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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes meios de 

armazenamento de dentes para estudos in vitro na composição química da dentina. 

Setenta terceiros molares hígidos foram selecionados e divididos em 7 grupos de 

acordo com o tipo de armazenamento (n=10): Grupo CT, amostras preparadas e 

analisadas em menos de 24 horas da exodontia, não sendo armazenadas em 

nenhum meio; Grupo DI, amostras armazenadas em água destilada; Grupo DE, 

amostras armazenadas em água deionizada; Grupo AU, amostras armazenadas em 

água ultrapura; Grupo SS, amostras armazenadas em soro fisiológico; Grupo SA, 

amostras armazenadas em saliva artificial; Grupo DC, amostras congeladas a -20º 

C. Os dentes foram cortados e após 30 dias e 90 dias de armazenamento as 

amostras foram avaliadas utilizando Espectroscopia Infravermelha Transformada de 

Fourier (FTIR/ATR), por meio das razões: fosfato/amida I (M:M); carbonato/fosfato 

(C:M); e amida I/amida III. Os dados foram analisados com teste paramétrico One-

way ANOVA, em seguida, submetidos ao teste de Dunnett (α=0,05) e dentro de cada 

grupo experimental foi realizado um teste T-pareado para comparar os dois tempos 

de armazenamento. No FTIR, houve diferença significativa para as razões C:M, M:M 

e amida I/amida III em todas as amostras armazenadas es seus respectivos meios. 

Conclui-se que diferentes meios e tempos de armazenamento podem alterar as 

propriedades químicas da dentina, alterando suas porções orgânicas e inorgânicas. 

 

Palavras-chaves: Dentina, FTIR, Propriedades Químicas. 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of different teeth storage 

media for in vitro studies on dentin chemical composition. Seventy healthy third 

molars were selected and divided into 7 groups according to the type of storage (n= 

10) : CT Group , samples prepared and analyzed within 24 hours of extraction , not 

being stored in any medium; DI group , samples stored in distilled water; DE group , 

samples stored in deionized water; AU Group, samples stored in ultrapure water; SS 

Group, samples stored in saline; SA Group , samples stored in artificial saliva; AD 

Group, frozen samples at - 20 C. The teeth were cut out and after 30 days and 90 

days of storage the samples were analyzed using Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy (FTIR / ATR) by means of reasons: phosphate / amide I (M : M) ; 

carbone / phosphate (C: M); and amide I / amide III. The data were analyzed with the 

One-way ANOVA parametric test , then submitted to Dunnett's test (α = 0.05) and 

Within each experimental group, a paired T-test was performed to compare the two 

storage times. In the FTIR, there was a significant difference for the C: M, M: M ratios 

and the amide I / amide III in all samples stored in their respective media. It follows 

that d ifferent means and time storage of the can hange the chemical properties of 

the dentin, changing their portions organics and inorganics . 

Keywords: Dentin, FTIR, Chemical Properties. 
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1. INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO 

As pesquisas laboratoriais na área odontológica frequentemente utilizam 

como unidade amostral dentes humanos extraídos, com o intuito de prever o 

comportamento clínico de novos materiais e técnicas. O reaproveitamento desses 

dentes tem sido extensivamente divulgado por meio de publicações científicas, 

demonstrando a importância desses para o avanço técnico-científico da odontologia 

(Endo et al., 2017). 

Situações laboratoriais que simulem as condições do meio bucal é um fator 

crucial para o correto desenvolvimento das pesquisas, buscando excelência e 

veracidade nos resultados encontrados. Entretanto, experimentos in vitro precisam 

estar atentos à conservação das características das estruturas dentárias, tendo um 

cuidado especial desde a coleta e armazenamento das amostras, até chegar aos 

testes experimentais propriamente ditos, objetivando resultados mais fidedignos e 

confiáveis (Aires et al., 2015). 

A composição química da estrutura dental apresenta uma influência direta nas 

suas propriedades e no seu desempenho clínico (Marshall et al., 1993). Diante 

disso, o estudo sobre a composição dos substratos dentários e os fatores que 

podem interferir neles é essencial para a realização de trabalhos in vitro. 

Anatomicamente, os dentes humanos apresentam dois tecidos duros, esmalte e 

dentina, sendo este último um tecido mineralizado, elástico, duro e avascular, que 

sustenta o esmalte e envolve a câmara pulpar central. Em maior escala, a dentina é 

composta por túbulos dentinários que tem várias funções incluindo a hidratação do 

dente, transdução de sinais físicos para respostas sensoriais e funcionando como 

uma âncora na ligação adesiva com os materiais dentários. Essa rede de canais se 

estende radialmente para fora da polpa em direção à junção amelodentinária e 

cemento. A densidade e o diâmetro dos túbulos são mais baixos na junção 

amelodentinária e aumentam com a proximidade da polpa (Arola et al., 2017). 

