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Resumo

O ndmero de pesquisas odontolégicas utilizando dentes humanos
extraidos, assim como o uso dos mesmos com objetivos educacionais tem
aumentado dia a dia. Assim, as solugdes utilizadas para desinfecgdo devem ser
eficientes, assim como nao devem interferir com as estruturas dentais, alterando-
as. Dessa forma foi objetivo dessa pesquisa: analisar a influéncia de formol a 2 %
e timol a 0,01 % na microdureza superficial e longitudinal de esmalte dental:
analisar da influéncia destas solugbes de armazenagem no esmalte dental
humano quando submetido & ciclagem de pH comparando os valores de
microdureza superficial inicial e final (porcentagem de perda de dureza superficial)
€ microdureza longitudinal dos grupos submetidos ou nédo a ciclagem. Espécimes
constituidos de esmalte dental humano, divididos em 4 grupos (n = 158) de acordo
com a solugéo de armazenagem e submissdo ou ndo a um modelo de ciclagem de
pH: esmalte armazenado em formol (F1), esmalte armazenado em timol (T1),
esmalte armazenado em formol e submetido a ciclagem de pH (F2); esmalte
armazenado em timol e submetido & ciclagem de pH (72). Os dados de
microdureza de superficie e porcentagem de volume mineral foram submetidos a
analise de variéncia a dois critérios e ao teste Student-Newman-Keuls (p<0,05). A
dureza longitudinal pela analise de variancia a um critério, considerando a variavel
solugdo de armazenagem, para as distancias de 10, 20, 30, 40 e 50 pym e teste t.
NZo houve diferengas entre as solucdes de armazenagem antes da ciclagem de
pH(p > 0 ,05) antes da ciclagem de pH. No entanto, diferencas significantes foram
enconfradas para a dureza de superficie quando se compara antes € apos a
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ciclagem de pH dentro de um mesmo grupo timol ou formol (p < 0,05). Também
houve diferengas significantes gquando se compara 0s grupos de timol e formal
apos a ciclagem de pH, com valores reduzidos para formol (p < 0,05). Conclui-se
que a solugdo de armazenagem influenciou na desmineralizagéo dental, sendo
que as amostras previamente armazenadas em timol apresentaram maiores
valores de dureza superficial. Quanto aos valores de dureza longitudinal, menores
valores foram encontrados para dentes armazenados em formol apenas nas

proximas da borda.

Key words: Thymol; dental demineralization; dental desinfection



Abstract

Extracted human teeth are frequently used for research or educational
purposes. Thus, it is necessary their storage in disinfectant solutions that do not
alter dental structures. Consequently, this study has evaluated the storage solution
influence on enamel demineralization. Therefore, sixty samples were divided into
the following groups: enamel stored in formaidehyde (F1), stored in thymol (F1),
stored in formaldehyde and submitted to pH cycling (F2), stored in thymol and
submitted to pH cycling (T2). All the samples were evaluated by surface and cross-
sectional microhardness analysis and had their percentage of mineral volume
versus micrometer determined. No differences between the groups were found
before the treatment with the solutions (p>0,05). However, regard with the
distances, the specimens from the formaldehyde solution exhibited lower values at
30um up 50um depth from enamel surface (p < 0.05), where samples from group
T1 were more demineralized. In conclusion, the storage solution influenced the
reaction of a dental substrate towards a cariogenic challenge. The thymol may
decrease enamel demineralization promoted by a pH cycling model, when

compared to demineralization occurred in enamel stored in formaldehyde solution.

Key words: Storage solutions, dental demineralization, dental disinfection.



Introdugéo

O conhecimento sobre desinfeccdo e esterilizacdo aumentou
significativamente no ultimo século, com a descoberta de muitos agentes quimicos
e fisicos que apresentam potencial antimicrobiano. Um interesse crescente neste
campo tem sido causado pela possibilidade de transmisséo cruzada de doencgas
como Hepatite B e AIDS durante procedimentos médicos e odontoldgicos. No
entanto, profissionais da area de Odontologia devem estar conscientes do risco de
infeccdo cruzada nao somente durante procedimentos clinicos que envolvam
contato direto com o sangue ou saliva, mas também durante procedimentos com
estruturas dentais utilizadas para fins de ensino e pesquisa. Tais substratos sdo
comumente usados em laboratérios de pré-clinica e em pesquisas que estudam
efeitos de materiais e/ou tratamentos de desmineralizagdo ou remineralizacdo
dental, podendo, desta forma, ser fonte de contaminagdo para alunos e
pesquisadores.

O Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos recomenda que
dentes humanos exiraidos utlizados para propodsito educacional devem ser
desinfetados com solugdo de hipoclorito de soédio ou qualquer outro liquido
germicida (TORO et al., 2000). Entretanto, tem sido relatado que o hipoclorito de
sodio pode aumentar a porosidade do esmalte humano por desproteinizagao
(ROBINSON et al., 1990; BITTER, 1992) e afetar a estrutura dentinéria,
removendo ou modificando a sua matriz protéica. Tal fato inviabiliza o uso de
dentes armazenados neste tipo de solugdo, pois a mesma afetaria a reacdo dos
dentes frente a algum tratamento. Duas oufras solugdes desinfetantes bastante
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utilizadas para propdsito de pesquisa s&o o formol 2% e o timol a 0,01% (GODDIS
et al, TATE & WHITE,1991, KERN et al 1994), embora n&o existam trabalhos na
literatura que comparem a reagdo de estruturas dentais armazenadas nessas
solucdes em alguns tipos de modeio experimental, como a ciclagem de pH. Este
tipo de comparacao entre estudos similares onde os dentes foram armazenados
em solugdes desinfetantes diferentes (RODRIGUES et al, 2002). Ainda, MOURA
et al. (2002) verificou haver diferengas na microdureza longitudinal de esmalte
dental entre grupos submetidos ou ndo a ciclagem de pH quando armazenados
em diferentes solugdes.

Devido a preocupagéo quanto & manutengéo das propriedades fisico-quimicas de
um dente quando submetido & armazenagem em solugdo desinfetante, o objetivo
deste estudo foi avaliar a capacidade de manutengdo da estrutura superficial do
esmalte dental necessaria para fins de pesquisa, por meio de microdureza

superficial e analise da porcentagem de perda mineral.
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Material e Método
Delineamento experimental

Para a realizacdo deste trabalho /n vitro, foram utilizados 30 terceiros
molares humanos retidos e extraidos por razbes que ndo as desta pesquisa. Os
doadores dos terceiros molares assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, e a pesquisa foi aprovada pelo Comité Etica em Pesquisa da
Facuidade de Qdontologia de Piracicaba, UNICAMP . Apds a exodontia, os dentes
foram imediatamente armazenados em solugdo salina (0,9% NaCl). Os dentes
foram selecionados por exame visual utilizando 0s seguintes critérios de selec¢ao:
2/3 de raiz formada e auséncia de trincas, manchas, céarie ou imperfeicdes na
coroa. Os terceiros molares foram aleatoriamente divididos para armazenagem em
formol a 2% ou timol a 0,01%, sendo obtidos 15 espécimes para cada solugdo de
armazenagem. Apos um més de imersdo nestas solugdes, os dentes foram
seccionados em sua metade em cortadeira metalografica (Buehler-lsomet). Uma
metade de cada dente foi mantida na solugdo de armazenagem e reservada como
controle, enquanto a outra metade foi submetida a um modelo de ciclagem de pH.
Desta forma, os grupos foram divididos de acordo com a solugéo de
armazenagem (formol 2% e timol 0,01%), submissao ou nao a ciclagem de pH,
sendo nomeados de: esmalte armazenado em formol (F1), esmalte armazenado
em timol (T1) esmalte armazenado em formol e submetido a ciclagem de pH (F2);

esmalte armazenado em timol e submetido a ciclagem de pH (T2).



Preparo dos espécimes

O preparo dos espécimes foi realizado apds um més de armazenagem dos
terceiros molares em uma das solugdes de armazenagem. Para a limpeza dos
dentes, 0s mesmos permaneceram imersos em agua destilada deionizada por
vinte e quatro horas. Apés este periodo, foram ragpados com curetas periodontais
manuais submetidos a profilaxia com pedra-pomes e tagas de borracha acopiadas
a um contra-angulo e micromotor.

Depois de limpos, os dentes foram seccionados transversalmente nos
tergos cervicais da raiz € coroa. Em seguida, os blocos dentais foram seccionados
longitudinalmente em relagao ao longo eixo do dente com cortadeira metalogréafica
& discos diamantados dupla face sob refrigeracéo. Nos espécimes do grupos T2 e
F2 (grupos submetidos a ciclagem de pH) foram fixados um adesivo circular com
2,5 mm de didmetro na superficie de cada bloco. Posteriormente, as superficies
dentais exiernas a area do disco foram cobertas com duas camadas de esmalie
para unha e cera. Apds a secagem do esmalte, o adesivo foi removido, expondo

uma area de aproximadamente 4,89 mm? de esmalte.

