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Aivazoglou MU. Influéncia de solu¢cdes de armazenamento, métodos de
esterilizacdo e suas associacfes sobre a microdureza dentindria radicular em
dentes humanos: estudo in vitro [dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sdo José dos Campos — Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” - UNESP; 2009.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo das solu¢cdes de armazenamento:
agua destilada (G1), solucao de timol a 0,05%(G2), formalina a 10%(G3), e
hipoclorito de sddio a 1%(G4), bem como os métodos de esterilizacao por
autoclave (A) e radiacdo gama (B), e as associa¢des dos dois fatores, sobre a
microdureza da dentina radicular de terceiros molares extraidos. Os dados
obtidos foram submetidos aos testes t de Student, ANOVA a 2 e 3 fatores, e
teste de Tukey, todos com a=0,05. Quanto ao armazenamento, o G1(nos dois
periodos avaliados) foi o Unico grupo que ndo alterou significantemente a
microdureza, sendo seguido pelos grupos G2 e G3 (7 dias), G2 e G3 (28 dias), e
G4 (7 e 28 dias), tendo estes dois ultimos subgrupos apresentado as maiores
perdas de microdureza. Na analise da esterilizacdo isoladamente, ndo houve
diferenca significante para os 2 métodos quando comparadas as microdurezas
iniciais e apoés a esterilizacdo (autoclave: p=0,144; raios gama: p=0,827), apesar
da esterilizacdo por autoclave ter induzido diferencas significantes no grupo
armazenado por 28 dias em agua destilada. Entretanto, estudada a interacéo de
todos os fatores, encontraram-se diferencas significantes quanto a solucdo
empregada, método de esterilizagdo e interages entre eles (p<0,05). Com base
nos dados analisados p6de-se concluir que o armazenamento em agua destilada
nao alterou a microdureza dentinaria radicular, e sua associagéo a esterilizacado
por radiacdo gama foi o melhor método para o armazenamento e esterilizagdo
de dentes, no que diz respeito as influéncias sobre a variavel estudada, sendo
indicados para dentes extraidos a serem utilizados em pesquisa.

Palavras-chave: Exposicdo a Agentes Biologicos. Esterilizagdo. Testes de
Dureza. Dentina. Raiz Dentéria.
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1 INTRODUCAO

Dentes extraidos sdo amplamente utilizados em trabalhos
de pesquisa odontologica, seja em estudos microbiologicos (Fagrell et
al.?®>, 2008; Fimple et al.?’, 2008; Norrington et al.>*, 2008; Shabahang et
al.%”, 2008), morfolégicos (Catros et al.*®, 2008; Esclassan Noirrit et al.>*,
2008; Manjunath et al.**, 2008), biomecanicos (Barjau-Escribano et al.’,
2006; Burcak Cengiz et al.'®, 2006; Soares et al.”®, 2008), relativos a
novos materiais (Alani et al.>, 2008; Coniglio et al.'”, 2008) ou a novas
técnicas (Gaggl et al.?°, 2007; Sengun et al.®®, 2008).

Tais dentes devem ser considerados infectantes e o0s
agentes infecciosos a eles associados precisam ser eliminados, sendo
desejaveis minimas alteracbes estruturais e nas propriedades
biomecanicas dos tecidos, ou, idealmente, que tais ndo ocorram durante
este processo (Brauer et al.'?, 2008; Moscovich et al.**, 1999; White et
al.®% 1994).

De acordo com o “Center for Disease Control and
Prevention” (CDC), dentes extraidos livres de amalgama devem ser
esterilizados em autoclave por 40 minutos e 0s que contenham amalgama
devem ser armazenados em solucdo de formalina a 10% por duas
semanas antes de sua utilizagdo, procedimento efetivo na desinfeccéao
tanto das estruturas externas quanto internas dos dentes (Kohn et al.*®,
2003).

Normalmente os dentes extraidos sdo armazenados em
alguma solucéo apds sua obtencdo e antes da esterilizacdo. Entretanto, o
efeito das solu¢des de armazenamento e a esterilizagdo sobre esmalte e
dentina ndo estéa claro (Lee et al.**, 2007).

Diferentes meios de armazenamento e métodos de

esterilizacdo tém sido estudados, bem como suas implicacdes sobre
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algumas propriedades do substrato dental, tendo sido encontrados
resultados divergentes.

Segundo revisdo realizada por DeWald?! (1997) acerca da
influéncia do armazenamento e esterilizacdo de dentes em estudos de
adesdo, resultados muito variaveis foram atribuidos ao armazenamento
em formalina 10%, enquanto a utilizacdo de esterilizacdo quimica com
calor (chemiclave) e em autoclave produziram resultados mais proximos
aos grupos controle. Ainda segundo esse estudo, a esterilizacdo por 6xido
de etileno, mesmo tendo produzido resultados semelhantes aos grupos
controle, foi provada como ineficiente na eliminagdo total dos
microrganismos, afirmacéo ultima de acordo com estudo conduzido por
WhiteHays®* (1995).

Resultados diferentes foram encontrados por Lee et al.*
(2007), que avaliaram os efeitos de meios de armazenamento e métodos
de esterilizacdo sobre a forca adesiva na dentina de dentes bovinos,
tendo concluido que a imersdo em solucédo de formalina 10% representou
a melhor opcao tanto para armazenamento quanto para desinfec¢cao dos
dentes, e deveria ser indicada previamente a estudos de adesé&o.
Segundo este autor, a esterilizagcdo em autoclave afetou negativamente a
forca adesiva na metade dos grupos testados.

Ja segundo Zheng et al.¥® (2005), em estudo que utilizou
diferentes meios de armazenamento em testes adesivos envolvendo
micro-tracdo, apesar de ndo ter havido diferencas estatisticamente
significantes entre o grupo armazenado em formalina 10% e o controle, o
congelamento dos dentes a -20 °C e a solucéo de cloramina a 1% foram
apontados como meios preferenciais de armazenamento quando nao
forem disponiveis dentes recém-extraidos em numero suficiente para
testes de forca adesiva. Em adicdo, Brannstrom et al.'' (1992), em
trabalho no qual os dentes foram congelados ou armazenados em

solucdo de cloramina a 1%, concluiram ser preferivel a primeira
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alternativa em relacdo a ultima quando da realizacdo de estudos de
infiltracéo e forga adesiva.

No estudo de Pashley et al.®® (1993), ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes na permeabilidade
dentinaria bem como na forca adesiva em dentes submetidos a
esterilizagdo por oxido de etileno ou autoclave quando comparados ao
grupo controle, ndo esterilizado.

Outro método de esterilizacdo passivel de aplicagcdo em
dentes extraidos é a radiacdo gama, que segundo estudos realizados nao
causa alteracdes morfolégicas na dentina (DeWald?*, 1997; Sperandio et
al.”®, 2001) nem no esmalte (Rodrigues et al.®, 2004) tendo como
inconveniente o fato de ndo ser facilmente disponivel e apresentar custo
elevado quando comparado a outros métodos (Lee et al.**, 2007). A maior
parte dos estudos com radiacdo gama em pesquisa odontoldgica utilizou
a dose comumente empregada na esterilizacdo de artigos médicos, que &
de 25 kGy (Amaechi et al.?, 1998; Amaechi et al.®, 1999; Moscovich et
al.>!, 1999; Rodrigues et al.®?, 2004).

Dentre as propriedades fisicas da estrutura dental, a
microdureza tem sido largamente estudada, tendo Panighi e G'Sell®’
(1993) encontrado uma forte correlacdo entre microdureza e forca
adesiva tanto para esmalte quanto para dentina.

Os sistemas adesivos continuam em franca evolugéo, com
aplicacdo ndo apenas em dentistica, mas também na cimentacdo de
retentores intra-radiculares livres de metal (Esclassan Noirrit et al.>*, 2008;
Wrbas et al.®%, 2007) e inclusive na obturacéo de canais radiculares (Sly
et al.”?, 2007).

Deste modo, varios foram os trabalhos que estudaram as
propriedades do esmalte e da dentina corondria, entretanto ndo foram
encontrados trabalhos que tenham avaliado a acao de diferentes solucdes
de armazenamento e meios de esterilizacdo, bem como a associacao

destes sobre a dentina radicular no que diz respeito a sua microdureza.



22

Esta dissertagdo visa a contribuir para o conhecimento
relacionado ao contexto apresentado, uma vez que a maioria dos estudos
em endodontia — especialmente no tocante a adesao dentinaria radicular -
é realizada por meio de testes in vitro utilizando dentes extraidos, nos
quais ndo apenas fatores relacionados a adesédo devem ser levados em
consideracdo, como também as propriedades biomecéanicas do
remanescente radicular, dentre as quais enquadrando-se a microdureza

dentinaria.



2 REVISAO DA LITERATURA

Por se tratar de um estudo voltado para a pesquisa
odontologica em si, a revisdo de literatura desta dissertacdo agrega uma
gama de estudos envolvendo variadas metodologias. Visando a facilitar a
leitura, encontra-se dividida nas seguintes secfes primarias e

secundarias:

a) armazenamento e esterilizacdo de dentes
extraidos para estudos in vitro:
- solu¢des de armazenamento;
- métodos de desinfeccaol/esterilizacédo;
b) microdureza:
- definicbes;

- microdureza em pesquisa odontoldgica.

2.1 Armazenamento e esterilizacdo de dentes extraidos para estudos

in vitro

2.1.1 Solugbes de armazenamento
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Brannstrom et al.'' (1992) avaliaram o efeito do
armazenamento de dentes e a limpeza da cavidade na formacao de
desadaptacfes em restauracdes classe Il confeccionadas com cimento de
ionbmero de vidro e resina composta. Foram utilizados o congelamento e
0 armazenamento em solucdo de cloramina a 1%, associados a limpeza
das cavidades com solucéo contendo EDTA a 0,2% e NaF a 1%. Em
todas as cavidades utilizaram-se 0s mesmos materiais de protecao
(cimento de ionébmero de vidro) e restauracdo (resina composta). Houve
diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos: nos dentes
armazenados em cloramina houve maior nimero de desadaptacdes e
estas apresentaram maior tamanho, quando este grupo foi comparado ao
dos dentes previamente congelados. Assim, os autores concluiram que
em dentes a serem utilizados para estudos adesivos e de infiltragcdo, deve
ser preferivel o congelamento ao armazenamento em solugdo de
cloramina a 1%.

Miears et al.*® (1995) avaliaram a influéncia da presenca ou
auséncia de umidade antes da aplicacdo de um sistema adesivo, e
diferentes periodos de pdés-armazenamento em agua destilada sobre a
resisténcia adesiva ao cisalhamento na dentina de molares humanos
extraidos. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes em nenhum dos grupos experimentais quanto as variaveis
estudadas. Tanto a umidificacdo ou secagem do substrato antes da
aplicacdo do sistema adesivo quanto o armazenamento dos espécimes
em agua destilada por periodos diferentes (24 h e 90 dias, a 37 °C)
pareceram nao exercer efeitos sobre a resisténcia adesiva ao
cisalhamento.

Camps et al.*®

(1996) conduziram estudo com a finalidade
de avaliar a influéncia da criopreservagdo e armazenamento na
microinfiltracdo de dois sistemas adesivos. Para tanto foram utilizados
dentes recém-extraidos nas seguintes condi¢cdes: sem nenhum

tratamento; criopreservados; e armazenados em solugéo de cloramina a



25

0,5% a 4 °C (refrigerados). A criopreservacdo €é definida como a
preservacao de tecidos anatdbmicos a temperaturas muito baixas, por
periodos variaveis, em vapor de nitrogénio liquido. Nesse estudo foram
confeccionadas restauracbes classe V em resina composta apds 0s
diferentes periodos de armazenamento nos diferentes meios. Os
resultados revelaram n&o haver diferengas estatisticamente significantes
na microinfiltracdo entre os grupos de dentes criopreservados,
refrigerados (cloramina 0,5% a 4 °C) por 12 dias e os recém-extraidos.
Entretanto, o armazenamento em solugcéo de cloramina por 48 dias ou
mais foi responsavel por aumentar em 4 vezes os Vvalores de
microinfiltracdo em seus respectivos grupos. Ainda assim nao foi
encontrado nenhum tipo de correlacdo linear ou exponencial entre
periodo de armazenamento e microinfiltracdo. Os autores concluiram que
0 armazenamento em solucao de cloramina a 0,5% a 4 °C por 48 dias ou
mais pode causar aumento na microinfiltracdo, enquanto a
criopreservacdo por 13 semanas ou armazenamento na solugdo anterior
por periodos inferiores ndo parece alterar os valores de microinfiltracdo.
Strawn et al.”® (1996), se propuseram a determinar os
efeitos do armazenamento sobre a dentina, por meio de uma analise
espectroscopica. A partir de terceiros molares recém-extraidos foram
obtidos discos de dentina de 0,75 mm de espessura (de seccodes
paralelas ao plano oclusal dos dentes), os quais foram armazenados nas
seguintes solucdes: agua destilada com timol a 0,02%; agua purificada e
filtrada; solucdo tampéo de fosfato com 0,02% de timol; alcool a 70%; e
solucéo de formalina a 10%. As analises foram realizadas utilizando-se a
espectrometria infra-vermelha com transformada de Fourier (EITF), nos
periodos de 0, 1, 2, 7, 14, 21 e 28 dias. Os resultados das analises no
espectro infra-vermelho ndo mostraram diferencas significantes quanto as
posicbes de pico referentes ao colageno ou minerais para qualquer
solugdo a qualquer periodo de armazenamento. Houve diferencgas,

entretanto, nas intensidades de pico da dentina armazenada em agua
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destilada, agua purificada e filtrada, e solu¢do tampéao de fosfato ao longo
do tempo. Concluiram os autores que mudangas na quimica superficial e
nas propriedades 6pticas da dentina ocorrem em funcdo da solugcédo e
periodo de armazenamento, 0 que deve ser considerado quando se
estuda a dentina.

Tonami et al.” (1996) submeteram dentes bovinos ao
congelamento ou a agua fervente antes de realizarem ensaios de
resisténcia a tensdo. Os tempos de congelamento foram de 7 dias, 4
semanas e 1 ano. O grupo no qual se utilizou dgua fervente foi submetido
a este meio por 45 min. Os grupos experimentais foram comparados a
controle composto de dentes recém-extraidos (menos de 8 h apos
extracdo). Os resultados encontrados pelos autores os permitiram concluir
que o congelamento em todos os periodos nado alterou significantemente
a resisténcia a tensdo, enquanto a fervura em agua resultou em queda
significante nos valores da referida propriedade.

