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RESUMO

Introducdo: Varios sdo os estudos sobre materiais dentarios que usam dentes
humanos previamente extraidos, 0s quais sdo colocados em solugdes de armazenamento
de forma a prevenir a sua desidratacdo. No entanto, os meios em que 0s dentes sdo
armazenados podem interferir nas propriedades fisicas e dpticas dos mesmos, levando a

alteracdes nos resultados dos estudos experimentais.

Objectivo: Assim sendo, este trabalho tem como objectivo avaliar as possiveis
alteracdes de microdureza do esmalte e da dentina ap0s armazenamento em agua

destilada, azida sédica a 0,2%, cloramina T a 0,5% e timol a 0,1%.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 40 dentes higidos previamente extraidos
por motivos ortodénticos ou doenca periodontal. Apds extracgdo, procedeu-se a
remocdo de restos organicos através da curetagem. Os dentes foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n=4) e armazenados durante 3 meses a 5°C, nas
seguintes solugbes: G1 = agua destilada (grupo controlo); G2 = azida sodica a 0,2%; G3
= cloramina T a 0,5%; G4 = timol a 0,1%; Decorrido o prazo de armazenamento, 0s
dentes foram submetidos ao teste de Vickers, avaliando a microdureza do esmalte e da

dentina.

Resultados: As médias da microdureza do esmalte e da dentina foram,
respectivamente: G1: 302,46 e 62,10 VHN; G2: 315,12 e 61,81 VHN; G3: 359,68 e
61,62 VHN; G4: 321,82 e 59,07 VHN. A analise estatistica revelou que os meios de
armazenamento usados neste estudo alteram principalmente a microdureza do esmalte

(p=0,030), sem influenciar significativamente a microdureza da dentina (p=0,605).

Concluséo: Este estudo demonstrou que os meios de armazenamento podem

apenas alterar a microdureza do esmalte.

Palavras-chave: Esmalte; Dentina; Meios de armazenamento; Microdureza






ABSTRACT

Introduction: Several studies of dental materials were developed using
extracted human teeth wich are placed in storage solutions to prevent dehydration.
However, the solutions in wich the teeth are stored may interfere with their physical and

optical properties, leading to changes in the results of experimental studies.

Purpose: Therefore, this study aims to evaluate the possible changes in enamel
and dentin microhardness after storage in distilled water, 0,2% sodium azide, 0,5%

chloramine T and 0,1% thymol.

Material and Methods: 40 freshly healthy teeth, extracted for orthodontic
reasons or periodontal, disease were used. After extraction, all the organic debris were
removed by curettage. The teeth were randomly divided into four groups (n = 4) and
stored for 3 months at 5°C in the following solutions: G1 = distilled water (control
group); G2 = 0,2% sodium azide; G3 = 0,5% chloramine T; G4 = 0,1% thymol. After
the period of storage, the teeth have been submitted to Vickers hardness test to evaluate

the microhardness of enamel and dentin.

Results: The average microhardness of the enamel and the dentin were,
respectively: G1: 302,46 and 62,10 VHN; G2: 315,12 and 61,81 VHN; G3: 359,68 and
61,62 VHN; G4: 321,82 and 59,07 VHN. Statistical analysis revealed that the storage
solutions used in this study have mainly changed the microhardness of enamel

(p=0,030), without significantly affecting the microhardness of dentin (p=0,605).

Conclusion: It has been found that storage solutions only change the

microhardness of the enamel.

Keywords: Enamel; Dentin; Storage Solutions; Microhardness






RESUME

Introduction: Nombreuses sont les études menées sur les matériaux dentaires
qui utilisent des dents humaines récemment extraites, puis placées dans des solutions de
conservation, afin d’empécher leur déshydratation. Cependant, ces solutions peuvent
interférer avec les propriétés physiques et optiques des dents, ce qui conduit a des

changements au niveau des résultats des études expérimentales.

Objectif: Ainsi, la présente étude a pour but d’évaluer les possibles
changements de la microdureté de 1’émail et de la dentine aprés avoir conserver les
dents dans de 1’eau distillée, de 1’azide de sodium 0,2%, de la chloramine T 0,5% et du

thymol 0,1%.

Matiéres et Méthodes: 40 dents intactes fraichement extraites pour des raisons
orthodontiques ou maladie parodontale ont été utilisées. Apres leur extraction, on a
procédé a 1’élimination des résidus organiques a travers du surfacage radiculaire. Les
dents ont été divisées de facon aléatoire en quatre groupes (n=4), puis conservées
pendant 3 mois a 5°C, dans les solutions suivantes: G1 = eau distillée (groupe contréle);
G2 = azide de sodium 0,2%; G3 = chloramine T 0,5%; G4 = thymol 0,1%. Une fois la
période de conservation échouée, les dents ont été soumises a I’essai de dureté Vickers,

afin d’évaluer la microdureté de 1’émail et de la dentine.

Résultats: Les valeurs moyennes de la microdureté de 1’émail et de la dentine
obtenues ont été, respectivement : G1: 302,46 et 62,10 VHN; G2: 315,12 et 61,81 VHN;
G3: 359,68 et 61,62 VHN; G4: 321,82 et 59,07 VHN. L’analyse statistique a démontré
que les solutions de conservation utilisées pour cette étude altérent essentiellement la
microdureté de 1’émail (p=0,030), sans influencer de fagcon significative la microdureté
de la dentine (p=0,605).

Conclusion: On a constaté que les solutions de conservation peuvent influencer

uniquement la microdureté de 1’émail.

Mots-clés: Email; Dentine; Milieux de conservation; Microdureté
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Introducdo

I.  INTRODUCAO

Atendendo & evolugdo e ao desenvolvimento da qualidade dos materiais
dentarios, tém surgido novos produtos no mercado. De forma a avaliar a sua eficécia, 0s
novos materiais sdo submetidos a diversos testes laboratoriais. Assim, existem varios
estudos in vitro que usam dentes humanos ou bovinos previamente extraidos. Apos a
extraccdo, é importante que os dentes sejam colocados em solucBes de armazenamento
de modo a prevenir a sua desidratacdo. No entanto, 0s meios em que 0s dentes sdo
armazenados podem interferir nas propriedades fisicas e épticas dos mesmos e,
consequentemente, levar a alteragdes nos resultados dos estudos experimentais
(Colombelli et al., 2001; Ghersel et al., 2001; Pimentel et al., 2002; Moura et al., 2004;
Humel et al., 2006; Donassollo et al., 2007; Maranhédo et al., 2009; Secilmis et al.,
2011, 2013).

