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4
MATERIAIS E METODOS

4.1. SELECAO DOS DENTES

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro.

Cinco terceiros molares humanos inclusos extraidos, apresentando coroas e
dpices radiculares intactos e auséncia de cdries, foram obtidos do estoque do
banco de dentes da Disciplina de Endodontia da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro. Optou-se por dentes ndo erupcionados, porque estavam livres de
contato mastigatérios, e por isso a anatomia dos tibulos dentinirios ndo sofreu

alteracOes externas.
4.2. PREPARACAO METALOGRAFICA

Os dentes selecionados foram individualmente embutidos em resina epdxi
(Arazyn 1.0 — Ara Quimica, SP, Brasil), utilizando moldes de silicone, com o
objetivo de permitir o processo de preparagdo das amostras. Cada dente foi
seccionado transversalmente, na juncdo esmalte-dentina, com auxilio de um disco
de diamante (102 mm diametro X 0.3 mm espessura X 12.7 mm didmetro interno
- STRUERS), expondo a superficie dentindria. Este processo encontra-se ilustrado
na Figura 3.

A superficie dentindria de cada amostra foi entdo cuidadosamente
preparada, com auxilio de uma lixadeira (DP-10), utilizando lixas de carbeto de
silicio #500, #800 e #1200 e, em seguida, polidas através da politriz manual
(DPU-10), com pastas de diamante de 6um, 3um e lum. O objetivo dessa
preparacdo metalogréfica foi obter uma superficie plana, lisa, sem arranhdes ou
deformacdes. Além disso, a preparacdo tem como objetivo a criagdo de uma

“smear layer” padronizada.
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—»  corte transversal

—  dente resina epoxi

dentina radicular

—» resina epoxi

Figura 3: llustracao do corte das amostras embutidas em resina ep6xi com exposi¢ao da
dentina do tergo cervical das raizes.

4.3. PARAMETROS EXPERIMENTAIS

A tabela abaixo apresenta os dentes com seus respectivos pardmetros

experimentais.

Tabela 1: Amostras e condigdes experimentais

Rem.| D | Pipeta|
Dente Acidos t(s) Campos | MEV
SL | (mm) | (10ul)

60,180, | 16, 16,
CALl | Nio | 1.47 | Nio | EDTA Nio
3 300 16
23
£5 15,30,60, | 12, 12,
S & | CAL2 | Sim | 0.84 | Nio | EDTA Sim
E£= 180,300 12
23S
= 15,30,60, | 15,20,
A CAL3 | Sim | 0.84 | Sim | EDTA Sim
180,300 15
EDTA
15,30,60, | 12,12,
» » | COMP1 | Sim | 0.84 | Sim | MTAD Sim
e 180,300 12
g = HEBP
S
5 & EDTA
& £ 15,30,60, | 12,12,
B S | COMP2 | Sim | 0.84 | Sim | MTAD Sim
180,300 16
HEBP

Rem. SL — Remogdo Smear Layer, D — Didmetro dos Furos,

t — tempo experimental, Campos — niimero de campos de MCL.

As diversas colunas da tabela sao detalhadas a seguir.
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4.3.1. REMOGCAO DO SMEAR LAYER

No Dente CALI, foi feito o ataque da superficie apds o preparo
metalogrifico. Porém, nos dentes seguintes, optou-se em fazer uma remog¢ao
prévia da “smear layer”. Com isso tem-se uma superficie mais homogénea se
tratando de didmetros dos tdbulos e quantidade de fon Caélcio, e portanto
padroniza-se as regides que serdo atacadas.

Para a remocgdo da “smear layer”, foi realizado um ataque com EDTA 17%
(Férmula & Agdo - Laboratério Farmacéutico — S.P.) por 10s, lavagem com
Hipoclorito de S6dio 5% (Iodontosul) por 20s, e banho de ultra som com dgua

destilada por 20m.