Em estudo complexo, Titley et al.”” (1998) se propuseram a
verificar a influéncia de 10 diferentes condicbes de armazenamento e da
radiacdo gama sobre a resisténcia adesiva ao cisalhamento na dentina de
incisivos bovinos, tendo encontrado resultados divergentes aos relatados
em estudos congéneres. Segundo os autores, 4 dos 11 grupos
experimentais (radiagcdo gama, armazenamento em solu¢cdo de timol,
metanol e glutaraldeido) resultaram em resisténcias adesivas
significantemente menores, sendo 0S menos recomendaveis para
aplicacdo em dentes a serem submetidos a estudos de resisténcia
adesiva ao cisalhamento. Além disso, os resultados mostraram nao ter
havido diferencas entre os grupos armazenados em &gua destilada
congelada, solucbes de formalina a 10%, NaOCl a 1%, cloramina-T a
0,5%, homofix (solucédo contendo 70 ml de agua, 30 ml de glicerol e 4 g
de fenol), e 4gua destilada a 4 °C (por 2 meses).

|.30

Ghersel et al.”” (2001), avaliaram a influéncia do método de

armazenamento na microinfiltracdo em segundos molares deciduos
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restaurados com diferentes sistemas adesivos. Os métodos de
armazenamento estudados foram: o congelamento em solucao fisiolédgica;
meio hidratado (solucédo fisiologica em refrigerador); e meio desidratado
(mantidos secos em recipiente aberto). Todos os dentes foram
inicialmente autoclavados antes da divisao entre 0s grupos experimentais.
Foram confeccionadas restauracdes classe Il nas duas faces proximais,
utilizando diferentes sistemas adesivos em cada cavidade, sendo 0s
espécimes submetidos a termociclagem e posterior analise da
microinfiltracdo marginal. Foi concluido que ndo houve diferencas
significantes entre os tipos de armazenamento, tendo sido constatada
microinfiltracdo superior e estatisticamente significante nas paredes
cervicais quando comparadas as paredes axiais dos preparos.

Habelitz et al.®® (2002) estudaram as propriedades
nanomecéanicas em esmalte e dentina de terceiros molares extraidos,
apos a utilizacdo de diferentes substancias de armazenamento (agua
deionizada, solucdo salina de cloreto de célcio, e solucdo salina
balanceada de Hank - SSBH) nos periodos de 1 e 2 semanas. Os dentes
foram previamente esterilizados por baixa dose de radiacdo gama (nao
especificada pelos autores), e armazenadas em agua destilada a 4 °C até
sua utilizacdo. Nanoindentacbes com cargas de 1500 e 750 pN foram
realizadas (em esmalte e dentina, respectivamente), resultando em
penetracbes de 300 a 400 nm de profundidade. Os resultados
encontrados mostraram que o0 armazenamento tanto em solugéo salina de
cloreto de calcio quanto em agua deionizada alteraram significantemente
0 médulo de elasticidade do esmalte, enquanto o armazenamento em
SSBH néo o fez. Quanto a dureza do esmalte e dentina, foram verificados
efeitos semelhantes. Os autores concluiram que, visando a manutencéo
das propriedades fisicas dos tecidos dentais € recomendavel seu
armazenamento em SSBH.

A International Organization for Standardization (I1SO)*

(2003), em sua especificagdo técnica numero 11405, segunda edicao,
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trata de testes de adesédo a estrutura dental. Na referida especificacao, é
dada preferéncia a utilizacdo de dentes recém-extraidos para este tipo de
estudo. Contudo, na inviabilidade de se dispor de dentes nessa condicéo,
a recomendacao € que imediatamente apds a extracdo, 0s dentes sejam
lavados abundantemente em &gua corrente e que restos de sangue e
tecidos aderidos sejam removidos. Em seguida, os dentes devem ser
armazenados em agua destilada ou solugcéo de cloramina-T a 0,5% por,
no maximo, uma semana, e depois armazenados definitivamente em
adgua destilada a 4 °C ou congelados a pelo menos -5 °C. Nao é
recomendada a utilizacdo de qualquer outro agente quimico devido ao
risco de ocorrer absorcdo deste pelo dente e consequentemente
alteracdes na estrutura dental.

Em estudo de resisténcia adesiva a micro-tracdo, Zheng et
al.*® (2005) se propuseram a avaliar a influéncia exercida por diferentes
meios de armazenamento. Utilizaram-se pré-molares humanos que,
imediatamente apds a extracdo, foram armazenados nos seguintes
meios: solucao de timol a 0,02%; solucéo de formalina a 10%; solugéao de
cloramina a 1%; agua destilada a 4 °C; e congelamento em &gua
destilada a -20 °C. Os sistemas adesivos e restauracbes em resina
composta foram aplicados apds os periodos de 10 e 90 dias de
armazenamento. Os resultados mostraram diferencas significantes na
resisténcia adesiva a micro-tracdo entre os grupos. Comparados aos
dentes que ndo foram submetidos ao armazenamento, 0S grupos
armazenados em agua destilada a 4 °C e em solucdo de timol a 0,02%
resultaram em valores significantemente menores da variavel estudada.
Os diferentes periodos de armazenamento nao exerceram efeitos.
Concluiram os autores que 0os meios e métodos de armazenamento de
dentes podem influenciar a resisténcia adesiva a micro-tragao.
Recomendaram ainda a opc¢ao pelo congelamento ou armazenamento em
cloramina a 1% quando ndo houver numero suficiente de dentes recém-

extraidos para se realizar estudo adesivo.
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Utilizando dentes bovinos, Lee et al.** (2007) avaliaram a
influéncia do armazenamento e esterilizacdo sobre a resisténcia adesiva
em dentina. Foram testadas as seguintes solu¢cbes de armazenamento:
agua destilada; solucéo de cloreto de sodio a 0,9%; solucdo de cloramina-
T a 0,5%; solucdo de NaOCI a 5,25%; solucdo de glutaraldeido a 2%; e
solucdo de formalina a 10%. Em todos os grupos o armazenamento se
deu por 60 dias. Como métodos de esterilizacdo foram utilizados a
autoclave e o armazenamento em solucéo de formalina a 10% por 14 dias
(sem exposicao adicional a este meio para o grupo ja armazenado na
referida solugdo). Os resultados encontrados mostraram reducao
significante na resisténcia adesiva dos espécimes armazenados na
solucdo de NaOCl quando comparados aos demais grupos. A
esterilizagdo em autoclave afetou negativamente os grupos inicialmente
armazenados em Aagua destilada e formalina a 10%, enquanto a
esterilizacdo apenas em formalina ndo exerceu efeito significante sobre a

resisténcia adesiva.

2.1.2 Métodos de desinfeccéao/esterilizacao

White et al.®®* (1994), em estudo envolvendo radiacdo
gama, tiveram como objetivos avaliar os efeitos de varios métodos de
esterilizacdo (radiacdo gama, autoclave, calor seco, e 6xido de etileno)
sobre a estrutura e funcao dentinaria — em termos espectroscépicos e de
micro-infiltragcdo - bem como definir parametros de radiacdo gama para
esterilizacdo de dentes extraidos. Os dentes utilizados foram
armazenados previamente em solucao salina tampé&o de fosfato contendo
0,02% de timol (para controlar o crescimento bacteriano). Para
determinacdo da dose efetiva de radiacdo gama para esterilizar os

dentes, foi inoculada em reservatérios criados apds o0 preparo
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biomecanico (utiizando NaOCI a 5,25%) e obturacdo dos canais
radiculares, a bactéria B. subtilis, comumente utilizada em estudos
microbiolégicos por sua conhecida resisténcia. Segundo os autores, com
uma dose de 173 krad (o equivalente a 1,73 kGy), ja foi conseguida a
esterilizacdo dos espécimes; além disso, as analises espectroscopicas
ndo detectaram altera¢cdes quando da utilizagdo deste método, enquanto
todos os demais métodos de esterilizagcdo induziram algum tipo de
alteracdo detectavel. A radiacdo gama também néo alterou as
propriedades dentinarias com relacao a permeabilidade.

No intuito de investigar a liberagdo de mercurio quando
realizada a esterilizacdo, em autoclave, de dentes contendo restauracées

de amalgama, Parsell et al.*®

(1996) submeteram a este método de
esterilizagdo uma quantidade de amalgama simulando a de 175 dentes
restaurados com este material. Foi constatado que o0s vapores de
mercurio provenientes deste processo alcancaram niveis
significantemente maiores do que os limites aceitos pela Ocupational
Safety and Health Administration (OSHA), contra-indicando este
procedimento, que consiste em risco desnecessario a saude dos
profissionais de odontologia, uma vez que podem ser selecionados
dentes que ndo contenham amalgama para posterior utilizacdo em
ensino/pesquisa.

Importante estudo de revisdo foi realizado por DeWald*
(1997), envolvendo consideracdes acerca do controle de infeccdo em
dentes extraidos para utilizagdo em estudos adesivos in vitro. Foram
revisados artigos publicados que tratassem dos efeitos de diferentes
métodos de desinfec¢do e esterilizacdo sobre os dentes, como alteracbes
estruturais e da permeabilidade dentinaria e seus efeitos em estudos de
adesdo. Segundo o0 autor, o0s meios e métodos de
desinfeccao/esterilizacdo mais estudados foram o armazenamento em
formalina a 10%, esterilizacdo quimica com calor, autoclave, oxido de

etileno e radiacdo gama. Os resultados dos estudos empregando
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armazenamento em formalina a 10% mostraram resultados controversos;
0s métodos por autoclave e esterilizagdo quimica produziram resultados
comparaveis aos controles utilizados nos estudos; a radiacdo gama néao
produziu alteracdes estruturais na dentina, mas teve seus efeitos sobre a
adesdo - até entdo - pouco estudados; e o 6xido de etileno, embora
produzindo resultados de adeséo semelhantes aos controles, foi provado
como ineficaz no tocante a esterilizacdo de dentes propriamente dita.
Concluiu o autor preconizando o uso dos meétodos de esterilizacao
quimica e por autoclave para prevencdo de contaminacdo cruzada
durante estudos in vitro envolvendo adeséo.

Amaechi et al.? (1998) estudaram a eficacia de diferentes
meétodos de esterilizacdo em dentes destinados a testes intra-orais de
cariogenicidade, bem como suas influéncias sobre o processo de
desmineralizacdo do esmalte. Foram utilizados incisivos bovinos divididos
entre o grupo controle e os seguintes métodos de esterilizacdo: radiacédo
gama (dose de 25 kGy); autoclave (121 °C por 15 min); solucdo de NaOCI
a 12% por 24 h; e solucdo de iodopovidona a 7,5% por 24 h. Os
procedimentos para contagem dos microrganismos viaveis apos cada
método de esterilizacdo foram realizados apds incubacdo dos espécimes
por 24 h a 37 °C em agar infusdo de cérebro e coracdo e em agar-
sangue. Lesdes artificiais de céarie foram produzidas utilizando-se solugéo
acida tamponada (pH 4,5). As perdas minerais e profundidade das lesdes
foram quantificadas micro-radiograficamente. Houve crescimento
bacteriano apenas no grupo controle (em ambos os meios de cultura
utilizados). Os autores relataram as seguintes alteracdes induzidas ao
esmalte pelos diferentes métodos: a radiacdo gama provocou alteracdo
de cor (“cream discolouration”); o NaOCI provocou clareamento; e a
iodopovidona provocou lesdes em forma de manchas brancas. Com
relacdo as perdas minerais e profundidade das lesdes nédo houve
diferencas significantes entre 0s grupos experimentais e o controle,

entretanto, depois do grupo controle, o grupo da radiagdo gama foi o que
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mostrou menor perda mineral, tendo os autores concluido se tratar do
método mais aceitavel para esterilizacdo de esmalte a ser utilizado em
estudos de cariogenicidade intra-oral.

Em estudo subsequente, Amaechi et al.®> (1999), avaliaram
os efeitos da esterilizagdo sobre a integridade estrutural das céaries
artificiais produzidas para estudos de cariogenicidade intra-oral. Apos a
confeccédo de lesdes de cérie artificiais em dentes bovinos, estes foram
divididos em duas metades (uma servindo de controle e a outra
submetida a um dos métodos de esterilizacdo ja descritos no trabalho
anterior, dos mesmos autores). ApOs a esterilizacdo, os espécimes dos
grupos experimentais, bem como os do grupo controle (ndo esterilizado),
foram incubados em meios de cultura por até 7 dias a 37 °C, sob
condicbes de aerobiose e anaerobiose. A perda mineral e profundidade
das lesbes foram entdo quantificadas por meio de micro-radiografias
transversas. Novamente o crescimento bacteriano ocorreu apenas no
grupo controle, tendo os autores observado os mesmos fenémenos, sobre
a coloracéo do esmalte, relatados no estudo anterior. A autoclavagem dos
espécimes, bem como a exposicao as solucbes de NaOCI e iodopovidona
resultaram em desmineralizacdo adicional das les6es. Novamente foi
apontada a esterilizacdo por radiacdo gama como 0 método mais
aceitavel considerando-se os efeitos adversos dos outros métodos em
estudo.

No estudo de Moscovich et al.>* (1999), utilizou-se a
radiacdo gama (dose de 25 kGy) como meio de esterilizacdo de dentes
humanos extraidos, tendo sido concluido que este processo - juntamente
com o congelamento em agua a -18 °C por 12 dias - ndo causou efeitos
na microdureza da dentina coronaria.

Dominici et al.?? (2001) conduziram estudo com o obijetivo
de avaliar a eficacia de diferentes métodos de desinfeccéo/esterilizacao
em dentes extraidos a serem utilizados para fins educacionais. O

microrganismo utilizado neste estudo foi o Bacillus stearothermophilus,
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uma bactéria resistente ao calor e frequentemente utilizada em estudos
microbiolégicos. Foram empregados dentes humanos higidos
armazenados em solucdo salina até o momento da utilizacdo, os quais
tiveram os tecidos pulpares removidos via acesso coronario e inoculados
com o referido microrganismo no interior dos canais radiculares. Foram
testados os seguintes métodos de desinfeccao/esterilizagdo: imersdo em
solucbes de NaOCI em vérias concentracdes (1,3; 2,6 e 5,25%) por 7
dias; imersdo em solucdo de formalina a 10% por diferentes periodos (2,
4 e 7 dias); imersdo em amodnio quaternario a 0,28% por 7 dias; imerséo
em glutaraldeido a 2% por 7 dias; ciclos de autoclavagem com diferentes
duracbes (20 e 40 min); e imersdo em solucdo salina por 7 dias (grupo
controle). Os dois Unicos grupos capazes de impedir a recuperacédo do
microrganismo utilizado, apds os processos de esterilizacdo, foram a
autoclavagem (ciclo de 40 min) e o armazenamento em formalina a 10%
por uma semana.

