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EPIGRAFE




Tocando em frente

Ando devagar porque ja tive pressa, e levo esse sorriso porque ja chorei demais.
Hoje me sinto mais forte, mais feliz, quem sabe? Eu s6 levo a certeza de que muito
poucCo eu Sei... ... de que nada sei;

Conhecer as manhas e as manhas, o sabor das massas e das magas. E preciso
amor pra poder pulsar, é preciso paz pra poder sorrir, E preciso chuva para florir;

Penso que cumprir a vida, seja simplesmente compreender a marcha e ir tocando
em frente, como um velho boiadeiro levando a boiada, Eu vou tocando os dias pela
longa estrada eu vou...Estrada eu sou

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora. Um dia a gente chega, no outro vai
embora... ... Cada um de n6s compde a sua histéria... ... e cada ser em si carrega o
dom de ser capaz... ... De ser feliz.

Almir Sater e Renato Teixeiraira
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo verificar se o processo de conservagdo de
espécimes anatébmicos em solugdo aquosa de formalina a 10% altera a densidade
radiografica dos tecidos, bem como se ha modificacdo da dosagem de célcio durante
a fixacdo. Para tanto, 20 hemicabecas, 20 membros pélvicos e 20 conjuntos
radio/ulna de coelhos foram distribuidos cada um em um recipiente contendo um dos
seguintes fixadores: solucdo aquosa de formalina a 10% e solucdo aquosa de
formalina a 10% com tampéo-fosfato (FTFA). As pecas foram radiografadas em
cinco tempos diferentes: antes de serem acondicionadas nas solucées fixadoras
(tempo zero) e um, 15, 30 e 90 dias apds. As radiografias foram digitalizadas e
analisadas por meio do programa ImageTool®, em regides pré-estabelecidas.
Amostras das substancias fixadoras foram submetidas a espectrofotometria para a
verificacdo e dosagem da concentracdo de calcio, antes da fixacdo e 90 dias apés.
Nao houve diferenga significativa da densidade radiografica entre os espécimes
acondicionados em solucdo de formalina a 10% e formalina a 10% com tampéo-
fosfato. A densidade radiografica do tecido ésseo diminuiu significativamente com o
passar do tempo em ambas as solugdes fixadoras. Isto nos permite concluir que
ocorre um processo progressivo de desmineralizacdo. Em relacdo ao tecido mole
nao foi evidenciado efeito algum sobre a densidade radiografica nos diferentes
tempos de analise. Aos noventa dias verificou-se a presenca de calcio em ambas
solucdes fixadoras, sendo que a maior concentracao ocorreu no grupo da Formalina
a 10%.

Palavras-chave: Desmineralizacdo. Tecido Osseo. Formaldeido. Radiografia.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determine if the process of preserving anatomic
specimens in aqueous 10% formalin alters the radiographic density of tissues, and if
fixation causes changes in tissue calcium levels as well. Twenty hemi-heads, 20
hindlimbs and 20 radius/ulna bones of rabbits were distributed individually in
containers with one of the following aqueous fixatives: 10% formalin and 10%
phosphate-buffered formalin (FTFA). The specimens were radiographed at five
different times: before being added to fixative solutions (time zero) and after 1, 15, 30
and 90 days in fixative. The radiographs were digitized and analyzed using the
ImageTool® program in pre-established regions. Samples of the fixatives were
submitted to spectrophotometry to measure the concentration of calcium, before
fixation and 90 days afterward. There was no significant difference in radiographic
density between the specimens fixed in 10% formalin versus 10% phosphate
buffered formalin. Radiographic density did decrease significantly with time in both
fixatives. It can therefore be concluded that a progressive process of demineralization
occurs in formalin. With regard to soft tissues, there was no evidence of any effect on
radiographic density for the different time periods examined. At 90 days, the
presence of calcium was observed in both fixatives, where a greater concentration

was found in the 10% formalin group.