4.3.2. DIAMETRO DOS FUROS

Com o objetivo de comparar o efeito das substincias quelantes, e levando
em conta a grande variabilidade da superficie dentindria, optou-se por uma
configuragdo experimental em na qual 3 substincias sdo aplicadas a regides
préximas de um mesmo dente. Para isso, pequenas regides circulares foram
delimitadas através de uma fita adesiva (Scotch, 3M) colada a superficie do dente.

Através de uma pinga perfuradora (Figura 4) utilizada para perfurar dique
de borracha na endodontia, foram feitos 3 furos na fita adesiva, e esta colada sobre
a superficie dentindria. Para cada seqiiéncia experimental correspondente a um
dado 4cido, dois dos furos eram vedados com uma segunda camada de fita
adesiva, deixando apenas um furo circular exposto a a¢do da substancia. O mesmo
procedimento era repetido para as outras duas substancias quelantes, alternando o

furo exposto e os furos vedados.
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Figura 4: Pinga perfuradora com diferentes diametros

Utilizaram-se dois didmetros. O didmetro de 1,47 mm foi utilizado no Dente
CAL1 em que os furos também estavam mais afastados entre si. Vide Figura 5.
Nestas condicdes foi identificada grande variabilidade na resposta das 3 regides de
dentina, como veremos posteriormente. Assim, para o0s experimentos
subseqiientes, reduziu-se o didmetro para 0,84 mm e aproximou-se os furos de

forma a reduzir a diferenca entre as regides avaliadas. Vide Figura 6.

Figura 5: Furos grandes e afastados
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Figura 6: Furos pequenos e proximos

4.3.3. USO DA PIPETA

Em dois experimentos o ataque 4cido foi realizado com um ‘“‘conta-gotas”.
Mas observou-se que deve ser padronizado a quantidade de 4cido utilizado no
ataque, e que esse volume deveria ser o menor possivel (apenas cobrindo o
diametro do furo). Para isso foi utilizada uma micro-pipeta automadtica (GILSON)

com o volume del0ul.
4.3.4. APLICACAO DOS ACIDOS E TEMPOS EXPERIMENTAIS

Experimentos de calibracdo para otimizar as condi¢cdes experimentais
descritas acima foram realizados com um tinico dcido, EDTA, escolhido por ser o
mais utilizado e com efeitos mais conhecidos.

Em seguida, foram realizados experimentos para comparar o efeito de 3
substancias: MTAD, HEBP e EDTA.

No primeiro experimento percebeu-se que poderia ser importante aumentar
o nimero de tempos experimentais. Isto permitiria ndo somente acompanhar
melhor a evolu¢do das alteracdes microestruturais por Microscopia Co-
Localizada, mas também reduzir a chance de saturacdo da camada de liquido
quelante através de uma renovagdo mais freqiiente da substincia. Optou-se por

realizar os ataques dcidos em 5 tempos (15s, 30s, 60s, 180s, 300s).
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4.3.5. NUMERO DE CAMPOS PARA MICROSCOPIA CO-
LOCALIZADA

A técnica de Microscopia Co-Localizada, que serd detalhada na Secdo 4.4,
implica na captura de diversas imagens (campos) em posicoes diferentes da regiao
analisada. Em cada experimento, busca-se maximizar o ndmero de campos
capturados. Este niimero € fungdo de diversos parametros, a saber:

e Do tamanho da regido analisada - que depende do didmetro do furo

utilizado,

eDo tamanho de cada campo - que depende da magnificacio do

microscopio e do tamanho do sensor da cimera, e

e De eventuais defeitos de superficie (residuos, arranhdes, etc.) que

impecam a andlise de certos campos.

Assim, como mostrado na Tabela 1, o niimero de campos variou entre 12 e

20.

4.3.6. OABTEN(}AO DE IMAGENS DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Na Microscopia Eletronica de Varredura obteve-se uma caracterizacao
qualitativa da superficie. Como no Dente CAL1, observou-se que algumas
mudancas deveriam ser feitas na técnica experimental, optamos em nao fazer

imagens de M.E.V. neste primeiro dente.