Segundo trabalho de Sperandio et al.” (2001), no qual
estudou-se o efeito da esterilizagdo por radiagdo gama (25 kGy) sobre a
morfologia dentinaria e resisténcia adesiva em pré-molares humanos
extraidos, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre o grupo controle e o submetido a radia¢éo, tanto no
tangente a morfologia dentinaria (verificada por microscopia eletrénica de
varredura), quanto a resisténcia adesiva ao cisalhamento. Os autores
concluiram que a radiacdo gama nao afetou as variaveis em estudo.

Uma compilacéo feita por Kohn et al.>® (2003) resultou em
documento publicado pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) com as diretrizes no tocante ao controle de infec¢ao nas atividades
relacionadas aos cuidados com a saude bucal. Neste documento s&o
dadas introdutoriamente definices acerca de varios conceitos envolvidos
no tema, e posteriormente sdo desenvolvidas recomendagdes a serem
seguidas. Foi incluida neste documento uma secao que trata do manuseio

de dentes extraidos, com uma sub-secdo a respeito do uso de dentes
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extraidos para fins educacionais. Com relacdo a este topico, o CDC
recomenda a esterilizacdo dos dentes em autoclave previamente a
utilizacdo. Dentes contendo amalgama nao devem ser autoclavados
devido ao risco relacionado aos vapores de mercurio resultantes deste
processo (como j& mencionado no estudo de Parsell et al.®, 1996),
devendo nesse caso ser utilizado o armazenamento em formalina a 10%
por 14 dias, o que seria eficaz na desinfeccao tanto da superficie externa
guanto interna dos dentes. O documento em questéo afirma que, para fins
educacionais (especificamente no uso em atividades pré-clinicas em
instituicbes de ensino odontoldgico), a esterilizagdo em autoclave parece
nao induzir a alteracbes que prejudiguem o aprendizado dos alunos;
entretanto ndo se sabe se este processo afeta a estrutura dental sob o
ponto de vista de estudos em pesquisa odontoldgica.

Rodrigues et al.®

(2004) objetivaram avaliar em seu estudo
a influéncia da radiacdo gama sobre as propriedades mecanicas do
esmalte e a desmineralizagao in vitro. Foram utilizados terceiros molares
humanos higidos divididos em 2 grupos: irradiados por 25 kGy de
radiacdo gama; e nédo irradiados (controle). Sequencialmente a obtencao
dos valores de microdureza (Knoop: 25 g por 5 s) de ambos 0s grupos, 0s
espécimes foram submetidos a ciclagem de pH para obtencdo dos dados
referentes a perda mineral. Os autores chamaram a atencdo para a
mudanca na coloracdo das estruturas dentais ap6s a irradiacdo. Os
resultados mostraram que nao foram induzidas alteragcdes nas
propriedades mecéanicas do esmalte por acdo da radiacdo gama, uma vez
que os valores de microdureza obtidos ndo apresentaram diferencas
significantes. Da mesma maneira, a resisténcia a desmineralizacdo in vitro
ndo foi alterada.

Em outro estudo relacionado a utilizacdo de dentes

extraidos para fins educacionais, Kumar et al.*

(2005) avaliaram os
seguintes métodos de desinfeccao/esterilizacédo: imersdo em formalina a

10% por 7 dias; imersdo em peréxido de hidrogénio a 3% por 7 dias;
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imersdo em NaOCl a 2,6% por 7 dias; fervura em agua a 100 °C por 20
min; autoclavagem (ciclo de 30 min); e imersdo em solugdo salina
fisiolégica por 7 dias (grupo controle). Utilizaram-se dentes humanos
extraidos por motivo periodontal. Apds os tratamentos supracitados, 0s
espécimes foram incubados em meio de cultura por 48 h. Os resultados
mostraram que apenas a autoclavagem e o armazenamento em formalina
a 10% foram eficazes na desinfeccao/esterilizacdo dos espécimes, tendo
0os autores concluido que tais métodos devem ser eficazes para este
propaosito.

No trabalho de Brauer et al.*? (2008) também foi estudada
a radiacdo gama como método de esterilizacdo de dentes. Os autores
utilizaram terceiros molares extraidos que foram armazenados em SSBH
até o momento de sua utlizagdo. As variaveis experimentais foram
obtidas por meio de ensaios de dureza utilizando nanoindentadores tipo
Berkovich com cargas de 400 e 2000 uN, respectivamente em dentina e
esmalte, que forneceram valores relativos ao médulo de elasticidade e
dureza dos espécimes. Neste estudo os grupos foram divididos em:
controle (n&o esterilizado); submetido a dose de 7 kGy; e submetido a
dose de 35 kGy. Os resultados permitiram concluir ndo haver associacéo
entre as propriedades nano-mecanicas dos dentes e a dose de radiacado
gama utilizada na esterilizagdo, constituindo-se este método como util na
esterilizacdo de dentes extraidos, uma vez que as alteragbes por ele

impostas sdo minimas.
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2.2 Microdureza
2.2.1 Defini¢des

A dureza é uma propriedade mecanica que consiste na
medida da resisténcia de um material a uma deformacdo plastica
localizada. Existem varios tipos de ensaios mecanicos de dureza, dentre
0s quais os ensaios Brinell, Rockwell, Knoop e Vickers (os dois ultimos
permitindo a realizacdo de ensaios de microdureza, quando utilizados
indentadores de tamanho diminuto e cargas pequenas, segundo
Callister'*, 2007).

O ensaio de dureza Vickers foi proposto em 1925 por Smith
e Sandland. O indentador (penetrador) € uma piramide de diamante, de
base quadrada, com um angulo de 136° entre as faces opostas (Figura 1).
No ensaio de microdureza utiliza-se carga menor que 1 kg, a qual produz
uma impressao microscopica em forma de losango regular com a base
quadrada (Callister'*, 2007; Ferreira®®, 2004).

A unidade de dureza Vickers (HV) é uma funcéo da carga
aplicada (P) e da diagonal (d;) da impressédo deixada na superficie do

material, conforme a equagéo abaixo:

1,854P
HV = ~——
dq

Onde P é dada em kg, e d em mm (Callister*, 2007;
Moraes®’, 2004).
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Figura 1- Desenho esquematico da geometria do indentador tipo Vickers e a impresséo por ele
realizada. (Modificado de Callister, WD. Materials science and engineering - an
introduction. New York, 2007.)

2.2.2 Microdureza em pesquisa odontologica

A microdureza dos tecidos dentais tem sido alvo de muitas

investigacdes dentro da pesquisa odontoldgica.

Craig et al.'® (1959) realizaram um dos primeiros estudos
sobre o assunto, objetivando encontrar uma correlacdo entre microdureza
e diferencas na estrutura dental. Esses autores obtiveram as medidas de
microdureza a partir de secgdes transversais distantes entre si de 1 a 2
mm, retirando entre elas sec¢des mais finas (0,1 mm) que foram coradas
histologicamente pela técnica do tricromio de Pollak modificada. A partir
desta técnica, areas contendo maior quantidade de matéria organica
apresentam coloracdo de roxo escuro a azul, enquanto &areas mais
calcificadas coram-se de rosa a magenta. Deste modo as medidas de
microdureza das seccdes foram baseadas na coloracéo das secgdes finas
adjacentes coradas. Foi utilizada a microdureza Knoop, tendo os autores
utilizado cargas de 2 a 25 g por 15 s. Quanto a dentina radicular, foram
encontrados valores menores de microdureza nas areas mais proximas a

luz do canal, entretanto relataram os autores terem encontrado valores
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semelhantes aos da dentina coronaria (terco médio da coroa) quando
tomadas medidas a 0,5 mm da luz do canal e 0,5 mm da juncdo amelo-
cementaria, respectivamente. Segundo os autores, comparacdes de
microdureza entre regifes dentais diferentes devem ser realizadas no
mesmo dente, uma vez que a microdureza dentinaria pode variar

consideravelmente em regides similares de dentes diferentes.

Biven et al.? (1972) estudaram os efeitos do eugenol e de
cimentos endododnticos contendo eugenol sobre a microdureza da dentina
radicular. Foram utilizados dentes humanos permanentes recém-
extraidos, seccionados ao nivel do terco médio das raizes, tendo sido os
fragmentos incluidos em resina, de maneira que os 4 mm a partir da face
média ficassem fora da inclusdo. As porcdes radiculares receberam o
tratamento com cimentos a base de eugenol, enquanto as porcdes
coronarias receberam o tratamento com o eugenol. O controle constituiu-
se de 2 espécimes que foram preparados da mesma maneira, entretanto
ficando apenas em estufa a 37 °C e 90% de umidade relativa. Foi utilizada
a microdureza Knoop, com carga de 10 g por 15 s. Encontraram-se
valores maiores de microdureza ap0s a aplicacdo dos fatores
experimentais, tendo os autores concluido que a microdureza da dentina
submetida a eugenol e cimentos contendo essa substancia aumenta
significantemente, tendendo tal aumento a atingir os valores maximos em

um periodo de 3 semanas.

Grajower et al.*!

(1977), em estudo da microdureza da
dentina esclerética (transparente), compararam esta a dentina opaca
adjacente. A andlise destes autores foi realizada em dentes humanos
unirradiculados, tanto em cortes transversais como em cortes
longitudinais, tendo sido empregado o ensaio de microdureza Vickers,
com carga de 200 g. Foram encontrados valores de microdureza
superiores na dentina esclerética quando comparada a dentina opaca

adjacente, esta apresentando valores maiores do que a dentina em
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regides mais distantes da esclerdtica e mais apicalmente. Os autores
também afirmaram que a dentina apical € menos dura que a dentina
préxima a coroa antes da ocorréncia da obliteracdo dos tubulos por

material calcificado.

Com a proposicado de determinar uma possivel correlacéo
entre microdureza dentinaria e densidade de tubulos dentinarios em

dentes humanos permanentes, Pashley et al.*

(1985) realizaram leituras
seriais de microdureza e densidade tubular nos mesmos grupos de
tubulos, comecando proximos a juncdo amelodentinaria e progredindo em
direcdo a polpa. Os resultados confirmaram haver uma significante
correlagdo inversa entre as variaveis estudadas; a densidade tubular
aumenta em direcdo a camara pulpar, simultaneamente ao decréscimo
nos valores de microdureza. Segundo os autores, este fenémeno
presumivelmente ocorre devido a reducdo na quantidade de dentina
intertubular e ao aumento no didametro individual dos tubulos quando se

caminha neste sentido.

Panighi e G'Sell*® (1992), conduziram um estudo em duas
etapas, no qual inicialmente foram caracterizadas superficies dentinarias
guanto a microdureza Vickers e a composicdo em termos de célcio e
fosforo. Na segunda fase do mencionado estudo, os autores compararam
a microdureza dos espécimes a capacidade de molhamento de um
adesivo dentinario. Estabeleceu-se uma correlacdo positiva entre 0s
seguintes parametros: grau de mineralizacdo, dureza e capacidade de

molhamento do adesivo.

Os mesmos autores (Panighi, G'Sell®’, 1993), em
investigacdo para testes de forca adesiva de um compdsito dental,
caracterizaram a microestrutura da dentina e do esmalte segundo a
topologia de superficie, a concentracdo de elementos minerais (por sonda

microeletronica), e a microdureza Vickers. Relataram os autores existir
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uma forte correlagdo entre forca adesiva e microdureza através de uma
equacao linear simples, vélida tanto para esmalte quanto para dentina.
Por sua vez, a microdureza apresenta correlacdo com a concentracao de
calcio através de duas relacfes lineares distintas (esmalte e dentina). Foi
concluido que os mecanismos de adesédo tanto para esmalte quanto para
dentina séo afetados pelo conteddo mineral e a topologia da superficie do

substrato dental.

Meredith et al.*’ (1996) calcularam a microdureza e médulo
de Young em esmalte e dentina coronaria. Foi utilizada a dureza Knoop,
sendo 0 médulo de Young calculado a partir de comparagbes das
medidas das diagonais maior e menor do losango em diferentes
momentos (as diferencas nas medidas ocorrem devido a alteracGes
elasticas). Na dentina, os valores de microdureza encontrados foram
maiores conforme maior distancia da juncdo amelo-dentinéria, 0 mesmo

ocorrendo para o modulo de Young.

No trabalho jA mencionado de Moscovich et al.> (1999),
foram investigados os efeitos em curto prazo da irradiagéo por raios gama
e do congelamento em agua sobre a dureza da dentina coronaria. Foi
utilizada a dureza Vickers, com carga de 30 g por 20 s. Os espécimes
foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: congelamento em agua a -
18 °C por 12 dias; exposicdo a dose Unica de radiacdo gama; e
armazenamento em agua a 20 °C por 12 dias (controle). As indentacdes
foram realizadas antes e ap6s a aplicacdo dos fatores experimentais. Os
resultados encontrados pelos autores mostraram que ambos o0s
processos nao exerceram alteragbes na microdureza dentinaria dos

espécimes.

O efeito de diferentes solucdes irrigadoras sobre a dentina
radicular nos tercos cervical, médio e apical foi estudado por Saleh e

Ettman® (1999). Utilizaram-se como solu¢des irrigadoras o peréxido de
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hidrogénio a 3% alternado com hipoclorito de s6dio a 5%, e o EDTA a
17%. O ensaio utilizado foi o de microdureza Knoop, com carga de 100 g
por 15 s. Diferencas nos valores de microdureza foram relacionadas ao
local das indentacdes, com valores menores conforme maior proximidade
a luz dos canais. Houve reducdo significante na microdureza dos
espécimes apods o tratamento nos dois grupos, tendo sido a reducao no
grupo do EDTA maior e estatisticamente diferente do grupo peroxido de

hidrogénio/hipoclorito de sodio.

Mahoney et al.** (2000) realizaram estudo da dureza e
moédulo de elasticidade de esmalte e dentina em molares deciduos
através de um sistema computadorizado de ultra-micro-indentacoes,
empregando indentador tipo Berkovitch com carga maxima de 50 mN. Os
autores, utilizando uma analise de regresséo linear, encontraram forte
correlacdo entre dureza e modulo de elasticidade, tanto para esmalte
quanto para dentina.

