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“Um homem precisa viajar. Por sua conta, ndo por meio de histdrias, imagens, livros
ou TV. Precisa viajar por si, com seus olhos e pés, para entender o que € seu. Para
um dia plantar as suas proprias arvores e dar-lhes valor. Conhecer o frio para
desfrutar o calor. E o0 oposto. Sentir a distancia e o desabrigo para estar bem sob o
préprio teto. Um homem precisa viajar para lugares que ndo conhece para quebrar
essa arrogancia que nos faz ver o mundo como imaginamos, e nao simplesmente
como é ou pode ser; que nos faz professores e doutores do que ndo vimos, quando
deveriamos ser alunos, e simplesmente ir ver. E preciso questionar o que se
aprendeu. E preciso ir toca-lo”.

Amyr Klink



RESUMO

As patologias periapicais recidivantes sdo um desafio ao clinico. A evolucao
das técnicas e dos materiais utilizados para cirurgia periapical tem aumentado as
taxas de sucesso deste tratamento. A padronizacdo dos métodos de esterilizacao e
dos meios de armazenamento dos espécimes em bancos de dentes humanos é
fundamental para a fidelidade dos resultados das pesquisas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar, in vitro, os efeitos da autoclavagem e armazenamento de dentes
apicectomizados e retro-obturados com agregado triéxido mineral (MTA) em
diferentes meios. Utilizou-se 72 dentes (36 autoclavados e 36 ndo autoclavados),
armazenados em trés diferentes meios: agua destilada a 4°C, agua destilada em
geladeira de banco de ossos a -85°C e formol a 10%. Todos os dentes foram
tratados endodonticamente, apicectomizados com broca em 90° ao longo eixo do
dente, retro-preparados com ultrasom e retro-obturados com MTA. Foram avaliados,
por microscopia eletrénica de varredura (MEV), a qualidade da retro-obturacéo
através da quantificacdo do espaco (gap) entre o material retro-obturador e a parede
interna do canal e a composi¢ao quimica do dente e do material retro-obturador por
espectometria de raios x por dispersdo de energia (EDS). A andlise por MEV
demonstrou que a autoclavagem e o armazenamento dos dentes em diferentes
meios nao influenciou na adaptacdo marginal do MTA ao dente. A andlise por EDS
demonstrou que a autoclavagem e armazenamento dos dentes em diferentes meios
nao alterou a composi¢do quimica do dente porém, com relacdo ao MTA, houve um
aumento significativo do elemento quimico silicio nas amostras autoclavadas e nas
amostras armazenadas em agua destilada a 4°C quando comparadas as amostras

armazenadas em agua destilada em geladeira de banco de ossos a -85°C.

Descritores:  Apicectomia; Microscopia Eletronica de  Varredura;

Espectometria; Banco de Dentes Humanos.



ABSTRACT

The recurrent periapical pathologies are a challenge to the clinician. The evolution of
techniques and materials used for periapical surgery has increased the success rate
of this treatment. The standardization of methods of sterilization and means of
storage of extracted human teeth in banks is fundamental to the reliability of the
results of the research. The aim of this study was to evaluate the effects of
autoclaving and storage apicoectomyzed teeth and retrofilled with mineral trioxide
aggregate (MTA) in different ways. Were used 72 teeth (36 autoclaved and non-
autoclaved 36), stored in three different media: distilled water at 4 ° C in distilled
water in bone bank refrigerator at -85 ° C and 10% formaldehyde. All teeth were
treated endodontically, apicectomyzed with drill at 90 ° to the long axis of the tooth,
made with retro-retro-ultrasound and filled with MTA. Were evaluated by scanning
electron microscopy (SEM), the quality of retro-filling through the quantification of
space (gap) between the retrofilling material and the inner wall of the root channel
and the chemical composition of the material and the dentin surface with energy-
dispersive x-ray spectrometry (EDS). SEM analysis showed that the sterilization and
storage of teeth in different media did not influence the marginal adaptation of MTA
to the tooth. The analysis by EDS shows that the sterilization and storage of the teeth
in different media did not alter the chemical composition of the tooth however, with
respect to MTA, a significant increase of the chemical element silicon in autoclaved
samples and on samples stored in distilled water at 4 ° C compared to samples

stored in water in refrigerator bone bank at -85 ° C.

Descriptors: Apicoectomy; Scanning Electron Microscopy; Spectometry; Human
Teeth Bank



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Montagem do dispositivo para tomada radiografica.............ccccceeveiernennnnns 25

Figura 2. Em A: detalhe da amostra apicectomizada e retro-ponta ultra-sénica. Em
= (ST 0 o =T o= o PP 27

Figura 3. Material retro-obturador utilizado (MTA branco- Angelus®) ...................... 28

Figura 4. Amostras dispostas e coladas com fita dupla-face sobre laminas de
microscopia o6ptica (MO), dentro do campo de avaliacgdo do MEV, antes da

L= =12 Lo T P 30

Figura 5. Areas/ quadrantes selecionados para posterior aquisicio de imagem em

Figura 6. A, quadrante superior; B, quadrante direito; C, quadrante inferior; D,
quadrante esquerdo. DE = Dentina; MTA = agregado trioxido mineral ..................... 32

Figura 7. Areas selecionadas para aquisicio do EDS, em regido de dentina e

material retro-obtUrador (MTA ... .. e 33

Figura 8. Amostras retro-obturadas com MTA. Em A: amostra pertencente a um dos
grupos armazenados em formol 10% (A3 ou B3), com escurecimento do MTA. Em B:
amostra pertencente a um dos grupos armazenados em agua destilada (A1, A2, B1

ou B2), com MTA em sua coloragdo habitual................ccoooii 36



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais. Grupo A - dentes esterilizados.

Grupo B - dentes N80 eSterilizados ...........uuiiiiiie e 29

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos experimentais apos preparo das amostras. Grupo

A - dentes esterilizados. Grupo B - dentes nao esterilizados ...........ccccccceeeivieeeeeeennn, 35

Quadro 1. Variavel dependente: medida do Gap para fator ESTERILIZACAO........ 36

Quadro 2. Variavel dependente: medida do Gap para o fator ARMAZENAMENTO 37

Quadro 3. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
OXIGENIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZACAO............ccccceveuenee... 38

Quadro 4. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
OXIGENIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO .........cccceveunnnee.. 38

Quadro 5. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
ALUMINIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZAGAO. ...........ccccceevrvennnen. 38

Quadro 6. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
ALUMINIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO .........ccccveunn.... 39

Quadro 7. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
SILICIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZACAO .........cccocveeeveveuennn. 39

Quadro 8. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
SILICIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO ..........ccceveuviveennnne, 39

Quadro 9. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
CALCIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZACAO .........c.cccovevvveeennne, 40



Quadro 10. Variadvel dependente: Quantificacdo por EDS do

elemento

quimico

CALCIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO .......coovvvvvieieannn.. 40

Quadro 11. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do

OXIGENIO na dentina. Fator ESTERILIZACAO ......cc.ccooueeveeeeeeeeeeeeeeeeee e 40

Quadro 12. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do

OXIGENIO na dentina. Fator ARMAZENAMENTO ........cccoveiiiiiieieeeieeeeeeee e 41

Quadro 13. Variadvel dependente: Quantificacdo por EDS do

FOSFORO na dentina. Fator ESTERILIZACAO ......c.coovieeieieeee s 41

Quadro 14. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do

FOSFORO na dentina. Fator ARMAZENAMENTO .....coooeiiieeeee e, 41

Quadro 15. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do

CALCIO na dentina. Fator ESTERILIZACAO.........ccooueiieeeeeeeeeeeeeeee e 42

Quadro 16. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do

CALCIO na dentina. Fator ARMAZENAMENTO ....vvveeeeeeeeee e, 42



ISO
%
MTA

FDA
°C
MEV
psi
EDS

mm

cm

NaOClI
RPM
NaCl
MO
pum
KV

SE
GAP

ANOVA
Clv

LISTA DE ABREVIATURAS

International Organization for Standardization
Porcento

Mineral Trioxide Aggregate

Graus

Food and Drug Administration

Graus Celsius

Microscopia eletrdnica de varredura

Unidade de presséao no sistema inglés “libra por polegada quadrada”
Espectometria de raios X por dispersao de energia
Milimetros