Na coroa, a chamada dentina do manto, é uma camada externa menos 

mineralizada e, consequentemente, essa dentina pode ser adaptada para dissipar 

pressões ou forças que de outra forma induziriam fissuras no esmalte e 

destacamento do esmalte fragmentado da junção amelodentinária. A dentina 
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circumpulpar forma a maior parte da camada de dentina, onde é formada pela 

dentina intertubular (entre os túbulos dentinários), enquanto a dentina peritubular é 

encontrada ao redor do lúmen dos túbulos (Goldberg et al., 2011). 

Microscopicamente, a dentina é constituída por aproximadamente 70% de 

mineral, 20% de matriz orgânica e 10% de água em peso e corresponde 

respectivamente a 45%, 33% e 22% em volume (Nanci, 2003). A parte orgânica 

contém cerca de 90% de proteínas fibrosas (principalmente colágeno do tipo I) e o 

restante lipídeos e proteínas não colagênicas da matriz (Xu e Wang, 2012). Já a 

fase mineral compõe-se principalmente em fosfato de cálcio na forma de cristais de 

hidroxiapatita (HA) (Ca10(PO4)6(OH)2) e o teor de cálcio e fósforo varia de 34 a 39% 

e 16 a 18% em peso, respectivamente (Kang et al., 2004). 

Na estrutura da hidroxiapatita os átomos de cálcio e fósforo formam um 

arranjo hexagonal no plano perpendicular ao eixo cristalino (eixo c, figura 1). 

Colunas constituídas pelo empilhamento de triângulos equiláteros de íons óxidos 

(O2-) e de íons cálcio (Ca2+) estão ligados entre si por íons fosfato (Elliot, 1994). Os 

átomos de oxigênio dos íons hidroxila estão situados a 0.9 Å abaixo do plano 

formado pelos triângulos de cálcio e a ligação O-H forma um ângulo de 

aproximadamente 30° com a direção C (figura 2). Dos quatro átomos de oxigênio 

que constituem os grupos fosfatos, dois estão situados em planos perpendiculares à 

direção C e os outros dois são paralelos a esta direção (Kay et al., 1964). 

  



512 

 

12 

 

 

 

Fig. 1. Estrutura da Hidroxiapatita ao longo do eixo C. 

 

 

Fig. 2. Estrutura da Hidroxiapatita – célula unitária. 

 

                    Kay et. al., 1964 

                             Elliot, 1994 
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 A dentina apresenta os cristais de hidroxiapatita dispostos de maneira 

orientada, com seu longo eixo paralelo ao eixo da fibrila da proteína predominante 

da matriz, o colágeno. Estão na forma de placas achatadas com dimensões 

aproximadas de 60 a 70 nm de comprimento, 20 a 30 nm de largura e 3 a 4 nm de 

espessura. A orientação, o tamanho e o local de formação desses cristais são 

regulados por componentes da matriz extracelular (Teruel et al., 2015). 

 Na estrutura apatítica frequentemente ocorrem substituições iônicas, que é 

quando um íon é substituído por outro do mesmo sinal, mas de carga diferente 

(Elliot, 1994). Substituições acopladas de íons carbonato, por exemplo, são de 

extrema importância porque a natureza mineral da dentina consiste principalmente 

de hidroxiapatita carbonatada (CHAp), contendo 4-6% em peso de carbonato (Sonju 

e Ruyter, 1997; Xu e Wang, 2012). O íon carbonato sob diferentes condições pode 

ocupar dois locais diferentes da hidroxiapatita, pois pode substituir os grupos 

hidroxila (OH) originando hidroxiapatita carbonatada tipo A e pode substituir o sítio 

fosfato (PO4³) formando hidroxiapatita carbonatada tipo B. Tais ocupações ocorrem 

numa razão de 10:1 e essa substituição iônica pode afetar a solubilidade da dentina 

(Rohanizadeh et al., 1999), ou seja, os grupos carbonatos não alteram a 

cristalinidade da hidroxiapatita em si, mas podem acelerar os processos de 

dissolução da estrutura, que são verificados em cáries dentárias e processos de 

reabsorção óssea. 

Além do carbonato, a estrutura da hidroxiapatita permite que vários outros 

íons sejam  incorporados em seus centros catiônicos (Ca2+) e aniônicos (OH, PO4³) 

com grande facilidade (Sonju e Ruyter, 1997). Por exemplo, sódio (Na+), potássio 

(K+) e magnésio (Mg2+) podem substituir o sítio de cálcio (Ca2+), fluoreto (F-) e 

cloreto (Cl-) por sua vez e serem encontrados na posição hidroxila dando origem à 

fluorapatita e cloroapatita, respectivamente. Essas substituições determinam 

diferentes comportamentos físico-químicos e biológicos da estrutura, pois podem 

alterar os parâmetros de rede, cristalinidade, textura superficial, dimensões dos 

cristais, solubilidade e estabilidade da estrutura da hidroxiapatita (Kay et al., 1964). 

As substituições podem causar interferência no arranjo da estrutura química 

da dentina devido a alguns fatores determinantes, como o método de 
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armazenamento, o tempo e o tipo de substância utilizada para estocagem de dentes 

em estudos experimentais in vitro (Aquilino et al., 1987; Sultana et al., 2006; Santana 

et al., 2008). Assim, sempre que se trabalha com tecidos dentais é importante que 

eles sejam submetidos a métodos de desinfecção e armazenados em meios 

adequados para manter, o máximo possível, a condição normal de seus substratos 

(Goodis et al., 1993; Silva et al., 2006; Humel et al., 2007). 