A acao de trés solugbes quelantes sobre a microdureza da
dentina radicular foi estudada por Cruz-Filho et al.?° (2001). Os autores
testaram as solucdes de EDTAC a 15%, CDTA a 1% e EGTA a 1%, tendo
como controle um grupo submetido a agua destilada. Foi utilizado o
ensaio de microdureza Vickers, com carga de 50 g por 15 s. Apesar de
nao ter sido encontrada diferenca entre as trés solugdes testadas, todas
elas ocasionaram reducdo estatisticamente significante da microdureza

dentinaria radicular.

Com metodologia semelhante, Cruz-Filho et al.'® (2002)
avaliaram a influéncia de concentracdes diferentes de EGTA sobre a
microdureza da dentina radicular, também utilizando o ensaio Vickers com
carga de 50 g por 15 s. Os autores concluiram que todas as
concentracbes estudadas reduziram significantemente a microdureza

dentinaria quando comparadas ao grupo controle (agua destilada),
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havendo diferencas também entre elas. Os grupos em ordem decrescente
de microdureza foram: grupo controle, EGTA a 1%, EGTA a 3% e EGTA a
5%.

Slutzky-Goldberg et al.”

(2002) compararam o efeito de
dois tipos de instrumentacdo (manual com limas de aco inoxidavel
convencionais, e rotatéria com limas de Ni-Ti), ambas associadas a
solugcdo de NaOCI a 2,5%, sobre a microdureza da dentina radicular,
realizando leituras a 500 e 1000 um de distancia a luz dos canais. Os
autores utilizaram o ensaio tipo Vickers, com carga de 300 g por 10 s.
Concluiram que houve redugdo da microdureza dentinaria em todos os
grupos experimentais, sendo a reducdo a 500 um maior que a 1000 pm,
isto somado ao fato de ter a instrumentacdo manual com limas de aco
inoxidavel ocasionado uma maior reducdo na microdureza quando
comparada a instrumentagdo rotatéria com limas de Ni-Ti. Ainda, este
altimo grupo ndo diferiu do grupo submetido apenas a mesma solucéo

irrigadora, porém sem instrumentacao.

Utilizando o mesmo sistema de ultra-micro-indentacoes
empregado no ja& mencionado estudo de Mahoney et al.** (2000), Angker
et al.® (2003) também estudaram molares deciduos quanto & dureza e
moédulo de elasticidade, utilizando entretanto uma carga maxima de 25
mN, tanto para esmalte quanto para dentina. Estes autores reiteraram
como evidente o fato de haver uma reducdo gradual nos valores de
dureza e médulo de elasticidade com a proximidade a polpa, tendo os
espécimes mostrado uma tendéncia similar, a despeito das variacdes nos
valores de ambas as variaveis. Também foi relatada uma correlacéo linear

significante entre ambas.

Ari et al.®> (2004) realizaram estudo da influéncia de
diferentes solucdes irrigadoras sobre a microdureza e rugosidade da

dentina radicular, com o propésito de avaliar a viabilidade de utilizacéo de
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uma solugéo de gluconato de clorexidina. Foram utilizadas as solugdes de
NaOCl a 5%, NaOCI a 2,5%, H,O, a 3%, EDTA a 17%, gluconato de
clorexidina a 0,2% e agua destilada (grupo controle). Novamente o ensaio
de microdureza empregado foi o Vickers, tendo sido utilizada carga de
300 g por 20 s para a obtencédo dos dados. Os resultados mostraram que
todas as solucdes teste com excecdo da clorexidina alteraram
negativamente a microdureza da dentina radicular, 0 mesmo ocorrendo
com relacdo a rugosidade de superficie, a qual ndo foi alterada pela
clorexidina nem pela solucdo de H,O, a 3%. Concluiram os autores
consistir a mencionada solugédo de clorexidina em uma substancia viavel

para irrigacdo de canais radiculares.

Visando a avaliar a resisténcia a tensdo e a microdureza
dentinaria apés diferentes pré-tratamentos, Fuentes et al.?® (2004)
submeteram espécimes a: EDTA 0,5 M, NaOCI 5%, EDTA 0,5 M seguido
de infiltrac&o por sistema adesivo, e NaOCl 5% seguido de infiltracdo por
sistema adesivo, comparando-os a dentina normalmente mineralizada.
Foi realizado teste de resisténcia a tensdo, tendo sido o ensaio de
microdureza (Knoop) efetuado nas linhas de fratura. Ambas as
substancias afetaram negativamente a resisténcia a tensdo e a
microdureza. Os grupos que foram submetidos a infiltracdo de sistema
adesivo mostraram valores maiores das duas variaveis, entretanto ndo
atingindo os valores da dentina originalmente mineralizada. Os autores
concluiram alertando para o fato de que a utilizacdo das mencionadas
substéancias previamente a procedimentos restauradores adesivos pode
produzir um substrato dental mais fragil na interface dente/restauracao,

por sua vez podendo levar a falhas prematuras.

Em estudo que avaliou o efeito de diferentes
concentracbes e periodos de aplicacdo de solucdes de NaOCl como
irrigantes (2,5 e 6% por 5, 10, e 20 min) sobre a microdureza Vickers da

dentina radicular de dentes bovinos, Slutzky-Goldberg et al.”* (2004),
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chegaram as seguintes conclusdes: apdés 10 min de aplicacdo das
solu¢des de NaOCI houve reducgéo significante da microdureza dentinéria,
de tal maneira sendo aconselhavel, segundo esses autores, limitar-se o
periodo de irrigacdo a um maximo de 10 min, a fim de ndo prejudicar as
propriedades fisicas da dentina; a 500 um da luz dos canais a reducéo da
microdureza foi maior quando utilizada a solugdo de NaOCI| 6%,
sugerindo os autores que se evite o uso de solucdes fortemente

concentradas no interior dos canais radiculares.

Yoldas et al.®” (2004) investigaram a acdo de duas
preparacdes a base de Ca(OH), (associado a glicerina e associado a
agua destilada) sobre a microdureza Knoop da dentina radicular, ap6s 24
h, 3 e 7 dias. As indentacdes foram realizadas com carga de 100 g por 15
s. Houve reducdo estatisticamente significante nos valores de
microdureza, para ambas as preparacdes, apenas apés 3 dias, sendo a
reducdo ocasionada pela preparacao de glicerina maior e estatisticamente
diferente da ocasionada pela preparacdo com agua destilada. Concluiram
0s autores gue o uso de medicac¢des intra-canais a base de Ca(OH), pode
amolecer o tecido dental e causar altera¢ces na superficie dentinaria

radicular.

Eldeniz et al.?

(2005) estudaram o efeito do acido citrico a
19% e EDTA a 17% sobre a microdureza e rugosidade da dentina
radicular. Utilizaram o ensaio Vickers, com carga de 300 g por 20 s para
cada indentacdo. Em ambos 0s grupos experimentais foi realizada uma
dltima irrigagdo com NaOCI a 2,5%. Os resultados revelaram aumento
significante na rugosidade superficial quando comparados 0s grupos
experimentais ao controle (irrigados apenas com agua destilada), sendo o
grupo do acido citrico o que causou maior aumento de rugosidade
(diferenca estatisticamente significante em comparacdo ao grupo do
EDTA). Com relacdo a microdureza, 0S grupos se comportaram de

maneira similar ao ocorrido com a rugosidade.
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Toledano et al.” (2005) realizaram estudo para verificar se
a microdureza da dentina superficial ou profunda seria afetada por
diferentes pré-tratamentos quimicos realizados em procedimentos
adesivos. Utilizaram terceiros molares humanos dos quais foram obtidos
discos a partir das dentinas superficial e profunda. Os discos foram entéo
apenas polidos (grupo controle); submetidos a condicionamento com
acido fosforico a 37% por 15 s; submetidos ao mesmo condicionamento e
infiltrados por sistema adesivo; polidos, condicionados e tratados com
solucéo de NaOCI a 5% por 2 min, e; infiltrados por sistema adesivo apos
condicionamento &cido e tratamento com NaOCl. O ensaio de
microdureza utilizado foi o Knoop, com carga de 20 g por 5 s. Os
resultados encontrados foram a reducdo da microdureza das dentinas
tanto superficial quanto profunda apds condicionamento acido. A
aplicacé@o da solucdo de NaOCI apds o condicionamento acido ndo afetou
a microdureza da dentina superficial, entretanto o fez na dentina profunda.
Os sistemas adesivos aplicados aumentaram a microdureza dentinaria,

entretanto sem que fossem atingidos os valores do grupo controle.

Em 2005, Vieira et al.*® (2005) estudaram a influéncia da
concentracdo de flior nos dentes e da severidade de fluorose na
microdureza e no processo de mineralizacdo. Os autores utilizaram
terceiros molares inclusos com indicacdo de exodontia e raizes com
formacdo completa ou quase completa, provenientes de pacientes de 3
regibes diferentes: Montreal e Toronto, no Canad4; e Fortaleza, no Brasil
(localidades com niveis 6timos ou sub-6timos de flior na &gua de
abastecimento). Os dentes foram avaliados quanto a severidade de
fluorose, concentracdo de flior na dentina e no esmalte, microdureza e
mineralizagdo dentinarias. Quanto a microdureza, foi utilizado o ensaio
Vickers, com carga de 100 g por 10 s. Os autores, considerando a
severidade de fluorose como um exemplo de fator genético, concluiram

que estes associados a fatores locais (como a concentracdo de fldor nos
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dentes) influenciaram as propriedades mecéanicas (microdureza),
enquanto apenas os fatores locais influenciaram a mineralizacdo. Os
dentes provenientes de Fortaleza foram considerados mais duros e,
controversamente, menos  mineralizados, apresentando  maior
concentragdo de flior na dentina. Os dentes provenientes de Montreal
apresentaram menores niveis de severidade de fluorose quando

comparados aos provenientes das demais localidades.

Bechtold’ (2006) realizou estudo com o objetivo de avaliar
o comportamento da dentina radicular bovina frente a aplicacdo de
diferentes concentracdes de NaOCI (a 0,5 e 2,5%) e a aplicacdo das
mesmas solucdes seguidas pelo cimento fosfato de zinco. Utilizou-se o
ensaio Knoop (carga de 100 g por 15 s), sendo as indentacdes realizadas
em duas distancias a luz do canal (100 e 300 um) em dois momentos
(antes e ap0ls a aplicacdo dos fatores experimentais). A autora concluiu
que os valores de microdureza a 300 um foram significantemente maiores
que a 100 um da luz dos canais, tendo o grupo controle (submetido a
solucdo fisiolégica apenas) apresentado reducdo nos valores de
microdureza em relacdo aos demais grupos experimentais (de maneira
significante quando comparado aos grupos tratados com NaOCl a 2,5% e
NaOCl a 2,5% seguido de cimento de fosfato de zinco, nas duas
distancias, e ao grupo tratado com solucéo fisiolégica seguida de cimento

de fosfato de zinco, a 300 um da luz dos canais).

Em estudo realizado por Qing et al.®* (2006), foi avaliada a
influéncia da irrigacdo dos canais com uma solugédo de &gua eletrolitica
acida forte (AEAF, também conhecida por A&gua ativada
eletroquimicamente, ou agua com potencial oxidativo) - uma substancia
originalmente utilizada para fins de desinfecgcdo em agricultura — sobre a
limpeza das paredes dentinarias e sua microdureza. A referida solugéo foi
comparada ao NaOCl a 5,25%, ao H,O, a 3% e ao EDTA a 14,3%. Para o

ensaio de microdureza foi utilizada carga de 50 g por 15 s (Vickers). Os
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autores concluiram que sob vibracdo ultra-sénica, o efeito de limpeza do
uso combinado de AEAF e NaOCI foi equivalente ao grupo da associacao
NaOCl e EDTA, e que quando a AEAF foi utilizada como solucao
irrigadora por 1 min sob vibracdo ultra-sbnica, ndo foi observado

decréscimo nos valores de microdureza dentinaria.

Oliveira et al.>®> (2007) avaliaram a acdo de agentes
clareadores internos - associados ou ndo a clorexidina - sobre a
microdureza dentinaria. Os grupos estudados foram o do perborato de
sédio + agua; perborato de sédio + gel de clorexidina a 2%; perborato de
sédio + solucdo de perdxido de hidrogénio a 30%; e gel de perdxido de
carbamida + gel de clorexidina a 2%. O ensaio de microdureza utilizado
foi do tipo Knoop, com indentacbes de 25 g por 15 s. Concluiu-se que a
maior perda de microdureza ocorreu no grupo tratado pela associacao
perborato de sodio + peroxido de hidrogénio a 30%; nao foram
encontradas diferencas entre os grupos de perborato de sddio + agua e
perborato de sodio + clorexidina, tendo os autores relatado que o gel de
clorexidina a 2% néo afetou negativamente a microdureza dentinaria

guando associado aos agentes clareadores.

Visando a avaliar a acdo da clorexidina e do NaOCI,
enquanto solugdes irrigadoras, sobre a microdureza dentinaria radicular,

Oliveira et al.>®

(2007) utilizaram o ensaio de microdureza Vickers, com
carga de 50 g por 10 s apds a aplicacédo das diferentes solucdes (tendo
como controle um grupo irrigado com solucdo salina). Os canais foram
irrigados com 1 ml de cada solucdo, que permaneceu em contato com a
dentina radicular por 15 min. Os autores concluiram que ambas as
solucBes experimentais (clorexidina a 2% e NaOCI| a 1%) reduziram a
microdureza da dentina radicular a 500 e a 1000 um de distancia a luz

dos canais.



48

A microdureza e a liberacdo de fluoretos por materiais
restauradores em diferentes solu¢cdes de armazenamento foi estudada
por Silva et al.®® (2007). Os materiais testados foram: um cimento de
iondbmero de vidro convencional; dois cimentos ionoméricos modificados
por resina; e duas resinas compostas modificadas por poliacidos. Os
meios de armazenamento foram a &gua destilada (controle) e solugbes
utilizadas para a ciclagem de pH (uma solucdo desmineralizadora e outra
remineralizadora). As substancias, inclusive do grupo controle, eram
trocadas a cada 6 e 18 h (respectivamente as duracdes dos ciclos de
desmineralizagdo e remineralizacdo), sendo as solugcbes retiradas
avaliadas quanto a concentracdo de fluoretos. Os espécimes
permaneceram nas solucfes por um periodo total de 15 dias. Para a
avaliacdo das microdurezas inicial e final foi empregado o ensaio Knoop
com aplicacéo de carga perpendicular de 100 g por 5 s. Concluiu-se que
ambas as variaveis foram influenciadas pelos meios nos quais 0s
espécimes foram armazenados. O maior valor de microdureza foi
constatado no grupo composto pelo cimento ionomérico convencional

submetido a ciclagem de pH.



