dentina,
preservando a dentina afetada por carie e brocas esféricas de aco n° 6 (KG Sorensen,
Barueri, SP) foram utilizadas por 30 s para a producdo de smear layer, em baixa rotacao
(Figura 15). A broca foi substituida por uma nova a cada quatro dentes preparados. O
limite de remocdo da dentina infectada foi estabelecido por meio de inspecéo tatil com
auxilio de uma sonda exploradora (BANERJEE, KIDD, WATSON, 2000). Dessa forma,
a dentina resultante apds a remocdo do tecido infectado apresentou-se escurecida e
ligeiramente resistente ao toque com sonda exploradora aplicada com leve pressdo. Esse
procedimento foi realizado pelo mesmo operador previamente treinado (SANABE,

COSTA, HEBLING, 2011).
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Figura 15 — A: Camada de dentina infectada removida com cureta; B: Padronizacdo da smear layer com brocas.

Apdbs a remocdo da dentina infectada, os dentes tiveram suas raizes removidas
com o0 uso da maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franca) e a camara
pulpar foi preenchida com resina flow, ap6s condicionamento com &cido fosforico e
aplicacdo do agente adesivo Adper Single Bond 2®, e fotoativada por 10 segundos, com o
intuito de ndo deixar espaco vazio (RICCI, 2012). Em seguida, os discos de dentina
foram seccionados no sentido mesiodistal, obtendo-se duas sec¢cBes do mesmo espécime.
Uma seccéo foi usada para analise da superficie dentinaria e a outra usada para analise da

camada hibrida no MEV (Figura 16).

Figura 16 — A: Camara pulpar preenchida com resina flow; B: Discos de dentina seccionados no sentido
mesiodistal.
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2.7 Preparo dos Dentes Higidos

Os 48 dentes higidos restantes foram seccionados 2 mm abaixo da regido central
da superficie oclusal para remocao do esmalte com auxilio de disco diamantado de 0,5
mm de espessura adaptado na maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble,
Franca), sob refrigeracdo, com velocidade de 300 rpm e 200 g de forca. A porc¢éo oclusal
cortada ndo foi usada na pesquisa (SANABE, COSTA, HEBLING, 2011). Em seguida,
as superficies dentinarias foram abrasionadas com auxilio de lixas d’agua de carboneto de
silicio (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, USA) de granulacdo 320, sob refrigeracdo
constante e velocidade de 600 rpm, adaptadas a uma politriz AROTEC (Aropol 2V,
Arotec S.A. Industria e Comércio, série 040865 Cotia, SP, Brasil), para exposi¢do de uma
superficie plana de dentina. Uma camada adicional de 0,5 mm de dentina foi removida
com a lixa d’agua de granulacdo 320 para compensar a remoc¢éo da dentina contaminada
nos dentes cariados artificialmente (RICCI, 2014).

Sobre a superficie dentinaria higida, brocas esféricas de aco n° 6 em baixa rotacao
foram utilizadas por 30 s para a producdo de smear layer (SANABE, COSTA,
HEBLING, 2011). As raizes foram removidas com o uso de disco diamantado adaptado
na maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franga) (Figura 17) e a camara
pulpar preenchida com resina flow, ap6s condicionamento com &cido fosforico e
aplicacdo do agente adesivo Adper Single Bond 2®, e fotoativada por 10 segundos, com o

intuito de ndo deixar espaco vazio.
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Apo6s esse procedimento, os discos de dentina obtidos foram seccionados no
sentido mesiodistal, obtendo-se duas seccBes de cada espécime higido. Uma seccéo foi
usada para analise da superficie dentinaria e a outra usada para analise da camada hibrida

no MEV (Figura 18).

Figura 17 — Corte das raizes do dente higido.

Figura 18 — A: Disco de dentina obtido; B: Disco de dentina seccionado no sentido mesiodistal.

2.8 Diviséo dos grupos

Todos os espécimes foram aleatoriamente divididos em 16 grupos, de acordo com
as substancias testes empregadas (digluconato de clorexidina a 2%, emulsdo a base de
6leo de copaiba, solucdo de hidréxido de célcio e agua destilada) (Figura 19), substrato

dentinario (higido ou afetado por cérie), realizacdo de condicionamento &cido prévio ou
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ndo e aplicacdo do sistema adesivo (convencional ou autocondicionante) (Tabela 1 e

Esquemas 1 e 2).

Figura 19 — Agentes usados na superficie dentinaria. A: Solugéo de hidroxido de célcio; B: Emulséo a base de
6leo de copaiba; C: Digluconato de Clorexidina a 2%.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de acordo com o substrato, a substancia teste, condicionamento acido e o

sistema adesivo.

DIVISAO DOS GRUPOS

Grupo

Gl
G2
G3
G4
G5

G6
G7
G8

G9
G10
G11
G12
G13

Gl14
G15

G16

n de
espécimes

D OO O O O

n de
secgOes

12

12
12
12
12

12
12
12

12
12
12
12
12

12
12

12

Substrato

DH

DH
DH
DH
DH

DH

DH

DH

DC
DC
DC
DC
DC

DC

DC

DC

Condiciona
mento
acido

Sim
Néo
Sim
N&o

Sim

Substan
cias

CHX
CHX

Emulséo
Emulséo

Solucéo
Ca(OH).
Solucdo
Ca(OH).
Agua
destilada
Agua
destilada
CHX

CHX
Emulsdo
Emulsdo

Solugéo
Ca(OH).
Solucéo
Ca(OH):
Agua
destilada
Agua
destilada

MEV
Superficie
dentinéria
(n seccdes)

oo OO O O

6

Sistema
Adesivo

Single Bond
Clearfil SE
Single Bond
Clearfil SE
Single Bond

Clearfil SE
Single Bond
Clearfil SE

Single Bond
Clearfil SE
Single Bond
Clearfil SE
Single Bond

Clearfil SE
Single Bond

Clearfil SE

MEV
Camada
hibrida
(n secces)
6

6
6
6
6

CHX: Digluconato de Clorexidina; DC: Dentina Afetada por Cérie; DH: Dentina Higida; Ca(OH).: Hidroxido de

calcio
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Esquema 1 — Sequéncia do preparo dos dentes, condicionamento &cido, tratamento da superficie dentinaria e
aplicagéo do adesivo Single Bond para analise em microscépio eletrénico de varredura
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ANALISE DA CAMADA HIBRIDA - MEV ~ ANALISE DA SUPERFICIE DENTINARIA -

MEV

Esquema 2 - Sequéncia do preparo dos dentes, tratamento da superficie dentinaria e aplicacdo do adesivo

Clearfil para analise em microscopio eletronico de varredura.

2.9 Tratamento de Superficie

O tratamento de superficie de todos os grupos foi padronizado, alterando-se

somente a substancia utilizada. As substancias testes foram utilizadas de acordo com os

grupos descritos na Tabela 1:
e Digluconato de clorexidina a 2%;
e Emulsdo a base de 6leo de copaiba a 10%;
e Solucdo de Hidroxido de célcio;

e Agua destilada.
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2.9.1 Tratamento de Superficie com Condicionamento Acido prévio

Dentina impregnada com clorexidina

Os espécimes dos grupos descritos na Tabela 1 tiveram as superficies dentinérias
condicionadas com acido fosférico a 37% (Condicionador Dental Gel, 3M ESPE, Séo
Paulo, Brasil) por 15 s, lavadas por mais 15 segundos com agua destilada e secas com
papel absorvente para manter a superficie umida. Em seguida, foram aplicados sobre a
dentina condicionada 20 puL de uma solu¢do aquosa de digluconato de clorexidina a 2%
(Clorhexidina S 2%, FGM, 3M ESPE, Sao Paulo, Brasil), com auxilio de uma
micropipeta para dispensar o volume determinado. A solucdo foi mantida passivamente
por 60 s e 0s excessos removidos com papel absorvente para deixar uma superficie imida

(RICCI, 2011).

Dentina impregnada com emulséo a base de 6leo de copaiba

Seguindo a mesma sequéncia descrita acima, apds o condicionamento com &cido
fosforico a 37% da dentina coberta com smear layer e lavagem com agua por 15 s, foram
aplicados 20 pL da emulsdo a base de dleo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) sobre
a dentina condicionada, com auxilio de uma micropipeta. A solucdo foi mantida
passivamente por 60 s e 0s excessos removidos com papel absorvente para deixar uma

superficie imida (Figura 20) (RICCI, 2011).



34

Figura 20 — A: Aplicagdo do &cido fosforico sobre a superficie dentinaria; B: Aplicacdo de emulsdo a base de
6leo de copaiba sobre a superficie dentinaria, C: Emulsdo a base de 6leo de copaiba sobre a superficie
dentinaria; D: Remog&o do excesso com papel absorvente.

Dentina impregnada por solugdo de hidréxido de calcio (Ca(OH)z2)

Para o preparo da solucdo de Hidréxido de Célcio, um grama de p6 de Ca(OH)2
foi misturado com 20 mL de &gua destilada. A solucdo obtida foi armazenada em
geladeira por 24 h para decantacao e foi utilizado somente o sobrenadante.

Apos o condicionamento acido e lavagem com agua destilada, foram aplicados
sobre a dentina condicionada 20 pL de solugdo de Ca(OH)2, mantida passivamente por
60 s e os excessos foram removidos com papel absorvente para deixar uma superficie

Uumida.
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Dentina impregnada por agua destilada
Apdbs o condicionamento acido, a superficie dentinaria foi lavada com &gua
destilada pelo mesmo periodo de tempo do condicionamento (15 s) e seca com papel

absorvente para deixar uma superficie umida.

2.9.2 Tratamento de Superficie sem Condicionamento Acido prévio

Os espécimes descritos na Tabela 1 que ndo sofreram condicionamento acido
foram tratados somente com as substancias especificas para cada grupo, como foi

descrito anteriormente (RICCI, 2011).

