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RESUMO

Dentes humanos sdo frequentemente utilizados em pesquisas odontoldgicas na
conducdo de estudos in vitro e in situ. Devido as dificuldades de obtencéo destes
dentes, tem-se buscado a substituicdo dos mesmos. No entanto, verifica-se que ha
lacunas no conhecimento em relagdo aos aspectos estruturais e morfolégicos dos
substratos dentinarios de dentes deciduos humanos e bovinos na dentina radicular.
Sendo assim, o objetivo nesse estudo foi verificar as diferencas estruturais e
morfolégicas entre os substratos radiculares de dentes deciduos humanos e
bovinos. Foram selecionadas raizes de dentes deciduos de acordo com 0s seguintes
grupos (n=9): raizes de incisivos centrais superiores deciduos humanos (H) e raizes
de incisivos inferiores deciduos bovinos (B). As raizes foram seccionadas no sentido
vestibulo-palatino, planificadas com lixas de carboneto de silicio em granulacdes
crescentes (#400 e #800) e entao delimitadas nos tercos cervicais, médios e apicais.
Em seguida, foram preparadas e analisadas em microscopia eletronica de varredura
(MEV) para a contagem dos tubulos dentinarios (1000X) e mensuracao do diametro
dos tubulos (5000X) utilizando-se o software Image J 1.47. Os resultados obtidos
foram submetidos a ANOVA dois fatores (substratos X tercos radiculares) e ao teste
Tukey, ambos ao nivel de significAncia de 5%. Verificou-se que ndo houve interagdo
entre os fatores de estudo (p>0,05). Maior nimero de tubulos dentinérios foi
encontrado para os dentes bovinos (315 + 69) que diferiu dos humanos (176 + 24)
(p<0,05). Em relacdo aos tercos, o cervical (292 + 19) apresentou maior niumero de
tubulos dentinérios, diferindo significativamente do apical (198+65) (p<0,05). Em
relacdo ao diametro dos tdbulos dentindrios ndo observou-se diferenca para os
tercos cervicais (3,50 + 0,08), médios (3,45 * 0,30) e apicais (3,42 + 0,33) e ao tipo
de substrato (H - 3,29 £ 0,14; B - 3,63 £ 0,06). Conclui-se que: a estrutura dentinaria
radicular dos dentes deciduos humanos e bovinos apresentou-se diferentes, quanto
ao numero de tabulos dentinarios presentes nos substratos e nos tercos radiculares
e que a morfologia dos tubulos dentinarios do canal radicular, em relacdo ao
didametro, apresentou-se semelhante independente do substrato e dos tergos

radiculares.

PALAVRAS-CHAVE: Canal Radicular, Dente Deciduo, Microscopia Eletrénica De

Varredura.
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ABSTRACT

Human teeth are often used in dental research for conducting in vitro and in situ
studies. Since it is difficult to obtain human teeth, studies have been development for
substitute this substrate. However, literature presents gaps in knowledge related to
the dentinal substrate of human and bovine primary teeth radicular structure and
morphology. The aim of this study was to evaluate the structural and morphological
differences in human and bovine teeth root canal. Root canals of primary teeth were
selected according to the following groups (n=9): central incisor maxillary roots of
human primary teeth (H) and incisor roots of bovine primary teeth (B). The roots were
sectioned in the vestibular-lingual direction, planned with 400- and 800- grit Sic
papers and delimitated in cervical, middle and apical thirds. Then, the specimens
were prepared and analyzed by scanning electron microscopy (SEM) to calculate the
dentin tubules number (1000X) and to measure the dentin tubule diameter (5000X)
using Image J 1.47 software. The results were submitted to two-way ANOVA
(substrate X root thirds) and Tukey test at statistical significance level of 5%. The
highest dentin tubules number were observed for bovine teeth (315 = 69),
significantly different for human (176 + 24). Regarding root thirds, cervical (292 + 19)
presented the higher dentin tubules number than apical (198 + 65). The diameter of
dentin tubules was not different for cervical third (3.50 £ 0.08), middle third (3.45 £
0.30) e apical third (3.42 £ 0.33) and substrate (H - 3.29 + 0.14; B - 3.63 + 0.06). It
could be concluded that radicular dentin structure of human and bovine primary teeth
and root thirds was different regarding dentin tubules number and that radicular
dentin morphology of human and bovine primary teeth and root thirds was similar

concerning dentin tubules diameter.

Keywords: Root Canal, Primary Teeth, Scanning Electron Microscopy.
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1. INTRODUCAO

O emprego de dentes humanos em pesquisas odontolégicas permite que as
hipéteses em estudo sejam testadas em substratos mais relevantes clinicamente
(Yassen et al., 2011). Contudo, pela dificuldade de obtencdo de tamanho amostral
com qualidade e muitas vezes da impossibilidade de padronizag&o (controle da fonte
e idade dos dentes humanos), riscos de infec¢cdo e aspectos éticos envolvidos, os
dentes de animais mamiferos tém sido utilizados como alternativas aos dentes
humanos em estudos in vitro e in situ (Rueggeberg, 1991; Mellberg, 1992; Zero,
1995; Skene, 2002; Camargo et al., 2007).

Dentre os dentes de animais mamiferos, os dentes bovinos sdo comumente
utilizados como substitutos para os humanos nas pesquisas odontolégicas pela
facilidade de obtencéo, por apresentarem similaridade aos dentes humanos em nivel
macro e microscopico e baixo indice de céarie (Camargo et al., 2007; Fonseca et al.,
2008; Laurence-Young et al., 2011). Ainda, a utilizacdo de dentes humanos em
estudos laboratoriais pode favorecer o comércio de 6rgaos dentarios, violando a Lei
9.434 de 1997/02/04, que proibe este tipo de procedimento (Camargo et al., 2007).

Nas pesquisas odontoldgicas, os incisivos inferiores bovinos permanentes sdo
frequentemente utilizados devido as semelhancas em tamanho e curvatura aos
incisivos centrais superiores humanos (Schilke et al., 2000). Ainda, os incisivos
deciduos inferiores bovinos sdo considerados similares em tamanho aos incisivos
centrais superiores humanos e geralmente apresentam superficies vestibulares mais
lisas.