Pesquisas in vitro têm utilizado uma grande variedade de meios para o 

armazenamento de dentes humanos extraídos, tais como: água destilada, água 

deionizada (com ou sem agentes antibacterianos acrescidos), álcool, azida sódica, 

cloramina T, formol, glutaraldeído, hipoclorito de sódio, saliva artificial, soro 

fisiológico e timol (Goodis et al., 1991; Straw et al., 1996; Secilmis et al., 2013; 

Kantoor et al., 2015; Montagner et al., 2015; Takamizawa et al., 2015; Nik et al., 

2017; Curylofo-Zotti et al., 2018). Devido à composição química, alguns desses 

produtos podem interagir com os compostos químicos dos tecidos dentais, alterando 

características e propriedades intrínsecas (Kantoor et al., 2015).   

 Além do meio de armazenamento, o tempo em que as amostras são 

armazenadas também é fundamental para a execução dos experimentos. Habelitz et 

al. (2002) descobriram que após 1 semana as propriedades mecânicas do elemento 

dental caíram abaixo de 50% de seus valores iniciais, atribuindo isto a um processo 

de desmineralização durante o armazenamento. Aydin et al. (2015) investigaram a 

microdureza de amostras armazenadas por 2 e 12 meses, sendo que as amostras 

analisadas após 12 meses demonstraram uma diminuição significativa da 

microdureza do esmalte e da dentina.  

Porém, ainda não há na literatura uma padronização do melhor meio de 

armazenamento para ser utilizado após a extração do elemento dental (Goodis et 

al., 1993; Straw et al., 1996; Sultana et al., 2006; Humel et al., 2007). Assim, efeitos 

mais aprofundados desses vários meios de armazenamento e do tempo de 

estocagem sobre a estrutura dentária não são totalmente esclarecidos. Portanto, 

faz-se necessário estudar qual meio de armazenamento menos altera a composição 

química dos tecidos dentais e, consequentemente, suas propriedades físico-
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químicas. A hipótese desse estudo é que diferentes meios de armazenamento e 

tempos são capazes de alterar a composição química da dentina. 

 

2. OBJETIVO 

Avaliar o efeito de diferentes meios de armazenamento de dentes in vitro 

sobre a composição química da dentina humana em diferentes tempos. 

 

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

A) Unidade experimental: Blocos de dentina obtidos de terceiros molares humanos.  

B) Fatores em estudo: Meios de armazenamento em 7 níveis (Grupo controle - não 

armazenado em nenhum meio; Grupo armazenado em água destilada; Grupo 

armazenado em água deionizada; Grupo armazenado em água ultrapura; Grupo 

armazenado em soro fisiológico; Grupo armazenado em saliva artificial e Grupo 

congelado a -20ºC); e tempo de armazenamento em 2 níveis (1 e 3 meses). 

C) Variável resposta: Composição química (amida I, fosfato, amida III, carbonato, 

razão fosfato/amida I, razão carbonato/fosfato e razão amida I/amida III). 

D) Método de análise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier 

(FTIR/ATR).  

E) Métodos estatísticos: Os dados quantitativos foram analisados com teste 

paramétrico ANOVA One-way seguido de Dunnett (α=0,05) e o teste T-pareado para 

comparar os dois tempos de armazenamento. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1. Obtenção e preparo das amostras 

Após a aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal 

de Uberlândia (parecer número 3.610.734), 70 terceiros molares humanos não 

cariados foram coletados. Os dentes foram obtidos nas clínicas de cirurgia da 

Faculdade de Odontologia da UFU. Todos os dentes possuíam indicação clínica de 

exodontia e foram utilizados na pesquisa após assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido pelos pacientes. Após a coleta, os dentes foram 
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limpos com curetas periodontais para remoção de cálculos e restos orgânicos e foi 

realizada a profilaxia com pedra-pomes (SS White, RJ, Brasil) e água destilada com 

o auxílio de escova tipo Robson (KG Sorensen, SP, Brasil) montada em micromotor. 

Em seguida, os dentes foram examinados usando um microscópio estereoscópico 

(Leica MS5; Leica Microscopy Systems Ltd, Heerbrugg, Suíça) para verificar 

ausência de cáries e outros defeitos estruturais. Assim, os dentes foram divididos 

aleatoriamente em 7 grupos (n=10), de acordo com o meio de armazenamento: CT - 

controle (não armazenado em nenhum meio); DI - água destilada; DE - água 

deionizada; AU - água ultrapura; SS - solução salina; SA - saliva artificial; e DC - 

dentes congelados a -20º C. 