3 PROPOSICAO

A proposta deste trabalho foi avaliar a influéncia de
diferentes solucbes de armazenamento (agua destilada, solucdo de timol
a 0,05%, solucdo de formalina a 10%, e solucdo de hipoclorito de sddio a
1%, nos periodos de 7 e 28 dias), métodos de esterilizagdo (por autoclave
e radiagcdo gama) e suas respectivas associacdes sobre a microdureza

dentinaria radicular humana.



4 MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Séo José dos Campos — UNESP, sob o
protocolo n° 075/2008-PH/CEP (ANEXO A).

Para facilitar a compreensao das etapas englobadas na
execucdo da presente dissertacdo, este capitulo desenvolve-se em

diferentes secdes.

4.1 Material utilizado

Todo o material e os equipamentos utilizados neste estudo

estdo elencados no Quadro 1 abaixo.

Quadro 1- Material utilizado (continua).

MATERIAL INFORMACOES

192 metades radiculares obtidas a | Pacientes e cirurgiGes-dentistas
partr de 76 terceiros molares | doadores/colaboradores assinaram
humanos extraidos termo de doacao de material biolégico

(conforme Anexos B e C)
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Quadro 1- Material utilizado (continuagé&o).

MATERIAL

INFORMACOES

Agua destilada

5 litros (Byoférmula, S&o José dos

Campos, SP, Brasil)

Solucao de timol a 0,05%

5 litros (Byoférmula, S&o José dos

Campos, SP, Brasil)

Solucgédo de formalina a 10%

5 litros (Byof6rmula, S&o José dos

Campos, SP, Brasil)

Solucgéo de hipoclorito de sodio a 1%

5 litros (Byof6rmula, S&o José dos

Campos, SP, Brasil)

Recipiente de vidro com tampa

rosqueavel

9 unidades, 590ml de volume (CIV
Companhia Industrial de Vidros,
Recife, PE, Brasil)

Caixa de isopor

600 X 400 X 300 mm

Régua endodontica milimetrada

JON, Sao Paulo, SP, Brasil

Disco de aco diamantado dupla-face

KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil

Broca carbide esférica n°® 4

KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil

Micro-motor com peca de mao

acoplada

INTRAmatic 181, Kavo, Joinville, SC,

Brasil

Fita adesiva dupla-face

Adelbras, Sao Paulo, SP, Brasil

Molde de silicona para incluséo dos

espécimes em resina acrilica

Confeccionado especificamente para o
estudo (Classico, Séo Paulo, SP,

Brasil)
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Quadro 1- Material utilizado (continuagao).

MATERIAL

INFORMACOES

Resina acrilica autopolimerizavel

Classico, Campo Limpo Paulista, SP,

Brasil

Espatula n°® 36

Duflex SS White, Sdo Paulo, SP,

Brasil

Espatula de inser¢do n°® 1

Duflex SS White, Sdo Paulo, SP,

Brasil

Pinca clinica

Duflex SS White, Sdo Paulo, SP,

Brasil

Placas de vidro

250 X 200 mm

Pote de vidro para manipulacdo de

resina acrilica

JON, Sao Paulo, SP, Brasil

Politriz circular

DP-10, Struers-Panambra, Sao Paulo,
SP, Brasil

Lixas de carbeto de silicio de
granulagcBes sequenciais para politriz

circular

Numeros 400, 600, 800, 1200 e 4000
(Norton Abrasivos Brasil, Sao Paulo,
SP, Brasil)

Papel absorvente

Melitta, Sao Paulo, SP, Brasil

Microdurébmetro

Microhardness Tester FM 700, Future
Tech Corp., Tokyo, Japan
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Quadro 1- Material utilizado (concluséo).

MATERIAL INFORMACOES

Autoclave 1,8 kgf / cm? 128-130 °C por 40 min

(Vitale 12, Cristéfoli, Campo Mouréo,

PR, Brasil).
Embalagens auto-adesivas para 150 mm X 250 mm (Medstéril, Sdo
esterilizacao Paulo, SP, Brasil).

4.2 Método experimental

4.2.1 Obtengéo e sele¢éo dos dentes

Para este estudo foram utilizados terceiros molares que
apresentavam indicacdo de exodontia, cujos doadores assinaram termo
de doacdo de material biologico (ANEXO B). Os profissionais cirurgiées-
dentistas colaboradores na obtencdo dos referidos dentes também

preencheram e assinaram termo especifico (ANEXO C).

Os dentes colhidos foram mantidos em agua destilada
(Byoférmula, Sado José dos Campos, SP, Brasil) a 4 °C até sua utilizacao.
Foram excluidos terceiros molares cuja formacao radicular ndo estivesse

completa ou que ndo fossem higidos.
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4.2.2 Preparo dos espécimes

Inicialmente, as raizes tiveram seus comprimentos - da
juncdo amelocementéaria (JAC) ao apice - medidos com auxilio de régua
milimetrada para endodontia (JON, Sao Paulo, SP, Brasil), sendo
demarcados os limites para que se realizassem sec¢des ao nivel médio e
ao nivel da JAC (separando-as das coroas), com uso de disco de aco
diamantado dupla-face (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) montado em
micromotor de baixa rotacéo (INTRAmatic 181, Kavo, Joinville, SC, Brasil)
e sob refrigeracdo a agua, conforme as Figuras 2 e 3. Foi aproveitado o
maior numero possivel de raizes de cada dente, desde que viaveis ao

corte.

Desta forma foram obtidas 192 metades radiculares - a
partir de 76 terceiros molares - com a face média em comum, duas a

duas.

Figura 2- Desenho esquematico ilustrando o plano de secc¢ado para obtencdo das duas metades de
cada raiz, com a face média em comum.



55

Figura 3- Procedimento de corte dos dentes (a, b, c, d, €) e molde de silicona utilizado para a
inclusdo das raizes em resina (f).

As 192 metades assim obtidas foram aleatoriamente
divididas em grupos de 12, e incluidas em blocos de resina acrilica
autopolimerizavel (JET, Classico, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil),
utilizando-se molde previamente confeccionado em silicona (Classico,
Sao Paulo, SP, Brasil) - Figura 3 - de modo que a face média das
metades ficasse livre e voltada para cima apds a desinclusdo, como

ilustrado na Figura 4.
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Figura 4- Raizes incluidas em resina acrilica, com a face média voltada para cima.

Para que a inclusdo ocorresse sem o deslocamento das
metades radiculares durante a insercdo da resina acrilica no molde, foi
utilizada fita adesiva dupla-face (Adelbras, Sdo Paulo, SP, Brasil) que,
colada ao centro de uma placa de vidro, permitia o0 correto
posicionamento e a fixacdo dos espécimes de maneira adequada (Figura
5). A resina era entdo vertida no interior do molde contendo as metades
radiculares em posicdo, e outra placa de vidro era posicionada sobre o

conjunto (Figura 6).
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Figura 5- Fita adesiva colada ao centro da placa de vidro, com o molde de silicona em posicéo (a),
detalhe da remogéo da face externa da fita com auxilio de uma espatula de insergéo n°
1 (b), raizes devidamente posicionadas (c).
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Figura 6- Segunda placa de vidro em posi¢éo, apos a inser¢éo da resina acrilica no conjunto.

Ao inicio da reacao exotérmica de polimerizacdo da resina,
0os blocos eram imersos em agua destilada a temperatura ambiente,
visando a evitar possiveis danos aos espécimes por acdo do calor
liberado.

Concluida a polimerizacao final, os blocos de resina foram
identificados por niumeros sequenciais, de 01 a 16, gravados em suas
faces laterais com broca carbide esférica em baixa rotacéo.

Finalizada a etapa de inclusdo em resina, os blocos tiveram
a superficie de interesse polida em politriz circular (DP-10, Struers-
Panambra, Sao Paulo, SP, Brasil) — Figura 8 - por lixas de carbeto de
silicio em uma seqiéncia da granulacdo mais grossa para a mais fina
(Norton Abrasivos Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). O polimento foi realizado
utilizando-se a lixa de granulacéo 400 por 40 s, seguida pelas lixas 600 e
800 por 60 s cada, finalizando-se com as lixas 1200 e 4000 por 90 s cada.
Os blocos foram lavados com agua destilada e secos com papel
absorvente (Mellita, S&do Paulo, SP, Brasil).
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4.2.3 Padronizacao para as leituras de microdureza

A fim de permitir comparacdes entre as medidas de
microdureza dos mesmos espécimes em diferentes momentos, houve a
necessidade de se criar uma padronizacdo de localizacdo e
posicionamento dentro dos respectivos blocos de resina.

Assim, cada bloco teve um de seus angulos demarcados
para referéncia de posicdo, e aos espécimes foi atribuida uma ordem

topografica a ser seguida nas leituras, como ilustrado na Figura 7.

@ rererenciade posicio do bloco 03
01 02 a
Sentidofordem () ) ﬂ
dasobservagbes —— ~—— @ — )
N e W =
%H N} s
C 05 04
. .
N N X )
07 08 09
83D L~ 10
12 1

Figura 7- Esquema da padronizacdo para observacdes de microdureza.

Foram ent&o realizadas as medidas da microdureza inicial
(Md;). Para tanto os blocos foram levados ao microdurbmetro
(Microhardness Tester FM 700, Future Tech Corp., Tokyo, Japan) —
Figura 9 — sendo obtidos valores de microdureza na unidade Vickers
Hardness Number (VHN).

Duas indentagfes foram efetuadas para cada espécime a
500 um da luz do canal radicular (Figura 10), utilizando-se carga
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perpendicular de 50 g por 10 s. Cada indentagdo teve as diagonais
medidas por trés vezes, obtendo-se um valor médio das trés. Considerou-
se a média dos valores de microdureza das duas indentacdes para cada

espécime.

Figura 8- Politriz circular DP-10 do Departamento de Odontologia Restauradora da FOSJC-
UNESP.
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Figura 9- Microdurdmetro Microhardness Tester FM 700 do Departamento de Odontologia
Restauradora da FOSJC-UNESP.

Dentina

Figura 10- Desenho esquematico das indentacdes a 500 um da luz do canal.

Em seguida os 16 blocos foram aleatoriamente divididos
entre as diferentes solugbes e periodos de armazenamento aos quais
seriam submetidos, bem como os métodos de esterilizacdo que seriam

utilizados, de acordo com o esquema da Figura 11.
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Figura 11- Disposicao/destinagdo dos 16 blocos apo6s sorteio.

Uma vez que a proposta desta dissertacdo envolveu a
analise da atuacdo de dois fatores experimentais (armazenamento e
esterilizagdo) tanto isolada quanto associadamente, 0s grupos e
subgrupos foram atribuidos de acordo com cada andlise, a partir dos 16
blocos de resina contendo 12 metades radiculares cada.

Todas as andlises envolveram a comparacao de médias de

microdureza dentre 0s mesmos espéecimes, em momentos distintos.
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4.2 .4 Estudo do fator armazenamento

Para esta analise, foram considerados 0s seguintes grupos

experimentais:

a)

b)

d)

grupo 1 (G1): Agua destilada (Byoférmula, S&o
José dos Campos, SP, Brasil) (n=48);

grupo 2 (G2): Solugdo de timol a 0,05%
(Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
(n=48);

grupo 3 (G3): Solugdo de formalina a 10%
(Byoférmula, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
(n=48);

grupo 4 (G4): Solucdo de hipoclorito de sodio a
1% (Byoformula, Sado José dos Campos, SP,
Brasil) (n=48).

Cada grupo foi subdividido em:

a)

b)

subgrupo 1. periodo de 7 dias de
armazenamento (n=24; 2 blocos);
subgrupo 2: periodo de 28 dias de
armazenamento (n=24; 2 blocos).

Assim, os blocos foram introduzidos em frascos de vidro

com tampa rosquedvel contendo as solucées em estudo, de maneira que

cada frasco contivesse 1 subgrupo (portanto 2 blocos de resina). Os 8

frascos de vidro utilizados (CIV Companhia Industrial de Vidros, Recife,

PE, Brasil) apresentavam 590ml| de volume e tampas coloridas de 4 cores

diferentes, para facilitar a visualizacdo de cada grupo. Foram
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acondicionados ao abrigo da luz e do calor (em caixa de isopor),
permanecendo desta forma até que se atingissem o0s periodos pré-
determinados de armazenamento. Nos subgrupos armazenados por 28
dias, as solucdes foram renovadas semanalmente.

Findos os periodos de armazenamento, novo polimento foi
realizado (apenas com a lixa de granulacdo 4000, por 60 s, visando a
remocao de possiveis residuos das solu¢des) bem como nova lavagem
em agua destilada e secagem em papel absorvente.

As leituras de microdureza posteriores as iniciais foram
realizadas em regides proximas as primeiras, respeitando-se uma
distancia minima de 100 um entre elas e a distancia de 500 um em
relacdo a luz dos canais.

A coleta dos valores de microdureza deu-se da mesma
maneira que inicialmente, seguindo a ordem topografica ja mencionada,
sendo obtidos valores a partir de duas indentacdes para cada espécime,
considerada a média entre os dois (microdureza pds-armazenamento =
Mdy).

4.2.5 Estudo do fator esterilizacéo

Esta parte do trabalho propbs-se a analisar e comparar os
efeitos dos dois métodos de esterilizacdo sobre a microdureza dentinaria
radicular. Como o objetivo aqui foi estudar a influéncia exercida apenas
pela esterilizacdo, foram levados em consideragdo somente os blocos
armazenados em agua destilada, considerada in6cua para a variavel
microdureza. Portanto, a amostra foi reduzida nesta etapa a 48 metades

radiculares (blocos 05, 08, 09 e 11, conforme ja ilustrado na Figura 11).
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Desta forma, foram considerados 0s seguintes grupos

experimentais:

a) grupo A: esterilizagdo em autoclave (blocos 05 e
09; n= 24);

b) grupo B: esterilizacédo por radiacdo gama (blocos
08 e 11; n= 24).

Cada grupo foi subdividido em:

a) subgrupo a: armazenados em agua destilada por
7 dias (n=12);

b) subgrupo b: armazenados em 4gua destilada por
28 dias (n=12).