Marca registrada

Centimetros

Segundos

Hipoclorito de Sodio

Rotagbes por minuto

Cloreto de Sadio

Microscopia otica

Micrémetros

Kilovolts

Secondary Electron

Termo em inglés de significado “lacuna/espacgo”
NUumero

Vezes

Termo estatistico em inglés: Analysis of Variance

Cimento de londmero de Vidro



SUMARIO

1 INTRODUGAOD. ...ttt ettt e et et e et e te e s eeeeeree e 15
2 REVISTA DE LITERATURA . ... oottt ta e e e e e e e e e e e e e s e 17
S OBUIETIVOS . ...ttt e e e e e e ae e e e e b n b a s 22
A METODOLOGIA. ..o e e e et e e et e e e eaanaeenns 23
4.1 SeleCa0 dasS AMOSIIAS......uuiiiieeeeeiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 23
4.2 Prepar0 das amOSIIaS.......ciiieeiieiiiiiieeeeiieities e e e e e e e et e e e e e eeataa e e e aeeeeeannnnnas 24
4.3 AvaliaG8o radiografiCa.......ccocciuuuuiiiiiiiiiiieiii et 24
4.4 Tratamento eNAOAONTICO.....ccciuuuii i e 26
4.5 Apicectomia, retro-preparo e retro-obturacan.........cccceeeeeevveviiiiiieeeeeennnnn, 27
4.6 Organizacan dOS GIUPOS .uuuuiiieeiiiiiiiiieeeeeeeitaeeeeeeeeraa e e e sstaaeeeeaeaaasaeeaeeaennns 28
4.7 Avaliagao em MEV ... ... 29
4.8 Aquisicdo das imagens em MEV......cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeee 31
4.9 Analise das imagens e€m MEV........cccoiiiiiiiiiiie e 31
4.10 ANAlISE S ALISTICA. . uuuuiiiii i e s 33
I NSy o T=Tod o T =] A oo 1= PSPPI 34
5 RESULTADOS ..ot e e e e e e e e et e e e e e e e eeean 35
B DISCUSSAD . ...ttt ettt ettt sttt et st et e e s e enns 43
7 CONCLUSOES. ..ottt ettt ettt 48
8 REFERENCIAS. ...ttt ettt sttt ettt et ese e e e eseeneeaeneenes 49

O AN EX O S .. e 55



15

1. INTRODUCAO

A cirurgia paraendodbntica € um procedimento que inclui exposicao
cirirgica do apice comprometido, amputacdo do mesmo, preparo cavitario e retro-
obturacdo do canal radicular . O sucesso da cirurgia paraendoddntica esta
vinculado a realizacdo adequada das diversas etapas desse procedimento cirdrgico.

Os testes in vitro sdo necessarios para proporcionar suporte cientifico nas
fases de desenvolvimento de um novo material e servir de embasamento para
estudos clinicos. Para executa-los, normalmente, sdo empregados dentes humanos
ou de animais, procurando-se reproduzir as condicdes mais proximas de interacao
entre 0 material e a estrutura dental ®. Uma variedade de métodos para estoque de
dentes nos bancos de tecidos tem sido utilizada. Segundo lério et al., os meios de
armazenamento de dentes para pesquisas podem promover diferentes resultados
nos estudos de micro-infiltracdo marginal .

Em endodontia e cirurgia apical, dentes extraidos s&o rotineiramente
utilizados em pesquisas para avaliar diferentes materiais e técnicas. A resolucdo
técnica da 1SO 11405: 2003 que regulamenta os testes de adesdo de materiais
dentarios as estruturas dentais, determina que o armazenamento dos dentes é um
importante fator na obtencdo de resultados consistentes. Apesar disto, uma
padronizacao para realizacdo destes testes ainda é uma busca constante entre os
pesquisadores com a finalidade primordial de obter uma correlacdo entre as
performances laboratorial e clinica dos materiais ©.

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de determinar qual a
técnica de apicectomia e preparo das retro-cavidades que proporcione uma menor
alteracdo no 1/3 apical e minimize a micro-infiltracdo. O preparo da retro-cavidade é
executado, tradicionalmente, com o auxilio de brocas, micro-motor e contra-angulo;
entretanto, um sistema ultra-s6nico, com pontas menores para preparo das retro-
cavidades, foi introduzido recentemente permitindo melhor acesso ao extremo
apical. Andlises comparativas entre esses dois sistemas tém sido realizadas com
alta frequiéncia ©.

Muitos estudos tém mostrado que o agregado triéxido mineral (MTA) é um
excelente material retro-obturador. Estudos laboratoriais in vitro e utilizando modelos

animais tem demonstrado que o MTA possui biocompatibilidade e potencial de
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reparo dos tecidos perirradiculares superiores aos demais materiais retro-
obturadores disponiveis’®%%.

Estudos clinicos comparativos publicados até o momento tém reportado
altas taxas de sucesso quando comparado com outros tipos e materiais 2314
embora as diferencas encontradas nao sejam significantes.

A opcdo por técnica endodobntica, apicectomia, retro-cavitacdo e retro-
obturacdo, deve ser criteriosamente avaliada para que se possa indicar, com mais
seguranca, uma rotina de procedimentos com maiores taxas de sucesso, a partir da
revista da literatura.

Comparar as diferentes formas de armazenamento dos dentes em bancos
de tecidos humanos parece ser relevante no sentido de maximizar recursos de
bancos de dentes humanos institucionais objetivando melhor viabilizar pesquisas in
vitro que possam elucidar questbes de pesquisa e qualificar a clinica nesta area do

conhecimento.
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2. REVISTA DE LITERATURA

A cirurgia periapical € o tratamento ou prevencao da patologia perirradicular
por meio de abordagem cirirgica de um dente que ndo pode ser tratado pela
endodontia convencional . Em geral, incluem-se neste conceito: drenagem de
abscessos, cirurgia periapical, cirurgia corretiva das perfuracées e reabsorcbes
externas e apicectomia®*’.

A endodontia sempre foi conhecida como uma terapia que permite manter
um dente que, de outra maneira, seria extraido. Em algumas situacdes, as lesdes e
patologias periapicais ndo podem ser tratadas pelo tratamento ou retratamento
endodontico, sendo indicado o tratamento cirGrgico periapical®™*"!®. As indicacées
para 0 tratamento cirlrgico periapical sdo: canais obstruidos ou materiais
extravasados pelo forame apical em dentes com lesBes radiolicidas e/ ou
sintomatologia clinica, insucesso do tratamento endoddntico sendo o retratamento
contra indicado (presenca do istmo, risco de perfuracdo radicular, sintomatologia
aguda persistente) e perfuracées radiculares nao trataveis pelo canal radicular®.

A cirurgia periapical tem mudado radicalmente nos ultimos 20 anos, desde
alteracées na técnica cirirgica até o desenvolvimento dos biomateriais aplicados *°.
Baseada nisso, a cirurgia apical € considerada uma viavel alternativa terapéutica
para salvar um dente com patologia apical que ndo pode ser tratado por terapia
endodéntica convencional n&o cirtrgica *"?. Taxas de sucesso acima de 90% tem
sido relatadas na literatura utilizando as modernas técnicas de cirurgia periapical %°.

Um dos objetivos da cirurgia apical é o selamento hermético do sistema de
canais radiculares apds a resseccdo do apice e, assim, eliminar as bactérias do
sistema de canais radiculares e estabelecer uma barreira efetiva para impedir a
passagem de microrganismos e/ ou seus produtos para os tecidos da regido apical.
O sucesso deste selamento estd acompanhado de um bom retro-preparo cavitario
apical e um bom material retro-obturador .

A ressecc¢do do extremo apical pode ser realizada com o auxilio de brocas e
micro-motor com contra angulo ou sistema ultra-sénico. O uso de brocas tem
demonstrado significantemente ser o método mais rapido e que promove uma
superficie regular e lisa na area apicetomizada ** %,

O estudo realizado por Gilheany, em 1994, revelou que entre as diferentes

técnicas de preparo cavitario avaliadas, o corte com 90° de angulacdo e 3 mm de
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profundidade expBe um menor numero de tubulos dentinarios e promove uma
remocdo das ramificacdes do delta apical mais efetivo '°. A resseccdo dos trés
milimetros apicais remove aproximadamente 98% das ramificacfes apicais e 94%
das canais laterais ?*. Dessa forma, consegue-se diminuir a micro-infiltracéo entre as
paredes dentinarias e o material retro-obturador bem como a menor exposicao de
tibulos dentinarios seccionados apés a apicectomia **%°,

Tradicionalmente, os instrumentos rotatorios foram usados no retro-preparo
do canal radicular. Por muitos anos, o retro-preparo cavitario do apice dental foi
realizado por brocas tipo cone invertido para pecas de mé&o de alta rotagéo,
entretanto, esta técnica possui muitas limitacdes: o eixo de preparacdo nao €
paralelo ao canal radicular; ha um maior risco de causar perfuracdo na parede
cavitaria lingual; insuficiente profundidade do preparo cavitario; o uso de broca
convencional diminui a visibilidade durante o procedimento obrigando, assim, a
realizar uma apicectomia em angulo de 45° 2%,

No inicio dos anos de 1990, a introducdo do sistema ultra-sénico
revolucionou a técnica de retro-preparo e tem se tornado uma alternativa Gtil em
casos de apicectomias de dificil acesso, devido a forma, tamanho e angulagcédo de
sua parte ativa #2227,

As vantagens observadas no preparo das cavidades com ultra-som incluem
a facilidade de acesso nas areas de espaco limitado, cavidades mais profundas e,
seguindo o longo eixo do canal, diminuindo as chances de perfuracéo lateral. Além
disso, a apicectomia pode ser realizada em um angulo de 90°, ja que as retro-pontas
ultra-sdnicas conseguem atingir a area do canal radicular devido a sua angulacéao.
As paredes cavitarias tornam-se mais paralelas, causando uma melhor distribuicdo
do material da cavidade, proporcionando um vedamento apical mais eficiente %22,
Um estudo mais recente mostrou que, nas retro-cavidades preparadas com ultra-
som, ocorre menor infiltragéo de corante quando comparado com aquelas feitas com
broca de aco .