Depois da coleta e limpeza, os dentes foram cortados usando disco 

diamantado de dupla face (Isomet, diamante 15HC; Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, 

EUA) montado em cortadeira de precisão (Isomet 1000; Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, 

EUA) sob refrigeração. Foram realizados três cortes perpendiculares ao longo do 

eixo de cada dente: 1º - na junção cemento-esmalte, separando a coroa da raiz; 2º - 

2mm em direção à coroa; 3º - 4mm na mesma direção para remoção do terço 

oclusal. A fatia do terço médio foi usada para análise e o esmalte foi removido na 

cortadeira para obter apenas amostras de dentina. Em seguida, todas as fatias 

foram seccionadas longitudinalmente nas direções mésio-distal e vestíbulo-lingual, 

resultando em quatro hemisecções. As amostras foram armazenadas em tubos tipo 

eppendorf em geladeira. No grupo controle, as amostras foram cortadas e analisadas 

imediatamente após a extração dentária, não sendo armazenadas em nenhum meio. 

Nos grupos testes, as hemissecções vestibulares mesiais foram analisadas após 1 

mês de armazenamento e as hemissecções vestibulares distais após 3 meses 

(figura 3). A solução utilizada como meio de armazenamento foi trocada 

semanalmente, exceto para o grupo de dentes congelados. 
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Fig. 3. Desenho esquemático do preparo das amostras. 

 

5.2. Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR /ATR) 

A composição química das amostras foi avaliada usando a técnica de reflexão 

total atenuada no Espectrômetro Infravermelho com Transformada de Fourier 

(ATR/FTIR; Vertex 70, Bruker, Ettlingen, Alemanha) (figura 4). As amostras foram 

removidas do meio de armazenamento e secas com papel absorvente. Em seguida, 

a superfície testada foi posicionada em contato com o cristal de diamante da 

unidade ATR e uma pressão constante foi aplicada para facilitar a leitura (figura 5). 

O espectro final de cada amostra foi obtido a partir de um escaneamento de 32 

vezes no intervalo de 400 a 4000 cm-1, em uma resolução de 4 cm-1. Os espectros 

obtidos foram analisados com o software OPUS 6,5 (Bruker, Ettlingen, Alemanha).  

Após correção da linha de base e normalização, foram calculadas as áreas 

integradas de bandas relativas ao conteúdo orgânico e inorgânico da dentina. As 

bandas avaliadas foram: amida I (C=O que se estende a 1655 cm-1), amida III 

(alongamento C-N a 1235 cm-1), carbonato v2 (872 cm-1) e fosfato v1, modo de 

alongamento v1, v3 (960 cm-1 e 1040 cm-1). Em seguida, os seguintes parâmetros 

químicos foram analisados: (1) Razão mineral/matriz (M:M), dada pela razão entre 

as bandas em 1035 e 1655 cm-1, atribuídas à vibração do íon fosfato e ao 

alongamento C=O da amida I, respectivamente; (2) Razão carbonato/mineral (C:M), 

dada pela relação das áreas integradas do carbonato a 872 cm-1 para o fosfato a 

1035 cm-1; (3) Razão amida I/amida III, indicada pela relação das áreas integradas 

da amida I a 1655 cm-1 para a amida III a 1235 cm-1 (Liu et al., 2014; Toledano et al., 

2015; Miranda et al., 2019). 
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  Fig. 4. ATR / FTIR; Vertex 70, Bruker, Ettlingen, Alemanha. 

 

 

Fig. 5. Amostra posicionada sobre o cristal de diamante. 

 

 

5.3. Análise estatística 

Os dados foram testados quanto à distribuição normal (Shapiro-Wilk) e 

igualdade de variância (teste de Levene). Após isso, cada parâmetro químico foi 

submetido à análise de variância de fator único (ANOVA One-way), seguido pelo 

teste de Dunnett. Além disso, dentro de cada grupo experimental foi realizado um 

teste T-pareado para comparar os dois tempos de armazenamento. O software 

estatístico Sigma Plot (versão 12.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA) foi 
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utilizado para análise e um valor de p menor que 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 

 

5. RESULTADOS 

A tabela 1 apresenta a média das áreas integradas de cada componente químico 

avaliado individualmente no FTIR/ATR. Para a amida I, os grupos SA (1mês), SA (3 

meses), AU (3 meses) e DC (3 meses) apresentaram diferença em relação ao grupo 

CT. Para o fosfato, os grupos AU (1 mês), DE (3 meses), SA (3 meses) e AU (3 

meses) diferiram do CT. Para a amida III, os grupos DI (1 mês) e AU (3 meses) 

foram diferentes do CT. Já para o carbonato, os grupos DE (1 mês), AU (1 mês), DI 

(3 meses), SS (3 meses), DE (3 meses), SA (3 meses) e DC (3 meses) 

apresentaram diferença em relação ao CT. 
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Tabela 1 – Média e desvio-padrão (DP) das áreas integradas de cada 

componente químico avaliado individualmente no FTIR/ATR. 