4.2.6 Associacao dos fatores armazenamento/esterilizacéo

Nesta etapa foi estendida a andlise explicitada na secédo
anterior para os grupos das outras solucbes de armazenamento (no
mesmo formato descrito acima), e, em seguida, outra analise foi
conduzida considerando-se 0s mesmos grupos da avaliagdo do fator
armazenamento (sec¢ao 4.2.4), entretanto subdividindo-se cada um em 4

subgrupos:

a) subgrupo 1: periodo de 7 dias de
armazenamento, esterilizacdo em autoclave
(n=12);
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b) subgrupo 2: periodo de 7 dias de
armazenamento, esterilizacao por radiagcdo gama
(n=12);

c) subgrupo 3: periodo de 28 dias de
armazenamento, esterilizacdo em autoclave
(n=12);

d) subgrupo 4: periodo de 28 dias de
armazenamento, esterilizagéo por radiacdo gama
(n=12).

Para os processos de esterilizagdo, o0s blocos foram
acondicionados em embalagens proprias, auto-adesivas, de dimensdes
150 mm X 250 mm (Medstéril, Sdo Paulo, SP, Brasil).

A autoclavagem foi realizada num ciclo sob presséo de 1,8
kgf/cm? e temperatura entre 128 e 130 °C por 40 min sendo os blocos
retirados antes do processo de secagem, ainda Uumidos (Autoclave Vitale
12, Cristéfoli, Campo Mouréo, PR, Brasil).

Ja a esterilizacdo por radiacdo gama foi realizada pela
empresa CBE Embrarad (Cotia, SP, Brasil), tendo sido os blocos de
resina acondicionados da mesma maneira. Foi utilizada dose de 25 kGy
(conforme certifica 0 ANEXO D).

Apds o0s processos de esterilizagdo, tomaram-se 0s
mesmos procedimentos de polimento, lavagem e secagem realizados
apos o armazenamento, bem como os parametros para a realizacao das
indentagbes. Assim foram obtidos os valores de microdureza poés-

esterilizagdo (Mds).
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4.3 Delineamento estatistico

Os 576 dados obtidos (192 metades radiculares X 3
momentos) foram analisados de acordo com a metodologia descrita nesta
secao.

Inicialmente estudou-se o comportamento da distribuicéo
amostral, e para isso os dados preliminares da microdureza inicial de
todos o0s espécimes foram submetidos a teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov), para se assegurar de que se tratava de uma
amostra normalmente distribuida (Figura 12).

ApOs a obtencdo de todos os dados experimentais, a

analise estatistica foi dividida nas seguintes fases:

a) analise da influéncia exercida pelo
armazenamento:
- interacdo entre solucbes e periodos de
armazenamento;
b) andlise da influéncia exercida pela esterilizacao;
c) andlise da influéncia exercida pela associacéo
armazenamento/esterilizacao:
- interacdo entre solugbes, periodos de

armazenamento e métodos de esterilizagéo.



68

4.3.1 Analise da influéncia exercida pelo armazenamento

Esta andlise objetivou verificar a acdo de cada solucdo de
armazenamento sobre a microdureza dos espécimes. Inicialmente, a
variavel em estudo foi a microdureza, uma variavel quantitativa continua.

Foi utilizado o teste t de Student para amostras
dependentes, utilizando-se os valores absolutos de Md; e Md,.
Analisaram-se separadamente as solucdes nos dois tempos de
armazenamento (sub-analise 1).

Determinada a acado isolada de cada solugcdo sobre a
microdureza, passou-se a uma nova etapa, visando ao estabelecimento
da possivel interacdo existente entre solucdo e periodo de
armazenamento, bem como a comparacao entre os diferentes grupos.

Nesta fase a variavel estudada foi a diferenca entre os dois
valores de microdureza [(Md;) — (Mdy)]. Foram conduzidos os testes de
Andlise de Variancia (ANOVA) a 2 fatores (solucdo X periodo de
armazenamento) e teste de Tukey, ambos com a= 0,05 (sub-anélise 2).

Abaixo encontram-se resumidos os dados do delineamento

estatistico desta etapa (Quadro 2).

Quadro 2- Resumo do delineamento estatistico para analise dos efeitos
do armazenamento (continua).

] ) e metades radiculares incluidas em resina
Unidade experimental -
acrilica.

. . e microdureza (VHN) — sub-analise 1,
Variavel em analise

e diferencas de microdureza — sub-analise 2.




69

Quadro 2- Resumo do delineamento estatistico para analise dos efeitos
do armazenamento (concluséo).

Tratamentos

4 niveis: diferentes solucdes de
armazenamento (H,O destilada, Timol a
0,05%, Formalina a 10%, e NaOCI a 1%);

2 sub-niveis: diferentes periodos de
armazenamento (7 e 28 dias).

Repeticdes/réplicas

12 em cada sub-nivel.

Ho

N&o ha diferengas entre os tratamentos.

Hi

Ha diferencas entre os tratamentos.

Testes estatisticos
utilizados

Teste t de Student para amostras
dependentes (sub-analise 1);
Andlise de Variancia (ANOVA) a 2 fatores

seguida de teste de Tukey (sub-analise 2).

nivel de significancia (a)

0,05.

4.3.2 Analise da influéncia exercida pela esterilizacédo

Para a avaliacdo dos efeitos dos métodos de esterilizacao

foi conduzido o teste t de Student comparando-se os valores de

microdureza apdés o armazenamento em agua destilada com os valores

colhidos — dos mesmos espécimes- apdés o0s procedimentos de

esterilizacdo (Md, e Mds,

respectivamente). Foram feitas analises

separadas para cada periodo de armazenamento. O resumo deste

delineamento encontra-se no Quadro 3.
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Quadro 3- Resumo do delineamento estatistico para analise dos efeitos
da esterilizagéo.

_ , e metades radiculares incluidas em resina
Unidade experimental N
acrilica

Variavel em analise e microdureza (VHN)

e 2 niveis: diferentes métodos de
esterilizacao (autoclave e radiacdo gama);
Tratamentos e 2 sub-niveis: diferentes periodos de

armazenamento prévio em agua destilada

(7 e 28 dias).
Repeti¢bes/réplicas e 12 para cada sub-nivel.
Ho ¢ Nao hé diferencas entre os tratamentos.
H; e Ha diferengas entre os tratamentos.
Testes estatisticos e Teste t de Student.
utilizados
nivel de significancia (a) e 0,05.

4.3.3 Analise da associacdo armazenamento/esterilizacdo

Nesta fase foram realizados os testes t de Student para
verificar a agcdo dos métodos de esterilizacdo sobre os grupos das demais
solucbes de armazenamento, em ambos os periodos. Para tanto foram
levados em consideracao os valores absolutos de Md, e Mds; (sub-analise
1).

Em seguida, visando a avaliar a influéncia da associacao
dos fatores armazenamento e esterilizacdo, procedeu-se a uma ANOVA a
3 fatores (solucdo de armazenamento X periodo de armazenamento X

método de esterilizagdo). A variavel utilizada, a semelhancga da analise de
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interacdo das solucdes e periodos de armazenamento, foi uma diferenca
entre valores de microdureza [(Md;) — (Mds)]. Na sequéncia foi aplicado o
teste de Tukey, para localizar as possiveis diferencas entre os grupos
(sub-analise 2).

Todos os testes foram realizados em um intervalo de
confianca de 95% (ou seja, com significancia para p<0,05), utilizando-se o
software Statistica 8.0 (Stat Soft Inc., Tulsa, OK, EUA).

Os dados do delineamento estatistico desta etapa do
trabalho encontram-se resumidos no Quadro 4.

Quadro 4- Resumo do delineamento estatistico para analise dos efeitos
da associagao armazenamento/esterilizagéo (continua).

Unidade

experimental

metades radiculares incluidas em resina acrilica

. . e microdureza (VHN) (sub-andlise 1);
Variavel em analise _ _ _
e diferencas de microdureza (sub-andlise 2).

e 6 niveis: diferentes solu¢des de armazenamento
(H,O destilada, Timol a 0,05%, Formalina a 10%,

e NaOCl a 1%) e diferentes métodos de

Tratamentos . _
esterilizacdo (autoclave e radiacdo gama);
e 2 sub-niveis: diferentes  periodos de
armazenamento (7 e 28 dias).
Repeti¢bes/réplicas e 12 para cada sub-nivel.
Ho e Nao ha diferencas entre os tratamentos.

H; e Ha diferencas entre os tratamentos.
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Quadro 4- Resumo do delineamento estatistico para analise dos efeitos
da associagao armazenamento/esterilizacao (concluséo).

. e Teste t de Student (sub-analise 1);
Testes estatisticos

. e ANOVA a 3 fatores seguida por teste de Tukey
utilizados

(sub-analise 2).

nivel de e 0,05.

significancia (a)

Variavel: Md,, Distribuicdo: Normal
Kolmogorov-Smirnov d = 0,03783, p = n.s., Lilliefors p = n.s.
Qui-Quadrado = 2,78905, df = 8 (ajustado) , p = 0,94689

35

30
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N
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[&)]

Numero de observagbes

=
o

0./ [

38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68

Figura 12 - Histograma obtido apds teste de Kolmogorov-Smirnov, confirmando o carater de
normalidade para os valores de microdureza inicial (Md1) de todos os espécimes.
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4.3.4 Validacdo do método estatistico adotado

O embasamento tedrico desta secao terciaria foi retirado de
Vieira® (2006).

Quando se utilizam métodos estatisticos comparando
diversos grupos experimentais por meio de Analise de Variancia, faz-se
necessario o atendimento a algumas pressuposic¢des. Segundo a referida
autora, uma ANOVA sO deveria ser aplicada se fossem satisfeitas as

pressuposicoes de:

a) independéncia;
b) homocedasticidade;

c) normalidade.

Por independéncia entende-se que os dados - e também
0s erros - encontrados devem ser variaveis aleatorias independentes. Em
estudos nos quais as unidades experimentais sdo observadas em
sequéncia, ou seja, na presenca de correlacdo serial (como é o caso
deste estudo), ndo seria razoavel pressupor independéncia. Dai a
necessidade de se analisar os residuos (que sao estimativas de erro). Tal
analise é feita graficamente. Para que a pressuposicao de independéncia
seja satisfeita, os residuos devem ficar dispersos em torno de zero, sem

padrao definido.

A homocedasticidade refere-se a constancia nas
variancias. Afinal devem ser esperadas diferencas nas medias entre os
grupos (tratamentos), mas ndo em suas variancias. Existem algumas

regras empiricas para se constatar a homocedasticidade. Para alguns
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7

autores, ela é considerada presente quando a maior variancia nao
exceder a menor em mais do que trés vezes. Porém existem testes
especificos para se fazer esta analise, como os testes de Cochran,
Hartley, Bartlett e Levene, que sdo conhecidos como testes de
homogeneidade de variancias.

Quanto a normalidade, entende-se que os dados (e
consequentemente os erros) devam apresentar uma distribuicdo normal,

0 que pode ser verificado também por meio de graficos.

Foram conduzidas todas essas analises, tendo sido
empregado novamente o software Statistica 8.0 (Stat Soft Inc., Tulsa, OK,
EUA).



5 RESULTADOS

Os valores médios de microdureza e respectivos valores de

desvio-padrao encontrados nos diferentes grupos e momentos s&o

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1- Valores médios de microdureza e desvio-padrdo observados

nos diferentes grupos e subgrupos de cada analise.

Microdureza (VHN) £ desvio-padréao

Grupo | Periodo Mds
P (dias) - " _
! 2 Autoclave Radiagdo
gama
7 49,2452 48,2+4,0 46,7+5,8 49,5451
Gl
28 51,0+4,9 51,1+5,6 46,3+4,5 53,9+5,1
7 50,7+5,0 46,6+4,8 40,615,9 47,8+7,6
G2
28 51,6+4,8 45 5+3,3 42,5+6,9 45,3+6,1
7 51,1+6,0 45,8+45,7 45,0+4,2 47,045,7
G3
28 51,9+3,9 45,4+4.6 46,0+4,3 47,4451
7 50,8+5,1 21,7+1,8 15,7+2,2 20,8+1,7
G4
28 50,0+4,4 13,1+2,7 20,8+1,7 16,0+4,0

G1: H,O / G2: timol / G3: formalina / G4: NaOCI ; VHN: Vickers Hardness Number.
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Como mencionado anteriormente, os valores de Md; de
todos os espécimes foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
para se averiguar a normalidade de sua distribuicdo. No referido teste, o
valor d encontrado foi menor que o valor d critico calculado para a
amostra, tornando aceita a Ho — hipdtese de nulidade (neste caso, a ndo
existéncia de diferencas entre a distribuicdo amostral com relacdo a
distribuicdo normal). Isto pode ser visualizado no grafico tipo Normal P-
Plot da Figura 13.

Normal P-Plot: Microdureza inicial dos espécimes

Valor Esperado Normal

38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66
Valor

Figura 13- Grafico tipo P-Plot da distribuicio amostral em relacdo ao valor normal
esperado.
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5.1 Efeitos do armazenamento

Os testes t de Student para amostras dependentes foram
realizados para todas as solucdes e tempos de armazenamento,
utilizando-se os pares das medidas obtidas de cada espécime (Md; e
Md,). O resultado deste teste encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2- Teste t de Student apds armazenamento; diferencas
significantes para p<0,05.

Grupo;subgrupo Md
/‘I’wémeﬁtop média | DP n | (Mdi-Mdy) t Gl P
(VHN)
| 49,2 5,2
Gla 24 0,995 1,241 23 0,226
i 48,2 4,0
| 51,0 4,9
. 24  -0,070 0,101 23 0,920
GLb i 51,1 5,6
| 50,6 4,0
. 24 4,066 2,971 23 0,006*
G2a i 46,6 48
| 51,6 4,8
. 24 6,137 6,654 23 0,000
G2b i 455 3,3
| 51,1 6,08
. 24 57235 3,757 23 0,001*
G3a | 458 5,7
| 51,9 3,95
G3b 24 6470 5,339 23 0,000*
i 454 4,66
| 50,8 5,1
caa 24 29145 29219 23 0,000
i 217 1,8
| 50,0 4.4
Ga:b 24 36,886 33461 23 0,000
13,1 2.7

G1: HO / G2: timol / G3: formalina / G4: NaOCI; a: 7 dias; b: 28 dias; I: inicial; Il: apds
armazenamento; Md: microdureza; DP: desvio-padréao; *: significancia estatistica.
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Apenas o0s subgrupos da agua destilada (G1l) néo
ocasionaram diferencas significantes de microdureza. As demais solucdes
em ambos os periodos de armazenamento influenciaram negativamente a

variavel estudada (Figura 14).