Key words: Demineralization. Bone tissue. Formaldehyde. Radiography.
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1 INTRODUCAQO




Ao te curvares com a rigida lamina de teu bisturi sobre o
cadaver desconhecido, lembra-te que este corpo nasceu do amor de duas
almas, cresceu embalado pela fé e pela esperanca daquela que em seu seio
agasalhou. Sorriu e sonhou 0s mesmos sonhos das criangas e dos jovens.
Por certo amou e foi amado e sentiu saudades de outros que partiram.
Acalentou e esperou um amanha feliz, e agora jaz na fria lousa, sem que por
ele se tivesse derramado uma lagrima sequer, sem que tivesse uma so
prece.

Seu nome, sé Deus sabe. Mas o destino inexoravel deu-lhe o
poder e a grandeza de servir a humanidade. A humanidade que por ele
passou indiferente. Este € o lugar onde se ufana de socorrer a vida.

Rokitansky (1876).



1 INTRODUCAO

Atualmente justifica-se a necessidade da preservacao de corpos para estudos
anatdmicos e histologicos, pois € cada vez mais dificil preencher a demanda de
cadaveres nas faculdades de medicina, odontologia, enfermagem e demais areas da
saude. Portanto, a utilizacdo destes corpos deve ser otimizada, para que um maior
namero de alunos e pesquisadores possa usufruir das vantagens do estudo em um
corpo natural. Os cursos de medicina veterinaria também sdo beneficiados pela
evolucao do método e das técnicas de conservacao de cadaveres animais. Assim,
um mesmo cadaver podera ser utilizado para diversos fins como aulas de anatomia,
patologia, radiologia e até mesmo em pesquisas de técnicas diagnosticas e
condutas terapéuticas, fazendo com que o numero de sacrificios possa ser
diminuido, o que certamente, condiz com os comités de bioética, que tém o papel
basico de avaliacao dos protocolos de pesquisa, assim como do uso de animais em
aulas, treinamentos e outros procedimentos cientificos (FEIJO, 2004).

A conservacao de corpos é uma preocupacao da humanidade desde antes da
era Crista. Varias civilizagdes praticavam algum tipo de técnica para preservar seus
cadaveres na intencao de manté-los intactos pela eternidade. O método mais antigo
para tal € a mumificacdo que, na verdade, é uma técnica de desidratacao precedida
de tratamento quimico com substancias das quais ndo se tem conhecimento exato
(SILVA ET al, 2004; RODRIGUES, 2005).

Os tecidos necrosados, quando ndo submetidos a nenhum tipo de tratamento
conservador sdo opacos, moles, frageis e sujeitos a putrefacdo. Uma das maneiras
de diminuir as alteragdes post mortem, consiste em mergulha-los em solugdes
quimicas chamadas fixadores (SESSO, 1998).

Ja foram utilizadas diversas substancias para a conservacao de corpos. No
final do século XVII, o alcool etilico era utilizado e na mesma época, empregou-se a
pulverizacao de acido tanico no cadaver de Luis XIV, e o submergiram em uma
solugcdo aquosa de bicloreto de mercurio, o que impedia a putrefacdo. Mais tarde,
em torno do século XVIIl, o alcool etilico foi associado a pimenta negra, para

Normas Segundo a NBR 14724: Trabalhos académicos - Apresentacao: dez 2005



conservar pecas anatdmicas injetadas com sebo ou cera. Solugbes aquosas de
arsénico associadas ao alcool foram empregadas a partir de 1835; o alumen
também foi utilizado para injecao intravascular em cadaveres, hoje é utilizado
principalmente na preparacado de peles de animais. Em 1853, o quimico aleméo
Tauflieb descobriu a acao fixadora do cloreto de zinco, porém, a partir da descoberta
do formaldeido em 1867 por Von Hoffman, este passou a ser empregado nas

técnicas anatémicas e microscopicas (RODRIGUES, 2005).

As solugdes comerciais de formol ou formalina apresentam diluicdes a partir
de concentragdes de formaldeido entre 37% a 40%, que € chamado comercialmente
puro. A formalina em solucao aquosa a 10% (formaldeido a 4%) é amplamente
empregada na fixacdo e conservacao de tecidos (SESSO, 1998; RODRIGUES,
2005).

Os tecidos provenientes de cadaveres sdo objetos de estudo nas mais
diversas areas da ciéncia, mas, para possibilitar seu estudo por tempo superior ao
tempo de autdlise, € necessario fixa-los. Porém, as substancias fixadoras podem
acarretar alteracées, como enrijecimento dos tecidos moles e articulagdes, e
descalcificacao de dentes (NAGORSEN; PETERSON, 1980). Mas, do ponto de vista
da densidade radiografica, o comportamento ainda nao foi bem esclarecido.