 Amida I Fosfato Amida III Carbonato 

CT  2,17 (0,17) 11,66 (1,74) 0,30 (0,11) 1,80 (0,12) 

DI (1 mês) 2,03 (0,16) 10,72 (2,46) 0,14 (0,02)* 1,66 (0,21) 

SS (1 mês) 2,13 (0,29) 11,47 (2,69) 0,20 (0,09) 1,60 (0,21) 

DE (1 mês) 2,18 (0,29) 13,39 (0,76) 0,28 (0,10) 1,68 (0,18)* 

SA (1 mês) 1,52 (0,29)* 10,21 (2,44) 0,27 (0,19) 1,27 (0,39) 

AU (1 mês) 2,46 (0,44) 7,09 (1,59)* 0,34 (0,08) 1,02 (0,21)* 

DC (1 mês) 2,06 (0,25) 12,43 (1,38) 0,37 (0,16) 1,78 (0,13) 

DI (3 meses) 1,93 (0,38) 11,84 (1,71) 0,29 (0,06) 1,42 (0,27)* 

SS (3 meses) 2,01 (0,30) 12,12 (0,77) 0,25 (0,05) 1,39 (0,16)* 

DE (3 meses) 1,80 (0,40) 13,63 (0,33)* 0,42 (0,19) 1,33 (0,30)* 

SA (3 meses) 1,56 (0,27)* 15,02 (0,39)* 0,30 (0,11) 1,39 (0,25)* 

AU (3 meses) 3,42 (0,77)* 14,97 (0,40)* 0,69 (0,15)* 1,50 (0,13) 

DC (3 meses) 1,12 (0,15)* 13,41 (0,29) 0,29 (0,06) 1,23 (0,11)* 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

 

Em relação as razões analisadas, os grupos AU (1 mês), DE (3 meses), SA (3 

meses) e DC (3 meses) tiveram valores da razão M:M diferentes do grupo CT. Para 

a razão C:M, os grupos DE (1 mês), SA (1 mês), DI (3 meses), SS (3 meses), DE (3 

meses), SA (3 meses), AU (3 meses) e DC (3 meses) diferiram estatisticamente do 

CT. Já para a razão amida I/amida III, os grupos DI (1 mês), SS (1 mês), DE (3 

meses), AU (3 meses) e DC (3 meses) apresentaram diferenças quando 

comparados ao CT (tabela 2). 
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Tabela 2 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas no FTIR/ATR. 

 

 M:M C:M Amida I/Amida III 

CT  5,41 (0,94) 0,16 (0,02) 8,58 (3,96) 

DI (1 mês) 5,29 (1,25) 0,16 (0,03) 14,93 (2,53)* 

SS (1 mês) 5,36 (0,97) 0,14 (0,02) 12,63 (3,78)* 

DE (1 mês) 6,29 (1,41) 0,13 (0,02)* 8,78 (3,05) 

SA (1 mês) 6,78 (1,62) 0,12 (0,02)* 7,16 (2,60) 

AU (1 mês) 2,93 (0,66)* 0,15 (0,01) 7,69 (1,75) 

DC (1 mês) 6,18 (1,34) 0,15 (0,02) 7,58 (5,67) 

DI (3 meses) 6,38 (1,84) 0,12 (0,03)* 7,04 (2,16) 

SS (3 meses) 6,16 (1,06) 0,12 (0,02)* 8,28 (2,15) 

DE (3 meses) 7,89 (1,70)* 0,10 (0,02)* 5,01 (2,32)* 

SA (3 meses) 9,85 (1,51)* 0,09 (0,01)* 5,75 (1,66) 

AU (3 meses) 4,68 (1,51) 0,10 (0,01)* 4,98 (0,68)* 

DC (3 meses) 12,21 (1,64)* 0,09 (0,01)* 3,46 (1,08)* 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

Com relação ao armazenamento em água destilada, o grupo avaliado após 3 

meses apresentou valores estatisticamente diferentes para amida III e carbonato em 

relação ao grupo avaliado com 1 mês (p<0,001 e p=0,038, respectivamente), 

conforme pode ser observado no gráfico 1. 
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Gráfico 1 – Média e desvio-padrão das áreas integradas de cada componente 

químico analisado nos grupos armazenados em água destilada. 

 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

Ainda em relação ao armazenamento em água destilada, o grupo avaliado 

após 3 meses apresentou valores estatisticamente diferentes para as razões C:M e 

Amida I/Amida III quando comparado ao grupo avaliado com 1 mês (p=0,017 e 

p<0,001, respectivamente), como pode ser visto na tabela 3. 

Tabela 3 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas nos grupos 

armazenados em água destilada. 
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Água 

destilada 

M:M C:M Amida I/Amida III 

1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 

5,29 6,28 0,16 0,12 14,93 7,04 

(1,25) (1,84) (0,03) (0,03)* (2,53) (2,16)* 

p=0,201 p=0,017 p<0,001 

* Indica diferença significativa entre os grupos. 

Já os grupos armazenados em solução salina não apresentaram diferenças 

nos componentes químicos isolados na comparação de 1 e 3 meses, como pode ser 

observado no gráfico 2 abaixo. 

Gráfico 2 – Média e desvio-padrão das áreas integradas de cada componente 

químico analisado nos grupos armazenados em solução salina. 

 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

Entretanto, ao se analisar as razões, o grupo armazenado 3 meses em 

solução salina apresentou valores estatisticamente diferentes para as razões C:M e 
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Amida I/Amida III quando comparado ao grupo armazenado 1 mês (p=0,014 e 

p=0,011, respectivamente), como pode ser visto na tabela 4. 

