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INTRODUGAO:

Espécimes de dentina, obtidos a partir de dentes humanos, sdo comumente empregados em
estudos in vitro, a fim de testar e identificar diferentes tratamentos ou materiais que possam ser utilizados
em diversas areas da odontologia. No entanto, apds o preparo, esses espécimes frequentemente
necessitam ser armazenados até o inicio dos experimentos. E de suma importancia compreender se as
condicdes de armazenamento podem alterar as caracteristicas fisico-quimicas dessas amostras, uma
vez que isso poderia influenciar os resultados dos experimentos, introduzindo viés nos dados obtidos.
No entanto, a literatura apresenta informag¢des divergentes para orientar a escolha do meio de
armazenamento mais apropriado e o intervalo de tempo seguro para a preservagdo desses espécimes
antes do inicio das analises experimentais. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo analisar
os efeitos de diferentes meios de armazenamento em propriedades fisico-quimicas de espécimes de

dentina.

METODOLOGIA:

Essa pesquisa foi submetida & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Universidade Estadual de Campinas, sendo aprovada
sob CAAE 82824624.1.0000.5418.

Dentes pré-molares e terceiros molares humanos higidos, com rizogénese completa e extraidos
por indicagao clinica, foram utilizados neste estudo. Fatias de dentina com 1,8 mm de espessura foram

seccionadas da superficie oclusal das coroas desses dentes por meio de corte com disco diamantado
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em uma cortadora metalografica Isomet low speed saw (Buehler Ltd., Lake Bluff IL, USA. Discos de
dentina com tamanho padronizado foram obtidos dessas fatias com uma trefina de 4,5 mm de didmetro
interno. A face do disco voltada para a superficie oclusal do dente foi polida com lixas de silicone
carbide nas granulagdes 2000 e 4000 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e em seguida com discos de feltro
com suspenséo de alfa alumina com 1 e 0.3 microns (Struers, Ballerup, Dinamarca). Apods, os discos
de dentina foram imersos em agua destilada e levados em cuba ultrassénica por 3 minutos para
remover residuos do polimento. Os espécimes foram entao distribuidos aleatoriamente nos seguintes
grupos experimentais (n=5), de acordo com o meio de armazenamento: G1 — solugéo salina, G2 —
timol, G3 — saliva artificial, G4 — leite esterilizado e G5 — meio seco.

Antes do armazenamento, as caracteristicas iniciais dos espécimes foram avaliadas por meio
de ensaios de microdureza Knoop e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(ATR-FTIR). Primeiramente, a analise espectroscopica foi realizada utilizando o acessorio de
reflectancia total atenuada (ATR — Smart Miracle™) acoplado ao espectréometro FTIR IR Prestige 21
(Shimadzu, Japao). Espectros de absorbancia da superficie polida dos espécimes foram obtidos em
trés pontos distintos, na faixa de 4000—400 cm™, com resolucao de 4 cm™ e 32 varreduras, por meio
do software IR Resolution. Um espectro inicial de absorbancia obtido por ATR/FTIR a partir de um disco
de dentina é apresentado na Figura 1. A razdo amida lll/fosfato (PO43-) foi utilizada para avaliar a
proporcao inicial entre matéria organica e inorganica da dentina, sendo calculada uma média dos

valores obtidos para cada espécime.
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Figura 1 — Espectro de absorbancia inicial com os picos de absor¢do dos principais componentes da dentina.

Para a microdureza, foi utilizado, um indentador Knoop do microdurémetro Tester FM-100
(Future Tech, Kanagawa, Japao), empregando uma carga de 10g e um tempo de permanéncia de 15
segundos. Em cada amostra, foram feitas trés indentagbes no centro, seguindo uma linha reta e
adjacentes uma a outra. A média desses valores foi utilizada para calcular a microdureza antes do
armazenamento.

Apds essas analises iniciais, os espécimes foram armazenados individualmente em potes de

acrilico de 15 mL contendo 10 mL de seus respectivos meios. As avaliagbes de microdureza e ATR-
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FTIR foram repetidas apds 7, 15 e 30 dias.