Diversos materiais sdo usados para a retro-obturacéo dos canais radiculares:
amalgama, cimento de ionbmero de vidro, 6xido de zinco e eugenol, compassitos
resinosos e, mais recentemente, o agregado trioxido mineral (MTA).

As caracteristicas desejaveis de um material retro-obturador de reparo

incluem: capacidade de selar adequadamente a cavidade, biocompatibilidade,
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induzir osteogénese e cementogénese *, ser insoltvel em fluidos teciduais, estavel
dimensionalmente, ndo reabsorvivel e radiopaco .

As pesquisas com o MTA iniciaram no principio dos anos de 1990. O primeiro
relato na literatura cientifica ocorreu em 1993 *? e, em 1998, o material foi aprovado
para uso endoddntico pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) 3.

O MTA tem mostrado resultados iguais ou superiores aos outros materiais
retro-obturadores no que se refere a biocompatibilidade, infiltracdo bacteriana e de
corantes, adaptacdo marginal, solubilidade e resisténcia & compresséo **.

Além de possuir biocompatibilidade adequada, o MTA demonstra, in vivo,
uma performance biolégica desejavel devida a formacgéo de hidroxiapatita quando o
material entra em contato com solucgdes fisioldégicas em retro-obturacées, reparo das
perfuracdes, capeamentos pulpares, pulpotomias e apicificacées **. Na presenca do
MTA, é possivel que ocorra a regeneracdo dos tecidos perirradiculares e do
cemento %%,

Dentes humanos extraidos tém sido utilizados para pesquisas in vitro. Os
testes laboratoriais sdo necessarios e fornecem suporte cientifico nas fases de
desenvolvimento de um material a ser lancado no mercado . Além disso, o clinico
pode comparar a performance de diferentes produtos em estudos in vivo e in vitro °.

A padronizacdo dos métodos de esterilizacdo e dos meios de
armazenamento dos espécimes em bancos de dentes humanos é fundamental para
a fidelidade dos resultados das pesquisas.

Para evitar infeccdes cruzadas, os dentes extraidos e utilizados para
pesquisas devem ser esterilizados antes da sua manipulacdo 3" * % No que se
refere ao método de esterilizacdo, diversas técnicas sdo pesquisadas, como:. a
esterilizacdo em autoclave, 6xido de etileno e radiacdo gama *°. O Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos da América sugere que
ciclos de autoclave de 40 minutos a 121°C e 15 psi séo suficientes para inibir o
crescimento de microrganismos nas estruturas internas e externas do dente 3% %°.

Como alternativa ao ciclo de autoclave, a imerséo dos dentes em solucéo de
formol a 10% por duas semanas também pode ser utilizada, principalmente
naqueles dentes restaurados com amalgama e que, portanto, ndo podem ser

esterilizados em autoclaves 3¢ 38 41,

Os efeitos da autoclavagem, como uma
possivel alteracdo da estrutura quimica e/ou micromecénica influenciando a relagéo

entre materiais dentarios e a dentina, ainda permanecem desconhecidos *.
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Para o armazenamento de dentes nos bancos de tecidos humanos, a ISO
11405:2003, que regulamenta os testes de adesd@o a estrutura dentaria, sugere o

armazenamento dos dentes em agua destilada a 4°C °. Outros meios tém sido

36, 41, 43 44

utilizados como: formol a 10%
Cloramina-T a 0,5%, Hipoclorito de Sédio a 5,25%, Glutaraldeido a 2% % e dentes

, criopreservacdo *°, soro fisiologico 0,9%,
mantidos sem hidratacéo *°.

O meio de armazenamento de dentes extraidos, entretanto, pode provocar
alteracdes quimicas e oOpticas na superficie dentinaria, afetar a resisténcia adesiva,
influenciar a permeabilidade da dentina e influenciar a prépria microinfiltragéio %% “°,
A solucdo de estoque e os meétodos de esterilizacdo podem influenciar como
substratos dentérios respondem aos materiais dentarios aplicados *.

O armazenamento em formol 10% resulta em uma significante reducdo na
micro-infiltracdo apical quando comparado a um grupo de dentes ndo fixado em
formol. O mecanismo que produziu este efeito € incerto, mas pode ser relacionado a
uma alteracdo nos tecidos dentarios pelas propriedades de fixacdo do formol *.
Outros autores sugerem que a imersao em formol a 10% pode ser a melhor forma
de armazenar dentes bovinos com a finalidade de usa-los em testes de adeséo in
vitro, ja que a esterilizacdo em autoclave mostrou afetar negativamente a forca de
adesdo dos materiais a superficie dentaria quando comparado ao grupo imerso em
formol a 10% por duas semanas >°.

A criopreservagao tem sido utilizada em banco de dentes humanos com o
objetivo de manter viaveis células tronco da polpa dentaria %’ e células do ligamento
periodontal *®. Temperaturas entre -85°C e -196°C conseguem manter, sem perda
da funcionalidade, células tronco derivadas da polpa *’. Dentes mantidos em solucéo
e imersos em tanques com nitrogénio liquido a -196°C e dentes ndo congelados nao
apresentaram diferencas de dureza, porém 25% dos dentes congelados
apresentavam fraturas longitudinais *°.

Dentes extraidos armazenados de forma nao hidratada também ja foram
utilizados em pesquisas. Alguns autores observaram que no preparo do canal
radicular esses dentes apresentaram diferencas significativas na comparagdo com
os dentes armazenados em solugéo de soro fisioldgico. Outros estudos constataram
que houve uma maior microinfiltracdo nos dentes mantidos secos para depois serem

re-hidratados quando comparados a outras solu¢des de armazenamento .
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Essa pesquisa objetivou investigar resultados da técnica de retro-obturacéo
com agregado tribxido mineral (MTA) in vitro, considerando dois grupos de dentes
(autoclavados e ndo autoclavados) divididos em trés subgrupos diferentes de acordo
com os trés meios de armazenamento das amostras; Tém-se como objetivos

especificos:

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar quantitativamente o gap entre a parede interna do canal e o
material retro-obturador, por meio de andlise por MEV, nos cortes transversais
realizados nas amostras de espécimes retro-obturados com agregado trioxido
mineral (MTA), considerando dois grupos de dentes (autoclavados e n&o
autoclavados) divididos em trés subgrupos diferentes de acordo com o0s trés meios

de armazenamento das amostras;

3.2.2 Avaliar quantitativamente a composicdo quimica da dentina e do
material retro-obturador, por meio de (EDS) nos cortes transversais realizados nas
amostras de espécimes retro-obturados com agregado trioxido mineral (MTA),
considerando dois grupos de dentes (autoclavados e ndo autoclavados) divididos em
trés subgrupos diferentes de acordo com os trés meios de armazenamento das

amostras;
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4. METODOLOGIA

4.1 Selecao da amostra

A amostra deste trabalho foi constituida por 72 dentes monorradiculares

superiores (incisivos e caninos) com anatomia classica de uma raiz e formacao

radicular
critérios:

a)

b)

f)

completa. Para a inclusdo no estudo, deveriam seguir 0S seguintes

Todos os dentes serem obtidos no Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Passo Fundo, a qual possui normas para
doacdo e utilizacdo das unidades dentarias que seguem os fundamentos
da Bioética;

N&o apresentar fratura radicular, reabsorcdo dentinaria e/ou grandes

dilaceracbes apicais;
N&ao haver tratamento endoddntico prévio;

Todos os dentes foram armazenados refrigerados em &gua destilada a
4°C até trinta dias antes do inicio da manipulacdo da amostra. O liquido foi

trocado periodicamente (a cada 15 dias), para minimizar a deteriorac&o °.