1.1. Caracteristicas gerais dos dentes

Cada dente é constituido por uma coroa anatomica e uma ou mais raizes. A
coroa dentaria é revestida pelo esmalte e as raizes pelo cimento (Figura 1). Estes dois
tecidos mineralizados unem-se ao nivel do colo do dente, na juncdo amelo-cimentaria
(JAC). Por de baixo esmalte e do cimento, encontra-se a dentina que circunda a cdmara
pulpar onde se situa a polpa (Junqueira & Carneiro, 2004; Berkovitz et al., 2009;
Chiego, 2013).

Esmalte —

Camara pulpar

Gengiva e
Dentina -y \S Ligamento
periodontal
Cimento

Osso alveolar

Osso Osso esponjoso

cortical

\

Figura 1 - Esquema de um dente e dos seus tecidos de suporte em
vista transversal (adaptado de: Anusavice et al., 2013, p.6)

21



Avaliacdo da influéncia dos meios de armazenamento na microdureza do esmalte e da dentina em dentes humanos

1.1.1. Esmalte

O esmalte € o tecido mais duro e mineralizado do corpo humano que funciona
como uma camada protectora para a dentina e a polpa (Xu et al., 1998; Junqueira &
Carneiro, 2004; Chiego, 2013). E composto por 2-4% de matéria organica, 96% de
matéria inorganica e agua (Junqueira & Carneiro, 2004; Kumar, 2009; Xie et al., 2009;
Chiego, 2013; Secilmis et al., 2013).

A semelhanca de outros tecidos mineralizados como a dentina, o cimento e o
0ss0, 0 esmalte é constituido por cristais de hidroxiapatita. Durante a amelogénese,
mecanismo que representa a sintese do esmalte, iBes como o estrdncio, 0 magnésio, 0
chumbo e o fluoreto podem ser incorporados pelos cristais. Os cristais de hidroxiapatita
formam prismas, cujo arranjo em grupo influencia as propriedades mecénicas do
esmalte (Junqueira & Carneiro, 2004; Chiego, 2013).

1.1.2. Dentina

A dentina é um tecido mineralizado situado entre o esmalte ou o cimento e a
polpa. E constituida por 70% de matéria inorganica, 20% de matéria organica e 10% de
agua. Devido ao seu elevado contetdo mineral, a dentina é mais dura que o 0sso (Stack,
1951; Fuentes et al., 2003; Junqueira & Carneiro, 2004; Kumar, 2009; Chiego, 2013;
Secilmis et al., 2011; 2013).

Ao contréario do esmalte, a dentina contém colagénio em constante formacao ao
longo da vida, providenciando elasticidade ao tecido. A aparéncia festoneada da juncédo
amelo-dentinaria (JAD) promove a retencdo mecanica entre o esmalte e a dentina
(Stack, 1955; Martin & Boardman, 1993; Kumar, 2009; Chiego, 2013).

1.2. Avaliagéo da dureza

A dureza representa a resisténcia de um material & deformacao plastica medida
sob uma carga de penetracdo (Mecholsky, 1995; Anusavice et al., 2013). E calculada
pela forga exercida na superficie do material e a dimensdo da indentagdo resultante
(Low et al., 2008; Callister & Rethwisch, 2014).
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Introducdo

Os testes de microdureza sdo frequentemente utilizados para estudar tecidos
bioldgicos pois tém em consideracdo a viscoelasticidade do material testado (Olesiak et
al., 2010). Além disso, estes testes estdo referenciados em inimeras especificacfes de
materiais dentarios desenvolvidas pela American Dental Association (ADA) e fazem
parte de diversas normas promovidas pela International Organization for
Standardization (ISO) (Anusavice et al., 2013).

1.2.1. Testes de microdureza

A avaliacdo da microdureza de um material pode ser realizada de vérias formas,
nomeadamente através de ensaios de penetracdo, risco e abrasdo. O ensaio mais usado
na area da medicina dentaria é o de penetracdo, no qual se aplica uma carga especifica
através de uma ponta diamantada ou uma esfera de aco, formando uma indentacdo que é
medida e convertida num valor de dureza (Tabela 1). Os testes de penetracdo que
podem ser usados para determinar a dureza de um material dentério séo conhecidos pelo
nome de Brinell, Rockwell, Vickers e Knoop (Figura 2). A seleccdo do tipo de teste
deve ser baseada no tipo de material a ser avaliado (Cuy et al., 2002; Anusavice et al.,
2013; Callister & Rethwisch, 2014).

AT F ¥
. M
[ _] M t,, + %:—:}
s + e M > =M=
Teste de Brinell Teste de Roclowell Teste de Vickers Teste de Knoop

Figura 2 - Formas da ponta do indentador (em cima) e formas da indentacdo (em baixo) dos testes de
dureza de Brinell, Rockwell, Vickers e Knoop (adaptado de: Anusavice et al., 2013, p.6)
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Avaliacdo da influéncia dos meios de armazenamento na microdureza do esmalte e da dentina em dentes humanos

Ao contrario dos testes de Brinell e Rockwell, os testes de Knoop e Vickers séo
considerados testes de microdureza; podem usar uma carga inferior a 9,8 N e as
indentaces resultantes sdo pequenas e com uma profundidade menor que 19 um, tendo
assim a capacidade de medir, em pequenas areas, a dureza de materiais delgados (Wang
et al., 2003; Anusavice et al., 2013; Callister & Rethwisch, 2014).