4.4. MICROSCOPIA OPTICA DIGITAL CO-LOCALIZADA

Os experimentos foram realizados em um microscépio dptico motorizado
Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss, Hallbergmoos, Germany). Uma lente objetiva
Epiplan 100X HD (Carl Zeiss) foi utilizada acoplada a uma camera digital
(Axiocam HR, Carl Zeiss Vision) de 1300 x 1030 pixels, resultando em uma
magnificacdo total de aproximadamente 1000x, e uma resolugdo de 0,1 pm/pixel

(Figura 7).
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Figura 7: Laboratério de Microscopia Digital (DCMM PUC-Rio)

Uma amostra de dentina foi inserida em um recipiente desenvolvido para
permitir a aplicacdo das solugdes quelantes, sem necessidade de remover a

amostra do microscopio (Figura 8)

Conjunto
(amostra+ recipiente)

amostra

recipiente
para ataque
acido

Figura 8: llustragao do recipiente utilizado para o ataque acido sem remover a amostra
do microscoépio.
O conjunto foi posicionado no estdgio motorizado do microscépio, o que
permitiu a realizacdo da seguinte seqiiéncia, controlada por uma rotina especial

implementada no software Axiovision (Version 4.5, Carl Zeiss):
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a) Uma amostra de referéncia de dentina (tempo = 0 s), inserida no
recipiente, foi posicionada no microscépio e colocada em foco. Um procedimento
de automagdo interativo permitiu ao operador selecionar uma 4rea de interesse na
amostra e ao sistema capturar automaticamente uma colecdo de aproximadamente
12 imagens de campos, em diferentes posi¢cdes dos eixos x-y, cobrindo toda a
regifo.

b) O eixo motorizado z do microscépio foi utilizado para abaixar o conjunto
para uma posicdo de seguranga, longe das lentes objetivas, minimizando o risco
de dano aos componentes do microscopio.

c) 10ul da solucdo quelante selecionada foi aplicada, com auxilio de uma
micro-pipeta, € permaneceu em contato com a superficie da amostra por 15 s
quando o processo foi interrompido com 3 ml de dgua ultra purificada. A amostra
foi seca com jatos de ar e, através do eixo motorizado z, retornou
automaticamente para o foco.

d) Todo o liquido contido no recipiente (dcido + dgua) foi aspirado através
de uma seringa e colocado em um tubo calibrado, para medida da massa de Célcio
quelado, obtida por Espectroscopia de Absor¢do Atdmica.

e) Os mesmos campos capturados no passo (a) foram novamente
capturados, com reprodutibilidade das posi¢des x-y e autofoco, permitindo a
observagdo do efeito desmineralizante através de toda a regido de andlise.

f) Para cada campo, uma rotina de andlise de imagens discriminou
automaticamente os tibulos dentindrios abertos e mediu diversos pardmetros de
forma e tamanho, permitindo assim a quantificacdo do processo de
desmineralizagdo (detalhes na se¢do seguinte).

f) Os passos (b) até (f) foram repetidos para diversos tempos cumulativos de
desmineralizagao (30, 60, 180 e 300 s) revelando a completa evolugdo através do

tempo, do efeito da solucdo quelante na superficie dentindria
4.5. PROCESSAMENTO E ANALISE DIGITAL DE IMAGENS (PADI)

A seqliéncia tipica de processamento e andlise de imagem envolve as etapas
de pré-processamento, segmentagdo, pos-processamento € extragdo de atributos
(Paciornik et al. 2003). Todas as etapas foram implementadas em uma rotina

macro no software KS400 (versao 3.0, Carl Zeiss).
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A etapa de pré-processamento envolve operagdes que visam a correg¢do de
defeitos bésicos da aquisi¢do de imagem, como iluminacdo irregular, contraste
insuficiente, ruido etc. No presente experimento, usamos o filtro passa-alta, para
corrigir a iluminagdo irregular e realgar as bordas.