Antes do inicio da manipulacédo, os 72 dentes foram divididos em dois
grupos de 36 dentes (grupos A e B). Trinta e seis dentes foram
esterilizados em autoclave, com ciclo de 40 minutos, a 121°C e 15 psi
(grupo A). Os trinta e seis dentes restantes ndo foram submetidos a

nenhum processo de esterilizacao (grupo B);

Trinta dias antes do inicio do tratamento endoddntico, os 72 dentes foram
divididos em seis subgrupos de doze dentes e armazenados da seguinte

forma:

-Doze dentes esterilizados em autoclave foram armazenados em frascos

com agua destilada e mantidos em geladeira a 4°C (grupo Al);

-Doze dentes esterilizados em autoclave foram colocados em &agua

destilada em frascos tampados e armazenados em geladeira de banco de

0ssos a -85°C (grupo A2);
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-Doze dentes esterilizados em autoclave foram colocados em frascos

contendo formol a 10% (grupo A3);

-Doze dentes néo esterilizados foram armazenados em frascos com agua

destilada e mantidos em geladeira a 4°C (grupo B1);

-Doze dentes nédo esterilizados foram colocados em agua destilada em
frascos tampados e armazenados em geladeira de banco de ossos a -80°C

(grupo B2);

-Doze dentes nao esterilizados foram colocados em frascos contendo

formol a 10% (grupo B3);
4.2 Preparo das amostras

Todos os dentes selecionados passaram por rapida limpeza da superficie
radicular, com a intencdo de uma manipulacdo mais precisa. A limpeza se limitou a
friccdo com gaze embebida em solucéo de Cloreto de Sédio a 0,9% e raspagem dos
calculos da juncdo amelo-cementaria que eventualmente poderiam dificultar a
correta identificacdo desta. Este procedimento faz parte da rotina do Banco de
Dentes da Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo (FOUPF).

Com o objetivo de padronizar o comprimento radicular, as coroas dentarias
foram seccionadas com discos de carborundum perpendicularmente ao longo eixo
do dente a uma distancia de 16 mm contando-se a partir do apice dentario em
direcdo a porcao radicular cervical (medida externa, com auxilio de um paquimetro

digital de precisao).

Para execucdo de todas as etapas do experimento, cada dente foi
armazenado separadamente em um tubo de ensaio tipo eppendorf, devidamente

numerado (01 ao 72) para identificacao.
4.3 Avaliacao radiografica

Todas as unidades dentarias foram radiografadas com sensor digital iOX2
da marca Fimet® (North Wales, UK) em trés momentos distintos: antes do
tratamento endodéntico, apds o tratamento endodéntico e apds a retrobturacdo para
a verificagdo da qualidade da técnica. Foi padronizada a distancia foco-filme de

30cm e o tempo de exposicao de acordo com a qualidade da radiografia (de 0,43s).
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As raizes foram posicionadas ao longo do maior comprimento e no centro do filme
radiografico. Os dentes foram radiografados no sentido vestibulo-lingual e mesio-
distal (Figura 1).

Cabecote
Rx

altura=30cm
Amostra +

apoio de cera

Sensor
Digital

Figura 1. Montagem do dispositivo para tomada radiogréfica.
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

O processamento da imagem foi realizado com o software IOX2SCAN
4.7.3.30 proprio do sistema de radiografia digital, no Laboratério de Radiologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo (FOUPF), sob

responsabilidade técnica do Professor Dr. Mateus Ericson Flores.

Neste trabalho, as imagens radiograficas foram utilizadas para avaliacdo
anatémica inicial e das técnicas endodontica e retro-obturadora. Serviram portanto,
para padronizacdo das amostras e possivel exclusdo de alguma amostra que nao

apresentasse a qualidade técnica adequada.
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Os dentes que nao estivessem com o tratamento endoddntico ou a retro-

obturacédo adequados seriam descartados.
4.4Tratamento endoddntico

Os dentes monorradiculares utilizados ndo deveriam apresentar fraturas
visiveis, cérie ou restauracbes extensas, rizogénese incompleta ou tratamento

endodontico prévio.

A instrumentacdo e a obturacdo endodontica foram realizados por apenas
um cirurgido-dentista especializado. O alargamento da entrada do canal radicular foi
realizado utilizando as brocas Gattes Glindden (Moyco Union Broach,York, PA), da
seguinte maneira: Gattes #4 até a profundidade de 3mm; Gattes #3 até a
profundidade de 6mm; Gattes #2 até a profundidade de 9mm, seguindo a técnica de
coroa-apice. Em seguida, uma lima #15 K-flexofile foi introduzida no canal até que
sua ponta fosse visualizada no forame apical e essa medida foi entdo registrada. O
comprimento de trabalho foi definido diminuindo-se 0,5mm dessa medida. Os canais
foram preparados utilizando limas K-flexofile (Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suica).
Apoés a troca de cada lima o canal foi irrigado com 0,5ml de hipoclorito de Sodio
(NaOCl) a 2,5% em seringas descartaveis com pontas de irrigacdo sem bisel 25 x 10
(NaviTips, Ultradent, South Jordan, UT). A aspiracdo foi feita com canulas de
aspiracdo (Kénnen, Sao Paulo, SP) e agulha hipodérmica de aspiracdo 40 x 20
(Kénnen, Sao Paulo, SP). Apés o preparo do canal, foi feita irrigacdo com 1ml de
NaOCI 2,5% e a paténcia foi confirmada através da extrusdo de NaOCI pelo forame
apical. Buscando a padronizacao do didametro da luz do canal apos a instrumentacgéo
endodoéntica, foi estabelecido como instrumento memoria a lima #55. A seguir 0s
canais foram secados com pontas de papel absorventes (Dentsply, Maillefer,
Ballaigues, Suica) e a obturacao foi conduzida utilizando cones de guta-percha (ISO
TP, Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suica) e cimento a base de 6xido de zinco e
eugenol (Endo-Fill® Dentsply, Maillefer, Ballaigues, Suica) através da técnica hibrida
proposta por Tagger, que utiliza a condensacéo lateral com o auxilio de espagadores
manuais e o condensador de McSpadden #55 (Dentsply, Maillefer, Ballaigues,
Suica). O comprimento do condensador foi definido em 4mm aquém do comprimento
de trabalho. O extravasamento de guta-percha foi imediatamente removido com o

auxilio de uma lamina de bisturi #15 (Miltek, York, PA). As amostras foram entao
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armazenadas em estufas a 37°C e 100% de umidade até a proxima etapa

(apicectomia, retro-preparo e retro-obturacao).

ApOs a endodontia, os dentes foram novamente radiografados para
verificacdo da qualidade da obturacéo, constatada a partir da total radiopacidade do

canal radicular.
4.5 Apicectomia, retro-preparo e retro-obturagéo

A apicectomia foi realizada em todos os dentes com uma broca #699 (Jet
Carbide Burs,Beavers Dental, ON, Canadd) %, a 15.000 rpm, refrigerada com
solucao fisiolégica (NaCl a 0,9%), em 90° de angulacdo com o longo eixo dental e no

mesmo sentido da rotac&o da broca, a 3 mm do &pice dentario %*.

Para a confeccdo das retro-cavidades de todos os dentes, foi utilizado o
aparelho de ultra-som modelo Jet Sonic Four Plus® (Gnatus — Brasil). Tal aparelho
foi aplicado com poténcia variavel, numa escala prépria entre um e 10, ajustado
conforme orientacdo do fabricante, para a posi¢cédo S (scalling). O retro-preparo foi
realizado com uma retro-ponta de ago “S12”, desenhada especificamente para esta
finalidade, na poténcia 8, sob irrigacdo constante de solucdo fisiologica (NaCl a

0,9%). A largura da cavidade correspondeu ao diametro da retro-ponta e a

profundidade foi de trés milimetros (Figura 2).

Figura 2. Em A: detalhe da amostra apicectomizada e retro-ponta ultra-sénica. Em B: retro-preparo.
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013)

Todas as amostras foram retro-obturadas com agregado triéxido mineral —
MTA (Angelus®, Londrina, PR, Brasil) manipulado de acordo com as normas do

fabricante (Figura 3). O material retro-obturador foi inserido em excesso na retro-
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cavidade, utilizando-se porta-amalgama. ApO0s a condensacdo do material na
cavidade, com calcador tipo Paiva de numero 11, os excessos foram removidos com
uma cureta periodontal de nimero 1-2.