Recentemente, uma revisdo de literatura conduzida acerca da possibilidade
de substituicdo dos dentes humanos pelos dentes bovinos demonstrou que tanto o
esmalte quanto a dentina de dentes bovinos, com relacdo a morfologia e dureza, séo
possiveis substitutos de dentes humanos para a realizacdo de pesquisas in vitro € in
situ (Laurence-Young et al., 2011).

Como os dentes bovinos apresentam similaridades estruturais com os dentes
humanos, estes tém sido utilizados em estudos de materiais endodbnticos para
verificar a penetracao e os efeitos dos agentes terapéuticos aplicados diretamente
sobre a dentina exposta de acordo com o numero e diametro dos tubulos da dentina
do substrato utilizado (Camargo et al., 2007). Assim, o conhecimento detalhado
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humanos e bovinos, em relagdo a permeabilidade e eficacia destes medicamentos
intracanais e materiais obturadores utilizados em tratamentos endodonticos.

As raizes dos dentes bovinos apresentam caracteristicas morfolégicas, como
didmetro dos tubulos dentinarios, composi¢cdo quimica, propriedades mecanicas,
caracteristicas fisicas, como densidade, dureza e capacidade térmica, semelhantes
as raizes dos dentes humanos (Schilke et al., 2000; Imfeld, 2001; Camargo et al.,
2007). Os tercos radiculares dos dentes bovinos e humanos apresentaram maior
quantidade (em namero) e maior diametro dos tubulos dentinarios no terco cervical
em relacdo aos tercos médio e apical. Sendo que o terco cervical € considerado de
grande importancia para testes de resisténcia da unido e de permeabilidade
dentinéria (Camargo et al., 2007).

Em relacdo aos dentes deciduos, pesquisas também tém demonstrado as
semelhancas entre os dentes deciduos bovinos e deciduos humanos e a
importancia desses dentes substitutos como alternativa ao uso dos dentes humanos.
Krifka et al. (2008) relataram que dentes deciduos bovinos podem ser considerados
como uma alternativa adequada para dentes deciduos humanos em testes de
resisténcia adesiva. Ainda, Wegehaupt et al. (2008) verificaram que ndo houve
diferenga entre dentina humana decidua e dentina bovina permanente em teste de
desgaste induzido por abraséao.

Dessa forma, observa-se que estudos comparando os substratos humanos e
bovinos, tém sido conduzidos e publicados em diferentes areas da odontologia.
Entretanto, ainda ha lacunas no conhecimento com relacdo a validade de se
substituir dentes humanos por bovinos em experimentos laboratoriais (Yassen et al.,
2011), principalmente no que se refere a dentes deciduos da porcao radicular.
Dessa maneira, observa-se a necessidade de conducdo de estudos comparando
microscopicamente dentes deciduos bovinos e humanos na porc¢do radicular, pois a
utilizacdo de dentes deciduos bovinos como substitutos de dentes deciduos
humanos facilitaria a conducdo de estudos acerca de materiais obturadores de

canais radiculares, testes de permeabilidade e de adesao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Uso de dentes bovinos nas pesquisas odontoldgicas

Diversas pesquisas odontologicas tém sido conduzidas utilizando dentes
bovinos como substitutos dos dentes humanos. Dentre os dentes bovinos, os
incisivos inferiores permanentes sdo os mais utilizados em estudos de materiais
endodonticos devido a similaridade estrutural.

A dentina radicular dos dentes bovinos tem sido utilizada para analisar a
penetracdo e os efeitos dos agentes terapéuticos endodonticos, como a associagao
de hidréxido de calcio com clorexidina a 2% (Evans et al., 2003; Gomes et al., 2003).
Nesses estudos, o0s pesquisadores avaliaram a eficacia antibacteriana da
associacao de hidroxido de calcio com clorexidina a 2% como medicacao intracanal
de incisivos bovinos contaminados por Enterococcus faecalis. Evans et al. (2003),
concluiram que o hidroxido de céalcio associado a clorexidina a 2% apresentou-se
significativamente mais eficaz contra Enterococcus faecalis nos tubulos dentinarios
do que a associacao de hidréxido de célcio com &gua esterilizada. Ainda, Gomes et
al. (2003), constataram que a clorexidina a 2% apresentou acao mais eficaz que o
hidréxido de calcio e que a atividade antibacteriana depende do tempo de
permanéncia no interior do canal radicular.

Nessa mesma linha de medicagédo intracanal, Guerreiro-Tanomaru et al.
(2012) avaliaram a difusdo dos ions hidroxila na dentina radicular de dentes bovinos.
Os medicamentos utilizados foram: hidréxido de célcio com solucédo salina, Calen®,
Calen® com paramonoclorofenol canforado e Calen® com clorexidina a 0,4%. Os
resultados demonstraram aumento do pH em 3 dias para a associacdo da Calen®
com clorexidina e em 7 a 14 dias para os demais medicamentos. A Calen®
promoveu aumento do pH até 21 dias, sendo que a Calen® com paramonoclorofenol
canforado apresentou 0 maior pH aos 21 dias e todos os grupos tiveram resultados
semelhantes aos 30 dias. Em 60 dias, os maiores valores de pH foram observados
para a Calen® e a Calen® com paramonoclorofenol canforado. Os autores
concluiram que as diferentes formulacdes de medicamentos intracanais a base de
hidroxido de calcio estudadas liberaram ions hidroxila que difundem pela dentina

radicular de dentes bovinos.