 

Tabela 4 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas nos grupos 

armazenados em solução salina. 

Solução 

salina 

M:M C:M Amida I/Amida III 

1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 

5,36 6,16 0,14 0,12 12,63 8,28 

(0,97) (1,06) (0,02) (0,02)* (3,78) (2,15)* 

p=0,056 p=0,014 p=0,011 

* Indica diferença significativa entre os grupos. 

Em relação aos grupos congelados, o grupo avaliado após 3 meses 

apresentou valores estatisticamente diferentes para amida I e carbonato em relação 

ao grupo avaliado com 1 mês (p<0,001 para ambos), como pode ser observado no 

gráfico 3. 
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Gráfico 3 – Média e desvio-padrão das áreas integradas de cada componente 

químico analisado nos grupos congelados. 

 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

Ainda em relação aos grupos congelados, o grupo avaliado após 3 meses 

apresentou valores estatisticamente diferentes para as razões M:M e C:M quando 

comparado ao grupo avaliado com 1 mês (p<0,001 para ambas), como pode ser 

visto na tabela 5. 

Tabela 5 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas nos grupos 

congelados. 

 

 

 

 

 

* * 
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Dentes 

congelados 

M:M C:M Amida I/Amida III 

1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 

6,18 12,21 0,15 0,09 7,58 3,96 

(1,34) (1,64)* (0,02) (0,01)* (5,67) (1,08) 

p<0,001 p<0,001 p=0,061 

* Indica diferença significativa entre os grupos. 

Com relação ao armazenamento em água deionizada, o grupo avaliado após 

3 meses apresentou valores estatisticamente diferentes para amida I e carbonato 

em relação ao grupo avaliado com 1 mês (p=0,010 e p<0,001, respectivamente), 

conforme pode ser observado no gráfico 4. 

Gráfico 4 – Média e desvio-padrão das áreas integradas de cada componente 

químico analisado nos grupos armazenados em água deionizada. 

 

 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

* 
* 
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Da mesma forma, o grupo armazenado 3 meses em água deionizada 

apresentou valores estatisticamente diferentes para todas as razões analisadas 

quando comparado ao grupo armazenado 1 mês (M:M p=0,004; C:M p<0,001; 

Amida I/Amida III p=0,006), como pode ser visto na tabela 6. 

 

Tabela 6 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas nos grupos 

armazenados em água deionizada. 

 

Água 

deionizada 

M:M C:M Amida I/Amida III 

1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 

6,29 7,89 0,13 0,10 8,78 5,01 

(1,41) (1,70)* (0,02) (0,02)* (3,05) (2,32)* 

p=0,004 p<0,001 p=0,006 

* Indica diferença significativa entre os grupos. 

Já para o armazenamento em saliva artificial, o grupo avaliado após 3 meses 

apresentou valores estatisticamente diferentes somente para o componente químico 

fosfato quando comparado ao grupo avaliado com 1 mês (p<0,001), como pode ser 

observado no gráfico 5. 
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Gráfico 5 – Média e desvio-padrão das áreas integradas de cada componente 

químico analisado nos grupos armazenados em saliva artificial. 

 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 

Analisando-se as razões, o grupo avaliado após 3 meses de armazenamento 

em saliva artificial apresentou valores estatisticamente diferentes para as razões 

M:M e C:M quando comparado ao grupo avaliado após 1 mês (p=0,002 e p<0,001, 

respectivamente), como pode ser visto na tabela 7. 

Tabela 7 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas nos grupos 

armazenados em saliva artificial. 
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Saliva 

artificial 

M:M C:M Amida I/Amida III 

1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 

6,78 9,85 0,12 0,09 7,16 5,75 

(1,62) (1,51)* 0,02 (0,01)* (2,60) (1,66) 

p=0,002 p<0,001 p=0,105 

* Indica diferença significativa entre os grupos. 

Com relação ao armazenamento em água ultrapura, o grupo avaliado após 3 

meses apresentou valores estatisticamente diferentes para todos os componentes 

químicos analisados (amida I, p=0,001; fosfato p<0,001; amida III p<0,001; 

carbonato p<0,001) em relação ao grupo avaliado com 1 mês, conforme pode ser 

observado no gráfico 6. 

 

Gráfico 6 – Média e desvio-padrão das áreas integradas de cada componente 

químico analisado nos grupos armazenados em água ultrapura. 

 

* Indica diferença significativa do grupo experimental em relação ao controle. 
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Da mesma forma, o grupo armazenado 3 meses em água ultrapura 

apresentou valores estatisticamente diferentes para todas as razões analisadas 

quando comparado ao grupo armazenado 1 mês (M:M p=0,004; C:M p<0,001; 

Amida I/Amida III p<0,001), como pode ser visto na tabela 8. 

 

Tabela 8 – Média e desvio-padrão (DP) das razões Fosfato/Amida I (M:M), 

Carbonato/Fosfato (C:M) e Amida I/Amida III analisadas nos grupos 

armazenados em água ultrapura. 