MTA

r 1
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Figura 3. Material retro-obturador utilizado (MTA branco- Angelus®).
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013)

ApOs as apicectomias, retro-preparos e retro-obturacdes, todos os dentes
foram mantidos em ambiente com 100% de umidade, a 37°C por 48 horas >, antes

do inicio da manipulacéo dos espécimes para a aquisicdo das imagens por MEV.
4.6 Organizacéo dos grupos

Todos os dentes foram retro-obturados com agregado trioxido mineral (MTA)
e divididos em dois grupos (autoclavados e nao autoclavados), com suas

respectivas trés subdivisbes, conforme tabela abaixo (tabela 1).
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Grupo Subgrupo Técnica n

Al Dentes em agua destilada a 4°C + Apicectomia +Retro- 15
obturacdo com MTA

A Ao Dentes em agua destilada a -85°C + Apicectomia +Retro- 12
obturagdo com MTA

A3 Dentes em formalina a 10% + Apicectomia +Retro- 15
obturacdo com MTA

81 Dentes em agua destilada a 4°C + Apicectomia +Retro- 12
obturacdo com MTA

5 82 Dentes em agua destilada a -85°C + Apicectomia +Retro- 15
obturagdo com MTA

83 Dentes em formalina a 10% + Apicectomia +Retro- 12
obturagdo com MTA

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais. Grupo A - dentes esterilizados. Grupo B - dentes
nao esterilizados.

4.7 Avaliacdo em MEV

Para otimizar a avaliacdo das amostras, os dentes ja apicectomizados, retro-
preparados e retro-obturados foram cortados no sentido transversal a uma distancia
de quatro milimetros da &rea apicectomizada, na direcdo coronal. As amostras
apresentavam, portanto, a forma de um disco de quatro milimetros de altura. Essas
amostras foram lixadas, para remocao do MTA espalhado pela superficie da dentina,
além do canal retro-preparado. As lixas utilizadas tinham granulac@o crescente de
180 e 400. Na sequéncia, foi aplicado sobre as superficies apicectomizadas acido
poliacrilico 11,5% (Vitro Condicionador, DFL®, Rio de Janeiro, RJ), friccionando-se
levemente sobre a superficie durante 20 segundos, com auxilio de um cotonete,
seguindo-se de lavagem abundante em agua corrente. Tal medida foi realizada com
0 objetivo de remover o smear layer produzido durante o lixamento das amostras,

gue poderia interferir na avaliagdo da superficie em estudo.

As amostras foram levadas ao Laboratério de Microscopia Eletrdnica da

PUCRS, onde ficaram no dessecador, por um periodo aproximado de duas
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semanas, a fim de eliminar, lentamente, a agua das amostras, para favorecer a

visualiza¢do no microscopio.

Para a avaliacdo em MEV, as amostras foram aderidas com fitas adesivas
de dupla face sobre uma base de vidro formada por duas laminas de microscopia
optica (MO) unidas nas suas bordas de maior comprimento. Os espécimes foram
entdo distribuidos dentro do campo de avaliacdo do Microscopio Eletrénico de
Varredura (Figura 4). Apos a fixacdo dos espécimes no campo de avaliacdo do
MEV, o conjunto foi revestido por uma fina camada metalica. O método de
metalizacdo utilizado foi o sputtering, que proporciona o recobrimento das amostras
com uma fina camada de ouro. Esta camada metdlica faz com que a amostra se
torne condutora de elétrons, possibiltando a formacdo das imagens pelo

microscopio.

Amostra

<

|

Fita dupla-face

l

Campo MEV

Figura 4. Amostras dispostas e coladas com fita dupla-face sobre laminas de microscopia
optica (MO), dentro do campo de avaliacdo do MEV, antes da metalizagdo.

Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013)
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As amostras foram observadas no MEV Phillips (Eindhoven, Holanda),
modelo XL 30, com poder de resolucdo de 3,5mm (no modo eléctron secundario) e
faixa de aumentos de 10 a 400000x, tensdo de aceleracdo de 200V a 30 kV, no

Centro de Microscopia e Microanalise da PUCRS.

4.8 Aquisicao das imagens por MEV

Foram obtidas imagens de MEV, dos cortes transversais da regido periapical
apicectomizada, retro-preparada e retro-obturada. A energia do feixe de elétrons
sera de 20 kV e o diametro do feixe de 4,9. A morfologia da superficie das amostras
foi avaliada com o detector de elétrons secundarios (SE) nas ampliagdes de 70x
(para avaliacdo geral da superficie) e 2000x (para avaliacdo quantitativa do gap

entre o material retro-obturador e as paredes do canal radicular).
4.9 Andlise das Imagens de MEV
4.9.1 Avaliacao do gap

Para a avaliacdo quantitativa do espaco (gap) entre material retro-obturador e
a superficie dentinéria interna da raiz foi utilizado um aumento de 2000x. A area do
canal radicular retro-obturado foi dividida em quatro quadrantes: superior, inferior,
direito e esquerdo (Figuras 5 e 6) sendo a medida final do gap a média aritmética
entre os valores encontrados em cada quadrante. Para a medida do gap foi utilizado
o software Image J.
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Magn Det
70x SE

Figura 5. Areas/ quadrantes selecionados para posterior aquisicdo de imagem em 2000x.
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013)

_Magn Det | 20um i it % ¢ Magn Det 1 20pum
+12000x SE g 2000x  SE )

va W = s > s

Figura 6. A, quadrante superior; B, quadrante direito; C, quadrante inferior; D, quadrante esquerdo.
DE = Dentina; MTA = agregado triéxido mineral.

Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013)
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4.9.2 Avaliagcao em EDS

Foram feitas analises por EDS dos cortes transversais na regiao de corpo da
dentina e no material retro-obturador (Figura 7), para avaliacdo da composicao
quimica nestes locais. Os elementos quimicos selecionados para andlise foram: 1-
no material retro-obturador (MTA): oxigénio, aluminio, silicio e calcio; 2- na dentina:

oxigénio, fésforo e calcio.

EDS dentina

U

EDS material-MTA

Magn Det 1 1mm
70x SE

Figura 7. Areas selecionadas para aquisi¢do do EDS, em regido de dentina e material retro-obturador
(MTA).
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

4.10 Anéalise Estatistica

Célculo amostral:
Para a realizacdo de uma analise de variancia com seis niveis (grupos)
usando um nivel de significancia de 5% e um poder de 0,80, assumindo um desvio
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padrdo de 2,14 do artigo de referéncia *° e supondo uma diferenca maxima entre as
médias de dois tratamentos de 3,42 (1,6 desvio padréo) fez-se necessario 10 dentes

por nivel, segundo os célculos realizados por meio do software Minitab 15.

Analise dos dados:

Para analises de concordancia inter observadores, foram utilizadas as escalas de
10 fotomicrografias e os resultados submetidos ao teste Kappa, sendo obtida
significancia estatistica (p < 0,05) para a concordancia dos avaliadores. ICC
(coeficiente de correlagéo intraclasse) para varidveis quantitativas

Foi utilizado o teste de ANOVA, seguido pelo de Tukey ou de Games-Howell,
para as variaveis que se apresentaram distribuidas normalmente; e o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo de Dunn, para as variaveis que nao

seguiram uma distribuicdo normal de probabilidade.
A normalidade foi testada por meio do teste de Shapiro- Wilk.

Os dados foram analisados por meio do software SPSS adotando-se um nivel de

significancia de 5%.

Para andlise da concordancia entre os avaliadores da variavel continua referente
a medida do gap entre o material retro-obturador e a dentina utilizou-se o teste de
correlacdo interclasse, que apresentou um coeficiente de 0,917, considerado
excelente. Com base neste dado foram utilizadas, para a analise estatistica, as

medidas realizadas pelo préprio pesquisador.

4.11 Aspectos éticos:

O projeto para a realizacdo desta pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul-
CEP/PUCRS 11/05521 (ANEXO 1).
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5. RESULTADOS

Durante a fase experimental, duas amostras foram perdidas. O dente 38
(pertencente ao grupo A2), devido a fratura longitudinal durante a apicectomia. O
dente 12 (pertencente ao grupo B3), devido a auséncia de quantidade suficiente de
material retro-obturador para a medida do gap durante a analise por MEV. O namero
de dentes perdidos foi considerado baixo e ndo prejudicou a andlise estatistica do
estudo (Tabela 2).