Forma da
Teste indentacio Carga Formula
Brinell P 2P
e e - —
DD — VD — d7
Vickers A& d1 P HV = 1.854P/d}
Knoop

b
i ;li:_ F HK = 14.2P/F
i

Tabela 1 - Forma das indentagdes e respectivas formulas paara obtencgdo dos valores de microdureza,
sendo P a carga aplicadaem kg e D, d, d; e | distancias em mm (adaptado: Callister & Rethwisch, 2014)

1.2.1.1- Teste de dureza de Brinell

O teste de Brinell € frequentemente usado para determinar a dureza de metais
(ISO 6506-1, 2005). Neste teste, uma esfera de aco ou tungsténio com 10,00 mm de
diametro comprime a superficie do material sob uma carga constante. A forca aplicada
pode variar entre 500 e 3000 kg. Ao dividir a carga pela area de indentacdo obtemos o
valor de dureza de Brinell, HB ou BHN (Anusavice et al., 2013; Callister & Rethwisch,
2014).
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Introducdo

1.2.1.2- Teste de dureza de Rockwell

O teste de Rockwell pode ser usado para avaliar a dureza de materiais como as
ceramicas (1ISO 26443, 2008), metais pesados (ISO 3738-1, 1982) e outros metais (ISO
6508-1, 2005). A ponta do penetrador pode ser um cone diamantado ou uma bola de aco
com um diametro de 1,588 mm, 3,175 mm, 6,350 mm ou 12,70 mm. De acordo com a
carga aplicada, podemos considerar dois tipos de testes: o teste de dureza de Rockwell e
o teste de dureza superficial de Rockwell, nos quais sdo aplicadas forcas que variam
entre os 10-150 kg e 3-45 kg, respectivamente. Ao invés de medir o diametro da
indentagdo, o valor de dureza ou de dureza superficial de Rockwell, RHN, é obtido
através da diferenca entre a profundidade de penetracdo de uma carga inicial e a de um

carga maior que a anterior (Anusavice et al., 2013; Callister & Rethwisch, 2014).

1.2.1.3- Teste de microdureza de Vickers

O teste de microdureza de Vickers usa 0s mesmo principios que o teste de
Brinell. No entanto, a ponta tem a forma de uma piramide de base quadrada e a area da
indentacdo é calculada através da média das duas diagonais. Assim, ao dividir a carga
pela area obtém-se o valor de microdureza de Vickers, HV ou VHN. Neste teste, a forga
aplicada varia entre 1 e 1000g. Tal como o teste de Rockwell, é usado para determinar a
dureza de ceramicas (ISO 14705, 2008), resinas (ISO 4049, 2009), metais pesados (ISO
3878, 1983) e outros materiais metalicos (ISO 6507-1, 2005) (Anusavice et al., 2013;
Callister & Rethwisch, 2014).

1.2.1.4- Teste de microdureza de Knoop

O teste de Knoop usa uma ponta diamantada em forma de pirdmide rombdide,
cuja indentacgéo resultante permite-nos obter o valor de dureza de Knoop, HK ou KHN,
tal como no teste de Brinell e de Vickers, dividindo a forca aplicada pela area da
indentacdo. Contudo, por ser romboide, a ponta leva a uma recuperacdo elastica do
material apds a aplicagdo da carga, desprezando-se assim o comprimento da diagonal

mais curta. A semelhanca do teste de Vickers, o teste de Knoop emprega cargas que
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Avaliacdo da influéncia dos meios de armazenamento na microdureza do esmalte e da dentina em dentes humanos

variam entre 1 e 1000 g. Para aléem de avaliar a microdureza de ceramicas (ISO 14705,
2008), metais pesados (ISO 22394, 2012) e outros metais (ISO 4545-1, 2005), o teste de
Knoop também é utilizado para estudar materiais como o vidro e as ceramicas de vidro
(ISO 9385, 1990) (Anusavice et al., 2013; Callister & Rethwisch, 2014).

Devido as cargas utilizadas, os testes de microdureza de Knoop e Vickers séo
adequados para determinar a dureza de materiais friaveis, o que justifica a sua utilidade
para a quantificar a dureza das estruturas dentarias (Wang et al., 2003; Anusavice et al.,
2013; Callister & Rethwisch, 2014).

1.2.2. Microdureza do dente

Nos ultimos anos, a avaliacdo da microdureza do dente tem sido um método
usualmente escolhido para estudar as propriedades dos seus tecidos duros, assim como a
susceptibilidade do mesmo sofrer um processo de desmineralizacido aquando submetido
a agentes como a nicotina, refrigerantes e bebidas isotonicas, solucdes de
armazenamento e agentes branqueadores (Colombelli et al., 2001; Moura et al., 2004;
Arauljo et al., 2006; Sultana et al., 2006; Wongkhantee et al., 2006; Xavier et al., 2010;
Bertoldo et al., 2011; Elfallah & Swain, 2013).

De acordo com estudos publicados, a microdureza do esmalte varia entre 3 e 5
GPa (Meredith et al., 1996; Xu et al., 1998; Park et al., 2008). Segundo Kinney et al.
(1996), a dentina apresenta valores de microdureza que variam entre 2,2-2,5 GPa na
dentina peritubular, 0,49-0,52 GPa na dentina intertubular proxima da juncdo amelo-
dentinaria (JAD) e 0,12-0,18 GPa dentina intertubular junto a polpa.

As propriedades mecanicas dos tecidos dentarios estdo directamente
relacionadas com o seu contéudo mineral, o que justifica a diferenca de microdureza
entre 0 esmalte e a dentina (Gutiérrez-Salazar & Reyes-Gasga, 2003; Donassollo et al.,
2007; Secilmis et al., 2013).
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1.3. Meios de armazenamento

Os dentes de origem humana ou bovina usados para estudos in vitro sdo
considerados uma fonte potencial de contaminacdo e infec¢do. Desta forma, é
necessario que estes sejam armazenados em solucbes que permitem uma correcta
descontaminacao e impecam a sua desidratacdo, permitindo, desta forma, preservar as
suas propriedades, (Moura et al., 2004; Kumar et al., 2005; Silva et al., 2006; Humel et
al., 2007; Maranhéo et al., 2009).

