Figura 8. A — corte com a espessura de 1,0mm para a obtengéo das barras

BPP; B — cortes finais para a obtengao das barras.

E finalmente para a confecgdo das barras radiculares foram
escolhidas 10 raizes aleatoriamente, e estas foram fixadas em placas acrilicas
com godiva, € 0 primyeiro corte serviu para descartar a parte convexa da raiz,
deixando-a com uma superficie lateral plana. O segundo corte foi realizado
com uma espessura de 0,4mm para a obtencdo de uma fatia radicular, e esta
foi fixada novamente na placa para realizacao dos cortes finais e finalmente se
ter uma barra com as mesmas caracteristicas das BPA em relacdo a
orientacao dos tubulos (Figura 9).

Figura 9. corte para a obtengio das barras BRA com a dire¢éo dos tubulos

paralela ao carregamento.
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Como o tamanho dos dentes ndao permite a obtencdo de amostras
com as dimensdes propostas pela ISO 178 (2001), as mesmas foram reduzidas
em uma escala de 1:10 dos valores especificados, porém observando-se as
proporgcdes recomendadas entre comprimento, espessura e largura (permissao
prototipo/modelo constada nas normas da ISO) . As barras foram cuidadosa e
manualmente desgastadas (Figura 10.A) usando lixas de carbeto de silicio de
granulagdo 600, 1000 e 1200 (Norton, S&o Paulo, Brasil) sob umidade
constante (Figura 10.B) para se obter as dimensoes finais das barras de 8+0,2
mm de comprimento (), 0,4+£0,02 mm de espessura (h) e 1,0£0,02 mm de
largura (b) (Figura 10.C) e para uniformizar a superficie e eliminar
irregularidades que pudessem interferir nos resultados (Kinney et al., 20083;
Yasuda et al, 2007). As medidas foram conferidas com paquimetro digital

(Mitutoyo, Téquio, Japao) foram anotadas em uma tabela (Figura 11.A e B).

Figura 10. A — lixas de carbeto de silicio com granulagdes 600, 1000 e 1200;

B — refinamento manual das barras; C — barras acabadas.
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Figura 11. A e B — controle das medidas finais das amostras com paquimetro

digital.

4.5 Ensaio de resisténcia a flexao por 3 pontos

As barras foram identificadas quanto a origem e localizacao,
armazenadas por 1 semana em HBSS (Habelitz et al., 2002) (Figura 12.A),
analisadas em lupa estereoscépica (Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha)
(Figura 12.B) para deteccao de trincas ou defeitos, e submetidas ao teste de
flexao de 3 pontos em maquina de ensaio mecanico (EMIC 2000 DL, Sao José
dos Pinhais, PR, Brasil) (Figura 13) com velocidade de 0,5 mm/min, conforme
especificacdes da ISO 178 (Figura 14). A resisténcia a flexdo (RF) e o médulo
flexural (MF) foram calculados em MPa e GPa, respectivamente, pelas
formulas of = 3FL/2bh? e Ei = FL3/4ALbh® onde F é a forca aplicada em
Newtons, L € a distancia entre os pontos de apoio (6 mm),b é alargurae h é a
espessura em mm. A rigidez (R) foi calculada em N/mm pela férmula K = F/AL,
onde F € a forca aplicada em Newtons e AL € a deflexdo expressa em mm. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica por meio dos testes
de Friedman e Mann Whitney usando os programas SAS (Institute Inc., Cary,
NC, USA, Release 9.1, 2003) e Bioestat Bioestat 4.0 statistical program
(Mamiraua Maintainable Development Institute, Belém, Para, Brazil, 2005) ao
nivel de significAncia com 5%.
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Figura 12. A —armazenagem das amostras em ependorfes contendo HBSS;

B —lupa estereoscopica com aumento de 40X.

Resisténcia Flexural de 3 pontos

Célula de carga de 50 Kgf, vel. 0,5 mm/min

Figura 13. A — realizagéo do teste de resisténcia flexural de trés pontos

40



]
'

Figura 14. teste de flexdo de trés pontos, (1)espécime, (F)forca aplicada,
(R1) raio da ponta aplicadora, (R2) raio do suporte, (h) espessura do espécime,
(Ilcomprimento do espécime, (L) distancia entre os suportes.