O estudo de Moreira et al. (2009) verificou o efeito de diferentes substancias
quimicas auxiliares na superficie dentinaria radicular de dentes bovinos durante o
tratamento endodontico por meio da microscopia de luz polarizada (MLP) e
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Os canais radiculares tratados com
hipoclorito de sddio a 5,25%, associados ou ndo ao EDTA a 17%, apresentaram um
padrao de birrefringéncia significativamente diferente em comparagdo com 0 grupo
controle (soro fisioldgico). Os resultados revelaram que 0s grupos irrigados com
clorexidina a 2% e EDTA, de forma independente ou em conjunto, ndo apresentaram
diferencas significativas em comparacdo com o grupo controle. Imagens observadas
em MEV mostraram alteragbes estruturais da matriz inorganica do canal radicular
para todos os grupos que utilizaram EDTA a 17%. Os autores concluiram que o
hipoclorito de sédio a 5,25%, associado ou ndo ao EDTA a 17%, causou alteracfes
no colageno da dentina radicular e as imagens obtidas em MEV revelaram &reas de
desmineralizagdo nos grupos que utilizaram o EDTA a 17%.

Em relacdo a resisténcia adesiva da dentina radicular de dentes bovinos,
Dietschi et al. (2006) avaliaram a influéncia das propriedades fisicas de pinos
intrarradiculares na unido entre pino restauracao apos ciclagem mecéanica. Para isso,
utilizaram dentes deciduos bovinos que foram tratados endodonticamente e
cimentados com diferentes pinos intrarradiculares (compostos por carbono, quartzo,
fiboras de quartzo e carbono, zircbnia, aco inoxidavel ou titanio). Os autores
concluiram que independentemente da rigidez, os pinos intrarradiculares compostos
por metal e ceramica apresentaram-se menos eficazes no teste de fadiga mecanica
do que os pinos compostos por fibras, sendo essa ocorréncia devido a presenca de
defeitos na interface entre a restauracéo e a dentina.

Rosa et al. (2013) avaliaram a influéncia de cimentos endoddnticos e o tempo
decorrido entre a obturacdo do canal radicular e a cimentacdo do pino de fibra na
resisténcia da unido de pinos de fibra a dentina radicular bovina. Observaram que
quando os pinos foram cimentados imediatamente apds a obturacdo dos condutos, a
resisténcia adesiva foi similar, independentemente do tipo de cimento endoddntico
utilizado. Entretanto, apos 15 dias, os dentes obturados com cimento resinoso a
base de resina epoOxi apresentaram os maiores valores de resisténcia adesiva. Os
valores de resisténcia adesiva do mesmo cimento, nos diferentes tempos

experimentais (cimentacdo do pino imediata ou 15 dias ap0s a obturacdo do canal



radicular), ndo apresentaram alteragdes, e o tempo decorrido entre a obturacao dos
condutos e a cimentacgdo do pino ndo influenciou a adeséo do pino de fibra a dentina
radicular. Por outro lado, concluiram que o tipo de cimento endodontico influencia a
adeséao entre a dentina radicular e pinos de fibra.

Embora diversos estudos tenham utilizado dentes bovinos como substrato
para analise de diferentes materiais dentarios, verifica-se a importancia de estudos

de comparacao entre substratos bovinos e humanos.

2.2. Avaliagao do substrato bovino nos estudos in situ e in vitro

Em uma recente revisdo de literatura, Laurence-Young et al. (2011)
verificaram a utilizacdo de dentes bovinos como possiveis substitutos de dentes
humanos em estudos de erosdo dental. Os autores observaram que a crescente
necessidade de estudos em erosdo dental, juntamente com as mudancas
legislativas, originaram na dificuldade de obtencdo de esmalte e dentina humana
para os trabalhos experimentais, o que resultou na busca de fontes alternativas
disponiveis. Assim, como alternativa ao substrato humano, dentes bovinos
originados destes animais de + 20 meses de idade foram utilizados com a suposi¢cao
de que o esmalte e a dentina bovina se comportariam de maneira semelhante ao
substrato humano. Os autores concluiram que os estudos de comparagdo dos
substratos humanos e bovinos permanecem escassos, contudo hd um consenso na
utilizacdo do esmalte bovino como substituto ao esmalte humano. A falta de dados
em relacdo & comparagéo de substratos humanos e bovinos é devido a dificuldade
de obtencao de um protocolo para avaliar as duas espécies.

Em estudo in situ, Turssi et al. (2010) compararam substratos humanos e
bovinos em dois modelos de erosdo dental e concluiram que ndo houve diferenca
significativa nos valores de microdureza entre o esmalte humano e bovino.
Entretanto, a dentina radicular humana apresentou valores de microdureza
significativamente maior em comparacdo com a dentina radicular bovina. Os autores
sugerem que o esmalte bovino pode substituir com seguranca o esmalte humano em
modelos de erosdo dental in situ, porém a dentina bovina radicular parece néo ser
uma alternativa viavel para a substituicdo do substrato humano correspondente. No

entanto, Rios et al. (2006) encontraram valores significativos menores de dureza e



maiores de desgaste em relagdo ao esmalte humano na comparagao quantitativa
dos substratos em lesdes abrasivas.

Imfield et al. (2010) avaliaram in vitro os efeitos mecanicos da escovacéao
manual no padrdo abrasivo de substratos humanos e bovinos e ndo encontraram
diferenca significativa em relacdo a abrasdo ou a rugosidade de superficie entre
dentina humana e bovina. Attin et al. (2007) que compararam in vitro dentes
permanentes e deciduos humanos e bovinos em relacdo a perda da superficie por
abrasdo de escovacédo, erosdo e a combinacdo de erosdo a abrasdo, concluiram
gue ndo houve diferenca significativa na perda de esmalte entre os diferentes tipos
de substratos apds a abrasdo. Contudo, a perda de esmalte dos dentes deciduos e
permanentes humanos, apds o desafio erosivo e 0 processo erosdo-abrasao, foi
menor significativamente em relacdo aos dentes bovinos.

Ainda, Wegehaupt et al. (2008) compararam a perda da superficie dentinaria
de dentes humanos e bovinos devido a escovacdo com diferentes dentifricios
abrasivos. Foram analisadas substratos dentinarios de pré-molares humanos e de
incisivos inferiores bovinos. Os autores concluiram que ndo houve diferenca
significativa do desgaste dentinario entre a dentina radicular humana e bovina.