Grupo Subgrupo Técnica n

Al Dentes em agua destilada a 4°C + Apicectomia +Retro- 15
obturacdo com MTA

A Ao Dentes em agua destilada a -85°C + Apicectomia +Retro- 1
obturagdo com MTA

A3 Dentes em formalina a 10% + Apicectomia +Retro- 15
obturacdo com MTA

- Dentes em agua destilada a 4°C + Apicectomia +Retro- 15
obturagdo com MTA

5 82 Dentes em agua destilada a -85°C + Apicectomia +Retro- 15
obturacdo com MTA

83 Dentes em formalina a 10% + Apicectomia +Retro- 1
obturagdo com MTA

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos experimentais apés preparo das amostras. Grupo A - dentes
esterilizados. Grupo B - dentes nao esterilizados.

Durante a inspecao visual, apés a retro-obturacao e presa do MTA, notou-se
que, todas as 24 amostras armazenadas em formol a 10% (grupos A3 e B3)
apresentavam suas retro-obturacdes com coloracdo enegrecida em toda a extensao
do material retro-obturador. JA as demais 47 amostras armazenadas em &agua
destilada (grupos Al, A2, B1 e B2), apresentavam suas retro-obturacbes com

coloragéo branca, habitual do MTA utilizado (Figura 8).
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Figura 8. Amostras retro-obturadas com MTA. Em A: amostra pertencente a um dos grupos
armazenados em formol 10% (A3 ou B3), com escurecimento do MTA. Em B: amostra pertencente a
um dos grupos armazenados em agua destilada (Al, A2, B1 ou B2), com MTA em sua coloragéo
habitual. Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

5.1 AVALIACAO DO GAP:

A analise de variancia (ANOVA) revelou ndo haver diferenca estatisticamente

significativa nas medidas do espaco (gap) entre o material retro-obturador e a

parede dentinaria interna da raiz, referente ao fator esterilizacdo dos dentes

(amostras autoclavadas versus amostras ndo autoclavadas), bem como em relagéo

ao fator armazenamento (4gua destilada em geladeria a 4°C, agua destilada em

geladeira de banco de ossos a -85°C e formol 10%) (Quadros 1 e 2).

Quadro 1. Variavel dependente: medida do Gap para fator ESTERILIZACAO

Valor Gap (um)

Intervalo de Confianca de 95%

ESTERILIZACAO | Média |Desvio Padréo Limite Inferior Limite superior
SIM ,309 ,052 ,204 414
NAO ,335 ,052 ,230 ,440]

* Valor de P= 0,727, néo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).



36

Quadro 2. Variavel dependente: medida do Gap para o fator ARMAZENAMENTO

Valor gap (um) Intervalo de Confian¢a de 95%

ARMAZENAMENTO Média Desvio Padrédo Limite Inferior Limite superior

H20 4°C ,328 ,063 ,201 ,454
geladeira banco osso 379 ,065 ,249 ,508
formol ,260 ,065 ,130 ,389

* Valor de P = 0,433, néo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

5.2 QUANTIFICACAO QUIMICA POR EDS:

A andlise por EDS dos elementos quimicos Oxigénio, Aluminio e Célcio
selecionados no material retro-obturador mostrou ndo haver diferenca estatistica
significativa entre os grupos, tanto no fator esterilizacdo, quanto no fator

armazenamento (Quadros 3, 4, 5, 6, 9 e 10).

O elemento quimico Silicio, no material retro-obturador, apresentou diferenca
estatistica significativa no fator esterilizacdo e no fator armazenamento quando
comparados 0s grupos armazenados em agua destilada a 4°C e agua destilada em
geladeira de banco de ossos a -85°C. Quando estes dois grupos foram comparados
com os grupos armazenados no formol, ndo houve diferenca estatistica significativa
(Quadros 7 e 8).

A analise por EDS dos elementos quimicos Oxigénio, Fosforo e Calcio
selecionados na regido da dentina mostrou ndo haver diferenca estatistica
significativa entre os grupos, tanto no fator esterilizacdo, quanto no fator
armazenamento (Quadros 11, 12, 13, 14, 15 e 16).



5.2.1 NO MATERIAL RETRO-OBTURADOR (MTA)

5.2.1.1 Oxigénio

Quadro 3. Variavel dependente: Quantificagdo por EDS do elemento quimico
OXIGENIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZAGAO

Quantificacao (%)

Intervalo de Confianca de 95%

ESTERILIZACAO Média Desvio Padrao Limite Inferior Limite Superior
SIM 28,653 742 27,171 30,136
NAO 29,449 742 27,967 30,932

*Valor de P= 0,451, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

Quadro 4. Variadvel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
OXIGENIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificacéo (%) Intervalo de Confianca de 95%
ARMAZENAMENTO Média Desvio Padrdo | Limite Inferior | Limite Superior
H20 4°C 29,335 ,896 27,546 31,124
geladeira banco osso 28,607 ,916 26,778 30,436
formol 29,211 ,916 27,382 31,041

*Valor de P= 0,833, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

5.2.1.2 Aluminio

Quadro 5. Variadvel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
ALUMINIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZACAO

Quantificacéo (%)

Intervalo de confianca de 95%

ESTERILIZACAO Média |Desvio Padrdo| Limite Inferior Limite Superior
SIM 4,127 ,396 3,336 4,919
NAO 3,423 ,396 2,632 4,215

*Valor de P= 0,214, n&o significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).




Quadro 6. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
ALUMINIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificacao (%)

Intervalo de Confianca de 95%

ARMAZENAMENTO Média Desvio Padréo| Limite Inferior | Limite Superior

H20 4°C 4,036 478 3,081 4,991
geladeira banco osso 3,403 ,489 2,426 4,379
formol 3,887 ,489 2,911 4,864

*Valor de P= 0,630, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

5.2.1.3 Silicio

Quadro 7. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico SILICIO

no material retro-obturador. Fator ESTERILIZACAO

Quantificagdo (%)

Intervalo de Confianga de 95%

ESTERILIZACAO Média Desvio Padrao Limite Inferior Limite Superior
SIM 20,480 1,464 17,556 23,404
NAO 16,301 1,464 13,376 19,225

*Valor de P = 0,048, significativo para o nivel de 5%

Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

Quadro 8. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico SILICIO
no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificacéo (%) Intervalo de Confianca de 95%
ARMAZENAMENTO Média Desvio Padrédo Limite Inferior Limite Superior
H20 4°C 21,325 1,766 17,796 24,853
geladeira banco osso 14,888 1,806 11,281 18,496
formol 18,958 1,806 15,350 22,565

* Valor de P (H20 4°C x geladeira banco osso)= 0,040, significativo para o nivel de 5%
* Valor de P (H20 4° C x formol)= 1,0, néo significativo para o nivel de 5%
* Valor de P (geladeira banco osso x formol)= 1,0, ndo significativo para o nivel de 5%

Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).
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5.2.1.4 Céalcio

Quadro 9. Variavel dependente: Quantificagdo por EDS do elemento quimico
CALCIO no material retro-obturador. Fator ESTERILIZACAO

Quantificacao (%)

Intervalo de Confianca de 95%

ESTERILIZACAO Média Desvio Padréo Limite Inferior Limite Superior
SIM 47,016 1,824 43,372 50,661
NAO 50,818 1,824 47,173 54,463

* Valor de P= 0,146, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

Quadro 10. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
CALCIO no material retro-obturador. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificagdo (%)

Intervalo de Confianga de 95%

ARMAZENAMENTO Média Desvio Padrao Limite Inferior Limite Superior

H20 4°C 45,720 2,201 41,322 50,118
geladeira banco osso 53,099 2,251 48,602 57,595
formol 47,933 2,251 43,436 52,429

* Valor de P= 0,064, nao significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

5.2.2 NA DENTINA DA REGIAO APICECTOMIZADA

5.2.2.1 Oxigénio

Quadro 11. Variavel dependente: Quantificagdo por EDS do elemento quimico
OXIGENIO na dentina. Fator ESTERILIZACAO

Quantificagéo (%)

Intervalo de Confianca de 95%

ESTERILIZACAO Média Desvio Padrdo| Limite Inferior Limite Superior
SIM 20,778 ,953 18,874 22,681
NAO 21,357 ,953 19,454 23,261

* Valor de P= 0,669, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).