Além disso, trés espécimes por grupo foram destinados a analise por espectroscopia de energia
dispersiva de raios X (EDS), acoplada ao microscopio eletrénico de varredura (MEV), com o objetivo
de realizar a caracterizagdo quimica semiquantitativa dos principais elementos presentes na superficie
dentinaria, antes e apds 30 dias de armazenamento. No entanto, essas amostras foram
comprometidas, pois na véspera da analise final houve indisponibilidade de nitrogénio liquido,
essencial para o funcionamento do sistema, o que levou ao cancelamento da coleta de dados. Devido
a alta demanda pelo equipamento, ndo foi possivel reagendar a analise no periodo previsto. Esse
ensaio sera repetido, e as solugdes liquidas utilizadas no armazenamento dos espécimes também
serao submetidas a analise por espectrometria de emissédo optica com plasma induzido (ICP-OES),
visando a quantificagdo dos ions calcio liberados. Amostras iniciais de cada meio de armazenamento
serdo analisadas para fins de comparacéo e determinagao da variacdo na concentracdo desse ion
ap6s o periodo experimental.

Os dados obtidos nos ensaios de microdureza Knoop e da razdo amida lll/fosfato foram
convertidos em valores percentuais relativos ao tempo inicial (TO, considerado como 100%), com o
intuito de expressar quantitativamente a magnitude das alteragdes ao longo do tempo. Esses valores
percentuais foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, que indicou
distribuicdo normal dos dados. Diante disso, as comparagdes entre os diferentes meios de
armazenamento em cada intervalo de tempo foram realizadas por meio de ANOVA one-way, com post-
hoc de Tukey (a < 0,05). Para a avaliagdo intragrupo, considerando os diferentes tempos de

armazenamento, empregou-se ANOVA para dados repetidos com o mesmo post-hoc (a < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os valores de média (X), desvio padrao (DP) e variagao percentual em relagdo ao valor inicial
(TO) da razdo amida lll/fosfato das amostras ao longo do periodo imersdo nos diferentes meios de
armazenamento estdo apresentados na Tabela 1.

Na andlise da razdo amida lll/fosfato obtida por ATR-FTIR, observou-se aumento significativo
dessa razao nos grupos G1 — solugao salina, G2 — timol e G3 — saliva artificial (p < 0,05), indicando
desmineralizagdo dentinaria. No grupo G1 — solugéo salina, o aumento foi mais pronunciado, com
elevagao de aproximadamente 110% em relagéo ao valor inicial e diferengas significativas apés 15 e 30
dias (p < 0,05). O grupo G3 — saliva artificial também apresentou elevagao progressiva da razao com
diferengas significativas para TO apds 15 e 30 dias (p < 0,05), sendo essa variagéo de 70% ao final do
periodo total de imersao. Essa desmineralizagao também foi observada no G2 —timol, porém a diferenca
foi significativa apenas em 30 dias (p < 0,05). Os grupos G4 — leite e G5 — meio seco por sua vez nao
apresentaram alteragdes estatisticamente significativas para esta razao ao longo do tempo (p > 0,05).
Tabela 1 — Média (X), desvio padrédo (DP) e variagéo percentual em relacao ao valor inicial (TO) da razao

amida lll/fosfato (x10%) das amostras nos tempos T0, T7, T15 e T30 dias, apds imersdo nos

diferentes meios de armazenamento. Os valores da razao devem ser multiplicados por 1073
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TO0d T7d Variagao T 15d Variagao T 30d Variagao
Grupos % em TO

X +DP X+ DP para TO (%) X+DP para TO (%) X*DP para TO (%)
G1-Solugdo salina  13,4+2,6 100" 22,0+£7,0 165,020 251+5,1 192,280 27,8+1,1 209,80
G2- Timol 15,9+ 0,8 10042 18,3+ 3,2 115,68 229+4,4 143,67820 22,7+27 143,28¢0
G3- Saliva 16,4+ 1,7 10042 147+23 89,552 21,4+28 131,180 253+35 155,080
G4- Leite 13,5+1,9 100" 127+14 94,982 13,7+23 102,182 14,0+ 3,0 104,3¢8
G5 - Seco 12,6 £ 3,1 10070 11,2+0,8 93,782 13,6 £2,7 109,482 13,3+2,8 107,1¢2

ANOVA one-way com Tukey (p < 0,05): letras maiusculas distintas nas colunas indicam diferengas estatisticamente significativas entre os meios
de armazenamento no mesmo intervalo de tempo. ANOVA one-way para medidas repetidas com Tukey (p < 0,05): letras minusculas distintas

nas linhas indicam diferengas estatisticamente significativas entre os tempos de avaliagcdo dentro de um mesmo meio de armazenamento.

A tabela 2 apresenta os valores de média (X), desvio padrao (DP) e variagdo percentual em
relacdo ao valor inicial (TO) da microdureza Knoop das amostras ao longo do periodo imersdo nos

diferentes meios de armazenamento.