4.6 Caracterizacao das amostras em  Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram fixadas em “stubs” de aluminio com o uso de fita
dupla-face de carbono (Figura 15). Os espécimes foram tratados com
hipoclorito de sédio a 1% durante 1min, lavados em agua destilada em banhos
no ultrassom durante 3 min, tratados com EDTA 17% durante 5 min, lavados
novamente com agua destilada em banhos no ultrassom durante 3 min (Figura
16). Entdo as amostras foram submetidas ao processo de secagem em silica
durante uma noite (Figura 17), metalizadas com ouro (MED 010, Balzers,
Balzer, Leichtenstein) (Figura 18) e examinadas sob um microscépio eletrénico
de varredura (LEO 435 VP, Carl Zeiss, Jena, Germany) (Figura 19). As areas
representativas dos lados testados foram registradas em ampliagcbes de 100-
2500X.
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Figura 16. tratamento das amostras para a remogéo da “smear-layer”.
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Figura 17.secagem em silica por 24 horas.

metalizadora

Figura 18.metalizagéo da amostra com ouro.
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Figura 19.microscépio eletronico de varredura (Kitajima, NAP/Esalg-USP).

4.7 Avaliacao das densidades (Image Tools)

A densidade tubular e a densidade da area tubular foram calculadas
usando um processador de imagens e programa de analise (ImageTool 3.0 -
The University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX) o qual inclui
funcdes dimensionais (distancia, angulo, perimetro, area) e medidas de escala
de cinza (ponto, linha e histograma de area com estatistica). Este programa é
compativel com o Windows até 2008. A precisdo das medidas foi de 0.01mm
(Figura 20).
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Figura 20. Software Image Tools (Windows 98).
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5.RESULTADOS

Como os dados ndo apresentaram distribuicdo normal foram
utilizados a mediana, valor minimo e valor maximo para cada propriedade
(Tabelas 1, 2 e 3). Os testes de Friedman e Mann Whitney foram aplicados
para comparar as medidas de cada propriedade na mesma espécie e entre as
espécies utilizando os programas estatisticos SAS (Institute Inc., Cary, NC,
USA, Release 9.1, 2003) e Bioestat 4.0 (Mamiraua Maintainable Development
Institute, Belém, Para, Brazil, 2005) ao nivel de significancia (a) de 5%, e o0s
resultados sdo mostrados na Tabela 4. Para a dentina humana houve diferenca
significante somente da resisténcia flexural de HRA em relagdo a HPP
(HRA>HPP). Para a dentina bovina houve diferenga significante de BRA em
relacdo a BPA e BPP (BRA>BPA=BPP) nas 3 propriedades avaliadas. Na
comparacao entre as espécies as 3 propriedades (RF, MF e R) da dentina
humana foram superiores a bovina em PA (HPA>BPA) e PP (HPP>BPP).
Contrariamente, as 3 propriedades (RF, MF e R) das dentinas bovinas foram

superiores a humana em RA (BRA>HRA).

Tabela 1. Mediana, valor minimo e valor maximo para PA (barras com

orientacdo dos tubulos paralela a direcdo da carga).

Medidas Dente Humano Dente Bovino

R Flexural (MPa) 194,26 (78,63; 237,6) 89,84 (65,29; 119,39)
M Flexural (MPa) 3,77 (1,12; 1,45) 2,12(1,05; 4,48)
Rigidez (N/mm) 3,95 (1,32; 13,06) 2,43 (1,21; 5,41)
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Tabela 2. Mediana, valor minimo e valor maximo para PP (barras com

orientacdo dos tubulos perpendicular a dire¢éo da carga).

Medidas Dente Humano Dente Bovino

R Flexural (MPa) 152,86 (136,08; 235,58) 85,32 (61,24; 132,22)
M Flexural (MPa)  2,53(1,25; 6,78) 1,26 (6,73; 5,25)
Rigidez (N/mm) 3,02 (1,57; 8,48) 1,82 (0,72; 5,22)

Tabela 3. Mediana, valor minimo e valor maximo para RA (barras de dentina

radicular).