Solucdo de armazenamento
F(3, 184)=389,82, p=0,0000

40

35+

30

25

20

15+

10

Diferenca Microdureza
(Md4 - Md,)

HZO.(Gl) Timoll (G2) Formali.na (G3) NaOC.I (G4)
Figura 14- Grafico dos grupos experimentais quanto ao armazenamento.

O teste ANOVA a 2 fatores (Tabela 3), para se estabelecer
os efeitos das diferentes solucdes, periodos de armazenamento e sua
interacdo, revelou diferencas estatisticamente significantes para todos os
fatores (solucdo: p=0,00000; periodo: p=0,00000; interacdo solucdo X
periodo: p=0,00047), originando o grafico da Figura 15.



Tabela 3- ANOVA a 2 fatores apds o armazenamento (a=0,05).
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ss Gl MS F p
Solucbes 31505,58 3 10501,86  389,8153  0,000000*
Periodos 293,41 1 293,41 10,8911  0,001160*
Solugbes*Periodos 5oy 49 3 168,16 62420  0,000465*
* Significancia estatistica
ANOVA a 2 fatores:Armazenamento
(Solucao*Periodo)
F(3, 184)=6,2420, p=,000465
45 T T
40
© 30}
t
> 25t
S
53 20¢
=
g'c 15t
c 2
g 10 }
5 51 E§ e E{
°l }\{ | ==H,0
5| | 7@ Timol 0,05%
& Formalina 10%
-10 2~ NaOCl 1%

07 dias

28 dias

Figura 15- Gréfico da interacdo dos fatores solucéo e periodo de armazenamento, obtido a partir
da diferenca [(MDy) — (MDy)].

O teste de Tukey, aplicado neste momento, permitiu a

identificacdo das diferencas através dos subgrupos, bem como a

distribuicdo dos conjuntos homogéneos verificados na Tabela 4.

O subgrupo que menos causou alteragbes na microdureza

dos espécimes (menor diferenca Md;-Md,) foi o da agua destilada por 28

dias, tendo o subgrupo do NaOCI a 1% por 28 dias causado as maiores

alteracoes.
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Tabela 4- Andlise do armazenamento. Distribuicdo dos conjuntos
homogéneos apos teste de Tukey (a=0,05).

Grupo . .
P wem vy | Sonnee

G1 28 -0,07083 B

Gl 07 1,00000 B C

G2 07 4,15000 A B C

G3 07 523542 A C

G2 o8 6,13750 A

G3 28 6,47083 A

G4 07 29,14583 D

G4 28 36,88333 E

* Letras iguais denotam grupos homogéneos entre si; Mdi: microdureza inicial; Md»: microdureza
poés-armazenamento; G1: H,O / G2: timol / G3: formalina / G4: NaOCI.

5.2 Efeitos da esterilizacao

Como explicitado no capitulo anterior, para se analisar 0s
efeitos da esterilizacdo, como fator isolado, foi realizado teste t de Student
com base nos valores Md; e Md, dos blocos submetidos ao

armazenamento em agua destilada.
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N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante
nos valores de microdureza antes e apos a aplicacdo dos dois métodos
de esterilizacao, (autoclave: p=0,144; radiacdo gama: p=0,827) — Tabela 5
- tornando aceita a hipotese de nulidade (segundo a qual ndo ha
diferenca entre as médias antes e apds a introducdo deste fator

experimental).

Entretanto, ao se separar a mesma analise entre 0s
periodos de armazenamento distintos, observa-se que a esterilizacao por
autoclave levou a alteracdo estatisticamente significante nos valores de
microdureza do bloco armazenado em agua destilada por 28 dias. Ja a
radiacdo gama mostrou melhor resultado, ndo ocasionando diferengas

significantes em nenhum dos periodos (Tabelas 6 e 7).

Tabela 5- Teste t de Student para o fator esterilizacdo; diferencas
significantes para p<0,05.

Grupo/ Md
Momgnto média | DP | n | Mdo-Mdy) |t Gl P
(VHN)
i 47,7 41
A 24 1,172 1509 23 0,144
465 51
, 516 52
8 24 -0,095 -0,220 23 0,827
W 5L7 54

A: autoclave; B: radiacdo gama; Il: apds armazenamento; Ill: apds esterilizagdo; Md: microdureza;
VHN: Vickers Hardness Number; DP: desvio-padréo; *: significancia estatistica.
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Tabela 6- Teste t de Student para o método de esterilizacdo por autoclave
em diferentes periodos de armazenamento em agua destilada;
diferencas significantes para p<0,05.

Grupo/ subgrupo | n | (Md, — Mds) t Gl p
Ala(bloco05) 15 0470167 0350120 11 0,732861
Alb(bloco09) 12 ;geee67 2481685 11 0,030482*

a: 7 dias; b: 28 dias; *: significancia estatistica.

Tabela 7- Teste t de Student para o método de esterilizacao por radiacao
gama em diferentes periodos de armazenamento em agua
destilada; diferencas significantes para p<0,05.

Grupo/ subgrupo | N | (Mdz — Mds) t Gl p

B/a(bloco08) 15 325000  -0493007 11 0,631640

B/b(bloco1l) 12 133333 (227535 11 0,824181

a: 7 dias; b: 28 dias.

5.3 Efeitos da associagdo armazenamento/esterilizacao

Os resultados dos testes t para estudo da influéncia dos
métodos de esterilizac@o sobre a microdureza, nas demais solugdes e em
ambos os periodos de armazenamento, podem ser visualizados nas

Tabelas 8 e 9 (autoclave e radiacdo gama, respectivamente).

Em seguida, para estudar o efeito de todos os fatores
sobre a microdureza dos espécimes ap0s as esterilizagbes, procedeu-se
ao teste ANOVA a 3 fatores (solugcdo de armazenamento, periodo de

armazenamento e meétodo de esterilizagcdo) - Figura 16 - sendo
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encontradas diferencas estatisticamente significantes, como mostra a
Tabela 11.

Tabela 8- Testes t de Student para o meétodo de esterilizacdo por
autoclave; diferencas significantes para p<0,05.

Grupo/ subgrupo | n | (Md, — Mds) t Gl P
GlU1 12 0,479167 0,350120 11 0,732861
Gl/3 12 1866667 2481685 11 0,030482*
G2/1 12 gog2500 2701334 11 0,020608*
G2/3 12 3404167 1681420 11 0,120821
G3/1 12 (295833 0243421 11 0,812159
G3/3 12 033333 -0,021424 11 0,983291
GA/l 12 512500 9304012 11 0,000001*
G4i3 12 794167 -8,67881 11 0,000003*

G1: H,O / G2: timol / G3: formalina / G4: NaOCI Subgrupo 1: 7 dias; subgrupo 3: 28 dias; *

significancia estatistica.
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Tabela 9- Testes t de Student para o método de esterilizagdo por radiacédo
gama,; diferencas significantes para p<0,05.

Grupo/ Periodo

(dias) n | (Md, - Mds) t Gl P

G1/2 12 -0,325000  -0,493097 11 0,631640
Gl/4 12 0133333 0227535 11 0,824181
G2/2 12 519167 -1,46331 11 0,171364
G2/4 12 0241667 0180377 11 0,860137
G3/2 12 558333 -0,620561 11 0,547530
G3/4 12 561250 -2,44540 11 0,032510*
G4/2 12 61250 -2,44540 11 0,032510*
G4/4 12 1,158333 1,499819 11 0,161804

G1: H,O / G2: timol / G3: formalina / G4: NaOCI Subgrupo 2: 7 dias; subgrupo 4: 28 dias;

significancia estatistica.
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Tabela 10- Teste ANOVA a 3 fatores realizado apds as esterilizacdes
(a=0,05).

FATORES SS Gl MS F p

SoluGao 254504 3 951501 297,9442  0,000000*

Periodo g9 1 000 0,0001  0,990843
Esterilizacdo 13068 1 13068  4,0920  0,044600*
Solucdo*Periodo 5997 3 9,99 0,3128  0,816084
Solugao*Esterilizacdo 41464 3 138,21 43279  0,005685*

Periodo*Esterilizacdo 3924 1 39,24 1,2288  0,269163

Solucao*Periodo*Esterilizacdo 67 65 3 87,55 2,7415 0,044772*

* Significancia estatistica

ANOVA a 3 fatores
(solucao*periodo*esterilizacdo)

F(3, 176)=2,7415, p=,04477

Md, - Md5

G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
07 dias 28 dias

=0~ Autoclave
~II- Radiacdo Gama

G1:H,0 / G2: Timol 0,05% / G3: Formalina 10% / G4: NaOCI 1%

Figura 16- Gréfico da interacéo dos 3 fatores apds a esterilizacao.
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O teste de Tukey foi realizado em seguida para que fossem
localizadas as diferencas entre 0s grupos experimentais. ApGs o teste
verificou-se a formacdo dos conjuntos homogéneos, que podem ser

visualizados na Tabela 11.

Tabela 11- Resultado do teste de Tukey ap6s ANOVA a 3 fatores
(a=0,05).

Solugao Periodo Esterilizagao (Ml\élllé-?\;laclig) hocr:r?géué%tggs*

H20 28 dias Radiacéo -0,12500 A

H20 07 dias Radiacéo 0,15417 A

H20 28 dias Autoclave 1,98333 A B C

H20 07 dias Autoclave 2,01250 A B C
Timol 0,05% 07 dias Radiacéo 2,03333 A B C
Formalina 10% 28 dias Radiacéo 3,88750 A B C
Formalina 10% 07 dias Autoclave 3,93333 A B C
Timol 0,05% 28 dias Radiacéo 6,00417 A B C
Formalina 10% 07 dias Radiacéo 6,27500 A B C
Formalina 10% 28 dias Autoclave 6,40833 A B C
Timol 0,05% 28 dias Autoclave 9,43333 B C
Timol 0,05% 07 dias Autoclave 11,03750 C
NaOCl 1% 28 dias Autoclave 29,05833 D
NaOCl 1% 07 dias Radiacéo 31,78333 D
NaOCl 1% 07 dias Autoclave 33,47917 D
NaOCl 1% 28 dias Radiacéo 34,13333 D

* A presenca de letras iguais denota grupos homogéneos entre si; Md1: microdureza inicial; Mds:
microdureza pés-esterilizagéo.

5.4 Validac&o do método estatistico adotado

Para validacdo do método estatistico adotado, foram
checadas todas as analises realizadas para se verificar a independéncia,

homocedasticidade e normalidade.
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5.4.1 Independéncia

Para esta analise foram estudados os residuos

encontrados. A andlise dos residuos para as duas ANOVA conduzidas no

estudo (para determinacdo dos efeitos do armazenamento segundo 0s

periodos, e para determinacdo dos efeitos associados das solucdes,

periodos de armazenamento e métodos de esterilizacdo) revelou uma

dispersédo ao

independéncia,

redor de zero, sem padrdo definido, sugerindo

conforme pode ser visto nas Figuras 17 e 18,

respectivamente.
Observagdes X Residuos
(ANOVA 2 fatores p6s-armazenamento)
Variavel: (MD; - MD,)
4 . . .
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Figura 17- Gréfico de dispersdo dos
armazenamento.
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Observagdes X Residuos
(ANOVA 3 fatores pés-esterilizagao)

Variavel: (Md; - Md3)
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Figura 18- Gréfico de dispersdo dos residuos na ANOVA a 3 fatores realizada apds a esterilizagdo.

5.4.2 Homocedasticidade

Para esta analise foram utilizados os testes de Levene e
Hartley-Cochran-Bartlett, respectivamente para as ANOVA a 2 e 3 fatores
conduzidas neste trabalho, tendo o0s resultados revelado a

homogeneidade das variancias, como mostram as Tabelas 12 e 13.
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Tabela 12- Resultado do teste de Levene para ANOVA a 2 fatores pos-
armazenamento ( a= 0,05).

MS MS F p

(Md; — Md,) 17,35424 9,979832 1,738931 0,102367

Tabela 13- Resultado do teste de Hartley-Cochran-Bartlett para ANOVA a
3 fatores poés-esterilizacdo ( a= 0,05).

Hartley Cochran Bartlett Gl p

(Md; —Mds) 7313701 0,138589 20,85228 15 0,141616

5.4.3 Distribuicdo normal

Novamente os residuos foram analisados, desta vez para
verificar se apresentavam uma distribuicdo normal. Foram construidos
graficos tipo normal p-plot, revelando que os residuos apresentaram
distribuicdo normal em ambos os casos (ANOVA a 2 e 3 fatores). Os

referidos graficos podem ser vistos nas Figuras 19 e 20.
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Normal P-Plot; Residuos padronizados
(ANOVA 2 fatores pés-armazenamento)

Variavel: (Md, - Md,)

Valor Esperado Normal

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Residuos

Figura 19- Grafico mostrando distribuicdo normal dos residuos para ANOVA a 2 fatores pds-
armazenamento.

Normal P-Plot; Residuos padronizados
(ANOVA 3 fatores p0ds-esterilizagao)
Variavel: (Md; - Md3)

Valor Esperado Normal

30 25 -20 -15 -10 05 00 O5 10 15 20 25 30 35
Residuos

Figura 20- Grafico mostrando distribuicdo normal dos residuos da ANOVA 3 fatores pos-
esterilizacao.



6 DISCUSSAO

6.1 Literatura e metodologia

Dentes extraidos ainda séo utilizados na maioria dos
estudos in vitro em pesquisa odontolégica, seja em endodontia (Bodrumlu
et al.’, 2007; Matherne et al.*®, 2008; Solano et al.”*, 2005), prétese
(Boschian Pest et al.'°, 2002; Kalkan et al.*®, 2006; Karapanou et al.*’,
1996; Wrbas et al.?®, 2007), dentistica (Ghersel et al.*°, 2001; Miranda et
al.*®, 2005; Muench et al.>?, 2000), e até ortodontia (Manfrin et al.*, 2009).

Ainda que existam recomendacdes de Orgaos de saude
como o CDC norte-americano (Kohn et al.®*®, 2003), e especificacdes
técnicas como a da ISO, grande parte dos trabalhos cientificos publicados
nao cita o meio de desinfeccdo ou esterilizacdo utilizado (excecao feita
aos estudos de Ghersel et al.*°, 2001, e Habelitz et al.*®, 2002), que
utilizaram a autoclave e a radiagdo gama, respectivamente). No mais das
vezes, nao sao citados sequer os meios de armazenamento empregados
previamente aos experimentos.