De acordo com Falla-Sotelo et al. (2005), num estudo bioquimico sobre a
concentragdo de elementos constituintes dos dentes humanos, bovinos e suinos,
nao foram observadas diferencas entre os trés tipos de dentes na concentracdo de
calcio e fosforo em esmalte e dentina. Ainda Hara et al. (2003) comparando dentes
bovinos e humanos na progresséo e inibicdo da carie e composicdo do biofilme
formado, ndo encontraram diferencas entre a dentina humana e bovina. Nesse
estudo, observou-se que os niveis de Streptococos mutans no biofilme formado, em
amostras humanas ou bovinas, tratadas ou ndo com dentifricio fluoretado, n&o foram
estatisticamente diferentes e ndo houve diferenca significativa nos valores da perda
mineral e da profundidade da les@o de cérie entre a dentina humana e bovina. Os
resultados sugerem que a dentina bovina pode ser usada no lugar da dentina
humana para avaliar o desenvolvimento e inibicdo da carie.

Na comparacdo dos substratos de dentes humanos e bovinos pela
radiodensidade e dureza, com variacdo da idade dos dentes bovinos (20, 30, 38 e
48 meses), Fonseca et al. (2008) encontraram resultados que indicam que a

radiodensidade foi semelhante para os grupos de esmalte, porém a dentina bovina



apresentou maior radiodensidade do que a dentina humana, independentemente
das faixas etarias. E que o esmalte apresentou maior radiodensidade e microdureza
do que a dentina. Assim, 0s autores concluiram que quando utilizar como substrato o
esmalte ou a dentina de dentes bovinos a idade dos dentes deve ser considerada,
sendo que deve-se, como regra geral, selecionar dentes bovinos de idade mais
avancada por apresentar maiores similaridades com os dentes humanos.

Tanaka et al. (2008) compararam a densidade radiogréfica de dentes bovinos
e humanos e encontraram que a densidade radiografica do esmalte bovino é
significativamente mais elevada que a do esmalte. Em relacdo a dentina, verificaram
que dentina coronaria bovina apresenta radiodensidade estatisticamente inferior a
humana e que a dentina radicular bovina € menos radiodensa quando comparada a
humana, embora estatisticamente ndo significativa. Os autores concluiram que 0s
dentes bovinos devem ser utilizados com precaucao em estudos radiograficos.

Camargo et al. (2006) compararam o pH e a liberacdo de ions de calcio ap6s
a utilizacdo de pasta de hidréxido de calcio com diferentes veiculos em dentes
humanos e bovinos. Verificaram que n&o houve diferenca significativa para o pH
entre os grupos humanos e bovinos. No entanto, em relacdo a liberacdo de ions
calcio, dentes bovinos apresentaram maior liberacdo i6bnica do que humanos. Isto
provavelmente ocorreu devido ao maior calibre dos tubulos dentinarios do substrato
bovino em relacdo ao humano. Os resultados observados nesse estudo mostraram
que, especialmente para valores de alteracdes de pH, € possivel usar dentes
bovinos para os estudos nessa area.

Dessa maneira, verifica-se que os estudos de comparacéo das propriedades
fisico-quimicas entre os substratos humanos e bovinos sédo relevantes para a
substituicdo dos substratos humanos e que a analise da morfologia e estrutura
dentinaria sdo importante para a compreensdo das propriedades mecanicas do
substrato.

2.3. Avaliacdo morfologica e estrutural da dentina bovina

Na busca de substitutos da dentina humana em teste de adesé&o, Shilke et al.
(2000) compararam a quantidade e o diametro dos tubulos dentinarios de dentes
humanos e bovinos, utilizando analise em MEV. Foram analisados terceiros molares

humanos nado erupcionados, molares deciduos e incisivos centrais bovinos



permanentes, que resultaram no numero e no didmetro dos tubulos dentinarios
estatisticamente semelhantes nos diferentes substratos da porgdo coronéaria. Em
relacdo a dentina radicular, o substrato bovino (23,760 * 2,453 numero de
tubulos/mm?2) apresentou densidade de tabulos dentinarios significativamente maior
que os substratos humanos (deciduo - 18,243 + 3,845, permanente - 18,781 + 5,855
namero de tubulos/mm?). Os autores concluiram que a dentina da porgdo coronaria
de incisivos bovinos permanentes (17,310 £ 2,140 numero de tubulos/mm?) é
adequada na substituicdo da dentina humana em estudos de adesao.

Segundo Bonfim et al. (2001), estruturalmente, os dentes bovinos possuem
maior nimero de tdbulos dentindrios proximo a polpa, como ocorre em dentes
humanos. A variacdo da densidade tubular da dentina bovina coronaria apresenta
concentracdo mais elevada de tubulos dentinarios em relacdo a dentina coronaria
humana. Ainda, Dutra-Correa et al. (2007) demonstraram que a dentina bovina
possui alguns aspectos estruturais diferentes da humana, principalmente em relacéao
ao diametro dos tdbulos dentinarios e a espessura de dentina peritubular nas
diversas profundidades.

Puppin-Rotani & Caldo-Teixeira (2001) demonstraram que o sistema Carisolv®
permitiu maior efeito sobre a superficie dentinaria de dentes deciduos bovinos do
que em deciduos humanos. Entretanto, ao condicionar a superficie com &cido
fosforico a 35%, os substratos deciduos bovinos e humanos apresentaram
morfologia similar, caracterizados pela revelacdo dos tubulos, remocédo total da
smear layer e abertura dos tubulos dentinarios. Ainda, na comparacao da superficie
dentinaria de dentes humanos e bovinos permanentes verificaram que os padrdes
de condicionamento acido apresentaram-se semelhantes.

O estudo de Camargo et al. (2008) comparou a morfologia superficial da
dentina bovina e humana esclerética em MEV, no qual foram analisadas trés areas
pré-determinadas de cada espécime para cada substrato. Os pesquisadores
verificaram que a dentina humana (31,89 + 23,94 tabulos abertos/area) e a dentina
bovina (30,33 + 18,14 tubulos abertos/area) apresentaram a densidade tubular
semelhantes. Com base nos resultados, os autores concluiram que a dentina
exposta na superficie incisal dos dentes humanos e bovinos apresentam aspectos

clinicos e micro-morfolégicos semelhantes.