Uma grande variedade de meios tem sido usada nos estudos experimentais, tais
como a agua (destilada, desionizada, com ou sem agentes anti-bacterianos acrescidos),
alcool, azida sodica, cloramina T, formol, glutaraldeido, hipoclorito de sodio, saliva
artificial, soro fisioldgico e timol (Goodis et al., 1991, 1993; Strawn et al., 1996; Araujo
et al., 1999; Humel et al., 2006; Sultana et al., 2006; Santana et al., 2008; Maranh&o et
al., 2009; Secilmis et al., 2011, 2013).

Contudo, os meios de armazenamento ndo estdo normatizados e 0s seus efeitos
nas estruturas dentérias ainda ndo sdo precisos (Santana et al., 2008; Maranhdo et al.,
2009). No entanto, embora na literatura ndo esteja descrita nenhuma solugdo padréo,
algumas normas como a ISO/TS 11405:2003 e a I1SO 29022:2013 sugerem que 0S
dentes sejam armazenados em Cloramina T a 0,5% ou agua destilada.

Para além das solugdes, outro factor a ter em conta é o periodo de tempo em que
os dentes sdo armazenados, podendo ir de algumas horas a varios anos, sendo uma
variavel muito importante (Colombelli et al., 2001; Silva et al., 2006). No entanto, é de
salientar que as normas referidas anteriormente preconizam um periodo maximo de
conservacao de 6 meses, de forma a prevenir qualquer alteracdo nos tecidos dentarios
(ISO/TS 11405,2003; 1SO 29022,2013).
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Il. OBJECTIVOS:

Os objectivos deste estudo consistem em:

1) analisar o pH das solucdes escolhidas para este trabalho: agua destilada,
azida sodica a 0,2%, cloramina T a 0,5% e timol a 0,1%;

2) determinar se existem diferencas significativas na microdureza do esmalte e
da dentina ap0s conservacdo nas varias solucoes

3) averiguar se 0s meios de armazenamento usados influenciam de igual forma

a microdureza do esmalte e da dentina.

Hipotese nula:

Os meios de armazenamento ndo alteram a microdureza do esmalte e da dentina.

Hipoteses alternativas:

Os meios de armazenamento alteram a microdureza do esmalte e da dentina.
Os meios de armazenamento apenas alteram a microdureza do esmalte.

Os meios de armazenamento apenas alteram a microdureza da dentina.
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I1l.  MATERIAIS E METODOS:

3.1. Preparacéo das amostras

Apos a aprovacdo por unanimidade do pedido de parecer submetido a apreciagdo
da Comissdo de Etica da Egas Moniz (anexo 1), procedeu-se a recolha de amostras no
Banco de Dentes do ISCSEM. Os doentes assinaram um consentimento informado
autorizando a doagédo dos dentes para 0 mesmo.

Para a realizacdo deste trabalho, foram seleccionados 40 dentes higidos
previamente extraidos por motivos ortoddnticos e/ou periodontais. Apos a extraccao,
procedeu-se a remocgdo de restos organicos através da curetagem. Os dentes foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n=4) e armazenados durante 3 meses a
5°C, nas seguintes solugdes: G1 = &gua destilada (grupo controlo) (Figura 3); G2 =
azida sodica a 0,2% (Figura 4); G3 = cloramina T a 0,5% (Figura 5); G4 = timol a 0,1%
(Figura 6).

Figura 3 - Dentes armazenados em Figura 4 - Dentes armazenados em
agua destilada azida sédica a 0,2%

Figura 5 - Dentes armazenados em Figura 6 - Dentes armazenados em
cloramina T a 0,5% timol a 0,1%
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3.2. Medicao do pH das solugdes

Os niveis de pH das solugbes foram medidos através de um medidor de pH

Crison Basic 20 (Crison Instruments, Barcelona, Espanha) (Figura 7).

Figura 7 - Medidor de pH Crison Basic 20

3.3. Medicéo da microdureza do esmalte e da dentina

Apds 3 meses, os dentes foram removidos dos meios de armazenamento e
submetidos ao teste de microdureza de Vickers, através da maquina Shimadzu HSV-30
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japédo) (Figura 8), para avaliar a microdureza do
esmalte e da dentina (Figura 9). A cada avaliacdo de microdureza foi aplicada uma

carga de 29,42 N durante cinco segundos.

Figura 8 - Shimadzu HSV-30
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Figura 9 - Teste de microdureza de Vickers ao esmalte

Tendo em consideracdo a anatomia dentaria, as superficies seleccionadas para a
realizacdo do teste de microdureza foram a face vestibular dos incisivos e as faces
mesial ou distal dos molares. Os dentes foram colados com cera a um suporte de base
estavel, recorrendo ao uso de um nivel de bolha, de forma a obter um maior paralelismo
(Figura 10).

S 2 a0 L

Figura 10 - Nivelacdo da superficie de esmalte

Numa primeira fase, procedeu-se a avaliacdo da microdureza do esmalte (Figura
11). Posteriormente, para avaliar a microdureza da dentina (Figura 12), o esmalte foi
desgastado com uma polidora Struers LaboPol-4 (Struers, Ballerup, Dinamarca),
usando um disco abrasivo SiC de grdo 600 (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, USA) (Figura
13).
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Figura 11 - Indenta¢do no esmalte Figura 12 - Indentacdo na dentina

Em cada amostra foram realizadas 5 indentagdes equidistantes no esmalte e na
dentina (Figura 14).

Figura 14 - Indentaces equidistantes
no esmalte
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3.4. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi efectuada com o programa informatico SPSS®

(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 20.0 para Windows®.

Fixou-se como referéncia para aceitar ou rejeitar a hipotese nula um nivel de
significancia (o) < 0,05 (correspondente a 95% de confianca), isto é, as diferencas sdo
significativas quando a probabilidade associada a estatistica do teste (p) é inferior a
0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo da amostra

Resultados

A amostra desta investigacdo é constituida por 40 dentes higidos previamente

extraidos por motivos ortodénticos e/ou periodontais. Os dentes foram divididos

aleatoriamente em quatro grupos e armazenados durante 3 meses a 5°C em: G1 = agua

destilada (grupo controlo); G2 = azida sodica a 0,2%; G3 = cloramina T a 0,5% e G4 =

timol a 0,1%.