Medidas Dente Humano Dente Bovino

R Flexural (MPa) 224,86 (189,08; 380,07) 350,17 (230,46; 389,66)
M Flexural (MPa) 3,76 (3,07; 5,52) 6,38 (4,02; 1,27)
Rigidez (N/mm) 4,30 (2,68; 9,23) 7.56 (4,77; 14,05)

Tabela 4. Analise comparativa das propriedades elasticas da dentina humana

e bovina.

Resisténcia Flexural (MPa) | Médulo Flexural (MPa) | Rigidez (N/mm)

PA PP RA PA_[PP_ [RA PA_[PP_[RA

HUMANA | 194,26ABa | 152,86Ba | 224,86Ab | 3,77Aa | 2,53Aa | 3,76Ab 3,95Aa | 3,02Aa | 4,30Ab

BOVINA | 89,84Bb 85,32Bb 350,17Aa | 2,12Bb | 1,26Bb | 6,38Aa 2,43Bb | 1,82Bb | 7,56Aa

Medianas seguidas de letras distintas diferem entre si (maiusculas na
horizontal, comparando medidas dentro de cada propriedade, e minusculas na
vertical comparando medidas entre as espécies). PA- dentina coronaria com
tubulos paralelos a aplicacdo da carga; PP- dentina coronaria com tubulos
perpendiculares a aplicacao da carga; RA- dentina radicular.
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A partir da andlise das MEV e do uso do programa Image Tools foi observado
que os valores de densidade tubular foram: BRA (46.875 tubulos/mm?2); BPA
(21.412 tubulos /mm?2); HPA(18.518 tubulos/mm?2); HRA (17.340 tubulos/mma2).
As éareas de densidade tubular foram: BPA 16,5%; BRA 14,1%; HPA 11,6% e
HRA 3,95%.
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6.Discussao

A dentina atua como uma base elastica para o esmalte que é um tecido
duro, e protege a polpa que fica enclausurada no seu interior. Os tubulos
dentinarios formam uma rede que parte da polpa em direcdo a juncéo
amelodentinaria de forma radial, atravessando toda a extensdo da dentina.
Tanto a densidade tubular quanto o didmetro dos tubulos diminuem com o
aumento da distancia da polpa. A dentina peritubular se apresenta como uma
bainha altamente mineralizada composta de apatita mineral que envolve os
tubulos. A dentina intertubular ocupa o espaco intersticial entre as bainhas de
dentina peritubular e € composta por uma rede de fibrilas colagenas reforcada
por cristais de apatita. As fibrilas colagenas sao dispostas em planos
essencialmente perpendiculares a direcao dos tubulos (Marshall et al., 1997).

Devido a diferencas na composicdo e nas propriedades de seus
constituintes, a dentina apresenta uma relacdo tensao/deformagdo nao
homogénea e anisotropica (Huo, 2005). Desta forma, as suas propriedades
mecanicas sao de fundamental importdncia na compreensdo do
comportamento mecéanico do dente quando submetido a cargas mastigatorias.
Além disso, as propriedades mecéanicas da dentina podem ser influenciadas
pela area investigada (Plotino et. al, 2007), pela orientacdo dos tubulos (Kinney
et. al, 2003; Rasmussen et al., 1976; lwamoto & Ruse, 2003; Kinney et. al,
2004), pela densidade tubular (Kinney et al, 2003) e pela idade (Arola &
Reprogel, 2005). Embora haja semelhanga estrutural da dentina bovina em
relacdo a humana (Schilke et al., 2000) e os dentes bovinos tenham sido muito
utilizados como substitutos dos dentes humanos em testes laboratoriais, essas
variagdes deveriam ser consideradas, ja que existem questionamentos quanto
a aplicacdo dos resultados dos dentes bovinos aos dentes humanos, em

situagdes clinicas (Arola & Reprogel, 2005).

No presente trabalho as hipéteses nulas de igualdade nas propriedades

flexurais entre dentes humanos e bovinos e da nao influéncia da localizacéo da
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dentina investigada naquelas propriedades foram rejeitadas. Porém, foi aceita a
hipétese nula da ndo influéncia da orientagdo dos tubulos dentinérios.