2.10 Microscopia Eletronica de Varredura: Morfologia da Superficie
Dentinaria

Apos o tratamento de superficie, um espécime de cada dente teve a superficie
dentinaria analisada em microscopio eletrénico de varredura ambiental QUANTA

(Modelo 250 FEI), sob corrente de 25 kV com detector de elétrons secundérios e baixo

vacuo (Figura 21).
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Figura 21- A: Espécimes preparados e montados em stubs para analise em microscépio eletronico de varredura;
B: Microscdpio eletronico de varredura.

Micrografias de toda a extensdo da superficie dentinaria tratada foram obtidas
com 2000x de magnificacdo e distancia de trabalho entre 12 e 20 mm, sendo atribuidos os
seguintes escores (OLIVEIRA, 2010):

e Escore 0: auséncia de smear layer e todos os tubulos dentinarios abertos;

e Escore 1: minima quantidade de smear layer e >50% dos tdbulos
dentinérios abertos;

e [Escore 2: moderada quantidade de smear layer e <50% dos tubulos
dentinarios abertos;

e Escore 3. Grande quantidade de smear layer e praticamente todos 0s
tbulos dentinarios obstruidos.

As micrografias obtidas foram observadas quanto a acdo das substancias aplicadas
nas superficies condicionadas e ndo condicionadas das dentinas higida e afetada por
carie. As micrografias foram previamente codificadas e a analise foi realizada em

duplicata, com intervalo de uma semana, por um examinador cego previamente calibrado
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com imagens de referéncia de MEV para evitar a identificacdo dos grupos (BANERJEE,
KIDD, WATSON, 2000; WANG, YAO, 2010). Quatro micrografias de cada espécime

foram analisadas, somando 24 micrografias por grupo.

2.11 Aplicacéo dos Sistemas Adesivos
Apo6s o tratamento de superficie dos espécimes, foram aplicados o adesivo
convencional ou o adesivo autocondicionante, de acordo com a divisdo dos grupos. Os

produtos utilizados no processo adesivo estdo descritos na Tabela 2.



Tabela 2 - Nome do produto e do fabricante, tipo do produto, composi¢éo e pH.
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NOME DO PRODUTO/ TIPO DO COMPOSICAO pH
FABRICANTE PRODUTO
Acido fosforico a 37%/ 3M | Gel de &cido 37% de gel de acido 0,5
ESPE fosférico fosfdrico
Clorhexidina S 2%/ FGM Digluconato de Digluconato de clorexidina a -
clorexidina 2%, 4gua deionizada,
surfactante volatil.
Emulséo a base de 6leo de Emulséo a base de Oleo de copaiba, -
copaiba/ Teste 6leo de copaiba emulsificante, conservante,
agua destilada.
Hidroxido de célcio/ Hidroxido de Célcio  Hidréxido de Célcio P.A. (99 12,4
Biodinadmica P.A. a 100,5%)
Adper Single Bond 2%/ 3M | Adesivo Bis-GMA, HEMA, -
ESPE convencional dimetacrilato, fotoiniciador,
copolimero funcional de
metacrilato de acido
polialcendlico, etanol, 4gua.
Clearfil SE Bond® Kuraray | Sistema adesivo PRIMER: MDP, HEMA, 2,0

autocondicionante/ 2
frascos

dimetacrilato hidrofilico de
canforoquinona, N.N
Dietanol p-toluidina e &gua.

BOND: MDP, Bis-GMA,
HEMA, dimetacrilato
hidrofébico de
canforoquinona, N.N
Dietanol p-toluidina e Silica
coloidal silanizada.

Abreviagdes: Bis-GMA: Bisfenol Diglicidil Metacrilato A; HEMA: 2-Hidroxietil Metacrilato;

MDP: 10-Acido fosforico metacriloiloxidecametileno.

Sistema Adesivo Convencional

A aplicacdo do adesivo convencional (Adper Single Bond 2®, 3M ESPE, Sio

Paulo, Brasil) foi realizada da seguinte maneira: duas camadas consecutivas do agente

adesivo foram aplicadas, sendo cada uma delas submetida individualmente a leves jatos
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de ar por 55 a 10 cm de distancia, para evaporacdo do solvente. Uma Unica
fotopolimerizacéo foi realizada por 15 s ap0s a aplicacdo das duas camadas. Em seguida,
foram aplicadas quatro camadas adicionais do adesivo e fotoativadas por 35 s apds a
aplicacdo da Gltima camada, para permitir a seccdo dos espécimes na maquina de corte
sem a remocdo do adesivo durante o procedimento. A fotoativacdo foi realizada com
aparelho fotopolimerizador Radii CAL 1200 mW/cm? (SDI, Sdo Paulo, Brasil), com a
poténcia monitorada por radidmetro, com irradiancia entre 440 e 480 mW/cm? (Figuras

22 e 23).

Figura 22 — A: Aplicacdo da substancia teste; B: Aplicagdo do adesivo Single Bond.

Figura 23 — A: Fotopolimerizacdo do agente adesivo; B: Adesivo fotopolimerizado sobre o espécime.
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Sistema Adesivo Autocondicionante

As etapas para a aplicacdo do sistema adesivo autocondicionante (Clearfil SE
Bond®, Kuraray, Sdo Paulo, Brasil) foram: aplicacdo do primer por 20 s e secagem com
jato de ar por 5 s, e aplicacdo de duas camadas do bond, sendo cada uma delas submetida
individualmente a leves jatos de ar por 5s a 10 cm de distancia, e fotoativacao por 15 s.

Em seguida, foram aplicadas quatro camadas adicionais do bond e fotoativadas
por 35 s apds a aplicacdo da Gltima camada, para permitir a seccdo dos especimes na
maquina de corte sem a remoc¢do do bond durante o procedimento. A fotoativacao foi
realizada com aparelho fotopolimerizador Radii CAL 1200 mW/cm? (SDI, S&o Paulo,
Brasil), com a poténcia monitorada por radibmetro, com irradiancia entre 440 e 480
mW/cm2,

Por fim, todos os espécimes foram armazenados em agua destilada, em estufa a
37°C, por 24h (SANABE, COSTA, HEBLING, 2011). Apos as 24 horas, 0s espécimes
foram seccionados no sentido mesiodistal com um disco de diamante em alta rotacéo
(Buehler, modelo 11 — 4253, série 15 LC, Lake Bluff, ILL 6004, USA), sob refrigeracdo
constante, adaptado a maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franca),
obtendo-se duas hemisseccdes de cada espécime com o objetivo de expor a interface
adesiva. A superficie exposta foi polida com auxilio de lixas d’agua de carboneto de
silicio (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, USA) de granulacdo 1000 e 4000, sob refrigeracéo
constante e velocidade de 300 rpm, adaptadas a uma politriz AROTEC (Aropol 2V,
Arotec S.A. Industria e Comércio, série 040865 Cotia, SP, Brasil). Em seguida, as

hemissecc¢Bes foram limpas numa cuba ultrassénica contendo dgua destilada por 10 min
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para remover qualquer residuo resultante dos procedimentos de corte e polimento. Os
espécimes foram desmineralizados com 6N HCI por 30 s, desproteinizados com 2,5% de
NaOCI por 10 min e lavados com agua destilada (HEDGE, HEDGE, CHANDRA, 2012;

GUVEN, AKTOREN, 2015) (Figuras 24-26).

Figura 24 — A: Seccdo do espécime em sentido mesiodistal para exposicdo da interface adesiva; B: Espécime
seccionado; C: Polimento da interface adesiva.

Figura 25 — A: Cuba ultrass6nica com agua destilada; B: Espécime colocado na cuba ultrassonica.
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Figura 26 — A: Desmineralizagdo e desproteinizagdo dos espécimes realizadas com HCl e NaOCI; B:
Armazenamento dos espécimes em ambiente com umidade.

2.12 Microscopia Eletrénica de Varredura: Camada Hibrida

As hemisseccdes foram analisadas em microscopio eletrdnico de varredura
ambiental (QUANTA Modelo 250 FEI), sob corrente de 25 kV com detector de elétrons
secundarios e baixo vacuo.

Foram obtidas fotomicrografias de toda a extensdo da interface adesivo/dentina,
em magnificacdo de 1000x para avaliacdo da camada hibrida, abordando os seguintes
aspectos, segundo a metodologia de Gateva (2012) modificada:

e Formacéo e homogeneidade/uniformidade da camada hibrida;

e Espessura da camada hibrida, que foi medida com auxilio do programa
Imaging Software NIS-Elements Advanced Research Versdo 4.30 (Nikon,
Japdo), em trés pontos: nas extremidades e no centro da foto. Os resultados
foram obtidos em micrémetros.

As micrografias foram previamente codificadas e a analise das micrografias foi

realizada em duplicata, com intervalo de uma semana, por um examinador cego
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previamente calibrado com imagens de referéncia de MEV para evitar a identificagdo dos
grupos (WANG, YAO, 2010).

A camada hibrida e os tags de resina foram analisados de acordo com os seguintes
escores (OLIVEIRA, 2010):

e Escore 1: camada hibrida espessa com muitos tags de resina;

Escore 2: camada hibrida espessa com poucos tags de resina;
e Escore 3: camada hibrida espessa sem tags de resina;

e Escore 4: camada hibrida fina com muitos tags de resina;

e Escore 5: camada hibrida fina com poucos tags de resina;

e Escore 6: camada hibrida fina sem tags de resina.

2.13 Andlise Estatistica

O teste Kappa (p<0,05) foi utilizado para concordancia intra-examinador
(Apéndice 1). A analise estatistica da morfologia da superficie dentinaria e da camada
hibrida foi realizada com o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com 5% de
significancia. Para os dados da espessura foi realizado o teste Shapiro-Wilk para verificar
a normalidade dos dados. Considerando a anormalidade dos dados, foi realizado o teste
ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com 5% de significancia. Para o célculo dos testes

estatisticos foram utilizados os softwares IBM SPSS STATISTICS 21 e BioEstat 5.0.
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ANALISE MORFOLOGICA DA SUPERFICIE DENTINARIA
HIGIDA E AFETADA POR CARIE E DA CAMADA HIBRIDA APOS
APLICACAO DE EMULSAO A BASE DE OLEO DE COPAIBA
(Copaifera multijuga Hayne).