Quadro 12. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
OXIGENIO na dentina. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificacao (%)

Intervalo de Confian¢a de 95%

ARMAZENAMENTO Média Desvio Padrdo | Limite Inferior | Limite Superior

H20 4°C 20,944 1,150 18,647 23,241
geladeira banco osso 22,349 1,176 20,000 24,698
formol 19,909 1,176 17,561 22,258

* Valor de P= 0,344, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

5.2.2.2 F6sforo

Quadro 13. Variavel dependente: Quantificagéo por EDS do elemento quimico
FOSFORO na dentina. Fator ESTERILIZACAO

Quantificagéo (%)

Intervalo de Confianca de 95%

ESTERILIZACAO Média Desvio Padrdo| Limite Inferior Limite Superior
SIM 31,204 ,593 30,019 32,389
NAO 30,455 ,593 29,270 31,640}

*Valor de P= 0,375, néo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

Quadro 14. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
FOSFORO na dentina. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificacéo (%)

Intervalo de Confianga de 95%

ARMAZENAMENTO Média Desvio Padréo| Limite Inferior Limite Superior

H20 4°C 30,628 ,716 29,197 32,058
geladeira banco osso 30,286 , 732 28,824 31,749
formol 31,575 ,732 30,113 33,037

* Valor de P= 0,439, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).
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5.2.2.3 Célcio

Quadro 15. Variavel dependente: Quantificacdo por EDS do elemento quimico
CALCIO na dentina. Fator ESTERILIZACAO

Quantificacéo (%)

Intervalo de Confian¢a de 95%

ESTERILIZACAO Média Desvio Padrédo Limite Inferior Limite Superior
SIM 48,016 ,599 46,818 49,213
NAO 48,187 ,599 46,990 49,384

* Valor de P= 0,841, ndo significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).

Quadro 16. Variavel dependente: Quantificagdo por EDS do elemento quimico

CALCIO na dentina. Fator ARMAZENAMENTO

Quantificagéo (%) 95% Confidence Interval
ARMAZENAMENTO Média Desvio Padrao Limite Inferior Limite Superior
H20 4°C 48,425 723 46,981 49,870]
geladeira banco osso 47,364 , 739 45,887 48,842
formol 48,515 , 739 47,037 49,992

* Valor de P= 0,475, nao significativo para o nivel de 5%
Fonte: Dados da presente pesquisa (PPG/PUCRS, 2013).
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6. DISCUSSAO:

A metodologia deste trabalho foi baseada em uma linha de pesquisa com uma
série de trabalhos publicados referentes ao tratamento da patologia periapical nao

tratavel pela via endodéntica convencional °%:°1:52:53:4.55.56,57,58,59.60

A introducdo das modernas técnicas cirdrgicas e micro-cirargicas na
abordagem da patologia apical tem demonstrado a grande evolucdo nesta area,
traduzidas em altas taxas de sucesso clinico®®?*. Essas técnicas incluem: pequena
ostectomia para acesso a regiao periapical; apicectomia com brocas 3mm aquém do
apice dentério e com angulacéo de 90°; retro-preparo com retro-pontas ultra-sénicas

diamantadas e retro-obturacdo com MTA *718:19.2021,22,23,24,25,26,27,28,29,30

A anatomia da regido apical, com seus sistemas de canais formando um
delta complexo, exige um corte durante a apicectomia em 90° com o longo eixo do
dente. A resseccao dos trés milimetros apicais remove aproximadamente 98% das

ramificacbes apicais e 94% dos canais laterais .

Dessa forma, consegue-se
diminuir a micro-infiltracdo entre as paredes dentinarias e o material retro-obturador
bem como a menor exposicdo de tubulos dentinarios seccionados apos a
apicectomia *?. A aplicacdo desta metodologia neste trabalho apresentou uma
uniformidade no didmetro dos tubulos dentinarios da regido.

A utilizacdo das retro-pontas ultra-sbnicas trazem vantagens técnicas
importantes como a facilidade de acesso, ostectomia reduzida, permite apicectomia
em 90° e produz uma retro-cavidade regular, no sentido do longo eixo do dente, o

que favorece uma retro-obturacdo mais homogénea 2128295960

Neste estudo,
observou-se que as cavidades apresentavam um preparo com profundidade e
diametro regulares, facilitando a etapa seguinte de insercdo do MTA. Além disso,
baseado nas baixas medidas de gap encontradas, observou-se que a associacao
entre retro-preparo com ultra-som e utilizacdo do MTA foram efetivos em diminuir a
desadaptacéo do material retro-obtuador.

O MTA tem demonstrado na literatura caracteristicas adequadas para ser
utiizadado como material retro-obturador. Dentre suas caracteristicas favoraveis
estéo a facilidade de manuseio e insercao, biocompatibilidade, acdo estimuladora a
reparacéo dos tecidos perirradiculares e vedamento apical 83435499,

Com o objetivo de favorecer a avaliagdo das variaveis (gap e quantificacao

dos elementos quimicos selecionados para EDS) as amostras foram lixadas e
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aplicou-se &cido poliacrilico 11,5%. A utilizacdo das lixas objetivou a remocao do
MTA espalhado sobre a dentina apicectomizada, que poderia prejudicar a medicao
do gap e a avaliacdo por EDS da superficie dentinaria. A utilizacdo do &cido
poliacrilico a 11,5% por 20 segundos objetivou a remo¢do da smear layer gerada
pelo atrito com as lixas. Julgou-se relevante esta medida para que fosse favorecida
a avaliacao fiel do gap, ja que o mesmo poderia ser obliterado pela smear layer
gerada. Além disso, obteve-se uma remocdo da contaminacdo da superficie
dentinaria, o que também favoreceu a avaliacdo por EDS. A utilizacdo do acido
poliacrilico na concentracdo e tempo utilizados, ndo gerou desmineralizacdo da
dentina nas amostras, apenas descontaminacgéo da superficie de analise.

Os baixos valores de gap encontrados neste trabalho estdo de acordo
achados de outros estudos e mostram que a retro-obturacdo com MTA é efetiva em
diminuir a desadaptagdo do material retro-obturador e consequente infiltracdo
marginal *°>°,

Kumar et al. 2005°, testou diferentes formas de desinfeccao/ esterilizacdo de
dentes humanos: armazenamento em formol 10%, em peroxido de hidrogénio a 3%,
em hipoclorito de sédio a 2,6%, mantidos em agua a 100°C por 20 minutos e
autoclavados em 121°C- 15Ibs psi por 30 minutos. Apenas duas formas foram
efetivas na esterilizagéo: autoclavagem e imersado em formol ©*,

O estudo de Dominici et al. 2001%?, mostrou que apenas a autoclavagem por
40 minutos 121°C- 20 psi e o armazenamento em formol a 10% foram efetivos em
eliminar o Bacillus stearothermophilus, uma bactéria resistente ao calor e
freqlientemente utilizada para testes de esterilizagéo .

Pantera e Schuster 1990, também relataram e efetividade do processo de
autoclavagem durante 40 minutos a 121°C-15psi dos dentes na eliminacdo completa
dos microorganismos nas porcdes internas e externas dos dentes “%. Com base
nessas referéncias optou-se como método de esterilizacdo das amostras a
autoclavagem por 40 minutos 121°C-15psi.

Diversos estudos apontam a importancia da esterilizacdo de dentes antes do

seu uso laboratorial, para evitar infeccdes cruzadas®’ 3%

No entanto, muitos
estudos in vitro ndo citam em sua metodologia o forma de esterilizagdo utilizada
284549 Esses dados sugerem que, apesar de recomendada, a esterilizacdo dos

dentes/ amostras antes do seu uso em pesquisas freqientemente nao é realizada.
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Os efeitos dos diferentes processos de esterilizacdo sobre a estrutura
dentaria ainda ndo estdo completamente elucidados. Shaffer et al. 1985°, estudou
os efeitos da esterilizacdo/ desinfeccdo de dentes com glutaraldeido a 2%,
hipoclorito de sodio a 1% e autoclavagem a 126°C por 20 minutos na forca de
adesdo de resina composta sobre a superficie de esmalte. Os resultados
encontradados mostram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos testes e o0 grupo controle (sem nenhum processo de
esterilizacédo/desinfeccao).

Lee et al. 2007 *°, mostrou que a esterilizacdo em autoclave dos dentes
previamente armazenados em agua destilada e formol afeta negativamente a forca
de adesdo dos materiais dentarios a dentina, enquanto dentes armazenados em
formol apenas (sem autoclavagem) ndo apresentaram alteracGes significativas na
forca de adeséo.

Pimentel 1999% mostrou que nenhum método de esterilizacéo/ desinfeccdo
estudados (autoclave, 6xido de etileno, glutaraldeido a 2% e formol a 10%)
alteraram de forma significativa as forca de adesao dentinaria, em dentes deciduos.

No presente trabalho, ap6s a analise por EDS, ndo se observou alteracéo
significativa na estrutura quimica dos dentes (ha sua porcdo dentinaria) submetidos
a esterilizacdo em comparacdo aos dentes nao esterilizados. No entanto, com
relacdo ao material retro-obturador (MTA), houve um aumento significativo na
concentracéo de silicio, sugerindo que o processo de autoclavagem realizado pode
interferir na maneira como a estrutura dentinaria interage com o biomaterial utilizado
(MTA), uma vez que a insercdo do material deu-se apenas apos a esterilizacao.