4.2. Medicéo do pH das solugdes

Previamente ao periodo de armazenamento, mediu-se o pH das solucdes (Tabela

2).

G1 | Agua destilada 6,8
G2 Azida sddica 0,2% 7,34
G4 Cloramina T 0,5% 7,85
G4 Timol 0,1% 6,3

Tabela 2 - Valores do pH das solugdes

4.3. Medicdo da microdureza do esmalte

Apb6s o periodo de armazenamento, cada dente foi submetido ao teste de

Vickers, de modo a avaliar a microdureza do esmalte. Foram realizadas 5 medicGes no

esmalte, com uma carga de 29,42N durante 5 segundo, através das quais se calculou a

média e o desvio padrdo de cada amostra (Tabela 3).
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AMOSIIaS | \1adia | DEVIO | g | DESVIO | pjeqia | DESVIO | ppeqi | DESVIO
(n) padrdo padrao padrdo padréo
1

256,6 26,88 248,6 54,01 | 420,6 52,47 2954 | 47,20
2

254 36,93 | 301,2 33,14 | 363,8 67,16 343 24,55
3

317 48,45 271 37,95 413,2 54,44 330,2 51,46
4

292,2 | 36,02 336 39,65 | 316,6 | 26,03 | 257,6 | 23,13
5

385,6 22,12 282,2 | 49,27 339 49,48 | 313,8 | 45,25
6

293,6 | 46,90 324 25,43 | 352,6 33,86 | 365,8 25,40
7

3124 | 48,62 | 356,2 17,33 | 327,6 | 49,14 | 368,8 | 46,17
8

353,8 | 87,98 | 397,8 | 28,29 | 360,8 | 54,06 | 277,8 | 44,10
9

231,8 35,53 351 26,75 | 393,2 62,12 | 309,2 30,51
10

327,6 | 48,08 283,2 27,09 | 3094 | 28,19 | 356,6 17,01

Tabela 3 — Medi¢do da microdureza do esmalte em VHN; célculo da média e desvio padrdo de cada

amostra
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4.4. Medicgédo da microdureza da dentina

Resultados

Posteriormente, ap0s o desgaste do esmalte, procedeu-se a avaliacdo da

microdureza da dentina (Tabela 4).

Amostras o Desvio o Desvio L 4 Desvio o Desvio
(n) Media padrédo Media padrédo Media padrédo Media padrédo
1

60,42 6,07 63,94 6,73 72,10 7,90 62,88 2,31
2

54,12 7,77 63,76 3,81 53,42 8,72 57,64 2,60
3

66,46 4,58 63,10 3,45 61,06 3,90 55,04 2,83
4

61,92 1,95 60,38 4,48 67,4 1,30 51,94 3,15
5

58,44 2,99 52,74 2,67 68,56 6,14 57,10 3,80
6

46,22 7,88 64,78 2,34 60,85 1,20 63,74 1,88
7

66,78 1,91 59,98 2,92 56,50 1,92 61,64 2,09
8

67,62 1,87 60,44 2,61 55,92 2,73 61,10 3,44
9

66,58 1,97 64,10 3,97 60,02 2,06 64,22 2,73
10

72,40 3,99 64,88 5,94 60,38 3,50 55,36 4,67

Tabela 4 — Medigdo da microdureza da dentina em VHN; calculo da média e desvio padrdo de cada

amostra
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4.5. Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com o programa informatico SPSS® versdo
20.0 para Windows®.

Para testar as diferencas na microdureza usou-se o teste ANOVA One-Way pois
estamos a comparar mais de dois grupos e a variavel dependente é de tipo quantitativo.
Os pressupostos destes testes, nomeadamente o pressuposto de normalidade de
distribuicdo e o pressuposto de homogeneidade de variancias foram analisados com os
testes de Kolmogorov-Smirnov e teste de Levene. As diferencas significativas foram

analisadas com o teste de comparacdo multipla a posteriori de Tukey, para p<0,05.

Para facilitar a analise dos resultados, estes foram divididos de acordo com as
estruturas dentarias estudadas (avaliacdo da microdureza do esmalte e avaliacdo da

microdureza da dentina).

45.1. Avaliagdo microdureza do esmalte

O teste Anova One-Way (Tabela 5) demonstrou que 0s meios de armazenamento
usados neste estudo influenciam a microdureza do esmalte (p=0,030). Através do teste
de comparacdo multipla de Tukey (Tabela 6) verificamos que existem diferencas
significativas entre a agua destilada (G1) e a Cloramina T a 0,5% (G3), sendo que 0s
valores de microdureza sdo mais elevados na Cloramina T a 0,5% (G3) (359,68 VHN vs
302,46 VHN).

Média 302,46 315,122 359,68 2 321,82°

Desvio padrdo 0,030%
~SVIO p 4728 45 94 38.88 37.79

médio

Tabela 5 — Valores médios, desvido padréo, significancia das diferencas de microdureza do esmalte e
homogeneidade (a,b) dos diferentes grupos; valores com letras distintas apresentam diferencas significativas
(*p <0,05)
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Resultados

Grupo N Subset for alpha = 0.05
1 2

Agua destilada 10 302,46

Azida sddica 0,2% 10 315,12 315,12

Timol 0,1% 10 321,82 321,82

Cloramina T 0,5% 10 359,68

Sig. 742 ,109

Tabela 6 — Teste post-hoc Tukey HSD na avaliagdo da microdureza do esmalte
(*p<0,05)

450
400 b

250 a a a 1 -
300 A
250 -
200 -
150 -
100 A
50 A

Aguadestilada  Azida sédica 0,2% Timol 0,1% Cloramina T 0,5%

Gréfico 1 - Microdureza do esmlate (VHN) e desvio-padrdo. Médias seguidas da
mesma letra ndo apresentam diferencas significativas no teste post-hoc Tukey HSD
(*p<0,05)
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4.5.2. Avaliacdo microdureza da dentina

De acordo com o teste Anova One-Way (Tabela 7) e o teste de comparagédo

maltipla de Tukey (Tabela 8), a microdureza da dentina € mais elevada na agua
destilada (G1) e mais baixa no Timol a 0,1% (G4) (62,10 VHN vs 59,07 VHN), embora

a diferenca ndo seja estatisticamente significativa, F(3, 36) = 0,627, p = 0,605.