RESUMO

Objetivo: Awvaliar, através de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), as
caracteristicas morfologicas da superficie dentinaria e da camada hibrida formada com os
sistemas adesivos convencional e autocondicionante nas dentinas higida e afetada por
carie ap0s o uso da emulsao a base de 6leo de copaiba.

Metodologia: 96 terceiros molares humanos higidos foram obtidos do Biobanco da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas (FAO-UFAM).
Metade dos dentes sofreu inducdo artificial de carie e a outra metade foi formada pelos
dentes higidos. Todos os dentes tiveram suas raizes removidas, obtendo-se discos de
dentina que foram divididos em grupos de acordo com as substancias testes (clorexidina a
2%, emulsdo a base de 6leo de copaiba, solucdo de hidroxido de célcio e agua destilada),
0 substrato dentinario (higido ou cariado) e o sistema adesivo utilizado (Adper Single
Bond 2® ou Clearfil SE Bond®). A superficie dentinaria e a camada hibrida dos
espécimes obtidos foram analisadas em MEV, de acordo com 0s grupos.

Resultados: A solucdo de hidroxido de célcio aplicada sobre a dentina higida
condicionada foi diferente das demais substancias (p<0,05). Na superficie néo
condicionada, a agua destilada em dentina higida apresentou diferenca significativa em
relacdo a todos os grupos experimentais (p< 0.05). N&o houve diferenca estatistica entre

as camadas hibridas formadas com o adesivo Adper Single Bond 2® nas dentinas higidas
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e afetadas por carie tratadas com as substancias testes. A camada hibrida formada com
Clearfil SE Bond® na dentina afetada por carie tratada com emulsio a base do 6leo de
copaiba ndo apresentou diferenca estatistica das substancias testes, apresentando
diferenca somente em relacdo a solucdo de hidroxido de calcio na dentina afetada
(p<0,05). Na dentina higida ndo houve diferenca estatistica na camada hibrida com
Clearfil SE Bond®, independente das substancias testadas.

Conclusao: A aplicacdo da emulsdo a base de 6leo de copaiba ndo apresentou nenhuma
alteracdo morfoldgica nas superficies dentinarias higida e afetada por cérie, independente
do condicionamento com acido fosforico; e apresentou uma camada hibrida uniforme,
regular e com grande infiltracdo monomérica na dentina, independente do adesivo
utilizado.

Relevancia clinica: Devido as propriedades biolégicas do 6leo de copaiba, principalmente
atividade antibacteriana e antiinflamatdria, o uso de emulsfes & base do 6leo-resina de
copaiba (Copaifera multijuga Hayne) sobre a superficie dentinaria podera contribuir na
resposta pulpar em cavidades profundas, em cérie recorrente e na integridade da camada
hibrida devido a sua caracteristica oleosa. Além disso, pode viabilizar a introducao de um
fitoterapico, como opcao terapéutica, na Odontologia.

Palavras-chaves: Plantas Medicinais, Carie Dentéaria, Adesivos Dentinarios,
Microscopia Eletrdnica de Varredura.
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INTRODUCAO
A adesdo do material restaurador ao substrato dentinario acontece quando o

adesivo infiltra a camada de dentina desmineralizada pelo condicionamento acido,
encapsulando o coladgeno exposto e protegendo a interface adesiva da degradagdo
proteolitica e hidrolitica. Essa zona composta por dentina desmineralizada infiltrada pelo
sistema adesivo é denominada camada hibrida [1].

Os sistemas adesivos que interagem com a dentina séo 0s sistemas convencionais
e 0s autocondicionantes. No sistema adesivo convencional, a desmineralizacdo do
substrato dentinario é realizada previamente a infiltracdo dos monémeros resinosos. Ja o
sistema adesivo autocondicionante contéem mon6meros acidicos, que desmineralizam e
infiltram a dentina simultaneamente, incorporando a smear layer na camada hibrida em
vez de elimina-la como acontece no sistema convencional [2].

Uma vez que a adesdo exige um intimo contato entre o adesivo e o superficie
dentinaria, uma falha nos passos operatérios pode comprometer a qualidade da camada
hibrida e interferir negativamente na capacidade adesiva e resisténcia de unido do
material restaurador ao substrato dentinario [3]. O tratamento dado a superficie dentinaria
antes do processo restaurador influencia a formacéo da camada hibrida e o fato de o
colageno ser suscetivel a hidrdlise e a acdo proteolitica pode comprometer a longevidade
da restauracéo [4,5].

A atividade proteolitica é causada pelas metaloproteinases, enzimas endogenas
dependentes de zinco que sdo responsaveis pela degradacdo do colageno exposto na base

da camada hibrida [6]. O uso da clorexidina a 2% antes da aplicacdo do agente adesivo
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tem um efeito inibidor da acdo de enzimas proteoliticas, na degradacdo da matriz de
colageno da camada hibrida [4,5].

Varios estudos com plantas medicinais tém sido realizados objetivando produzir
medicamentos fitoterapicos como alternativa aos tradicionais. O dleo-resina de copaiba
tem sido assunto de pesquisas para comprovar suas atividades e indica-las como opc¢éo
terapéutica na area odontoldgica [7,8,9]. Diante das propriedades bioldgicas do 6leo de
copaiba [7,10,11], foi formulada uma emulséo a base de 6leo de copaiba para ser usada
antes da aplicacdo do adesivo.

O objetivo desse estudo foi avaliar, através de microscopia eletronica de varredura
(MEV), as caracteristicas morfoldgicas da superficie dentinaria e da camada hibrida com
0 uso da emulsdo a base de 6leo de copaiba antes da aplicacdo do sistema adesivo nas

dentinas higida e afetada por carie.

MATERIAL E METODO

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados 96 terceiros molares
higidos fornecidos pelo Biobanco da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
do Amazonas (FAO-UFAM) ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP/FAO-UFAM) sob o numero CAAE 35573914.0.0000.5020. Os dentes foram
examinados atraves de lupa estereoscopica OLYMPUS (20x de aumento) para detectar
defeitos do esmalte, trincas ou fraturas que pudessem interferir nos resultados do estudo.

Os dentes selecionados receberam profilaxia com taca de borracha, montada em contra-
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angulo, pasta de pedra-pomes e agua. Em seguida, foram armazenados em agua destilada,
a temperatura ambiente, até 0 momento da utilizacéo para evitar desidratacao [12].

O dleo-resina da Copaifera multijuga Hayne foi coletado na Reserva Ducke, no
Km 17 da Rodovia Manaus-Itacoatiara, catalogada sob o n° 69 pelo Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (INPA). A coleta foi realizada pelo mateiro da reserva seguindo o
protocolo do Instituto. O dleo-resina foi coletado em um recipiente estéril previamente
preparado para esse fim [10,13]. A exsicata foi depositada no herbario do INPA sob o n°
2707009.

A emulsdo a base de Oleo-resina da Copaifera multijuga Hayne, formulada
obedecendo as orientacdes da Farmacopeia Brasileira (2010) [14], estd em processo de
registro de patente e é composta por agua destilada, Gleo-resina de copaiba a 10%,

emulsificante e conservante.

PREPARO DOS DENTES

Os dentes foram seccionados 2 mm abaixo da regido central da superficie oclusal
para remocdo do esmalte com auxilio de disco diamantado de 0,5 mm de espessura
adaptado na maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franga), sob
refrigeracdo, com velocidade de 300 rpm e 200 g de forga. A porcédo oclusal cortada ndo
foi utilizada na pesquisa [15]. Em seguida, foram usadas lixas d’agua de carboneto de
silicio (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, USA) com granulacdo 320, em velocidade de 600
rpm e sob refrigeracdo constante, adaptadas a uma politriz AROTEC (Aropol 2V, Arotec

S.A. Industria e Comércio, série 040865 Cotia, SP, Brasil), com o objetivo de expor uma
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superficie plana de dentina, sem a presenca de remanescentes de esmalte. A superficie
dentindria foi novamente examinada com lupa estereoscopica com 20-40 x de

magnificacdo para confirmar a auséncia de remanescentes de esmalte [16].

INDUGAO ARTIFICIAL DE CARIE

Quarenta e oito dentes tiveram os apices dos canais radiculares perfurados com
uma broca esférica diamantada n° 1012 (KG Sorensen®, Sdo Paulo-SP, Brasil) e um fio
ortoddntico foi fixado na perfuracdo [16]. Em seguida, os apices foram vedados com
resina composta, ap6s condicionamento &cido e aplicacdo de adesivo convencional. Sobre
a superficie dentaria foi aplicada uma camada de resina epdxi (Araldite®, Brascola, S&o
Bernardo do Campo, Brasil) e uma camada de esmalte cosmético acido-resistente
(Colorama®, S3o Paulo-SP, Brasil), deixando exposta somente a superficie dentinaria. Os
dentes foram suspensos com auxilio do fio ortoddntico em um recipiente de vidro
contendo agua destilada, para esterilizacdo em autoclave (20 min a 121°C) [15].