Os meios de armazenamento de dentes extraidos podem provocar alteracdes
guimicas na estrutura dentinaria, afetar a resisténcia adesiva, influenciar a
permeabilidade da dentina e influenciar a prépria microinfiltragdio **** . A solucéo
de estoque e os métodos de esterilizacdo podem influenciar como substratos
dentarios respondem aos materiais dentarios aplicados .

O estudo de De Conto 2011°° avaliou as medidas de desadaptacéo marginal
(gap) de dois materiais retro-obturadores —-MTA e Cimento de londmero de Vidro
(CIV)- em dentes armazenados de em dois diferentes meios: agua comum a 4°C e
sem hidratacdo. Os resultados mostraram que dentes armazenados de forma néo
hidratada apresentavam valores de gap inferiores aos dentes armazenados

hidratados em agua comum, quando foi utilizado CIV. Quando utilizado MTA, néo
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houve diferenca estatistica significativa entre os meios de armazenamento ©%. Neste
estudo, ndo houve diferenca nas medidas de gap entre a dentina e o0 MTA nos
diferentes meios de armazenamento utilizados.

George et al. 2006* avaliou o efeito do armazenamento em formol a 10% na
microinfiltragdo apical de dentes obturados endodonticamente. O estudo conclui que
0 armazenamento em formol nos periodos de duas e 4 semanas causou uma
diminuicao significativa na infiltracdo apical em comparacdo com o grupo controle,
nao fixado em formol. Segundo estes autores, 0 mecanismo que produziu este efeito
€ incerto, mas pode ser relacionado a uma alteragdo nos tecidos dentarios pelas
propriedades de fixagdo do formol. Ainda, os autores relatam que mais estudos s&o
necessarios para investigar as interacdes potenciais entre a solucdo desinfetante e a
estrutura dentaria, a smear layer e o material obturador.

No estudo de revisdo de DeWalt 1997%° foi sugerido que, devido a
variabilidade nos resultados encontrados nos testes de adesdo em dentes
armazenados em formol a 10%, este meio ndo € recomendado para armazenamento
de dentes nos estudos de adesao, pela provavel alteracdo do colageno( fixacdo da
proteina) pelo formol.

Nesta pesquisa, as amostras dos grupos armazenados em formol a 10%
apresentavam suas retro-obturacdes com coloracédo escurecida. A analise por EDS,
no material retro-obturador, ndo identificou alteracfes quimicas significativas (apesar
da alteracdo visual evidente) dos elementos quimicos estudados (Oxigénio,
Aluminio, Silicio e Célcio) na comparacdo desses grupos armazenados no formol
com os demais grupos (agua destilada a 4°C e agua destilada em geladeira de
banco de dentes a -85°C). A explicacdo para tal ocorréncia pode estar na dificuldade
de se mensurar de forma fiel com EDS no MEV as concentracdes de elementos
quimicos com baixo peso atbmico, como o oxigénio, o carbono e o hidrogénio,
constituintes da férmula quimica do formol. Esse achado sugere que novas
pesquisas sejam realizadas com outras metodologias que permitam avaliar as
concentracdes dos elementos quimicos constituintes do formol.

A pesquisa de Camps et al 1997°, realizou testes de agentes de unido na
dentina de dentes recém extraidos, criopreservados (com congelamento gradativo
até -180°C) e armazenados em agua com cloramina a 0,5% em geladeria a 4°C. Os
resultados mostraram que o congelamento (criopreservagao) dos dentes nao alterou

a microinfiltracdo. No entanto, o autor sugeriu que mais estudos devem ser
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realizados para avaliar os efeitos da criopreservacao e do tempo de armazenamento
dos dentes congelados na estrutura coldgena e forca de adesdo da dentina, na
energia livre de superficie e na biocompatibilidade da dentina criopreservada. Em
outro estudo do mesmo autor, a criopreservacdo nao alterou a permeabilidade
dentinaria®.

Titley et al. 1998%, analisou a forca de cisalhamento de resina composta em
dentes bovinos armazenados em diferentes meios. Os autores concordam que a
melhor amostra é o dente extraido recentemente. Porém, na impossibilidade de se
obter o numero suficiente de dentes recém extraidos para o experimento, esta
indicado o congelamento dos dentes para minimizar possiveis alteracbes post
mortem. Portanto, o tempo decorrido entre a extracdo dentaria e a utilizacdo do
mesmo no experimento, ou seja, o tempo de armazenamento da amostra, também
pode caracterizar um viés de pesquisa.

No presente trabalho, a analise por EDS da por¢do dentinaria mostrou nao
haver diferenca significativa, entre os diferentes meios de armazenamento, dos
elementos quimicos (oxigénio, fésforo e calcio) selecionados para estudo naquela
regido. A partir desses achados e da literatura referida, sugere-se a conservagéo de
dentes em geladeira de banco de ossos a -85°C, pois nao interfere nas
caracteristicas estudadas e evita, devida a baixa temperatura, a deterioracdo da
porcao organica do dente.

O estudo por EDS do material retro-obturador (MTA) mostrou que, quando
comparados os meios de armazenamento agua destilada a 4°C e agua destilada em
geladeira de banco de ossos a -85°C houve diferenca estatistica significativa na
concentracdo do elemento quimico silicio. Este dado sugere que o fator temperatura
pode interferir na forma como o substrato dentinario interage com o material retro-
obturador. Quando estes dois meios de armazenamento foram comparados com o
formol a 10%, ndo houve diferenca estatistica significativa. Esse achado esta de
acordo com a sugestdo de Camps et al. 1997% sobre a necessidade de analises
futuras sobre os efeitos da criopreservacao na estrutura dentinaria (energia livre de
superficie e estrutura colagena).

As alteracdes nos percentuais de silicio (nos fatores autoclavagem e
armazenamento) comparadas a literatura vigente indicam que sdo necessarias mais

pesquisas com metodologias sistematicamente semelhantes para elucidar as
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alteragcbes causadas pela autoclavagem e diferentes temperaturas de
armazenamento (-4°C versus -85°C).
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7. CONCLUSOES:

De acordo com a metodologia empregada neste estudo, podemos concluir que:

- O processo de autoclavagem de dentes humanos néo provoca alteracao
na adaptacdo marginal do material retro-obturador (MTA), nem altera a

composi¢do quimica da estrutura dentinaria,;

- O armazenamento de dentes em agua destilada a -85°C n&o provoca
alteracdo na adaptacdo marginal do material retro-obturador, nem altera a
estrutura quimica dentinaria, podendo ser uma alternativa viavel para a
conservagao de dentes humanos em Biobancos, diminuindo, desta forma,

a deterioracdo da porcao dentéria organica.

Novos estudos sdo necessarios para elucidar a alteracdo visual ocorrida no
MTA nos grupos armazenados em formol a 10%, bem como as alteragdes
significativas nos percentuais do elemento silicio encontradas no material retro-
obturador, tanto na comparacdo entre dentes autoclavados e ndo autoclavados,

quanto entre a temperatura de armazenamento em agua destilada (4°C e -85°C).
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9. ANEXOS

9.1 Anexo A

66

Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF. CEP-1488/11 Porto Alegre, 05 de outubro de 2011.

Senhora Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 11/05521 intitulado “Analise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) de rotinas técnicas
periapicais em dentes humanos: estudo comparativo entre dois
modos de armazenamento”

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatdrios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente,
Prof. Dr. Rodoifo Herberto Schneider
Coordenador do CEP-PUCRS
Iima. Sra.
Profa. Marilia Gerhardt de Oliveira
' FO

Nesta Universidade

| Campus Central
| PLEP S Av. Ipirangs, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
157 |sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep




9.2 Anexo B

*; COMISSAO CIENTIFICA E DE ETICA
“~_ FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA PUCRS (CCEFO)
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Porto Alegre, 08 de janeiro de 2012.

AUTORIZACAO DO USO DE DEPENDENCIAS DE LABORATORIO

A Comissdo de Ciéncia e Etica da Faculdade de Odontologia-PUCRS

Autorizo, pelo presente, que as dependéncias do Laboratério de
Radiologia Odontolégica da Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo
Fundo, por mim coordenadas sejam utilizadas pelos pesquisadores prof* Dr* Marilia
Gerhardt de Oliveira e Leonardo Tonietto com a finalidade de conduzir experimentos
necessarios a tese intitulada “Anilise por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) e Espectrometria por Dispersio de Energia (EDS) de dentes humanos
apicectomizados e retro-obturados submetidos a diferentes meios  de

armazenamento”.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Mateus Ericson Flores

Coordenador do Laboratério