Ciclagem de desmineraliza¢do- remineralizagdo

Os grupos F2 e T2 foram submetidos a cinco ciclos de desmineraliza¢go-
remineralizacio a 37°C. Cada ciclo foi composto por 3 horas de imersdo em
solugdo desmineralizante (des) seguidas de 21 horas de imersdo em solucao

remineralizante (re), conforme esquema abaixo (Figura 1):



Imersdo em solugdo des, por 3 horas

Imersao em solugdo re, por 21 horas

Figura 1 — Esquema de ciclagem de pH por 24 horas, durante periodo de 5 dias.

A solugcdo remineralizante era composta por: Ca 1.5 mmol/L,PO; 0.9
mmol/L, KCI 1.5 mmol/L, cacodilato 20 mmol/L, 0.05 ppmF. O pH desta solugdo
sera de 74 e sera usada a propor¢do de 3,18 mL/mm? de superficie dental
exposta.

A composicédo da solugdo desmineralizante foi: Ca 2 mmol/L, PO4 2 mmol/L,
0.75 mmol/L de acetato, 0.03 ppmF, pH 4,3, a propor¢do usada sera de 6,36
mL/mm? (FEATHERSTONE et al., 1996 ARGENTA,2001) . As duas solugbes
continham cristais de timol para evitar crescimento bacteriano.

Entre os ciclos de desmineralizacao e remineralizacao, 0s espécimes serao

lavados em agua destilada deionizada por 1 minuto.

Analise da microdureza superficial e em corte longitudinal

Esta analise foi realizada nos espécimes de todos 0s grupos antes e apds
imersao em solugéo salina (pH 7,0) para os grupos T1 e F1 e antes e apds
ciclagem de pH para os grupos T2 e F2 durante 5 dias. Para analise da
microdureza superficial inicial, as superficies dos espécimes em questao foram
inspecionadas, descartando as que apresentarem trincas. Foram realizadas 5

impressdes em cada superficie, com uma distancia de 100um para cada, sendo



utilizado microdurémetro (SHIMADZU HMV 2000) e penetrador tipo KNOOP com
carga estatica de 50 gramas e tempo de 5 segundos. Apds a ciclagem de pH ou
imersao em solucdo salina, os valores obtidos para a dureza de superficie final,
cinco impressdes abaixo (100um) e cinco acima (100um) das iniciais (Figura 2)

para determinar a porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS), atravées

da féormula:
%PDS = Dureza ap6s o ciclagem de pH— Dureza inicial x 100
Dureza inicial
.‘#} {%
‘ ? Dureza superficial final
100um

| 0 0 0 . . Dureza superficial inicial

Figura 2 — Esquema de microdureza superficial inicial e final

Para andlise da microdureza em corte longitudinal, cada espécime foi
seccionado em dois fragmentos, sendo o maior destes utilizados para a analise de
microdureza longitudinal. Os fragmentos dentais foram embutidos (embutidora
AROTEC PRE-30) em resina acrilica e em seguida polidos com lixas d’agua de
320, 400-, 600- e 1.200 um de granulagdo (CARBORUNDUN) e discos de feltro e

pasta diamantada de 1 um (BUEHLER). O aparelho utilizado para leitura de
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microdureza KNOOP longitudinal em esmalte foi 0 mesmo que para a mensuracao
de dureza superficial. As edentacbes foram realizadas em esmalte, com
espagcamentio de 20 ym entre elas, sendo a primeira realizada a 10 ym da

superficie externa e a ultima a 90 ym (Figura 3), usando penetrador do tipo Knoop

com carga estatica de 25 g por 5 s.

0000

10 20 30 40 50pum

Figura 3 — Esquema de microdureza longitudinal, com edentagdes a 10, 20,

30, 40 e 50um da superficie dental.

Detalhamento da pesquisa

Cinco pilotos foram conduzidos, modificando-se a ciclagem de pH, quanto
ao tempo de exposicéo a solugdo DES, nimero de ciclos e o pH da solugéo DES,

como descrito na Tabela 1.