A solucdo cariogénica foi composta de 3,7 g de BHI caldo (Brain Heart Infusion,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA), 2 g de sacarose (Synth; LabSynth,
Séo Paulo, Brasil), 1 g de glicose (Synth; LabSynth, Sdo Paulo, Brasil) e 0,5 g de extrato
de levedura (Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) para cada 100 mL de
agua destilada. Essa solucdo foi autoclavada (20 min a 121°C) previamente a inoculacéo
de cepas de Streptococus mutans ATCC2517, fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). Foram usados 2% (100 pL) do conteudo de um tubo de ensaio contendo 5

mL da cultura & 108 UFC/mL, confirmados em espectrofotdmetro digital (QUIMIS,
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Diadema, S&o Paulo), com comprimento de onda de 600 nm e contagem de coldnias de
Streptococus mutans em placas de Petri com Agar Mitis Salivarius. Os dentes foram
suspensos no meio cariogénico pelo fio ortoddntico, de modo que ficassem numa altura
similar e sem contato uns com o0s outros ou com a parede do recipiente de vidro, e o
conjunto foi mantido em jarra de microaerofilia a 37°C por 14 dias. Durante esse periodo,
a solucdo cariogénica foi substituida a cada 48 h, porém sem a inoculacdo de novos
microrganismos. Apds o periodo de incubacdo, os dentes foram autoclavados (20 min a
121°C), o biofilme removido com gaze e os materiais isolantes (adesivo epdxi e esmalte
cosmético) removidos manualmente com ladmina de bisturi. Os dentes foram
abundantemente lavados em &gua deionizada, possibilitando a constatacdo de uma
superficie de dentina amarelada e amolecida ao toque com sonda exploradora aplicada

sem pressao [15,16].

REMOCAO DA DENTINA INFECTADA

A camada de dentina infectada foi removida com o auxilio de cureta de dentina,
preservando a dentina afetada por carie e brocas esféricas de ago n°6 (KG Sorensen,
Barueri, SP) foram utilizadas por 30 s para a producdo de smear layer, em baixa rotagéo.
A broca foi substituida por uma nova a cada quatro dentes preparados. O limite de
remocdo da dentina infectada foi estabelecido por meio de inspecéo tatil com auxilio de
uma sonda exploradora [17]. Dessa forma, a dentina resultante apds a remogéo do tecido

infectado apresentou-se escurecida e ligeiramente resistente ao toque com sonda
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exploradora aplicada com leve pressdo. Esse procedimento foi realizado pelo mesmo
operador previamente treinado [15].

Apdbs a remocdo da dentina infectada, os dentes tiveram suas raizes removidas
com o0 uso da maquina de corte Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franca) e a camara
pulpar foi preenchida com resina flow, apos condicionamento acido e aplicacdo do agente
adesivo Adper Single Bond 2®, e fotoativada por 10 s, com o intuito de n&o deixar espaco
vazio. Em seguida, os discos de dentina foram seccionados no sentido mesiodistal,

obtendo-se duas sec¢des do mesmo espécime.

PREPARO DOS DENTES HIGIDOS

Os 48 dentes higidos restantes tiveram o esmalte removido como descrito acima.
Em seguida, foi removida, aproximadamente, uma camada adicional de 0,5 mm de
dentina com a lixa d’dgua de granula¢do 320 para compensar a remoc¢do da dentina
contaminada nos dentes cariados artificialmente [16]. Sobre a superficie dentinaria
higida, brocas esféricas de aco n° 6 em baixa rotacdo foram utilizadas por 30 s para a
producdo de smear layer [15]. As raizes foram removidas da mesma forma descrita
anteriormente.

Os discos de dentina obtidos foram seccionados no sentido mesiodistal, obtendo-

se duas sec¢Oes de cada especime higido.
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DIVISAO DOS GRUPOS

Apdbs o seccionamento dos 96 espécimes no sentido mesiodistal, uma seccéo de
cada espécime foi usada para andlise da superficie dentindria e a outra do mesmo
espécime usada para analise da camada hibrida no MEV. Os dentes foram aleatoriamente
divididos em 16 grupos (oito grupos de dentes que sofreram inducdo de carie e oito
grupos de dentes higidos), de acordo com as substancias testes (digluconato de
clorexidina a 2%, emulsdo a base de 6leo de copaiba, solucdo de hidréxido de calcio e
agua destilada), realizacdo de condicionamento acido prévio ou ndo e aplicacdo do

sistema adesivo convencional ou autocondicionante (Tabela 1).

TRATAMENTO DE SUPERFICIE
O tratamento de superficie de todos os grupos foi padronizado, alterando-se
somente a substancia utilizada. Foram usadas as seguintes substancias de acordo com 0s
grupos descritos na Tabela 1:
e Digluconato de clorexidina a 2%j;
e Emulsdo a base de 6leo de copaiba a 10%;
e Solucdo de Hidroxido de célcio;

e Agua destilada.
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TRATAMENTO DE SUPERFICIE COM CONDICIONAMENTO ACIDO PREVIO
Dentina impregnada com emulséo a base de 6leo de copaiba

Os espécimes dos grupos descritos na Tabela 1 tiveram as superficies dentinérias
condicionadas com acido fosférico a 37% (Condicionador Dental Gel, 3M ESPE, Séo
Paulo, Brasil) por 15 s, lavadas por mais 15 s com agua destilada e secas com papel
absorvente para manter a superficie umida. Em seguida, foram aplicados sobre a dentina
condicionada 20 pL da emulsdo a base de 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne),
com auxilio de uma micropipeta para dispensar o volume determinado. A solucdo foi
mantida passivamente por 60 s e 0s excessos removidos com papel absorvente para

deixar uma superficie mida [18].

Dentina impregnada com clorexidina

Seguindo a mesma sequéncia descrita acima, apés o condicionamento acido da
dentina coberta com smear layer e lavagem com agua por 15 s, foram aplicados 20 pL de
uma solucdo aquosa de digluconato de clorexidina a 2% (Clorhexidina S 2%/ FGM, 3M
ESPE, Sdo Paulo, Brasil) sobre a dentina condicionada, com auxilio de uma micropipeta.
A solucdo foi mantida passivamente por 60 s e 0s excessos removidos com papel

absorvente para deixar uma superficie umida [18].
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Dentina impregnada por solucao de hidroxido de célcio (Ca(OH)z2)

Para o preparo da solucdo de Hidroxido de Calcio, um grama de p6 de Ca(OH)2
foi misturado com 20 mL de agua destilada. A solugcdo obtida foi armazenada em
geladeira por 24 h para decantacéo e foi utilizado somente o sobrenadante.

Apbs o condicionamento acido, foi realizada a mesma sequéncia descrita para a

emulsdo do dleo de copaiba.

Dentina impregnada por agua destilada
Apbs o condicionamento acido, a superficie dentinaria foi lavada com &gua
destilada pelo mesmo periodo de tempo do condicionamento (15 s) e seca com papel

absorvente para deixar uma superficie umida.

TRATAMENTO DE SUPERFICIE SEM CONDICIONAMENTO ACIDO PREVIO
Os espécimes que ndo sofreram condicionamento &cido foram tratados somente
com as substancias especificas para cada grupo, como foi descrito anteriormente e

analisados imediatamente no microscopio eletrénico de varredura.

APLICACAO DOS SISTEMAS ADESIVOS
Apbs o tratamento de superficie dos espécimes, foram aplicados o adesivo
convencional ou o adesivo autocondicionante, de acordo com a divisdo dos grupos

(Tabela 1). Os produtos utilizados no processo adesivo estdo descritos na Tabela 2.
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Sistema Adesivo Convencional

A aplicacdo do adesivo convencional (Adper Single Bond 2®, 3M ESPE, Sio
Paulo, Brasil) foi realizada da seguinte maneira: duas camadas consecutivas do agente
adesivo foram aplicadas, sendo cada uma delas submetida individualmente a leves jatos
de ar por 5s a 10 cm de distancia, para evaporacdo do solvente. Foi realizada uma Unica
fotopolimerizacdo por 15 s ap0s a aplicacdo das duas camadas. Em seguida, foram
aplicadas quatro camadas adicionais do adesivo e fotoativadas por 35 s ap0s a aplicacdo
da ultima camada, para permitir a seccdo dos espécimes na maguina de corte sem a
remocdo do adesivo durante o procedimento. A fotoativacdo foi realizada com aparelho
fotopolimerizador Radii CAL 1200 mW/cm? (SDI, S&o Paulo, Brasil), com a poténcia

monitorada por radidmetro, com irradiancia entre 440 e 480 mW/cm [19].

Sistema Adesivo Autocondicionante

As etapas para a aplicacdo do sistema adesivo autocondicionante (Clearfil SE
Bond®, Kuraray, S&o Paulo, Brasil) foram: aplicacdo do primer e secagem com jato de ar
por 20 segundos, e aplicacdo de duas camadas do Bond, sendo cada uma delas submetida
individualmente a leves jatos de ar por 5s a 10 cm de distancia, e fotoativacdo por 15 s.

Em seguida, foram aplicadas quatro camadas adicionais do bond e fotoativadas
por 35 s apds a aplicacdo da ultima camada, para permitir a seccdo dos espécimes na
méaquina de corte sem a remocdo do bond durante o procedimento. A fotoativacdo foi

realizada com aparelho fotopolimerizador Radii CAL 1200 mW/cm? (SDI, S&o Paulo,
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Brasil), com a poténcia monitorada por radibmetro, com irradiancia entre 440 e 480
mW/cm [19].

Por fim, todos os espécimes foram armazenados em agua destilada, em estufa a
37°C, por 24h [15]. Apds as 24 h, os espécimes foram seccionados no sentido mesiodistal
com um disco de diamante em alta rotacdo (Buehler, modelo 11 — 4253, série 15 LC,
Lake Bluff, ILL 6004, USA), sob refrigeracdo constante, adaptado a maquina de corte
Mecatome P100 (PRESI, Grenoble, Franca), obtendo-se duas hemisseccdes de cada
espécime com o objetivo de expor a interface adesiva. A superficie exposta foi polida
com auxilio de lixas d’4gua de carboneto de silicio (Buehler Ltda., Lake Bluff, IL, USA)
de granulacdo 1000 e 4000, sob refrigeracdo constante e velocidade de 300 rpm,
adaptadas a uma politriz AROTEC (Aropol 2V, Arotec S.A. Indlstria e Comércio, série
040865 Cotia, SP, Brasil). Em seguida, as hemissec¢cdes foram limpas numa cuba
ultrassdnica contendo agua destilada por 10 min para remover qualquer residuo resultante
dos procedimentos de corte e polimento. Os espécimes foram desmineralizados com 6N
HCI por 30s, desproteinizados com 2,5% de NaOCI por 10 min e lavados com agua

destilada [2,21].