A etapa de segmentagdo visa discriminar os objetos desejados do fundo.
Diversos métodos de segmentacdo sdo descritos na literatura (Cocquerez &
Philipp, 1995), mas ndo existe uma regra geral que determine o melhor método
para uma certa colecio de imagens. No presente experimento, usamos uma
limiarizacdo manual e determinamos que faixa de tons, entre 0 e 255 pixels
iremos incluir, ou seja, delimitando as bordas dos tibulos que foram abertos.

O pds-processamento dessas imagens bindrias foi necessdrio para tratar
alguns artefatos tipicos da etapa de segmentacdo. Inicialmente, regides brancas
muito pequenas, que ndo correspondem realmente a tibulos, foram descartadas.
Determinamos também, o tamanho minimo e maximo dos objetos que serdo
mantidos. Outro problema foi a unido de tibulos vizinhos, um efeito que aumenta
conforme a evolucdo do processo de desmineralizacdo. Isso pode levar a uma
medi¢do incorreta de nimero de tdbulos, tamanho e forma. A corre¢do requer a
utilizagdo de um operador morfologico divisor de dguas bem conhecido que
localiza as fronteiras entre os objetos que se tocam (Beucher, 1992). Esse método
requer etapas prévias para evitar a criacdo de falsas fronteiras (Russ, 1992). O
comando close é uma combinacdo de operacdes. Primeiramente ocorre uma
dilatagdo dos pixels brancos, onde buracos pequenos ou separagdes somem,
criando tdbulos com contornos mais uniformes. Em seguida, os espacos vazios
(preto) dentro dos tibulos sdo preenchidos pelo comando fill. Depois desses
passos, as fronteiras sdo criadas, e a combinacdo dessa imagem com a imagem
original segmentada, ¢ realizada.

Uma vez que as imagens tenham sido corretamente segmentadas e pOs-
processadas para a discrimina¢do de tibulos com seus verdadeiros nimeros,
tamanho e forma, segue-se para etapa de extracdo de atributos, na qual diversos
pardmetros microestruturais sao medidos.

Pardametros de campo se referem a cada imagem como um todo. Para esse
tipo de andlise mediu-se a fragdo de drea tubular (%), que se refere ao percentual

da drea de cada campo ocupada pelos tibulos dentindrios (Figura 9).
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Figura 9: Desenho esquematico ilustrando a regiao de analise da amostra de dentina e

0s campos capturados automaticamente pelo sistema.
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4.6. ABSORCAO ATOMICA DE CALCIO

A andlise de célcio por espectrometria de Absor¢do Atdmica com chama, foi
realizada no aparelho ContrAA 300 (Analytik Jena), situado no Laboratério de
Quimica Analitica do Depto. de Quimica da PUC-Rio. A leitura foi feita através

do software do préprio fabricante. A seqiiéncia experimental € descrita a seguir:

1. Prepara-se solucdes padrio de concentragdes 2, 4, 6, 8 e 10 mg.L", as

quais serdo utilizadas para a realizag@o da curva de calibracao.

2. Leitura das solugdes padrdo em aparelho de Espectrometria de Absorcao
Atomica com chama de 6xido nitroso/acetileno, construindo correlacdo gréfica
entre os valores conhecidos de concentracdo e os respectivos sinais de

absorbancia. Obtém-se a equacao linear desta correlagéo.

3. Leitura das amostras € do branco de amostras. As absorbancias das
amostras sofrem desconto do valor de absorbancia do branco e o calculo de

concentracdo € efetuado com o auxilio da equacio obtida no item 2.

4. Caso alguma das amostras obtiver valor de absorbéncia superior ao
ultimo ponto da curva de calibracgio, realizam-se diluicdes coerentes. Caso isto
ocorra, o fator de dilui¢do deve ser considerado no célculo da concentragdo de

amostras.
4.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Microscopia Eletronica de Varredura foi utilizada como técnica
complementar a fim de extrair caracteristicas qualitativas da superficie. O modo
de Elétrons Secunddrios (SE) foi utilizado para se obter informagdes de relevo da
dentina. Enquanto que o modo de Elétrons Retro Espalhados (BSE) foi utilizado
para visualizacdo da abertura dos tibulos, obtendo informagdes de contraste da

superficie dentindria.
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