Diferenga no grau de crescimento da trinca na dentina humana e bovina
pode ser sugerida devido a diferenca estrutural que contribui para o0 mecanismo
de extensdo da trinca sob carregamento ciclico (Arola et al., 2005) o que leva a
padrbes diferentes de fratura (Figura 21.A, B e C). A dentina coronéria bovina
possui numero de tubulos semelhantes a dentina coronaria humana por mmz2, e
apresenta um maior didmetro dos tubulos em relacdo a humana (Schilke et al.,
2000) (Figura 22.A e B). Kinney et al. 2003, relata que os tubulos dentinarios
com sua dentina peritubular circundante agem como fibras, promovendo
reforco para a dentina intertubular. Isto implicaria dizer que quanto mais
tubulos, maior a resisténcia, porém é percebido que quanto mais tubulos,
menor a resisténcia flexural. Em contrapartida, Rasmunsen et al., 1976 disse
que a adesdo da dentina peritubular foi insuficiente para que o tdbulo se

comportasse como uma unidade integral (uma fibra) com respeito a fratura

paralela.

Figura 21. diferengas no padrdo de fratura das dentinas BPA(A), HPA(B) e
BRA(C).
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Figura 22. Comparagdo das densidades tubulares das dentinas BPA (A) e

HPA (B).

O mobdulo de elasticidade aumenta proporcionalmente ao volume
percentual de minerais (Kinney et al., 2003) e é evidente que o0 espago vazio no
limen dos tubulos ndo contribui para a resisténcia da dentina (Giannini et al.,
2004). Desta forma a relativa maior quantidade de é&rea sélida da dentina
coronaria humana, explica os resultados superiores das propriedades flexurais
(RF, MF e R) em relacdo a dentina coronéaria bovina. No caso da dentina
radicular bovina, além de ser considerada a estrutura que apresenta maior
numero de tubulos dentinarios por mm?2 através de espectroscopia de varredura
(Schlilke et al., 2000) e ser a Unica que mantém a densidade tubular tanto no
nivel médio quanto no nivel profundo, mostrou-se ser a estrutura com maior
valor das propriedades flexurais (RF, MF e R) (Figura 23). Este fato pode ser
explicado devido a constituicdo estrutural da dentina radicular, que além de
possuir um contetdo mineral menor do que o da dentina coronaria (Nakano et
al.,1999), possui as fibrilas colagenas em maior quantidade e diametro
(Marchet et al., 1992).
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Figura 23. Dentina radicular bovina.

Quanto ao fator estrutural da dentina nas propriedades mecanicas,
a orientacdo das fibrilas colagenas parece ser mais relevante do que a
hidroxiapatita (Inoue, 1997; Arola & Reprogel, 2006). Miguez et al., 2004
avaliou que a matriz coladgena contribuiu na resisténcia a tracao de 25 a 30%
na dentina radicular humana e 11 a 12% na dentina coronaria humana, e que
existem mais ligagdes cruzadas entre as fibrilas na dentina radicular do que na
coronaria, mesmo que nao haja diferenca significativa no contetudo do colageno
destas duas areas. Este fato provavelmente se deve ao esforco que é
requerido as raizes, devendo estas apresentar uma maior tenacidade a fratura.
Diante disto pode-se supor que as mesmas caracteristicas podem ocorrer nas
raizes bovinas, porém em maior escala devido a maior carga mastigatoria
recebida por estas estruturas, justificando assim os resultados encontrados
nesse trabalho.
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Pouco tem sido relatado na comparacdao da dentina radicular
humana e bovina. Para que se possa aplicar os achados a dentina radicular
humana, mais trabalhos avaliando a composicdo quimica e estrutural das
dentinas radiculares deveriam ser feitos (Soares et al.,, 2007). O uso de altos
valores das propriedades flexurais obtidos com a dentina radicular bovina, para
as raizes humanas, poderia trazer uma falsa idéia de resisténcia da raiz
humana, o que acarretaria falhas catastréficas nos tratamentos conseguintes

destas raizes.