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
Morfologia de Superficie Dentinaria

Apbs o tratamento de superficie, os espécimes preparados para a analise de
superficie dentinaria foram analisados em microscopio eletrdnico de varredura ambiental

QUANTA (Modelo 250 FEI), sob corrente de 25 kV com detector de elétrons
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secundérios e baixo vacuo. Néo foi necessario realizar nenhum preparo dos espécimes
para analise no MEV. Foram obtidas micrografias de toda a extensdo da superficie
dentinaria tratada, com 2000x de magnificacdo, sendo atribuidos os seguintes escores

[12]:

Escore 0: auséncia de smear layer e todos os tubulos dentinarios abertos;
e Escore 1: minima quantidade de smear layer e >50% dos tabulos
dentinérios abertos;
e [Escore 2: moderada quantidade de smear layer e <50% dos tubulos
dentinarios abertos;
e Escore 3. Grande quantidade de smear layer e praticamente todos 0s
tabulos dentinarios obstruidos.
As micrografias foram previamente codificadas e a andlise foi realizada em
duplicata, com intervalo de uma semana, por um examinador cego previamente calibrado
com imagens de referéncia de MEV para evitar a identificagdo dos grupos [17,22].

Quatro micrografias de cada espécime foram analisadas.

Morfologia da Camada Hibrida

As hemisseccOes foram analisadas em microscopio eletronico de varredura
ambiental (QUANTA Modelo 250 FEI), sob corrente de 25 kV com detector de elétrons
secundarios e baixo vacuo. A randomizacdo e a analise das micrografias foram realizadas

da mesma forma descrita anteriormente.
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Foram obtidas fotomicrografias de toda a extenséo da interface adesivo/dentina,
em magnificacdo de 1000x para avaliacdo da camada hibrida, abordando os seguintes
aspectos, segundo a metodologia de Gateva [19] modificada:

e Formacéo e homogeneidade/uniformidade da camada hibrida;

e Espessura da camada hibrida (em micrémetros), que foi medida com
auxilio do programa Imaging Software NIS-Elements Advanced Research
Versao 4.30 (Nikon, Japéo), em trés pontos: nas extremidades e no centro
da foto.

A camada hibrida e os tags de resina foram analisados de acordo com 0s seguintes
escores [12]:

e Escore 1: camada hibrida espessa com muitos tags de resina;
e Escore 2: camada hibrida espessa com poucos tags de resina,;
e Escore 3: camada hibrida espessa sem tags de resina;

e Escore 4: camada hibrida fina com muitos tags de resina;

e Escore 5: camada hibrida fina com poucos tags de resina;

e Escore 6: camada hibrida fina sem tags de resina.

ANALISE ESTATISTICA

O teste Kappa (p<0,05) foi utilizado para concordancia intra-examinador. A
analise estatistica da morfologia da superficie dentinaria e da camada hibrida foi realizada
com o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis com 5% de significancia. Para os dados da

espessura foi realizado o teste Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados.
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Considerando a anormalidade dos dados, foi realizado o teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis com 5% de significancia. Para o calculo dos testes estatisticos foram utilizados os

softwares SPSS STATISTICS 21 e BioEstat 5.0.

RESULTADOS

Superficie Dentinaria

As Figuras 27 a 34 correspondem a fotomicrografias obtidas através do MEV e
mostram o comportamento das substancias testadas (dgua destilada, clorexidina a 2%,
emulséo a base de copaiba e solucdo de hidroxido de célcio) sobre a superficie dentinaria
coberta por smear layer e superficie condicionada com acido fosfoérico a 37%.

As superficies dentinarias higida e afetada por cérie tratadas com agua destilada
apos o condicionamento acido apresentaram exposicdo de dentina peritubular, auséncia
de smear layer e todos os tubulos dentinarios abertos. As superficies dentinérias tratadas
com agua destilada, sem condicionamento acido, apresentaram moderada quantidade de
smear layer e a maioria dos tabulos dentinarios obstruidos (Figuras 27 e 28).

A aplicacdo do digluconato de clorexidina 2% sobre a superficie dentinaria
condicionada higida e afetada por céarie com &cido fosforico resultou em minima
quantidade de smear layer, praticamente todos os tdbulos dentinarios abertos e a presenca
de cristais de fosfato precipitados sobre a superficie dentinaria em algumas areas. A
dentina tratada com digluconato de clorexidina 2% sem condicionamento acido prévio
apresentou moderada quantidade de smear layer e a maioria dos tibulos dentinarios
obstruidos (Figuras 29 e 30).

A superficie dentinaria higida e afetada por cérie tratada com a emulsdo a base de
6leo de copaiba ap6s o condicionamento &cido apresentou minima quantidade de smear
layer e praticamente todos os tubulos dentinarios abertos. A dentina ndo condicionada e
tratada com a emulsdo a base de 6leo de copaiba apresentou moderada quantidade de

smear layer e a maioria dos tabulos dentinarios obstruidos (Figuras 31 e 32).
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A dentina higida condicionada e tratada com solucdo de hidréxido de calcio
apresentou praticamente todos os tubulos dentinarios obliterados. A dentina condicionada
e afetada por céarie apresentou maior nimero de tubulos dentinarios abertos. A dentina
ndo condicionada e tratada com a solugdo de hidréxido de célcio apresentou grande
quantidade de smear layer com a formagéo de produtos precipitados sobre a superficie e
todos os tubulos dentinarios obstruidos (Figuras 33 e 34).

Os escores das superficies higidas e afetadas por carie, de acordo com a realizacéo
ou ndo de condicionamento &cido e a substancia testada (dgua destilada, digluconato de
clorexidina 2%, emulsdo a base de 6leo de copaiba e solucdo de hidréxido de célcio) sdo
apresentados nas Tabelas 3 e 4.

A Tabela 3 demonstra que nas superficies dentinarias higidas e afetadas por carie
tratadas com as substancias testes apds o condicionamento com &cido fosforico a 37%
somente a solucdo de hidroxido de célcio na dentina higida apresentou diferenca
estatistica significativa (p<0.05).

A Tabela 4 demonstra que nas superficies dentinarias higidas e afetadas por cérie
tratadas com as substancias testes sem o condicionamento acido, a dgua destilada em
dentina higida apresentou diferenca significativa em relacdo a todos o0s grupos
experimentais (p< 0.05); o digluconato de clorexidina a 2% e a emulsao a base de 6leo de
copaiba nas dentinas higida e afetada por carie ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa.

Camada hibrida

A camada hibrida formada com o adesivo Adper Single Bond 2® nas dentinas
higida e afetada por cérie tratadas com agua destilada apresentou-se espessa e homogénea
com longos e numerosos tags de resina. A camada hibrida formada com o adesivo
Clearfil SE Bond® apresentou-se regular e homogénea, porém com tags de resina
irregulares e com menor infiltracdo na dentina intratubular em comparacdo com a camada
hibrida formada com Adper Single Bond 2® (Figuras 35 e 36).
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Nas dentinas higida e afetada por céarie tratadas com digluconato de clorexidina a
2%, a camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® apresentou-se espessa, regular
e homogénea, com longos tags de resina, porém em menor quantidade que no grupo da
agua destilada. A camada hibrida formada com Clearfil SE Bond 2® na dentina tratada
com digluconato de clorexidina apresentou poucos e irregulares tags de resina com pouca
infiltracdo na dentina (Figuras 37 e 38).

A camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® nas dentinas higida e
afetada por cérie tratadas com emulsdo a base de 6leo de copaiba apresentou-se espessa,
regular e homogénea, com longos tags de resina, porém em menor quantidade que no
grupo da agua destilada (Figuras 35 e 39). A camada hibrida formada com o adesivo
Clearfil SE Bond® nas dentinas higida e afetada por cérie tratadas com a emulsdo a base
de 6leo de copaiba apresentou-se regular e homogénea com grande quantidade de tags de
resina (Figura 40).

A camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® nas dentinas higida e
afetada por carie tratadas com solucdo de hidréxido de calcio apresentou-se espessa e
homogénea com moderada quantidade de tags de resina. A camada hibrida formada com
Clearfil SE Bond® nas dentinas higida e afetada por cérie tratadas com solugdo de
hidroxido de calcio apresentou-se regular e homogénea com minima quantidade de tags
de resina e minima infiltracdo na dentina (Figuras 41 e 42).

Poucas imagens dos grupos apresentaram falhas na interface adesiva, como total
remocdo do adesivo, irregularidade e descontinuidade da camada hibrida. As imagens
com falha total da camada hibrida foram consideradas erro de técnica e descartadas da
analise. Para padronizacdo da quantidade de imagens, considerando o grupo que
apresentou o maior numero de perdas, foram utilizadas para analise estatistica somente
19 imagens por grupo, que foram selecionadas por aleatorizagéo realizada no programa
BioEstat 5.0. Com relacdo aos valores de espessura, as imagens onde ndo foi possivel
visualizar o limite da camada hibrida ndo foram utilizadas na anélise estatistica. Portanto,
pelo mesmo motivo de padronizacgdo, foram analisadas 10 imagens por grupo, que foram

selecionadas por aleatorizagéo realizada no programa BioEstat 5.0.



62

Os escores da camada hibrida formada com os adesivos Adper Single Bond 2® e
Clearfil SE Bond® nas dentinas higida e afetada por carie tratadas com as substincias
testadas sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6. As diferencas entre as médias dos escores de
todos os grupo pode ser observada no Gréfico 1.

A Tabela 5 demonstra que ndo houve diferenca estatistica entre as camadas
hibridas formadas com o adesivo Adper Single Bond 2® nas dentinas higidas e afetadas
por carie tratadas com as substancias testes.