Tempo de exposicdo em sol. Numero de ciclos pH da sol

DES DES
Ciclagem 1 3 horas por dia 3 43
Ciclagem 2 6 horas por dia 8 4,3
Ciclagem 3 6 horas por dia 5 43
Ciclagem 4 3 horas por dia 5 43
Ciclagem 5 3 horas por dia 5 5,0

Tabela 1. Descrigao das ciclagens para determinar os tempos de ciclagem
da pesquisa

Os pilotos foram realizados com o propésito de se conseguir adequada
desmineralizacao dental. No primeiro piloto ndo ocorreu desmineralizagao dental
antes e apds a ciclagem para o grupo armazenado em formol (p > 0,05), enquanto
gue no segundo, terceiro € quarto pilotos, a solugio DES provocou erosdo dental,
impossibilitando a leitura de dureza superficial. Apds a realizagao do quinto piloto,
procedeu-se para a pesquisa propriamenie dita, como destrito no capitulo de

materiais e métodos.

Anélise estatistica

A dureza superficial foi analisada por meio de ANOVA dois critérios,
considerando duas variaveis - solugdo de armazenagem e periodo antes e apés a
ciclagem -, onde diferengas estatisticas (p < 0,05) foram detectadas entre os
grupos. As diferengas foram em seguida analisadas por meio do teste Student-

Newman-Keuls.
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A dureza longitudinal foi analisada por meio de ANOVA um critério,
considerando a variavel solugao de armazenagem, para as diferentes distancias
da superficie dental (10, 20, 30, 40 e 50 ym), onde diferengas estatisticas foram

em seguida analisadas por meio do teste t (p = 0,05).

Resultados

As tabelas 2 e 3 apresentam as médias e desvios padrdo dos valores de
dureza Knoop para as superficie de esmailte dental expostos aos diferentes meios
de armazenagem. As figuras 4, 5 e 6 ilustram esses dados. Conforme
apresentado na tabela 2, ndo foram encontradas diferengas estatisticas
significantes entre 0s meios de armazenagem (p > 0 ,05) antes da ciclagem de
pH. No entanto, diferengas significantes foram encontradas para a dureza de
superficie quando se compara os valores de antes e depois da ciclagem de pH
com significativa redu¢ao nos valores de dureza (p < 0,05) dentro de um mesmo
grupo timol ou formol.Também foi observada diferencas entre os meios de
armazenagem apds a ciclagem de pH, sendo que as amostras que foram
armazenadas em formol apresentaram valores significativamente menores quando

comparados as amostras amarzendas em timol (p < 0,05) (Figura 4).
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Tabela 2. Dureza de superficie (g/cm® ) antes e ap6s a ciclagem de pH (Médiaz
DP)

Timol Formol
Antes da ciclagemde pH | 368,6 + 38,8A,a 3674+31,1Aa
Apds a ciclagem de pH 1910+ 11,2B,a 1642 + 29,0 B,b

Letras maiusculas distintas indicam diferencas estatisticas antes e apés a
ciclagem de pH no mesmo grupo; Letras minusculas distintas indicam diferencas

significantes entre os tratamentos (p<0,05).

450,00 ———— S——
400.00
350.00
300.00 -
250.00
200.00 —
150.00
100.00 +
50.00 {
0.00 -

| |mantes da ciclagem

dureza Knoop

:_n apos a ciclagem

TIMOL FORMOL
solucdo de armazenagem

Figura 4. Média e desvio padrao da dureza Knoop superficial em dentes
previamente armazenados em timol ou formol.

Ao se analisar os resultados da dureza longitudinal para as amostras
armazenadas em ambos os meios ( Tabela 3), verifica-se que nas distancias

préximas a superficie (10, 20 30 e 40 uym) nao houve diferencas entre 0s meios
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de armazenagens

(p > 0,05), entrefanto para a distancia de 50 pym houve

diferencas sendo que as amostras na solugdo de Timol apresentaram maiores

valores para dureza (p < 0,05). Entretanto, quando se analisa os valores de

dureza dentro de um mesmo grupo referentes a distdncia verifica-se que as

diferencas foram significantes, aumentando os valores de dureza de 10 para 50

pum (p < 0,05) (Tabela 3 e Figuras 5 e 6).

Tabela 3. Dureza Knoop ((g/cm?) longitudinal do esmalte denta!, apés a ciclagem
de pH, armazenado em timol ou formol para diferentes distancias (em pm)

Distancias | 10 20 30 40 50

Timol 25,7+21,5 89,3+7.G A b | 206,0£25,2 | 249,0444,2 392,7£19,0
Aa Ac Ad Ae

Formol 39,23+19,4 |876+19,5 |148,0:481 |24329+66,9 |323,1+79,5
Aa Ab B.c Ad B.e

Letras maiusculas indicam diferencas entre as solugdes de armazenagem

(p<0,08).