Média 62,102 61,81° 61,62° 59,07 ¢
Desvio padréo
médio 7,67 3,70 5,98 4,22

0,605*

Tabela 7 — Valores médios, desvido padrédo, significancia das diferencas de microdureza da dentina e

homogeneidade (a,b) dos diferentes grupos; valores com letras distintas apresentam diferencas

significativas (*p < 0,05)

Tabela 8 — Teste post-hoc Tukey HSD na avaliacdo da microdureza da dentina
(*p=0,05)

Grupo N Subset for alpha
=0.05
1

Timol 0,1% 10 59,07

Cloramina T 0,5% 10 61,62

Azida sédica 0,2% 10 61,81

Agua destilada 10 62,10

Sig. 627
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Gréfico 2

(*p<0,05)

e

Aguadestilada Azida sédica 0,2% Cloramina T 0,5% Timol 0,1%

Resultados

- Microdureza da dentina (VHN) e desvio-padrdo. Médias seguidas da
mesma letra ndo apresentam diferencas significativas no teste post-hoc Tukey HSD
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Discussao

V. DISCUSSAO

A importancia da hidratacdo e consequente manutencdo das propriedades
mecanicas dos tecidos dentarios usados nos estudos in vitro levaram os investigadores a
avaliar os efeitos dos meios de armazenamento nos dentes usados para fins cientificos.
Segundo alguns autores, estes podem levar a alteracbes nas propriedades fisicas e
Opticas do esmalte e da dentina (Ghersel et al., 2001; Marshall et al., 2001; Maranhéo et
al., 2009; Secilmis et al., 2011,2013). Deste modo, varias investigacbes foram
realizadas com o intuito de avaliar os efeitos dos meios de armazenamento nas
propriedades dos tecidos dentarios, nomeadamente as alteracBes que estes podem
desencadear na adesao, permeabilidade dentinéria, infiltracdo marginal, microdureza e
modulo de elasticidade (Goodis et al., 1991, 1993; Aradujo et al., 1998; Kitasako et al.,
2000; Colombelli et al., 2001; Ghersel et al., 2001; Moura et al., 2004; Silva et al.,
2006; Sultana et al., 2006; Humel et al., 2007; Santana et al., 2008; Maranhé&o et al.,
2009; Mobarak et al., 2010).

O presente estudo tinha como objectivo avaliar a influéncia dos meios de
armazenamento na microdureza do esmalte e da dentina, apds um periodo de
conservacéo de 3 meses. A semelhanca de outros estudos e seguindo as recomendacdes
das normas ISO/TS 11405:2003 e 1SO 29022:2013, os dentes extraidos foram
higienizados e armazenados de imediato, para evitar possiveis alteracdes. As solugdes
escolhidas foram: G1 = &gua destilada (grupo controlo); G2 = azida sodica a 0,2%; G3
= cloramina T a 0,5% e G4 = timol a 0,1%. Decorrido o prazo de armazenamento, 0
esmalte e a dentina de cada amostra foram submetidos ao teste de microdureza de
Vickers, sendo este um dos testes mais indicados para avaliar a microdureza dos
mesmos. De forma a obter um maior paralelismo e, consequentemente, uns valores
mais fidedignos, os dentes foram colados com cera a um suporte de base estavel,
recorrendo ao uso de um nivel de bolha, e as superficies dentarias analisadas foram a
face vestibular dos incisivos e as faces mesial ou distal dos molares, por serem
relativamente planas (Wang et al., 2003; Anusavice et al., 2013; Callister & Rethwisch,
2014).
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Os meios de armazenamento ndo estdo normatizados e 0s seus efeitos nas
estruturas dentarias ainda ndo sdo precisos (Santana et al., 2008; Maranhdo et al., 2009).
Contudo, a selec¢do das solugdes escolhidas para este trabalho foi baseada em varios
estudos encontrados na literatura sobre a influéncia dos meios de armazenamento nas
propriedades mecéanicas dos tecidos dentarios e nas recomendacdes das normas ISO/TS
11405:2003 e ISO 29022:2013. Estas normas sugerem que o0s dentes sejam
armazenados em Cloramina T a 0,5% ou &gua destilada num periodo méaximo de 6
meses. A azida sddica a 0,2% e o timol a 0,1% sdo frequentemente usados como meios
de armazenamento nos estudos cujo objectivo é avaliar adesdo as estruturas dentarias
(Goodis et al., 1991, 1993; Silva et al., 2006; Humel et al., 2007; Santana et al., 2008).
Sendo um fenol, a conservacdo de amostras em timol tem suscitado alguma
controvérsia. A norma ISO 29022:2013 desaconselha o uso de aldeidos, por reagirem
com o colagénio da dentina, e fendis, por inibir a polimerizacdo de radicais livres
(Samaranayake, 2012). No entanto, varios estudos consideram o timol uma solugédo
apropriada para conservagédo, pois referem n&o haver alteracbes na permeabilidade
dentinaria, microinfiltracdo e adesdo a dentina, ao contrario do que acontece com o
formol (aldeido) (Goodis et al., 1991, 1993; Strawn et al., 1996; Silva et al., 2006;
Humel et al., 2009). O timol pode ser usado em varias concentragdes; na literatura,
diversos estudos experimentais empregam a solucdo de timol a 0,1% (Humel et al.,
2007; Maranhdo et al. 2009; Secilmis et al., 2011,2013). SolucBes que contenham
hipoclorito de s6dio podem levar a um aumento da porosidade do esmalte e modificar a
matriz proteica da dentina, sendo inapropriadas como meio de armazenamento (Moura
et al. 2004; Samaranayake, 2012).