Lopes et al. (2009) analisaram molares humanos e incisivos bovinos em trés
diferentes profundidades da dentina (superficial, média e profunda) por meio de
MEV. Contou-se o numero de tubulos dentinarios e foram mensurados cinco tubulos
aleatoriamente. Os dentes bovinos, na porcao superficial (4,21 = 0,44 um) e média
(3,98 = 0,26 um) da dentina apresentaram tubulos com diametro significativamente
maior do que na porgao profunda (3,14 + 0,41 pm). Para os dentes humanos, o
diametro dos tdbulos na porcdo mais superficial (2,42 + 0,56 um) apresentou-se
significativamente menor do que na porcédo mais profunda (2,99 + 0,44 um) e média
(2,94 £ 0,38 um) da dentina. Em relacdo ao numero de tubulos, a dentina humana
(22,329) apresentou-se maior significativamente do que a dentina bovina (15,964),
independentemente da regido. Os autores concluiram que ha uma diferenca na
estrutura e a morfologia tubular da dentina humana e bovina e que a dentina bovina
deve ser utilizada ainda com cautela nos estudos de adeséo.

Como observado acima, as diferencas estruturais e morfolégicas entre a
dentina bovina e humana podem influenciar os testes de adesdo, estudos de

comparacao da resisténcia da unido destes substratos vém sendo conduzidos.

2.4. Estudos de adesdo no substrato dentinario bovino

As pesquisas odontolégicas que avaliam os diversos tipos de materiais
dentarios necessitam, muitas vezes, de grande quantidade de substrato para
comparacao do desempenho dos materiais dentarios. Na busca de substratos com
facilidade de obtencdo e padronizacgdo, os dentes bovinos tém sido utilizados como
substitutos dos substratos humanos. Assim, testes de comparagdo entre o0s
substratos humanos e bovinos vém sendo realizados para verificar se os dentes
bovinos podem substituir adequadamente o substrato humano.

Reis et al. (2004) verificaram a resisténcia da unido de dentes humanos,
bovinos e suinos, nos substratos esmalte e dentina e a estrutura morfolégica, em
MEV. Na resisténcia da unido, os autores encontraram diferencgas significativas entre
0 esmalte e a dentina dos substratos, porém n&o encontraram diferenca estatistica
entre os substratos humanos, bovinos e suinos. Também, na analise em MEV foi
observada morfologia dentinaria semelhante para todos os substratos estudados.
Somente o0 esmalte suino apresentou distribuicdo diferente dos prismas de esmalte

0S outros substratos, demonstrando que os dentes bovinos podem ser utilizados



como possiveis substitutos dos dentes humanos, tanto para o substrato esmalte
como para a dentina em teste de unido.

Nesse mesmo contexto, Lopes et al. (2003) também verificaram a resisténcia
da uni&o entre substratos humanos e bovinos com dois sistemas adesivos diferentes
(Scotchbond Multi-Uso® e Clearfil Liner Bond 2V®). Como resultados, o esmalte ndo
apresentou diferenga significativa entre os dentes e também para os sistemas
adesivos (Scotchbond Multi-Uso® - 7,36 + 1,58 MPa humano e 8,24 + 2,47 MPa
bovino; Clearfil Liner Bond 2V® - 10,01 + 3,22 MPa humano e 7,95 + 1,98 MPa
bovino). Entretanto, a dentina humana (7,01 + 2,26 MPa) apresentou valores
significativamente menores que a dentina bovina (11,74 + 3,78 MPa), quando
utilizado o Scotchbond Multi-Uso®. Para o Clearfil Liner Bond 2V®, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os substratos humano (7,43 £ 2,09 MPa)
e bovino (9,27 £ 2,69 MPa).

Ao analisar o desempenho de diversos sistemas adesivos (Syntac
Sortimento®, Adper Prompt L-Pop®, iBond Gluma Inside® e Clearfil Protect Bond®)
nos substratos esmalte e dentina de dentes deciduos humanos e bovinos, Krifka et
al. (2008) verificaram que os dentes bovinos podem ser considerados como uma
alternativa adequada de substituicdo aos dentes humanos em estudos de resisténcia
adesiva para dentes deciduos.

Ainda, Galhano et al. (2009), verificando a possibilidade de substituicdo da
dentina radicular humana pelo substrato bovino em teste de resisténcia da uniéo,
encontraram diferencas significativas entre os dentes bovinos (4,1 + 1,3 MPa) e
humanos (8,6 + 5,7 MPa), concluindo que a dentina radicular bovina € diferente da
dentina radicular humana para testes da resisténcia da unido e que mais estudos
deveriam ser conduzidos em relacéo a substituicdo da dentina radicular humana por
substratos bovinos. Assim, estudos de comparacao entre a estrutura e a morfologia
radicular entre dentes humanos e bovinos sdo necessarios para verificar as

diferencas entre estes substratos.

2.5. Estudos de anélise da dentina radicular bovina
Na literatura, observou-se somente o estudo Camargo et al. (2007), que
comparou a quantidade e o diametro dos tubulos dentinarios de canais radiculares,

nos tergos cervical, médio e apical, dos dentes humanos e bovinos permanentes.
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Nesse estudo, os autores analisaram em MEV pré-molares humanos e incisivos
bovinos permanentes, nos aumentos 1.000 x e 5.000 x. Eles observaram que os
espécimes bovinos apresentaram quantidade de tdbulos dentinarios
significativamente maior do que o substrato humano, independente dos tercos
analisados. Em relacdo ao diametro dos tubulos dentinarios, os autores néo
encontraram diferenca significativa entre o substrato bovino e humano.