Talvez muitos pesquisadores, em dlvida sobre estarem
criando ou ndo mais uma variavel para seus estudos, optem por nao
realizar os procedimentos recomendados, o que, do ponto de vista ético,

pode ser considerada atitude reprovavel.
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A microdureza das estruturas dentais tem sido estudada ja
h& muito dentro da pesquisa odontolégica. Consiste em uma propriedade
inerente a constituicdo fisica do dente, que, dentre as vantagens,
possibilita estudos em modelos experimentais utilizando ensaios né&o-
destrutivos, nos quais podem ser feitas observagcfes antes e depois da
aplicacao de tratamentos experimentais.

Além disso, ja foram estabelecidas correlacées importantes
entre a microdureza e outras propriedades dentais, como a densidade
tubular (Pashley et al.>®, 1985), grau de mineralizagéo (Panighi, G'Sell*°,
1992) e a resisténcia adesiva (Panighi, G'Sell’’, 1993).

Sob esta otica, a escolha da microdureza como variavel a
ser observada neste estudo visou ao afastamento ou minimizacdo dos
possiveis efeitos de condi¢Bes individuais dos espécimes, jA que o0s
valores obtidos foram sempre associados a um mesmo espécime, apenas
em momentos diferentes. Soma-se a isso o fato da existéncia das
correlagBes supracitadas entre microdureza e outras propriedades dos
dentes, bem como o de testes de dureza se constituirem métodos
relativamente simples, baratos e reproduziveis (Willems et al.®>, 1993).

Optou-se pelo o ensaio Vickers, ao invés do Knoop,
levando-se em consideracdo trabalhos de outros autores, nos quais foi
apontada uma adequacdo maior daquele em relacdo a este, além do
ensaio tipo Vickers se mostrar mais apropriado para estudos das
variaces de propriedades mecanicas de um material anisotropico como a
dentina (Ari et al.?, 2004; Vieira et al.®°, 2005).

Quanto a utilizacdo de terceiros molares, trata-se de um
procedimento comumente observado em pesquisas odontoldgicas in vitro
(Kinney et al.®, 1996; Marending et al.**, 2007; Nakajima et al.>3, 2000;
Sauro et al.®®, 2009; Strawn et al.”®, 1996; Toledano et al.”®, 2005), sendo
recomendado na especificacdo técnica da ISO referente aos estudos
envolvendo adesdo, que sugere a utilizacdo de terceiros molares de

pacientes entre 14 e 40 anos de idade (1ISO®*, 2003). Na presente
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dissertacdo pbde-se constatar a adequacao destes dentes para estudos
de microdureza, quando da verificagdo da distribuicdo normal dos valores
de microdureza inicial dos 192 espécimes.

A aplicacdo da radiacdo gama na esterilizacdo de dentes
tem mostrado resultados promissores, uma vez que este método de
esterilizacdo parece ndo alterar a estrutura dental, tendo sido mais
frequentemente utilizada a dose de 25 kGy (Amaechi et al.?, 1998;
Amaechi et al., 1999; Brauer et al.*?, 2008; DeWald®*,1997; Moscovich et
al.>!, 1999; Sperandio et al.”®, 2001), embora White et al.®®* (1994) tenha
conseguido a esterilizagdo de dentes com uma dose inferior (1,73 kGy).
Encontrou-se apenas o estudo de Titley et al.”” (1998) mostrando
resultados negativos relacionados a este método. Segundo estes autores,
a radiagdo gama e outros meios de armazenamento/esterilizagéo (timol,
metanol e glutaraldeido) foram responsaveis pelos menores valores de

resisténcia adesiva ao cisalhamento.

6.2 Discussao dos resultados

6.2.1 Armazenamento

Quando analisada a acéo isolada de cada solugcédo de
armazenamento, utilizando-se o teste t de Student (Tabela 2), verificou-se
que apenas a agua destilada ndo causou alteracdes significantes na
microdureza dos espécimes (p=0,226 a 7 dias; p=0,920 a 28 dias). Todas
as demais solucbes produziram efeitos estatisticamente significantes.

Apos a ANOVA a 2 fatores para avaliar a interagcdo das solucdes e
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periodos de armazenamento, chamou atencédo o comportamento do grupo
NaOCl (G4), que foi responsavel por reducbes de microdureza nos
espécimes da ordem de até 70% em meédia (subgrupo de 28 dias de
armazenamento, Tabela 2). Também é possivel visualizar, no grafico da
Figura 14, a magnitude da diferenga existente entre o G4 e os demais
grupos, tendo os grupos G2 (timol) e G3 (formalina) apresentado valores
de diferencas (Md; — Md,) semelhantes, porém discretamente superiores
aos do G1 (agua destilada). Isso é confirmado pela analise da Tabela 4,
na qual sdo observados os conjuntos homogéneos formados. Note-se a
discrepancia dos subgrupos do G4 em relacdo a proximidade dos outros

subgrupos entre si.

Esses resultados coadunam com os de outros estudos nos
quais utilizaram-se solucdes de NaOCI sobre a dentina (Oliveira et al.”>,
2007; Sim et al.?®, 2001; Slutzky-Goldberg et al.”®, 2002; Slutzky-Goldberg

etal.”!, 2004; Toledano et al.”®, 2005).

Quanto a acdo do NaOCI sobre o tecido dentinario, varios
outros autores também relataram alteracdes estruturais. White et al.®
(2002) observaram enfraquecimento da dentina quando exposta por
longos periodos ao hipoclorito. Grigoratos et al.** (2001), Sim et al.®®
(2001) e Marending et al.*® (2007) relataram reducdo no médulo de
elasticidade e resisténcia flexural quando empregadas solucdes de NaOCI
de diferentes concentracdes (3, 5, e 9%). Slutzky-Goldberg et al.”* (2004)
relataram reducao na microdureza de dentes irrigados endodonticamente
com NaOCl em diferentes concentragOes, descrevendo uma acao

concentracéo-dependente.

Embora a maior parte dos estudos defenda uma acéo focal

do hipoclorito apenas no contetido organico da dentina (Inaba et al.®*,

1996; Marending et al.**, 2007; Zehnder et al.28, 2003), estudo de Sakae

|.63

et al.”” (1988) utilizando dentes bovinos, detectou perda de ions magnésio
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e carbono da estrutura cristalina da dentina apds exposi¢cdo ao NaOCl a
10%.

Cabe ressaltar que dentro desta analise, quando
observado o periodo de 7 dias de armazenamento, houve a formacéo de
apenas 2 conjuntos homogéneos: um formado pelos grupos 1 a 3 (agua
destilada, timol a 0,05% e formalina a 10%) e outro formado pelo grupo 4
(NaOCl a 1%). Passando-se para o periodo de 28 dias de
armazenamento, foram notados 3 conjuntos homogéneos: os grupos da
agua destilada e do NaOCI ficaram cada um em uma extremidade,
situando-se entre eles o conjunto formado pelos grupos do timol e da
formalina, o que denota a influéncia do periodo de armazenamento na

acao das diferentes solucdes sobre os resultados obtidos.

6.2.2 Esterilizacdo e associacdes

Quanto a esterilizacdo, os resultados mostraram que,
guando analisados isoladamente - tendo sido tal analise realizada no
grupo armazenado em agua destilada - os métodos de esterilizacdo nao
causaram alteracdes significantes na microdureza dentinaria, embora
tenham sido observados resultados mais consistentes no grupo
esterilizado pela radiacdo gama. Em relacdo aos diferentes periodos, a
esterilizacdo por autoclave causou diferencas significantes na
microdureza do subgrupo armazenado por 28 dias, enquanto a
esterilizacdo por radiagdo gama nao causou diferengcas em nenhum dos

periodos.
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Quando analisada a esterilizagdo nos demais grupos —
analise conduzida pelo teste t de Student estendido a todos os grupos
experimentais- foi notado um comportamento diferente entre os métodos
de esterilizacdo. Enquanto a autoclave causou diferencas
estatisticamente significantes em 4 subgrupos ( 4gua destilada a 28 dias,
timol a 7 dias, e NaOCl a 7 e 28 dias), a radiagdao gama o fez apenas em
2 (formalina a 28 dias e NaOCI a 7 dias), sendo que as diferencas de
microdureza observadas para esta uUltima foram de amplitude menor do
que para a primeira. Além disso, os grupos da formalina a 28 dias e do
NaOCl a 7 dias apresentaram diferenca negativa dos valores de
microdureza, ou seja, mostraram valores de Mds; maiores do que os de

Md,, quando submetidos a radiacdo gama.

Outro aspecto importante foi notado quanto ao
comportamento da esterilizagdo por autoclave sobre o0s subgrupos
armazenados em formalina a 10%. Nestes grupos foi alcancado o melhor
resultado deste método de esterilizacdo, sem ocorréncia de diferencas
estatisticamente significantes apés sua aplicacdo, e com as menores
diferencas. Este resultado discorda do relatado por Lee et al.** (2007).
Entretanto, ha concordancia entre os dois estudos quanto a associacao
do armazenamento em &gua destilada seguido da esterilizacdo em
autoclave, o que, em ambos, foi mostrado como prejudicial (o referido

estudo avaliou a resisténcia adesiva).

Os resultados da ANOVA a 3 fatores mostraram
significancia para os fatores: solucdo de armazenamento (p= 0,000000),
método de esterilizacdo (p= 0,044600), interacdo solucdo de
armazenamento X método de esterilizacdo (p= 0,005685) e interacdo
solugcdo de armazenamento X periodo de armazenamento X método de
esterilizagédo (p= 0,044772).
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Verificando-se os gréficos da Figura 16, destaca-se o
comportamento da solucdo de timol. Quanto ao subgrupo armazenado
por 7 dias, é possivel observar uma maior distancia entre as curvas azul
(autoclave) e vermelha (radiacdo gama), o que sugere que a diferenca
estatistica encontrada nesse caso tenha se dado mais as expensas desta
solucdo, no referido periodo. Reforcando esta idéia, pode-se notar a
formacéo de conjuntos homogéneos contendo muitos subgrupos, ou seja,
a diferenca estatistica verificada parece ter sido influenciada pelo
comportamento diferencial deste subgrupo (armazenamento por 7 dias
seguido de esterilizacdo por autoclave), enquanto os demais mantiveram
—se préximos entre si. No estudo de Titley et al.”” (1998) também foi
encontrado resultado negativo associado ao armazenamento em solucéo

de timol quando avaliada a forga adesiva.

Quando analisados os conjuntos homogéneos formados
apos o teste de Tukey pos-esterilizacdo, foi notada heterogeneidade dos
subgrupos H,O/radiagdo gama apenas em relacdo aos subgrupos do
timol expostos a autoclave e aos subgrupos do NaOCI (todos os periodos
e métodos de esterilizacao). A associacdo do armazenamento em timol a
0,05% seguido da esterilizacdo em autoclave (tanto a 7 quanto a 28 dias)
mostrou-se prejudicial quanto aos valores de microdureza dentinaria

neste estudo.

Em todas as andlises conduzidas neste trabalho, os
melhores resultados foram atribuidos ao armazenamento em agua

destilada seguido da radiacdo gama como método de esterilizacéo.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, e nos limites da

proposicao deste estudo, foi possivel concluir que:

a) o armazenamento de dentes em agua destilada
por até 28 dias ndo alterou as propriedades
fisicas do substrato dental em termos de
microdureza dentinéria radicular;

b) o NaOCIl a 1% reduziu a microdureza dentinaria
da ordem de até 70% em média (em 28 dias de
armazenamento), ndo sendo recomendado seu
uso para dentes a serem utilizados em pesquisa;

c) a esterilizacdo tanto em autoclave quanto por
radiacdo gama ndo alterou a microdureza
dentinaria de forma significante quando aplicada
isoladamente, embora interacbes com solucdes
previamente utilizadas para o armazenamento
tenham sido encontradas;

d) a esterilizacdo por radiagdo gama apos o
armazenamento em agua destilada mostrou-se o
melhor método a ser utilizado em terceiros
molares extraidos, no que diz respeito a

microdureza dentinaria.
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Av. Eng. Francisco José Longo, 777 — Jd. Sio Dimas FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201970 — F. (12) 3947-9028
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CERTIFICADO
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Envolvendo Seresr Humanos

CERTIFICAMOS, que o protocolo n° 075/2008-PH/CEP,
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Séo José dos Campos, 18 de novembro de 2008.
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ANEXO B - Modelo do termo de doacdo de material bioldgico
preenchido e assinado pelos pacientes doadores ou

seus responsaveis legais

TERMO DE DOACAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Autorizacao de doacdo de material biologico (dente/tecido) para pesquisa

cientifica
Eu, , abaixo assinado, RG
, CPF , residente na cidade
de , Estado de , declaro

que estou doando os dentes/tecidos, que seriam descartados, para serem

utilizados em pesquisas cientificas.

Sao José dos Campos, de de

Paciente ou responsavel legal

Cirurgido-Dentista

(profissional responsavel pela coleta e destinacdo do material)
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colaboraram com a pesquisa
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— CEPh, da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP,
podera, a qualquer momento, solicitar copia de todos os Termos de Doagéo
de Material Bioldgico corretamente preenchidos por cada doador ou seu

representante legal.

S&o José dos Campos, de de

Cirurgiao-Dentista

(profissional responsavel pela coleta e destinacdo do material)
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Aivazoglou MU. Effect of storage solutions, sterilization methods and their
associations upon human dentin microhardness: an in vitro study [dissertation].
S&o0 José dos Campos: Sao José dos Campos School of Dentistry, UNESP - Sdo
Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of storage solutions: distilled
water (G1), 0.05% thymol solution (G2), 10% formalin (G3), and 1% sodium
hypochlorite (G4); sterilization methods- steam autoclaving (A) and gamma
irradiation (B)- and the associations between the two factors on the root dentin
microhardness of extracted human third molars. Data were subjected to
Student’s t test for dependent samples, Two and Three-way ANOVA, and
Tukey’s test (a = 0.05 for all tests). Regarding storage, only the G1 (in both
periods) did not alter the dentin microhardnes significantly. In the analysis of
sterilization methods, there were significant differences on the solution employed,
storage time and sterilization method (p <0.05). Based on the results, it was
concluded that the storage in distilled water did not change the root dentin
microhardness, and association of this storage solution with sterilization by
Gamma radiation did not produce alterations by means of the studied variable,
thus consisting in the best methods regarding storage and sterilization of teeth to
be used in research.

Keywords: Exposure to Biological Agents. Sterilization. Hardness tests. Dentin.
Tooth root.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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