A camada hibrida formada com Clearfil SE Bond® na dentina afetada por carie
tratada com solucdo de hidroxido de célcio apresentou diferenca estatistica do grupo da
emulsio a base do 6leo de copaiba com Clearfil SE Bond® na dentina afetada (p<0,05).
Na dentina higida ndo houve diferenca estatistica na camada hibrida com Clearfil SE
Bond®, independente das substancias testadas (Tabela 6).

A camada hibrida formada com Clearfil SE Bond® nas dentinas higida e afetada
por carie tratadas com emulsdo a base de copaiba apresentou a menor espessura (2,60 +
0,84 um e 2,60 £ 0,96 um, respectivamente). Diferente das outras substancias, a camada
hibrida formada com o adesivo Clearfil SE Bond® na dentina higida tratada com agua
destilada apresentou-se mais espessa que a camada hibrida formada com Adper Single
Bond 2®. Analisando comparativamente as substancias, substrato e sistema adesivo, ndo
houve diferenca estatistica entre a espessura da camada hibrida formada com Clearfil SE
Bond® na dentina higida tratada com emulsio a base de copaiba e &gua destilada
(p<0,05). N&o houve diferenca estatistica entre digluconato de clorexidina a 2%, emulsdo
a base de copaiba e agua destilada na dentina afetada por céarie com Clearfil SE Bond®.
N&o houve diferenca estatistica entre a espessura da camada hibrida formada com Adper
Single Bond 2® nas dentinas higida e afetada por cérie tratadas com as substancias
(p<0,05) (Tabela 7).

DISCUSSAO
Um protocolo microbiolégico de inducédo de céarie foi utilizado nessa pesquisa
para simular o processo carioso natural em dentina. De acordo com MARQUEZAN et al.
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[23], 0 método microbioldgico produz lesbes de carie morfologicamente semelhantes as
lesGes naturais, com um padrao similar de degradacdo de colageno e com a formacéo de
uma evidente camada de dentina infectada, extensa desmineralizacdo de dentina
intertubular e discreta abertura dos tubulos dentinarios, caracteristicas encontradas nesse
estudo.

As superficies dentinarias afetadas por cérie tiveram o tecido amolecido removido
com o auxilio de instrumentos manuais, deixando apenas o tecido passivel de
remineralizacdo, simulando uma situagdo clinica. A preferéncia por este instrumento em
detrimento das brocas foi pelo fato de este garantir ao operador maior controle na
remocdo do tecido cariado, conferindo uma caracteristica conservadora ao preparo. Além
disso, o trabalho de Li [24] mostrou menor quantidade de smear layer sobre a superficie
do preparo, bem como maior quantidade de tdbulos dentinérios abertos na superficie
preparada pelo método quimico-mecénico, em comparacgdo aos instrumentos rotatorios.

O tratamento da superficie dentinaria antes da aplicacdo do sistema adesivo tem
grande influéncia sobre a adesdo. Estudos recentes demonstraram a acdo do digluconato
de clorexidina a 2% sobre componentes orgéanicos da dentina quando usada como agente
terapéutico ap6s o condicionamento acido, melhorando a qualidade e aumentando a
longevidade da interface adesiva [25,26,27]. Segundo Singh et al. [28], o uso do
digluconato de clorexidina a 0,2% promove maior ligacdo a dentina parcialmente
desmineralizada do que mineralizada, uma vez que essa solucédo se liga aos componentes
organicos e inorganicos da dentina quando aplicada apds o condicionamento com &cido
fosférico a 37%.

No presente estudo, o tratamento da superficie dentinaria condicionada e nédo
condicionada com digluconato de clorexidina a 2% apresentou a formacéo de sais de
fosfato, que foram vistos em minima quantidade na dentina condicionada e incorporados
na smear layer na dentina ndo condicionada. Esses sais de fosfato sdo visiveis sobre a
hidroxiapatita sob a forma de cristais em forma de agulha [29].

Os resultados encontrados nesse estudo com relacdo ao uso da solucdo de

hidroxido de célcio confirmaram a sua indicacdo em cavidades profundas e em casos de
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exposicdo pulpar [30,31,32]. No presente estudo, a aplicacdo da solugédo de hidroxido de
calcio na dentina ndo condicionada resultou na formacdo de precipitados sobre a
superficie, aumentando a irregularidade da camada de smear layer. E mesmo ap6s o
condicionamento com acido fosforico 37%, o hidroxido de calcio obliterou os tdbulos
dentinérios, sugerindo a sua contra-indicagdo em cavidades rasas.

A aplicacdo da emulsdo a base do 6leo de copaiba na dentina coberta por smear
layer e na dentina condicionada com &cido fosforico a 37% resultou em uma superficie
dentinéria sem variagcGes em sua morfologia, com as mesmas caracteristicas do uso da
agua destilada, ndo demonstrando nenhuma barreira fisica aparente a penetracdo do
agente adesivo. Esses resultados ndo possuem, ainda, embasamento na literatura que os
justifique.

Em comparacdo ao digluconato de clorexidina, a aplicacdo da emulsdo a base de
6leo de copaiba possui outras propriedades bioldgicas que podem auxiliar na resposta do
tecido pulpar e ndo apresentou interferéncia aparente na camada hibrida, principalmente
com o sistema autocondicionante.

Além da presenca da smear layer e as substancias usadas sobre a superficie
dentinaria, o tipo de dentina deve ser considerado, pois a caracteristica da dentina, higida
ou afetada por carie, ttém influéncia sobre a estrutura da interface adesiva. A camada
hibrida na dentina afetada por cérie apresentou irregular e insuficiente penetracdo dos
tags de resina devido a grande profundidade de desmineralizacdo pela maior
suscetibilidade ao condicionamento &cido. Essa situacdo também foi relatada por alguns
autores que observaram uma maior discrepancia entre profundidade de desmineralizacédo
e infiltracdo de mondmeros resinos e uma extensa zona de coldgeno exposto na base da
camada hibrida formada na dentina afetada por carie em comparacdo com a dentina
higida [33,34,35].

Uma camada hibrida espessa formada com adesivo convencional, baixa
efetividade e resisténcia adesiva sdo relacionadas com o substrato afetado pelo processo
carioso [36,37,38]. Hsu et al. [37] e Moura et al. [39] relataram varia¢Oes das

caracteristicas morfoldgicas da interface adesiva de acordo com o sistema adesivo



65

utilizado, observando que a camada hibrida formada com o adesivo autocondicionante
(Clearfil SE Bond®) apresentou-se com menor espessura e menor quantidade de tags de
resina em comparagdo com o sistema adesivo convencional (Adper Single Bond 2°),
mesmo resultado encontrado no presente estudo, apresentando diferenca estatistica no
grupo da emulsdo a base de dleo de copaiba na dentina higida.

Neste estudo foram encontradas auséncia e irregularidades de tags de resina na
dentina. Essas caracteristicas na interface adesiva formada com os adesivos convencional
e autocondicionante podem ser provavelmente devido a direcdo dos tlbulos dentinérios,
dificultando a formacdo de tags de resina em tubulos dentinarios paralelos a interface
adesiva e facilitando a penetracdo do adesivo em tabulos dispostos perpendicularmente a
interface [37,39].

Wang et al. [34] observaram a penetracéo irregular dos tags de resina na dentina
afetada por cérie e relataram que essa desmineralizacdo irregular da dentina pode ser
provocada pelo processo carioso, devido a perda de mineral em algumas areas e
precipitacdo de mineral nos tibulos dentindrios em outras areas, fato que possivelmente
ocorreu neste estudo na formagdo da camada hibrida em dentina afetada por cérie.

No presente estudo, a camada hibrida nas dentinas higida e afetada por cérie
tratadas com emulsdo a base de 6leo de copaiba apresentou as mesmas caracteristicas dos
grupos tratados com agua destilada, independente do adesivo utilizado.

Pashley et al. [40] e Sanabe, Costa, Hebling [15] indicaram o éleo mineral como
solucdo para armazenamento de espécimes para preservacdo da interface adesiva e
reducdo da degradacdo hidrolitica e enzimatica do colageno, considerando que a
atividade colagenolitica ndo acontece na auséncia de dgua. Como a emulsdo testada €
oleosa, portanto hidrofobica, sugere-se que o Oleo de copaiba possua as mesmas
vantagens que o 6leo mineral. Acredita-se que 0 uso da emulséo reduza a degradacéo do
colageno na camada hibrida por ser uma substancia hidrofobica e, por isso, envolver e
proteger o coldgeno da degradagdo hidrolitica e reduzir a degradacdo enzimatica, pelo
fato das metaloproteinases serem dependentes da agua e da presenca de ions célcio e

zinco para serem ativadas.
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Além da sua caracteristica hidrofdbica, o 6leo de copaiba apresenta propriedades
como atividade antimicrobiana [41], atividade antiinflamatoria [42] e compatibilidade
bioldgica [7,10]. Pieri et al. [11] e Vasconcelos et al. [7] observaram atividade
antimicrobiana do 6leo de copaiba frente ao Streptococcus mutans, podendo contribuir na
diminuicdo da incidéncia de carie recorrente através da reducdo da quantidade dos
microrganismos presentes na cavidade antes da inser¢do do material restaurador.

As médias de espessura da camada hibrida com Adper Single Bond 2®
encontradas nesse estudo foram similares aos trabalhos relatados na literatura, diferente
dos grupos com o adesivo Clearfil SE Bond® que apresentaram uma espessura de camada
hibrida maior. A menor espessura de camada hibrida encontrada neste estudo foi na
emulsdo a base de 6leo de copaiba em dentina higida, com média de 2,60 = 0,84 um
(Clearfil SE Bond®). Com o adesivo Adper Single Bond 2®, a menor média foi 3,2 + 0,63
um para o digluconato de clorexidina a 2% em dentina afetada por carie. Na literatura séo
relatados valores para médias de espessura como 2,44 + 0,52 um [3], 3 - 6 um [20] e
média de 3,04 pm [43] com Adper Single Bond 2® e média de 1,43 + 0,64 pm e 0,37 +
0,23 pm [3] com adesivos autocondicionantes.