Letras minusculas indicam diferengas entre as distancias (p<0,05).
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Figura 5. Média e desvio padrao da dureza longitudinal em amostras armazenadas
em timol e submetidas a ciclagem de pH.

2 207 _ | | | [@ForRmoL

10 20 30 40 50
distincia em um

Figura 6. Média e desvio padrao da dureza longitudinal em amostras armazenadas

em formol e submetidas a ciclagem de pH.
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Discussao

A desinfeccio de dentes utilizados para pesquisa € essencial para evitar
infecgdo cruzada, sendo que a selegdo da solugdo desinfetante deve levar em
consideragcao se a mesma altera a estrutura dental ou a reagdo da mesma frente a
experimentos. O Centro para Controle de Doenga e Prevencido (CDC) (1993)
recomenda gque dentes exiraidos usados para fins educativos ou de pesquisa
devam ser desinfetados por hipoclorito ou solugdes quimicas germicidas. No
entanto, o hipociorito de sodio pode aumentar a porosidade do esmalte por
desproteneizacéo (Robinson et al., 1990; Bitter, 1992). Desta forma, foram
utilizadas duas solucbes amplamente utilizadas para a desinfecgéo de espécimes
dentais; timol a 0,01% e formol a 2%.

Os modelos de ciclagem de pH sdo amplamente utilizados para estudos
sobre terapias preventivas e potencial cariogénico, sendo gue esta metodologia
mimetiza as alteracbes de pH da curva de Stephan (citar autor), onde as amostras
sdo submetidas a baixo pH por um periodo do dia e permanecem em pH neutro no
restante do dia. Neste trabalho, analisou-se a influéncia da solugdo de
armazenagem na desmineralizagio dental, por meio de modelo de ciclagem de pH
proposto por Featherstone et al. (1986) e modificado por Argenta et al. (2003),
onde amostras sdo imersas em solugdo desmineralizante por 3 horas e solugdo
remineralizante por 21 horas, por 5 dias.

A determinacao da microdureza de superficie do esmalte tem sido aceita
para avaliar perda e ganho de minerais, sendo gue esta técnica possui como

vantagem a preservacdo da amostra, permitindo avaliagbes antes e apds o
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tratamento (Arends et al., 1980). Neste estudo, apesar de n&o existirem diferencas
estatisticas para a dureza superficial de amostras armazenadas em timol e formol
antes da ciclagem de pH, os resultados de dureza superficial ap6s a ciclagem
indicaram as amostras armazenadas em formol sofreram maior desmineralizacio
dental que as amostras armazenadas em timol (p < 0,05).

Ainda, o efeito das solucdes de armazenagem na progresséo de cérie foi
avaliado por meio da determinagdo da dureza do esmalte seccionado
longitudinalmente, sendo esta analise realizada nas mesmas amostras utilizadas
para a andlise de dureza superficial. Este método € amplamente utilizado pois,
segundo Feartherstone et al. (1983), ha correlagio entre dureza Knoop e a
porcentagem de mineral da lesdo de carie. Para a dureza longitudinal, diferengas
estatisticas foram verificadas apenas para as profundidades 30 e 50 ym, onde
amostras armazenadas em formol apresentaram menores valores de dureza (p <
0,05). No entanto, quando a média das distancias foi analisada, nao houve
diferencas estatisticas entre os grupos.

Estes resultados nao estdo de acordo com Moura et al. (2004), que
encontraram maiores valores de dureza longitudinal para amosiras armazenadas
em formol. Esta diferenca pode ser justificada pelo fato de que no estudo citado, a
dureza era analisada a 800 um da linha amelocementaria, sendo que nesta
distancia ha a presenca de proteinas organicas, que eram fixadas pela presenca
do formol, 0 que impedia a difusao de acidos pela estrutura dental. No presente
trabalho, as amostras foram obtidas seccionando ao meio a porgao coronaria dos
dentes, sendo que, desta forma, ndo houve a influéncia de proteinas organicas

presentes no ligamento periodontal. No entanto, ndo existem relatos na literatura
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sobre os efeitos especificos do timol na superficie dental, que possam justificar os

valores encontrados.

Conclusao

De acordo com os resultados encontrados conclui-se que a solugdo de
armazenagem influenciou na desmineralizacdo dental, sendo que as amostras
previamente armazenadas em timol apresentaram maiores valores de dureza
superficial. Quanto aos valores de dureza longitudinal, menores valores foram

encontrados para dentes armazenados em formol apenas nas distancias 30 e 50

um.
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