 

Água 

ultrapura 

M:M C:M Amida I/Amida III 

1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 1 mês 3 meses 

2,93 4,68 0,15 0,10 7,69 4,98 

(0,66) (1,51)* (0,01) (0,01)* (1,75) (0,68)* 

p=0,004 p<0,001 p<0,001 

 

 

6. DISCUSSÃO 

A hipótese do estudo foi aceita, diferentes meios e tempos de 

armazenamento alteraram a composição química da dentina, através de 

modificações na parte orgânica e inorgânica desse tecido. Isso se deve ao fato de 

que alguns meios de armazenamento podem interagir com os compostos químicos 

dos tecidos dentais, alterando suas características e propriedades intrínsecas 

(Kantoor et al., 2015).  

A metodologia utilizada nessa pesquisa representa a medida do comprimento 

de onda e intensidade da absorção da luz infravermelha (IR) por uma amostra. A luz 

infravermelha é energética o suficiente para provocar vibrações moleculares em 

níveis mais altos de energia (Cui et al., 2012). Os estados excitados resultam em 

vibrações moleculares (isto é, alongamento, flexão, torção e oscilação fora do plano) 

ocorrendo em números de ondas variáveis (ou frequências) na região IR do espectro 
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da luz (Lopes et al.,2018). O número de ondas de cada pico de absorbância é 

determinado pelas propriedades físico-químicas intrínsecas da molécula 

correspondente. Em particular, o uso do FTIR no modo ATR atrai muita atenção 

devido à bem controlada profundidade de penetração e ao comprimento 

correspondente da luz infravermelha na amostra (Kasarian e Chan, 2013; Griffiths e 

Haseth, 2007). Além disso, uma das vantagens desse método é que ele é uma 

técnica não destrutiva, permitindo o uso da mesma amostra para diferentes 

avaliações (Zieba-Palus e Kunicki, 2006). 

A falta de padronização dos métodos de armazenamento dos dentes 

utilizados em estudos in vitro é um tema relevante. Dependendo da solução de 

armazenamento, novos íons e componentes químicos podem ser incorporados às 

amostras (da Cunha et al., 2017). O conteúdo mineral da dentina consiste 

principalmente em cristais de hidroxiapatita formados por fosfato de cálcio 

(Ca10(PO4)6(OH)2) (Nanci, 2003). Sob diferentes soluções de armazenamento, por 

exemplo, o íon carbonato (CO3) pode ocupar dois locais diferentes na estrutura de 

hidroxiapatita dos dentes: pode substituir grupos hidroxila OH (hidroxiapatita 

carbonatada tipo A) e fosfato (PO4³) (hidroxiapatita carbonatada tipo B) (Sonju e 

Ruyter, 1997; Xu e Wang, 2012). Todos os grupos armazenados 3 meses 

apresentaram diferença para algum componente inorgânico (fosfato ou carbonato) 

em relação ao grupo controle, possivelmente devido à uma troca iônica entre o meio 

e a amostra. Essa substituição iônica pode afetar a cristalinidade e a solubilidade da 

dentina (Rohanizadeh et al., 1999; LeGeros, 1999).O meio de armazenamento água 

ultrapura, mesmo na avaliação de 1 mês, apresentou um menor valor de carbonato 

e fosfato em relação ao controle. Isso significa que menos CO3 foi incorporado à 

estrutura mineral da dentina, o que pode ser explicado pelos conceitos de polaridade 

e solubilidade das soluções. Assim como o CO3, a água ultrapura também é uma 

solução altamente polar; então, essa interação dificulta a adsorção de CO3 na 

hidroxiapatita, que ocorre mais facilmente em soluções menos polares, como as 

soluções de álcool (Lee e Lin, 1997). Além disso, a ausência total de íons na água 

ultrapura aumenta o potencial químico de dissolução do fosfato (Habelitz et al., 

2002). 
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Em termos de variações da matriz orgânica, a região espectral das amidas I e 

III é adequada para o estudo de alterações estruturais em proteínas. A amida I é a 

principal banda de absorção de proteínas e é governada principalmente pelas 

vibrações de alongamento de C=O (70-85%) e C-N (10-20%) (Kirchner, 1997; Wang 

et. Al., 2002). A banda da amida III é detectada de forma reduzida, pois é uma 

banda muito complexa, dependente dos detalhes do campo de força, da natureza 

das cadeias laterais e da ligação de hidrogênio presentes em sua estrutura orgânica 

(Fang e Yang e Wu, 2002). Os valores alterados para amida I das amostras 

armazenadas em saliva artificial após 1 e 3 meses podem ser explicados devido ao 

efeito do tampão eletrolítico que gerou uma reorganização dos componentes 

químicos, alterando a estrutura do colágeno das amostras (Raum et al., 2007). Já as 

alterações detectadas nas amostras armazenadas em água ultrapura após 3 meses 

podem ser justificadas pelo forte processo de dissolução que ocorre nas soluções de 

íons livres (Goodis et al., 1991), levando a uma quebra das ligações químicas que 

alteram a organização estrutural do colágeno (Habelitz et al., 2002). Já para o grupo 

de amostras congeladas e avaliadas após 3 meses, os dados alterados podem ser 

porque, após a extração do dente, podem ocorrer alterações post-mortem que 

modificam o comportamento e as propriedades da dentina (Titley et al., 1998).  