De acordo com a breve revisdo de literatura apresentada, observa-se a
constante busca de substitutos para dentes humanos na conducdo de pesquisas
odontoldgicas in vitro. Entretanto, ainda ha lacunas no conhecimento em relacdo a
substituicdo de dentes deciduos humanos por bovinos, principalmente no que se

refere a estrutura e morfologia de dentes deciduos bovinos na porgéao radicular.
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3. PROPOSICAO
O objetivo neste estudo foi avaliar as diferengas estruturais e morfolégicas

entre os substratos radiculares de dentes deciduos bovinos e humanos por meio de
MEV.

As hipoéteses testadas foram que:

1. A quantidade de tubulos dentinarios do canal radicular entre o tergo
cervical, médio e apical sdo similares.

2. A quantidade de tubulos dentinarios do canal radicular no terco cervical,
médio e apical entre os dentes deciduos humanos e bovinos séo similares.

3. O diametro dos tubulos dentinarios do canal radicular entre o terco
cervical, médio e apical sdo similares.

4. O diametro dos tubulos dentinarios do canal radicular no terco cervical,

médio e apical entre os dentes deciduos humanos e bovinos séo similares.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento Experimental

Os fatores de estudo foram: substrato radicular (raizes de incisivos centrais
superiores deciduos humanos e raizes de incisivos inferiores deciduos bovinos) e
tercos radiculares (cervical, médio e apical). A amostra foi constituida de 9 raizes de
dentes deciduos para cada grupo experimental. As variaveis de respostas foram:
quantidade e diametro dos tubulos dentinarios nos tercos cervicais, médios e

apicais, analisados por meio de MEV (Figura 1).

|
|

Figura 1. Esquema do delineamento experimental de acordo com os

substratos e tercos, em relagdo a analise em MEV.

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da FOP/Unicamp e aprovado sob o n° 089/2013 (Anexo 1).

13



4.2. Selecdo dos dentes e Preparo dos espécimes

ApGs a extracdo, os dentes foram armazenados em solugéo timol 0,1% até a
limpeza. A limpeza dos dentes foi realizada com curetas periodontais para a
remocao do tecido ésseo e periodontal. Em seguida, os dentes foram armazenados
em soro fisiolégico a 0,9% a 4°C.

Foram selecionadas 9 raizes de incisivos centrais superiores deciduos
humanos (A) e 9 raizes de incisivos inferiores deciduos bovinos (B), que se
apresentaram retas e com diametro do canal radicular de aproximadamente 1,0 mm,
observados apds a remocao da coroa (C) (D) (Figura 2). Foram excluidos incisivos
superiores humanos com tratamento endodontico e que apresentaram reabsor¢ao

interna e externa.

Figura 2. (A) Dentes deciduos humanos; (B) Dentes deciduos
bovinos; (C) Diametro do canal radicular do incisivo central
superior humano; (D) Diametro do canal radicular do incisivo

inferior bovino.
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As coroas dos dentes foram removidas na juncdo cemento-esmalte com disco
diamantado dupla face (KG Sorensen, Barueri, Brasil; Lote #12496) e foram
descartadas. A polpa dentaria foi totalmente removida com o auxilio da lima tipo K-
file #15 (Maillefer, Ballaigues, Suica; Lote #8313220). Em seguida, as raizes foram
marcadas com lapis grafite no sentido vestibulo-palatino e seccionadas com disco
diamantado dupla face neste sentido, formando duas metades (Figura 3).

Figura 3. (A) Seccéo longitudinal na juncdo cemento-esmalte do dente deciduo
humano; (B) Seccao longitudinal na juncdo cemento-esmalte do dente deciduo
bovino; (C) Remocdo da polpa dentaria com lima K-file #15; (D) Seccédo
longitudinal no sentido vestibulo-palatino do dente deciduo humano; (E)
Seccéo longitudinal no sentido vestibulo-palatino do dente deciduo bovino; (F)
Raiz do dente deciduo humano seccionado; (G) Raiz do dente deciduo bovino

seccionado.

As metades voltadas para o canal radicular foram polidas manualmente com
lixas de carboneto de silicio nas granulagbes crescentes #400 e #800 (Arotec, S&o
Paulo, Brasil) sob irrigacdo constante com agua deionizada até que a superficie de
dentina tornasse plana e fosse possivel a analise do canal radicular em MEV. Em

seguida, os espécimes foram colocados em ultrassom (USC 1400 - Unique, Santo
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Amaro, Brasil) com agua deionizada por 15 minutos para remoc¢ao de residuos e da
smaer layer formada (Figura 4).

Figura 4. (A) Planificacdo da raiz do dente deciduo humano;
(B) Planificacdo da raiz do dente deciduo bovino; (C) Amostras

em agua deionizada no ultrassom.

Em seguida, selecionou-se aleatoriamente uma das metades das raizes e o
comprimento total dos espécimes foram mensurados com o paquimetro digital
(Mitutoyo Digimac Caliper) e os tercos cervical, médio e apical foram delimitados
com lapis grafite. Os espécimes foram fixados em stub por fita carbono dupla-face e
armazenados em estufa a 37°C, em silica gel por 24 horas. Depois desse periodo,
os espécimes foram metalizados com fina camada de ouro (Spputer Coater,
Liechtenstein) e entdo observados em MEV (JEOL, JSM - 5600 LV, Scanning

Electron Microscope, Tokyo, Japan) (Figura 5).
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Figura 5. (A) Mensuracao da raiz do dente deciduo humano com paquimetro;
(B) Mensuracao da raiz do dente deciduo bovino com paquimetro; (C) Raizes
do dente deciduo humano (esquerda) e bovino (direita) delimitadas nos tercos;
(D) Raizes dos dentes deciduos humanos ap0s cobertura em ouro; (E) Raizes

dos dentes deciduos bovinos apés cobertura em ouro.