Essa divergéncia nos valores da espessura com o adesivo Clearfil SE Bond®
possivelmente estd relacionada a variabilidade das metodologias utilizadas,
principalmente em relacdo a quantidade de camadas de adesivo aplicada. Considerando
os resultados obtidos, sugere-se que é mais importante a homogeneidade da camada
hibrida com a formacéo regular de tags de resina do que a sua espessura, pois esse fato
pode proporcionar uma camada hibrida de qualidade [44].

A analise em microscopia eletronica de varredura é bastante usada para avaliagdo
de superficies dentarias e interface adesiva, apresentando imagens de alta qualidade,
porém o preparo das amostras para analise envolve os processos de desidratagéo,
metalizacdo e fixacdo. Os processos de desidratacdo e fixagdo podem levar a alteracGes
na estrutura da dentina quando ha a mudanca da pressdo atmosférica para as condicfes de
vacuo, e a metalizacdo das amostras, principalmente com ouro, superestima a qualidade

das imagens, pois torna a amostra condutora de elétrons [22,45]. A microscopia no modo
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ambiental, escolhida para analise nesta pesquisa, permitiu que os espécimes fossem
analisados no seu estado natural, hidratados e sem necessidade de preparo das amostras,
pois segundo Pereira et al. [45], a analise das amostras em alto vacuo favorece a maior
formacdo de defeitos e gaps comparada com a analise em baixo vacuo. Neste sentido,
optou-se pelo MEV ambiental em baixo vacuo com detector de elétrons secundarios.

Durante a analise em MEV, em altas voltagens, os elétrons interagem com a
superficie e aumentam a sua temperatura, causando evaporacdo ou sublimacdo de
substancias organicas e oleosas, tornando-as indetectaveis. A analise em baixa voltagem
e menor magnificagdo previne essa situacdo. Nesse estudo, a analise foi realizada com
25kV e magnificacBes de 1000x e 2000x. A explicacdo para a analise em altas
magnificacdes é o seu uso para detectar tabulos dentinarios, smear layer e detalhes
menores da superficie dentinaria e camada hibrida [47].

Wang e Spencer [47] observaram que o polimento dos espécimes para analise em
MEV altera a morfologia da interface adesiva, superestimando a qualidade da camada
hibrida, pois o polimento causa defeitos na interface e produz debris que pode ser
depositado em porosidades existente na camada hibrida. Entretanto, a influéncia do
polimento na qualidade da camada hibrida depende da qualidade original da camada e do
sistema adesivo utilizado.

Outro fator a ser considerado na anélise em MEV é a descontinuidade da camada
hibrida observada em pequena magnificacdo e 6tima qualidade em alta magnificacéo pela
selecdo das areas sem artefatos ou defeitos [45]. Algumas imagens obtidas dos espécimes
analisados nesse estudo apresentaram falhas como gaps e descontinuidade da camada
hibrida, situacdo que foi descrita anteriormente.

Tendo em vista 0 exposto, a Dentistica pode ganhar com a incorporacdo de
emulsdes a base de Oleo de copaiba no procedimento restaurador, atuando de forma
terapéutica na estrutura dentéria devido as suas propriedades bioldgicas, tornando o seu
uso mais vantajoso em comparacdo com o digluconato de clorexidina a 2% e &gua

destilada.
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CONCLUSAO

A aplicacdo da emulséo a base de 6leo de copaiba, possivelmente, ndo interferiu
na morfologia natural das superficies dentinarias higida e afetada por cérie, apresentando
uma camada hibrida uniforme, regular e com grande infiltracdo monomeérica nas dentinas
higida e afetada por carie, independente do adesivo utilizado. Considerando as
caracteristicas apresentadas e suas propriedades bioldgicas, a aplicacdo da emulsdo a base
de o6leo de copaiba, um fitoterapico, antes do sistema adesivo convencional e

autocondicionante, mostra-se promissora na Odontologia.
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Tabela 3 - Frequéncia e média dos escores das superficies dentinarias higida e afetada por carie tratadas com as
substancias testes ap6s o condicionamento com acido fosférico.

Agua destilada Clorexidina Emulséo a base de Solucéo de
6leo de copaiba hidroxido de
calcio
Higida Afetada Higida Afetada Higida Afetada Higida Afetada
Escore 0 22 24 21 16 15 16 3 16
Escore 1 2 0 3 5 5 8 10 5
Escore 2 0 0 0 3 4 0 7 3
Escore 3 0 0 0 0 0 0 4 0
Media dos 0,08 0 0,12 0,46 0,54 0,33 1,52 0,46
escores

H = 41,9256; (p) Kruskal-Wallis < 0.0001

Letra a significa diferenca estatistica (p< 0.05).

Tabela 4 - Frequéncia e média dos escores das superficies dentinarias higida e afetada por carie tratadas com as
substancias testes sem condicionamento &cido prévio.

Agua destilada Clorexidina Emulsé&o & base de Solugéo de
6leo de copaiba hidréxido de calcio
Higida Afetada  Higida Afetada Higida Afetada  Higida  Afetada
Escore 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore 1 21 3 5 5 5 4 0 1
Escore 2 3 15 14 10 10 6 2 6
Escore 3 0 6 5 9 9 14 22 17
Meédia dos 1,12 2,128 2° 2,17° 2,17° 2,42% 2,98° 2,67%
escores

H =74,9031; (p) Kruskal-Wallis < 0.0001

Letras diferentes significam diferenca estatistica (p< 0.05)
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Tabela 5 - Frequéncia e média dos escores da camada hibrida formada com adesivo Adper Single Bond 2° nas
dentinas higida e afetada por carie ap6s o tratamento com as substancias testes.

Agua destilada Clorexidina Emulsao a base de Solucéo de
6leo de copaiba hidréxido de
célcio
Higida Afetada Higida Afetada Higida Afetada Higida Afetada
Escore 1 19 19 18 13 18 17 16 12
Escore 2 0 0 1 6 1 2 3 3
Escore 3 0 0 0 0 0 1 0 4
Escore 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Média dos 1° 12 1,052 1,32 1,052 1,12 1,167 1,6°
escores

H = 23,8358; (p) Kruskal-Wallis = 0.0012
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (p> 0.05)

Tabela 6 - Frequéncia e média dos escores da camada hibrida formada com adesivo Clearfil SE Bond® nas
dentinas higida e afetada por cérie ap6s o tratamento com as substancias testes.

Agua destilada Clorexidina Emulséo a base de Solucéo de
6leo de copaiba hidroxido de
célcio
Higida Afetada Higida Afetada Higida Afetada Higida Afetada

Escore 1 8 11 5 13 15 16 7 6
Escore 2 8 6 14 3 4 3 10 7
Escore 3 3 2 0 3 0 0 2 6
Escore 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Escore 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Meédia dos 1,72 1,53°% 1,72 1,47°%° 1,2% 1,167 1,72 2°
escores

H = 25,3053; (p) Kruskal-Wallis = 0.0007
Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (p< 0.05).
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Tabela 7 — Comparacdo das médias da espessura da camada hibrida de acordo como o substrato, sistema
adesivo e substancias testes.

SUBSTANCIA  ADESIVO ESPESSURA EM pm - TAMANHO DA
DENTINA MEDIA (DP) AMOSTRA

AD SINGLE BOND 4,5 (1,17)° 10
AD CLEARFIL 4,7 (0,67)° 10
CHX SINGLE BOND 4,0 (0,94)° 10

< CHX CLEARFIL 3,5(1,17)°¢ 10

o cM SINGLE BOND 5,1(0,73)° 10

T CM CLEARFIL 2,6 (0,84) 10
HC SINGLE BOND 3,9 (0,56)" 10
HC CLEARFIL 3,5(0,52)" 10

N AD SINGLE BOND 4,2 (0,78)° 10

g AD CLEARFIL 3,0 (0,47)° 10

O CHX SINGLE BOND 3,2 (0,63)° 10

o) CHX CLEARFIL 2,7 (0,48)° 10

o

< CM SINGLE BOND 4,0 (0,94)° 10

< CM CLEARFIL 2,6 (0,96)? 10

i HC SINGLE BOND 4,1(0,73) 10

< HC CLEARFIL ¥ 3

H=48,1433; (p) Kruskal-Wallis < 0.0001
Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos (p< 0.05).
* Grupo ndo entrou na analise estatistica.
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FIGURAS

Figura 27 — Dentina condicionada tratada com agua destilada. A) Dentina higida. B) Dentina afetada por carie.
Os tubulos dentinarios apresentam-se completamente desobstruidos (setas).

det | mag |
GSED | 2 000 x

Figura 28 — Dentina ndo condicionada tratada com agua destilada. A) Dentina higida. B) Dentina afetada por
carie.
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Figura 29 — Dentina condicionada tratada com clorexidina 2%. A) Dentina higida. B) Dentina afetada por carie.
Cristais de fosfato na dentina higida (setas).

Figura 30 - Dentina ndo condicionada tratada com clorexidina 2%. A) Dentina higida. B) Dentina afetada por
cérie.
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Figura 31 - Dentina condicionada tratada com emulsdo a base de 6leo de copaiba. A) Dentina higida. B) Dentina
afetada por carie. Os tubulos dentinarios apresentam-se completamente desobstruidos (setas).

Figura 32 - Dentina ndo condicionada tratada com emulsdo a base de 6leo de copaiba. A) Dentina higida. B)
Dentina afetada por carie. Tubulos dentindrios obstruidos (setas).
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Figura 33 - Dentina condicionada tratada com solugédo de hidréxido de célcio. A) Dentina higida. B) Dentina
afetada por carie. Tabulos dentinarios obstruidos mesmo apds o condicionamento &cido (setas).