Como ja foi referido, existem varios estudos sobre a influéncia dos meios de
armazenamento nas mais diversas propriedades dos tecidos dentarios. No entanto, a
maioria dos estudos tem como objectivo avaliar a influéncia dos meios de
armazenamento na adesdo, sendo a microdureza uma propriedade ainda pouco
explorada, o que demonstra a relevancia deste trabalho. Neste sentido, consideramos
que é importante a realizacdo de mais estudos que tenham como finalidade determinar
as possiveis alteragdes na microdureza do esmalte e da dentina resultantes dos meios de

armazenamento.
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Goodis et al. (1993) avaliou a influéncia de vérias solugcbes na adesdo e
permeabilidade dentinaria e verificou que, ap6s um periodo de armazenamento
prolongado (6 meses), o soro fisioldgico altera de forma significativa as mesmas

propriedades.

Por sua vez, Colombelli et al. (2001), avaliou a influéncia dos meios de
armazenamento na microdureza do esmalte e da dentina; utilizou quatro solugdes de
armazenamento, sendo elas: soro fisiolégico, &gua destilada, formol a 10% e timol a
0,5%, durante um periodo de 45 a 60 dias. Comparando ao grupo de controlo,
constituido por 10 terceiros molares que ndo foram armazenados em qualquer solucéo,
nenhuma das solugGes alterou significativamente a dureza do esmalte. A dureza da
dentina reduziu significativamente quando armazenada em &gua destilada e soro
fisiolégico. Estes resultados diferem dos resultados obtidos no presente estudo, sendo

que apenas verificamos alteracdes de microdureza no esmalte.

Humel et al. (2007) estudou a influéncia dos meios de armazenamento na
adesdo, usando nomeadamente timol a 0,1%, azida sddica a 0,2%, formol a 10% e

cloramina T a 0,5%, e concluiu que apenas o formol a 10% diminui a adesao.

Em contrapartida, Santana et al., (2008) armazenou as amostras em timol a
0,2%, formol a 10% e azida sodica a 0,2%, durante 7 dias, 30 dias e 6 meses, e
observou que, apos 6 meses, as solucdes de timol a 0,2% e formol a 10% influenciaram

negativamente a adeséo.

Num estudo realizado por Maranhdo et al. (2009), em que foram usados dentes
bovinos, as amostras foram colocadas em: &gua destilada (grupo de controlo), saliva
artificial e soro fisiologico, durante 90 dias. A analise com microscopia electronica
revelou que a saliva artificial induziu uma maior precipitacdo dos sais na superficie do
esmalte; o soro fisioldgico levou a um aumento da porosidade do esmalte; no timol a

0,1%, a superficie do esmalte apresentou-se plana e polida.

Mobarak et al., (2010) verificou, apds armazenamento em Cloramina T a 0,5% e
agua destilada durante um periodo de 2 anos, que estes meios ndo induziram alteracdes

significativas na adeséo.
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Secilmis et al. (2011, 2013) estudou a influéncia dos meios de armazenamento
no contetdo mineral da dentina e do esmalte usando como solugdes: soro fisioldgico,
agua destilada, saliva artificial, timol a 0,1% em &gua destilada e em PBS, formalina a
10% em &gua destilada e em PBS e glutaraldeido a 2% em agua destilada e em PBS. O
grupo de controlo era constituido por amostras colocadas a seco, a —20°C. Verificou que
0s niveis de célcio, fosfato, potassio e sodio diminuiram significativamente, concluindo,
desta forma, que 0s meios de armazenamento influenciam o conteddo mineral do
esmalte e da dentina. Segundo o autor, os dentes previamente extraidos sdo ideais para

estudos in vitro.

E de salientar a existéncia de uma falta de concenso por parte de alguns autores
nos resultados dos estudos que visam avaliar o efeito do branqueamento dentario nas
propriedades mecanicas do esmalte. Estes referem que as discrepancias nos valores
obtidos podem estar associadas a metodologia empregue nos diversos estudos,
nomeadamente as solucbes usadas para o armazenamento dos dentes (Aradjo et al.,
2006; Joiner, 2007; Park et al., 2006).

Alguns autores referem que a desmineralizagdo dos tecidos pode aumentar se o
pH da solucdo for baixo. Além disso, a reduzida concentracdo de ides célcio e fosfato
conduz a um desequilibrio na transferéncia dos ides entre a solucdo e os tecidos
mineralizados, levando a dissolu¢do do conteudo mineral da dentina e do esmalte
(Kitasako et al., 2000; Habelitz et al., 2002; Raum et al., 2007; Santana et al., 2008;
Secilmis et al., 2011, 2013). No presente estudo, ap6s a medicdo do pH, verificou-se
que as solugdes apresentam um pH préximo do valor neutro (pH=7) (Gréfico 3).

dEl:fillj:da Azida sodica Cloramina T

pH 6,8

pH7,34 pH 7,85

Gréfico 3 - Escala de pH das solucGes de armazenamento

Além das solugbes escolhidas como meio de conservacdo serem essenciais na
manutenc¢do da hidratagdo das amostras, o tempo € considerado por muitos autores uma
variavel importante. Goodis et al. (1991), Strawn et al. (1996) e Santana et al. (2008)
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constataram que o periodo e 0 meio de armazenamento levam a um aumento da
permeabilidade dentinaria. Secilmis et al. (2011, 2013) comparou o contetdo mineral
do esmalte e da dentina apos 45 dias e 90 dias de conservacdo, e verificou que houve

alteracdes significativas nos valores de calcio, fosfato e potassio, os quais diminuiram
ao longo do tempo.

No presente estudo, apds a avaliacdo da microdureza do esmalte e da dentina,
obtivemos as seguintes médias para os diferentes grupos: G1: 302,46 e 62,10 VHN; G2:
315,12 € 61,81 VHN; G3: 359,68 e 61,62 VHN; G4: 321,82 e 59,07 VHN (Gréfico 4).
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Gréafico 4 - Valores médios da microdureza do esmalte e da dentina

As propriedades mecanicas dos tecidos dentarios estdo directamente
relacionadas com o seu contéudo mineral, o que justifica a diferenca dos valores de
microdureza entre o esmalte e a dentina verificada neste trabalho (Gutiérrez-Salazar &
Reyes-Gasga, 2003; Donassollo et al., 2007; Secilmis et al., 2013).