A visualizacdo em MEYV foi realizada nos tercos cervical, médio e apical para
a contagem dos t(bulos dentinarios em uma &rea total de 10.000 um? (1000X) e
para a mensuracado do didmetro dos tdbulos dentinarios, uma é&rea total de 2.500
um? (5000X) (Camargo et al., 2007). As imagens obtidas foram analisadas pelo
software Image J 1.47 (NIH, Bethesda, EUA) que possibilitou a contagem e a
mensuracdo dos tubulos dentinarios de forma padronizada. A contagem e a
mensuracao foram realizadas em dois momentos distintos com intervalo de uma

semana e pelo mesmo examinador calibrado.

4.3.Andlise estatistica

Para a determinagcdo do erro do método e da determinagdo do nivel de
coincidéncia intra-examinador, as imagens obtidas no aumento de 1000X e 5000X
foram analisadas para a contagem e mensuracdo dos tubulos dentinarios duas

vezes, por um unico examinador calibrado, em dois tempos diferentes, com intervalo
17



de uma semana entre eles. Os resultados foram submetidos ao teste de correlacao
de Pearson (p<0,05) e o nivel de coincidéncia intra-examinador foi de 99% para a
contagem dos tubulos dentinarios e de 97% para a medi¢cédo dos tubulos dentinarios.
Os dados obtidos pela contagem e mensuracdo dos tubulos dentinarios foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (a=0,05). Como os dados
apresentaram distribuicdo normal (p>0,05), estes foram submetidos & ANOVA dois
fatores (substratos X tercos radiculares) e ao teste Tukey para a comparagcao entre
0S grupos ao nivel de significancia de 5%. Os dados foram analisados por meio do
programa ASSISTAT (Verséo 7.6 beta, 2011, Campina Grande, Brasil).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise da quantidade de tubulos dentinéarios

De acordo com os resultados da analise estatistica executada, ndo houve
interacdo entre os fatores de estudo: substratos x tercos radiculares (p>0,05).
Entretanto, para os fatores substratos e tercos radiculares, separadamente, foram
observadas diferencas significativas (p<0,01). Sendo assim, o teste Tukey foi

aplicado para verificar as diferencas entre os grupos (Figura 6).
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auséncia de diferenca estatistica para os tercos radiculares demonstrados pelo teste Tukey (p<0,05).

Figura 6. Média e desvio padrdo da quantidade de tabulos dentinérios obtida pela
analise das imagens em MEV (1000X) para os substratos humanos e bovinos, nos
diferentes tercos radiculares.

Ao analisar os substratos humanos (176 £ 24) e bovinos (315 + 69), os
resultados demonstraram que houve diferenca significativa entre os substratos
(p<0,05), sendo que maior quantidade de tubulos dentinarios foi encontrada para 0s
dentes bovinos. Em relagdo aos tergos radiculares, o tergo cervical (292 + 129)
apresentou maior quantidade de tabulos dentinarios, diferindo do tergo apical (198 +
65), independente do substrato analisado. O terco médio (245 + 102) apresentou
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quantidade de tubulos dentinarios similares tanto para o cervical, quanto para o
apical.

Na Figura 7, observa-se imagens representativas dos substratos humanos
(A, C, E) e bovinos (B, D, F), nos diferentes tercos cervical (A, B), médio (C, D) e
apical (F, G). Analisando as imagens, observa-se que o substrato bovino apresenta
maior quantidade de tdbulos dentinarios em relacdo ao substrato humano. Além
disso, visualiza-se que o terco cervical apresenta mais tubulos dentinarios quando

comparada ao terco apical que apresenta poucos tubulos dentinarios.
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Figura 7. Imagens representativas obtidas em MEV (1000X) dos substratos
humanos e bovinos, nos diferentes tercos: (A) Dente deciduo humano - Terco
cervical; (B) Dente deciduo bovino - Terco cervical; (C) Dente deciduo humano -
Terco médio; (D) Dente deciduo bovino - Tergco médio; (E) Dente deciduo humano -

Terco apical; (F) Dente deciduo bovino - Terco apical.
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5.2. Anédlise do diametro dos tubulos dentinérios
De acordo com a analise estatistica realizada, pode-se observar que também
nao houve interacdo entre os fatores de estudo: substratos x tercos radiculares

(p>0,05) e também nado houve diferenca para cada fator separadamente (p>0,05)

(Figura 8).
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significam auséncia de diferenga estatistica para os tercos radiculares demonstrados pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 8. Média e desvio padrdo do diametro dos tubulos dentinérios obtida pela
analise das imagens em MEV (5000X) para os substratos humanos e bovinos,

nos diferentes tergos radiculares.

Ao analisar os substratos, os resultados demonstraram que nado houve
diferenca significativa entre os substratos humanos (3,29 + 0,14) e bovinos (3,63 *
0,06) (p>0,05). Em relacdo aos tercos radiculares, os resultados também
demonstraram que nao houve diferenca entre os tercos cervicais (3,50 + 0,08),
médios (3,45 £ 0,30) e apicais (3,42 + 0,33) (p>0,05).

Na Figura 9, observa-se as imagens representativas dos substratos humanos
(A, C, E) e bovinos (B, D, F), nos diferentes tercos apical (A, B), médio (C, D) e
apical (F, G). Analisando as imagens, pode-se observar que o substrato bovino

apresenta maior quantidade de tabulos dentinarios em relacdo ao substrato humano,
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porém comparando o tamanho dos tubulos dentinarios apresentados, verifica-se que
sdo semelhantes. Em relacdo aos diferentes tercos, também observa-se que os

tamanhos de diametro dos tabulos dentinarios apresentam-se similares.

X5, 88868 Srm

X5, 868 Srm

Figura 9. Imagens representativas no aumento de 5000X dos substratos humanos
e bovinos, nos diferentes tercos: (A) Terco cervical do dente deciduo humano; (B)
Terco cervical do dente deciduo bovino; (C) Terco médio do dente deciduo
humano; (D) Terco médio do dente deciduo bovino; (E) Terco apical do dente

deciduo humano; (F) Terco apical do dente deciduo bovino.