Figura 34 - Dentina ndo condicionada tratada com solugéo de hidréxido de calcio. A) Dentina higida. B) Dentina
afetada por carie. Produtos precipitados formados sobre a superficie dentinaria (setas).
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Figura 35 - Camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® na dentina tratada com &gua destilada. 1)
Dentina higida. 2) Dentina afetada por cérie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida (entre as barras). As
setas apontam os tags de resina.

Figura 36 - Camada hibrida formada com Clearfil SE Bond® na dentina tratada com agua destilada. 1) Dentina
higida. 2) Dentina afetada por carie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida (entre as barras). As setas
apontam os tags de resina irregulares.
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Figura 37 - Camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® na dentina tratada com clorexidina. 1) Dentina
higida. 2) Dentina afetada por carie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida (entre as barras). As setas
apontam os tags de resina.

Figura 38 - Camada hibrida formada com Clearfil SE Bond® na dentina tratada com clorexidina. 1) Dentina
higida. 2) Dentina afetada por cérie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida (entre as barras). As setas
apontam os tags de resina.
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Figura 39 - Camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® na dentina tratada com 6leo de copaiba. 1)
Dentina higida. 2) Dentina afetada por carie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida. As setas apontam os
tags de resina.

Figura 40 - Camada hibrida formada com Clearfil SE Bond® na dentina tratada com 6leo de copaiba. 1) Dentina
higida. 2) Dentina afetada por carie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida (entre as barras). As setas
apontam os tags de resina.
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Figura 41 - Camada hibrida formada com Adper Single Bond 2® na dentina tratada com solugdo de hidréxido
de célcio. 1) Dentina higida. 2) Dentina afetada por carie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida (entre
as barras). As setas apontam os tags de resina.

Figura 42 - Camada hibrida formada com Clearfil SE Bond® na dentina tratada com solucédo de hidroéxido de
célcio. 1) Dentina higida. 2) Dentina afetada por carie. A: Adesivo. D: Dentina. CH: Camada hibrida. As setas
apontam os tags de resina.
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2,5

B Dentina Higida - Adper Single
Bond 2°®

B Dentina Afetada - Adper Single
Bond 2°®

m Dentina Higida - Clearfil SE
Bond®

B Dentina Afetada - Clearfil SE
Bond®

Agua destilada Clorexidinaa  Emulsdo a Solugdo de
2% base de éleo  Hidréxido de
de copaiba calcio

Grafico 1 — Diferenca entre as médias dos escores da camada hibrida formada com os adesivos Adper Single
Bond® e Clearfil SE Bond® nas dentinas higida e afetada por carie ap6s o tratamento com as substancias testes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Devido as propriedades bioldgicas do 6leo de copaiba, principalmente atividades
antibacteriana e antiinflamatdria, o uso de emulsdes a base do dleo-resina de copaiba
(Copaifera multijuga Hayne) sobre a superficie dentinéria podera contribuir na resposta
pulpar em cavidades profundas, em cérie recorrente e na integridade da camada hibrida
devido a sua caracteristica oleosa. Além disso, poderd viabilizar a introducdo da

Fitoterapia como uma opcao terapéutica na Odontologia.
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SUPERFICIE DENTINARIA
TESTE KAPPA

CROSSTABS
/TABLES=A la leitura BY A 2a leitura
/FORMAT=AVALUE TABLES
/STATISTICS= KAPPA

Case Processing Summary
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la_AD_HIGIDO ACIDO * 2a_AD_HiGIDO_ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 1,000 ,000 4,899 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la_AD_HIGIDO SEM_ACIDO * 2a_AD HiGIDO_SEM ACIDO 24| 100,0% 0 0,0% 24| 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,833 ,161 4,140 ,000
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent Percent Percent
la_CHX HIGIDO ACIDO * 2a_ CHX HIGIDO_ ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 833 161 4,140 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la_CHX_HIGIDO_SEM_ACIDO * 24| 100,0% 0 0,0% 24| 100,0%
2a_CHX_HIGIDO_SEM_ACIDO
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 1,000 ,000 6,684 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent Percent N Percent
la CM HIGIDO ACIDO * 2a_ CM HIGIDO ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,845 ,105 5,546 ,000
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la CM HIGIDO SEM ACIDO * 2a_CM HiGIDO SEM ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error® Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 581 123 4,060 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la HC HIGIDO ACIDO * 2a_ HC HIGIDO ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.

Measure of Agreement Kappa ,941 ,058 7,486 ,000

N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la HC HIGIDO SEM ACIDO * 2a HC HIGIDO SEM ACIDO 24| 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,625 ,235 3,303 ,001
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la AD CARIE_ACIDO * 2a AD CARIE_ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error® Approx. T¢ Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,0002 ,000 ,000 1,000
N of Valid Cases 24
a. No statistics are computed because 2a_AD_CARIE_ACIDO is a constant.
b. Not assuming the null hypothesis.
¢. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la_AD_CARIE_SEM ACIDO * 2a_AD_CARIE_SEM_ACIDO 24| 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.

Measure of Agreement Kappa ,843 ,108 5,401 ,000

N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la CHX CARIE _ACIDO * 2a_CHX CARIE_ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,837 ,105 5,334 ,000
24

N of Valid Cases

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la CHX CARIE SEM ACIDO * 2a_CHX CARIE_SEM ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 735 119 5,125 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la CM_CARIE_ACIDO * 2a_ CM_CARIE_ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,903 ,094 4,446 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la_ CM_CARIE_SEM _ACIDO * 2a_CM_CARIE_SEM_ACIDO 24|  100,0% 0 0,0% 24 | 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error® Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,674 ,127 4,821 ,000
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la HC CARIE ACIDO * 2a_ HC CARIE_ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 1,000 ,000 6,447 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
la HC CARIE_SEM ACIDO * 2a_HC CARIE_SEM ACIDO 24 100,0% 0 0,0% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,486 ,146 3,189 ,001
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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APENDICE 2

CAMADA HIBRIDA
TESTE KAPPA

LEITURA 3A 1

Case Processing Summary
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent

1A_AD_HIGIDO_SINGLE_BOND * 22 88,0% 3 12,0% 25| 100,0%
3A AD HIGIDO SINGLE BOND

Symmetric Measures

Value Asymp. Std. Error® Approx. T¢
Measure of Agreement Kappa ,0002
N of Valid Cases 22
a. No statistics are computed because 3A_AD_HiGIDO_SINGLE_BOND is a constant.
b. Not assuming the null hypothesis.
c¢. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent

1A_AD_HiGIDO_CLEARFIL * 18| 72,0% 7| 28,0% 25| 100,0%
3A AD HIGIDO CLEARFIL

Symmetric Measures

Value Asymp. Std. Approx. T° Approx. Sig.
Error?
Measure of Agreement Kappa ,600 ,160 3,019 ,003
N of Valid Cases 18

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.




Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N | Percent Percent | N | Percent
1A_CHX_HIGIDO_SINGLE_BOND * 24 | 100,0% 0 0,0% 24 | 100,0%
2A CHX HIGIDO SINGLE BOND
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Approx. T? Approx. Sig.
Error?
Measure of Agreement Kappa ,400 ,246 1,960 ,050
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A_CM_HIGIDO_SINGLE_BOND * 20 83,3% 4 16,7% 24 1 100,0%
3A CM HiGIDO SINGLE BOND
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Kappa ,643 ,325 3,078 ,002

Measure of Agreement

N of Valid Cases

20

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A CM HIGIDO CLEARFIL * 3A CM HIGIDO CLEARFIL 22 88,0% 3 12,0% 25| 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,861 ,135 4,077 ,000
N of Valid Cases 22
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total

N Percent N Percent N Percent
1A_HC_HIGIDO_SINGLE_BOND * 23 92,0% 2 8,0% 25| 100,0%
3A_HC_HIiGIDO_SINGLE BOND

Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.

Measure of Agreement Kappa ,862 ,133 4,175 ,000
N of Valid Cases 23

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A HC HIGIDO CLEARFIL * 3A HC HIGIDO CLEARFIL 20 80,0% 5 20,0% 25 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 385 161 2,696 ,007
N of Valid Cases 20
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A_AD_CARIE_SINGLE_BOND * 24 96,0% 1 4,0% 25| 100,0%
3A_AD CARIE_SINGLE BOND
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error® Approx. T¢
Kappa ,0002

Measure of Agreement

N of Valid Cases

24

a. No statistics are computed because 1A_AD_CARIE_SINGLE_BOND is a constant.

b. Not assuming the null hypothes|

is.

¢. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A AD CARIE_CLEARFIL * 3A AD CARIE_CLEARFIL 24 96,0% 1 4,0% 25 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa 529 1135 3,682 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A_CHX_CARIE_SINGLE_BOND * 24 96,0% 1 4,0% 25| 100,0%
3A CHX CARIE SINGLE BOND
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,438 ,194 2,143 ,032
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A CHX CARIE CLEARFIL * 3A CHX CARIE CLEARFIL 24 96,0% 1 4,0% 25 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,386 ,145 2,737 ,006
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A_CM_CARIE_SINGLE_BOND * 22 88,0% 3 12,0% 25 100,0%
3A CM CARIE SINGLE BOND
Symmetric Measures

Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,554 ,199 2,944 ,003
N of Valid Cases 22
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A CM CARIE CLEARFIL * 3A_ CM _CARIE_CLEARFIL 24 96,0% 1 4,0% 25 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error® Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,603 ,157 3,547 ,000
N of Valid Cases 24

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
1A_HC_CARIE_SINGLE_BOND * 24 96,0% 1 4,0% 25| 100,0%
3A HC CARIE SINGLE BOND
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T° Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,517 ,134 3,586 ,000
N of Valid Cases 24
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
3A HC CARIE CLEARFIL * 4A HC CARIE CLEARFIL 21 87,5% 3 12,5% 24 100,0%
Symmetric Measures
Value Asymp. Std. Error? Approx. T? Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,438 ,147 3,054 ,002
N of Valid Cases 21

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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ANEXO 1

PARECER DO CEP
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ANEXO 2

NORMAS DA REVISTA
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