A analise estatistica dos resultados obtidos neste estudo revelou que apenas
existem diferencas significativas na microdureza do esmalte (p=0,030), sendo que os
valores mais elevados foram encontrados no grupo G3 (cloramina T a 0,5%) e 0s mais

baixos no grupo G1 (agua destilada), com uma média de 359,68 VHN e 302,46 VHN,
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respectivamente. Contudo, as alteracGes verificadas na microdureza da dentina entre os
4 grupos experimentais ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,605). Assim,
verificamos que os meios de armazenamento usados neste estudo alteram a microdureza

do esmalte, sem alterar significativamente a microdureza da dentina.

Presume-se que as diferencas verificadas entre os varios grupos podem estar
relacionadas com o pH dos meios de armazenamento usados e as trocas idnicas que
ocorrem entre as solugbes e o conteddo mineral dos tecidos dentérios (Raum et al.,
2007; Secilmis et al., 2011, 2013). E de salientar que o grupo G3 (cloramina T a 0,5%)
obteve os valores de microdureza do esmalte mais elevados, sendo a cloramina T a
solugdo que apresentou um pH mais basico que os outros meios. Contudo, seria de
esperar que o grupo G4 (timol a 0,1%) apresentasse os valores de microdureza do
esmalte mais baixos, uma vez que o seu pH revelou ser mais acido relativamente as

restantes solucdes.

Deduz-se que estas alteragfes ndo foram observadas na dentina, uma vez que a
superficie dentinaria analisada se encontrava perto da juncdo amelo-dentinaria (JAD),
ndo havendo um desequilibrio na transferéncia dos iGes entre as solucbes e a dentina
superficial (Kitasako et al., 2000; Habelitz et al., 2002; Raum et al., 2007; Santana et
al., 2008; Secilmis et al., 2011, 2013).

Porém, as caracteristicas histologicas e a composi¢do quimica dos tecidos, a
localizacdo e a profundidade da superficie analisada, e ainda os erros de leitura do
aparelho sdo outros factores que podem influenciar os valores de microdureza do
esmalte e da dentina. A medida que nos aproximamos da JAD, a microdureza do
esmalte diminui. A dentina apresenta maiores valores de microdureza na dentina
peritubular que na dentina intertubular, sendo ainda menores junto a camara pulpar.
Uma vez que as propriedades mecénicas dos tecidos calcificados também dependem do
seu contetldo mineral, os dentes deciduos, menos mineralizados, ndo sdo ideiais para a
realizacdo de estudos experimentais (Kinney et al., 1996; Gutiérrez-Salazar & Reyes-
Gasga, 2003; Donassollo et al., 2007; Castanho et a.l, 2009; Weig et al., 2011;
Anusavice et al., 2013; Callister & Rethwisch, 2014).
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Na literatura, encontramos uma disparidade nos valores de microdureza. Fuentes
et al. (2002) estudou a microdureza da dentina superficial e profunda, aplicando cargas
de 300g e 500g. Os valores de microdureza da dentina superficial e profunda foram,
respectivamente: 61,93 e 62,48 VHN, 63,01 e 61,86 VHN. Por sua vez, Gutiérrez-
Salazar & Reyes-Gasga (2003) estudaram a composi¢do quimica e a microdureza do
dente, e observaram que os valores de microdureza variam entre 270 e 360 VHN para o
esmalte, e entre 50 e 60 VHN para a dentina. Weig et al. (2011) avaliou a microdureza e
0 modulo de elasticidade de varias regides dos tecidos dentarios. Os resultados da
microdureza foram os seguintes: 460,9 VHN no esmalte periférico, 371,9 VHN no
esmalte central, 338,25 VHN no esmalte junto a JAD; 256, 08 VHN na JAD, 105,7
VHN na dentina superficial e 73,08 VHN na dentina peritubular.

Assim, embora a analise estatistica tenha revelado que o0s meios de
armazenamento usados neste estudo alteram principalmente a microdureza do esmalte,
sem alterar significativamente a microdureza da dentina, verificamos que os resultados
obtidos se enquadram no intervalo de valores de microdureza dos tecidos dentarios

documentados na literatura.

Para além dos meios de armazenamento, pressupde-se que o periodo durante o
qual as amostras foram conservadas neste estudo (3 meses), influenciou os mesmos
resultados, na medida em que o tempo de conservacdo diminuiu o contedo mineral e,
consequentemente, a microdureza dos tecidos (Goodis et al., 1991; Strawn et al., 1996;
Santana et al., 2008; Secilmis et al., 2011, 2013).
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VI. CONCLUSAO

Atendendo a metodologia e as limitagdes deste estudo, foi possivel concluir-se

que:

« Todas as solucBes usadas neste trabalho apresentaram um valor de pH

proximo do valor neutro (pH=7).

« As diferencas estatisticas foram verificadas na microdureza do esmalte,
sendo que os valores mais elevados foram encontrados no grupo G3
(cloramina T a 0,5%) e os mais baixos no grupo G1 (a4gua destilada), com
uma média de 359,68 VHN e 302,46 VHN, respectivamente.

« Apesar de na dentina ndo haver diferencas estatisticamente significativas,
observou-se uma tendéncia para maior dureza em agua destilada (62,10
VHN) e menor em timol a 0,1% (59,07 VHN).

Assim, de acordo com o0s resultados apresentados, aceitamos a hipdtese
alternativa: os meios de armazenamento apenas alteram a microdureza do esmalte. A
hipbtese nula foi rejeitada, uma vez que foram demonstradas diferencas significativas na

microdureza do esmalte.

Apds a conclusdo deste estudo, verificamos que o processo de armazenamento é
fundamental para prevenir a desidratacdo das amostras, pois as alteracdes das
propriedades fisicas e Opticas resultantes podem influenciar os resultados dos estudos

experimentais.
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