23



6. DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos verificou-se que a quantidade de tubulos
dentinarios do canal radicular entre os substratos humanos e bovinos e entre 0s
tercos cervicais, médios e apicais, foi diferente, rejeitando-se assim as hipoteses 1 e
2. Em relacdo ao didametro dos tubulos dentinarios entre os dois substratos e entre
0s trés tergos radiculares, estes se apresentaram similares, aceitando-se as
hipoteses 3 e 4.

A quantidade e o diametro de tubulos dentinarios presentes nos canais
radiculares s&@o caracteristicas estruturais e morfolégicas importantes para a
compreensdo da permeabilidade de materiais obturadores e medicamentos
intracanais, acdo de solucdes irrigadoras e agentes de limpeza, contaminacao
bacteriana e adesdo de materiais restauradores relacionados aos substratos
dentinérios.

Em dentes deciduos, o tratamento endoddntico consiste na limpeza,
descontaminacédo e alargamento dos tdbulos dentinarios para que haja penetracéo
adequada dos materiais obturadores a fim de limitar a recontaminagcédo bacteriana e
a reinfeccado do canal radicular (Pascon et al., 2006). Nesse sentido, a densidade
dos tubulos dentinérios, ou seja, o numero de tubulos/mm?2 pode influenciar
diretamente na permeabilidade dos materiais obturadores, sendo que quanto maior
O numero de tubulos dentinarios presentes no substrato, maior sera a
permeabilidade desses materiais (Camargo et al., 2006; Camargo et al., 2007).

No presente estudo, o0 substrato bovino apresentou maior quantidade de
tubulos dentinarios do canal radicular comparado ao substrato humano, estando de
acordo com os resultados encontrados por Camargo et al. (2007), o qual analisou
substratos bovinos e humanos da denticdo permanente. Em outro estudo, Camargo
et al. (2006) observou maior liberacdo de ions célcio das pastas a base de hidroxido
de céalcio em dentes bovinos do que em dentes humanos, demonstrando assim que
0 substrato bovino apresenta maior permeabilidade que o humano. Adicionalmente,
a penetracdo do material endodéntico pode ser atribuida ao tamanho das particulas
do material e reacéo de presa do mesmo (Bird et al., 2012).

Como os substratos bovinos e humanos deciduos apresentaram diametros
dos tubulos dentinarios similares, a penetracdo do material endodoéntico, seja

obturador ou medicamento intracanal, provavelmente sera da mesma forma, sendo
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influenciada pelas particulas do material que deve ser menor que o didmetro dos
tibulos dentinarios (Bird et al., 2012). Além disso, a contaminacdo bacteriana
provavelmente serd da mesma forma nos substratos bovinos e humanos, pois a
colonizacdo bacteriana é caracterizada por densa agregacao na parede radicular e
muitas vezes dentro dos tubulos dentinérios, atingindo até aproximadamente 300um
de profundidade (Siqueira et al., 2002).

Em virtude dessa contaminacéo, diversas solucdes irrigadoras e agentes de
limpezas séo utilizadas para a descontaminacao das paredes dos canais radiculares,
remocado da smaer layer e para melhorar a adesdo de materiais obturadores e
restauradores (Puppin-Rontani & Caldo-Teixeira, 2003; Pascon et al., 2007; Vilioch &
Chandler, 2010). Entretanto, no presente estudo néo foi utilizado nenhum agente
quimico previamente a andlise da topografia do canal radicular. As solucbes
irrigadoras, como hipoclorito de sodio, e agentes de limpeza, como é&cido fosforico,
podem interferir na avaliacdo dos substratos humanos e bovinos, pois atuam na
dissolucdo do contetdo organico e desmineralizacdo do conteddo inorganico
presentes na dentina (Puppin-Rontani & Caldo-Teixeira, 2003; Vilioch & Chandler,
2010).

Com relacdo a composicdo e estrutura dentinaria, esta € considerada uma
estrutura complexa, constituindo-se de 70% de matéria inorganica, 18% de matéria
organica e 12% de agua, sendo que mais de 90% da matéria organica € colageno. A
estrutura dentinaria € composta de matriz peri e intertubular mineralizada, tabulos
dentinarios que sado preenchidos pelos prolongamentos odontoblasticos e matéria
organica do espaco perio-odontoblastico (Marshall et al., 1997; Tjaderhane et al.,
2013). Dessa forma, o conhecimento das estruturas da dentina é fator importante
para a adesdao de materiais restauradores, na formacdo da camada hibrida. A
camada hibrida € formada pela penetracdo do sistema adesivo na dentina
intratubular e principalmente na dentina intertubular, onde acontece a melhor adeséo
do material restaurador ao substrato dentinario (Marshall et al., 1997; Tjaderhane et
al., 2013). Como nesse estudo verificou-se maior quantidade de tubulos dentinarios
no substrato bovino, este provavelmente apresenta menor dentina intertubular em
relacdo ao substrato humano, ocasionando menores valores de resisténcia da uniao

quando utilizado em estudos de adeséao (Lopes et al., 2003; Galhano et al., 2009).
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Assim, as diferengas estruturais da dentina radicular encontradas nos
substratos humano e bovino sédo importantes para a condugéo de novos estudos em
relacdo a permeabilidade dentinaria, materiais obturadores e unido adesiva das
restauracdes finais. Embora nesse estudo tenha sido realizada somente a analise de
topografia do canal radicular, diferencas estruturais, observadas entre os substratos,
sugerem que a substituicdo do substrato humano pelo bovino deve ser adotada com
cautela. Além disso, mais estudos devem ser conduzidos sobre a composicéo
guimica e comportamento mecanico da dentina radicular humana e bovina, com o
objetivo de aplicar o conhecimento para uma melhor utilizagdo desses substratos na
pesquisa odontoldgica.

26



7.  CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos péde-se concluir que:

v A estrutura dentinaria radicular dos dentes deciduos humanos e
bovinos apresentou-se diferentes, quanto ao numero de tdbulos dentinarios
presentes nos substratos e nos tergos radiculares.

v A morfologia dos tubulos dentinarios do canal radicular, em relagdo ao
diametro, apresentou-se semelhante independente do substrato e dos tercos

radiculares.
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Anexo 3
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