A partir desses resultados, foi possível calcular também razões que ilustram 

as relações entre componentes orgânicos e inorgânicos, trazendo mais informações 

sobre a estrutura do colágeno e da hidroxiapatita. A razão M:M diz respeito à 

quantidade de matriz orgânica em relação à inorgânica (Jiang et al., 2007), a análise 

desse fator demonstrou diferença significativa nas amostras arm azenadas em água 

ultrapura 1 mês, água destilada 3 meses, saliva artificial 3 meses e dentes 

congelados 3 meses, dessa forma, é possível inferir qued o meio de armazenamento 

teve efeito sobre a estrutura dos componentes inorgânicos e orgânicos da dentina 

(Kielbassa et al., 2000; Gonçalves et al., 2014). A razão C:M é importante porque 

mostra o conteúdo mineral de carbonato na hidroxiapatita (Toledano et al., 2015). 

Sendo assim, as amostras armazenadas em água deionizada 1 mês, saliva artificial 

1 mês e todos os grupos armazenados 3 meses demonstraram diferença em relação 

ao controle, portanto infere-se que a hidroxiapatita tenha sofrido alteração em sua 
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estrutura, levando a uma provável mudança nas propriedades mecânicas da 

dentina, por exemplo (Kantoor et al., 2015). 

Ao mesmo passo, a razão amida I/amida III representa a organização do 

colágeno no interior de uma amostra (Toledano et al., 2015). Assim, as amostras 

armazenadas em água destilada 1 mês, solução salina 1 mês, água deionizada 3 

meses, água ultrapura 3 meses e congeladas 3 meses apresentaram valores 

alterados dessa razão, indicando uma desorganização das fibrilas colágenas. Assim, 

trabalhos que utilizem tais meios e tempos de armazenamento e estejam testando 

adesão de materiais à dentina podem ter seus resultados alterados e não fidedignos, 

já que o colágeno das amostras estará desorganizado, podendo implicar em uma 

adesão de menor qualidade (Breschi et al., 2018). 

Analisando estritamente o fator tempo, alguns meios de armazenamento 

apresentaram alterações significativas nos seus componentes químicos após 3 

meses, podendo implicar em diminuição de suas propriedades mecânicas e menor 

resistência à dissolução ácida, por exemplo. Dentre todos os meios de 

armazenamento analisados, a água ultrapura apresentou os valores mais alterados 

comparando-se 1 e 3 meses de armazenamento, provavelmente devido à ausência 

total de íons nesse tipo de água, já mencionada aqui anteriormente (Habelitz et al., 

2002). Opostamente, as amostras armazenadas em solução salina foram as que se 

mantiveram mais estáveis com o decorrer do tempo, acredita-se que esse 

comportamento é justificado pelo fato de ser uma solução não tóxica, além de 

apresentar um pH balanceado (Moazami et al., 2011). 

A ideia do grupo controle com análise imediata foi avaliar as propriedades da 

dentina assim que o dente era extraído da cavidade bucal. Essa situação seria 

considerada ideal em todos os estudos, porém na execução dos trabalhos 

laboratoriais torna-se inviável, visto que as etapas de coleta, seleção e preparo de 

amostras são difíceis de serem executadas em um curto intervalo de tempo. Com 

base nisso e nos resultados do presente trabalho, o grupo de dentes congelados 

após 1 mês foi o que mais se assemelhou da situação ideal quando os dentes são 

analisados imediatamente pós-exodontia, porém não apresentou os mesmos 

resultados após 3 meses de congelamento, o tempo é um fator importante que pode 
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levar à contaminação das amostras, e os túbulos são favoráveis nichos de 

sobrevivência microbiana (Taschieri et al., 2014). Os meios de armazenamento que 

menos alteraram a composição da dentina após 3 meses foram a água destilada e a 

solução salina, que alteraram somente o carbonato. Assim, é importante que novos 

estudos investiguem outros meios e tempos de armazenamento amplamente 

utilizados na literatura, avaliando também suas propriedades mecânicas, 

morfológicas e adesivas, na tentativa de estabelecer o meio de armazenamento 

ideal para amostras dentais em estudos in vitro.  

 

7. CONCLUSÃO 

Diferentes meios e tempos de armazenamento podem alterar as propriedades 

químicas da dentina, alterando suas porções orgânica e inorgânica. A água ultrapura 

mostrou-se como o pior meio de armazenamento para análises envolvendo 

composição química da dentina, independentemente do tempo. Na análise após 1 

mês, o congelamento foi considerado o melhor meio de armazenamento de dentes, 

pois preservou de maneira satisfatória os parâmetros químicos da dentina. Ao 

mesmo passo, após 3 meses a água destilada e a solução salina foram as que 

menos alteraram os componentes químicos da dentina. Nenhum meio de 

armazenamento após 3 meses foi capaz de preservar a composição química da 

dentina igual ao do grupo controle. 
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