Arola & Reprogel 2006, relatam que a orientagdo dos tubulos
dentinarios esta mais relacionada com a resisténcia a tracao e ao cisalhamento
do que com o mddulo de elasticidade da dentina, e que a diferenca de modulo
(anisotropia) pode estar mais ligada a participacao das fibrilas coldgenas. A
nao influéncia da orientagdo dos tubulos ocorreu provavelmente porque a
direcao de aplicacédo da forca nos dois casos foi perpendicular a orientacao das
camadas das redes de fibrilas colagenas. Este tipo de fratura é apresentado no
trabalho de Arola & Reprogel, 2005, onde as trincas se iniciam nas
irregularidades da superficie, geralmente no lado da barra que sofre tracao, e
percorre a extensao da dentina no sentido perpendicular a orientacdo das
camadas de fibrilas coldgenas e paralelas a orientagcdo dos tubulos entre a
dentina peritubular e intertubular. Neste tipo de fratura ha a necessidade do
rompimento da rede de colageno e esta tem uma alta resisténcia a fratura
(Rasmussen et al., 1976).

O fato da resisténcia flexural da dentina radicular humana ser
significativamente maior que a resisténcia da dentina coronaria com a
orientacdo dos tubulos perpendicular ao carregamento se da provavelmente
devido ao alinhamento aproximadamente paralelo dos tubulos na dentina
radicular e a relativa manutencao do seu didametro no longo eixo (Huo, 2005),
proporcionando assim uma maior homogeneidade na distribuicdo das dentinas
peri e intertubular e na orientacéo dos tubulos dentinarios. As barras de dentina
coronaria com a orientacdo dos tubulos paralelos possuem a mesma

caracteristica de homogeneidade da dentina radicular, principalmente porque o
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longo eixo dos tdbulos atravessa a espessura da barras que € o lado mais
delgado. Ja nas barras de dentina coronaria com a orientagdo dos tubulos
perpendicular ao carregamento, o longo eixo dos tubulos atravessa a largura
da barra, que é maior que a espessura, de maneira menos alinhada devido a
sua orientacdo radial na dentina coronaria (Huo, 2005) e a barra agrega parte
da dentina profunda que possui uma maior densidade tubular.

A respeito do modulo flexural que é definido como a flexibilidade
de uma amostra (Grande et al., 2007) e da rigidez, a diferenca na localizacédo
da dentina humana nao mostrou diferencas estatisticas nas propriedades
flexurais. A diferenga nos resultados das propriedades flexurais (RF, MF e R)
da dentina bovina quanto a localizacdo, com maiores valores na regiao
radicular, provavelmente se deve a diferenga estrutural da dentina coronaria e

radicular.

Dentre as limitacbes desse trabalho estd o fato de nédo se
conseguir avaliar a direcdo dos tubulos na dentina coronaria de forma
verdadeira, pois é inviavel confeccionar uma barra de dentina pura em dentes
humanos, com a orientagdo dos tubulos paralela ao comprimento da barra
(8mm) para o teste de resisténcia flexural. Outras limitacées foram a dificuldade
de se estabelecer uma comparacéo entre as idades dos dentes humanos e
bovinos de forma proporcional, a disposicdo dos tubulos nas areas de coletas
das barras coronarias, ou seja, na incisal de dentes bovinos e na oclusal de
dentes humanos, o uso de dentes incisivos unirradiculares e de molares
multirradiculares que apresentam funcgdes diferentes e a nao realizagdo dos

testes em umidade absoluta e com temperatura ambiente controlada.
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CONCLUSAO
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Conclusao

De acordo com os resultados deste estudo podemos concluir que:

Ha uma diferenca significativa entre as propriedades flexurais de dentes
humanos e bovinos, com valores maiores para a dentina humana
coronaria, sugerindo que valores obtidos com dentes de uma espécie

nao devem ser utilizados para outra espécie;

A dentina radicular bovina apresentou resultados estatisticamente
superiores a humana nas 3 propriedades avaliadas;

. A localizacdo da dentina parece ter influéncia nas propriedadesflexurais

devido a caracteristica heterogénea da dentina;

A orientagdo dos tubulos dentinarios pareceu nao ter influéncia nas

propriedades avaliadas, independente da espécie.
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