Tabela 2 — Média (X), desvio padrao (DP) e variacao percentual em relagdo ao valor inicial (T0) da
microdureza Knoop das amostras nos tempos T 0d, T 7d, T 15d e T 30d, apds imersédo nos

diferentes meios de armazenamento.

T0d T7d Variagao T 15d Variagao T 30d Variagao
Grupos % em TO
X *DP X *DP para TO (%) X*DP para TO0 (%) X +DP para TO (%)

G1- Solugéo salina 75,8+12,8 10042 56,5 + 6,65 75,972 39,6+ 16,4 54,3Ab 30,2+ 3,6 40,6"°
G2- Timol 71,5+ 154 10042 51,1+ 14,8 76,44 459+ 16,9 70,5%% 456+ 12,2 65,2ABP
G3- Saliva 79,4 £ 10,6 10042 70,3+ 14,5 91,442 60,4 + 13,2 78,742 61,9+9,0 79,08¢Ca
G4- Leite 64,7 + 16,4 10042 62,1+ 10,7 97,972 65,6 + 14,7 100,872 64,3+ 10,0 101,6%2
G5 - Seco 19,2+9,0 10042 71,0+ 10,3 90,942 70,2 +8,3° 89,042 78,8+9,3 100,2¢

ANOVA one-way com Tukey (p < 0,05): letras maiusculas distintas nas colunas indicam diferencas estatisticamente significativas entre os meios
de armazenamento no mesmo intervalo de tempo. ANOVA one-way para medidas repetidas com Tukey (p < 0,05): letras minusculas distintas

nas linhas indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de avaliagdo dentro de um mesmo meio de armazenamento.

A analise estatistica dos dados de microdureza Knoop revelou que os diferentes meios de
armazenamento promoveram alteragdes distintas na resisténcia mecénica da dentina ao longo do
tempo. O grupo G1 — solugdo salina apresentou a maior redugdo da microdureza, com redugdes
progressivas em todos os intervalos de tempo analisados, atingindo apenas 40,6% do valor inicial apés
30 dias (p < 0,05). O grupo G2 — timol também apresentou queda significativa ao longo do tempo, com
microdureza reduzida para 65,2% do valor inicial ao final do experimento (p < 0,05). Ja4 o grupo G3 —
saliva artificial apresentou uma redug¢ao mais moderada, mantendo 79,0% da microdureza inicial apos
30 dias, sem diferenga significativa entre os tempos avaliados (p > 0,05). Os grupos G4 — leite
esterilizado e G5 — meio seco mantiveram os valores de microdureza estaveis ao longo de todo o periodo
experimental, sem diferengas estatisticamente significativas entre os tempos avaliados, mesmo apés 30
dias de armazenamento (p > 0,05).

Os dados revelam uma relagédo inversa entre o aumento da razdo amida lll/fosfato e a
manutengéo da microdureza dentinaria. Meios como solugao salina (G1), timol (G2) e saliva artificial
(G3) promoveram aumento significativo da razéo amida lll/fosfato, acompanhado por redugéo expressiva

da microdureza, sugerindo um processo de desmineralizacdo da matriz inorganica da dentina. Essas
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alteragdes foram mais acentuadas nos primeiros periodos de avaliagao (7 e 15 dias), provavelmente
devido a acao direta das solugdes sobre a superficie exposta dos espécimes, favorecendo a perda
mineral. No entanto, apds a modificacdo da camada superficial, as alteragdes em profundidade parecem
ser dificultadas. Em contraste, os grupos G4 — leite esterilizado e G5 — meio seco apresentaram
estabilidade tanto na composicdo quimica (razado amida lll/fosfato) quanto nos valores de microdureza
ao longo do tempo (p > 0,05), indicando maior compatibilidade com o tecido dentinario. O leite,
possivelmente devido a presenca de calcio, pode exercer efeito tamponante e contribuir para a
manutencao do equilibrio idbnico da dentina. J4 o meio seco, quando associado a reidratacio prévia as
analises, mostrou-se eficaz na preservacao das propriedades fisico-quimicas do substrato dentinario,

por evitar a solubilizagdo dos componentes da matriz.

CONCLUSOES:

Esses resultados indicam que o tipo de meio de armazenamento impacta significativamente a
integridade estrutural da dentina ao longo do tempo. A escolha inadequada do meio pode comprometer
a validade de analises laboratoriais subsequentes. Assim, para estudos in vitro com espécimes
dentinarios, o uso de leite esterilizado ou armazenamento a seco (com reidratacdo antes das analises)
parece ser a estratégia mais segura para preservar as caracteristicas mecanicas e composicionais da

dentina.
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