O estudo da densidade éssea radiografica pode ser realizado em 0ssos
secos, pela facilidade de manipulagao e possibilidade do uso de diferentes materiais
simuladores de tecidos moles entre o tecido ésseo e o filme radiografico, ou ainda,
em pecas anatdmicas com a integridade dos tecidos adjacentes. Porém, as
propriedades das radiacées ionizantes, as quais provocam alteracdes nos
organismos vivos, representam uma séria limitagdo nas pesquisas clinicas em
individuos vivos (BRAGA, GEGLER e FONTANELLA, 2006). Portanto, uma
alternativa € realizar tais estudos em pecas anatbmicas naturais, provenientes de
cadaveres, nos quais se mantém os tecidos, na maioria dos casos, em estado de

conservagao em formalina.

Ha relatos de que o processo de conservacdo em formalina seja capaz de
alterar a densidade radiografica do tecido 6sseo, ja que a mesma se degrada, com a
acao da luz, em acido féormico e agua, o que pode causar desmineralizagdo do



tecido 6sseo. A formalina apresenta pH &cido (entre 3,0 e 4,6), porém, pode ser
utilizada em associagdo com solucdes tampdes, que tém por funcdo, evitar ou
minimizar a acidificacdo do meio e, conseqglentemente, a formalina tamponada,
teoricamente, apresentaria menor poder desmineralizante. Entretanto, tais fatos
ainda ndo estdo muito esclarecidos, e ndo se sabe quais as repercussdes sobre a

densidade radiografica.

Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa da Faculdade de Odontologia
da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, onde varios autores vém
estudando a densidade radiografica dos ossos maxilares, muitos destes estudos

desenvolvendo e comparando materiais simuladores de tecidos moles.

O presente estudo tem por objetivo verificar a descalcificacao no processo de
conservacao dos tecidos em solucao aquosa de formalina a 10% e formalina a 10%
tamponada com fosfatos, por um periodo de até noventa dias. E ainda, se esta tem
potencial para influenciar os valores da densidade radiografica, verificada por meio
de radiografias convencionais digitalizadas, analisadas por um programa de

computador préprio para tal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Substancias Fixadoras

Segundo Kleiss e Simonsberger (1964), as primeiras descricdes de técnicas
para a conservacao de cadaveres foram feitas por Ambroise Paré no seu Tratado de
Cirurgia (1544), e por Petrus Florestius que fez uma descricdo detalhada dos
métodos utilizados para embalsamamento de pontifices de Roma.

Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976) ressaltaram que os fixadores sao
substancias quimicas que mantém a integridade dos tecidos ap6s a morte, sem
ocasionar alteragdes da estrutura celular. As finalidades basicas dos fixadores sao:
(1) evitar ao maximo alteragdes na constituicdo quimica celular; (2) fixar proteinas e
inativar enzimas proteoliticas 0 mais rapidamente possivel, pois estas ultimas sao as
responsaveis pela degradacao espontanea que os tecidos sofrem ap6s a morte, isto
€, a autdlise; (3) permitir o estudo da célula ou do tecido como se estivesse, naquele
momento, vivo. Alguns tipos de fixadores sbé podem ser usados para pequenos
fragmentos de tecidos, como o aldeido glutarico, o alcool e o éter. Outros como o
formaldeido ou aldeido férmico, podem ser utilizados para fragmentos maiores, pois
apresentam maior poder de penetracdao. O tempo de fixagcdo depende do tipo de
fixador e da temperatura em que este se encontra: quando, por exemplo, deseja-se
uma fixacao rapida, emprega-se a formalina (denominacao dada a qualquer diluicao
apartir do formaldeido comercialmente puro 40%) aquecida a 50°C durante uma
hora. Este mesmo fixador, a temperatura ambiente, requer pelo menos 12 horas
para exercer sua atividade completamente. A temperatura aumenta a velocidade de

fixacdo, aumentando a penetracao do fixador através do tecido.

Eerden e Nie (1981), realizando um levantamento sobre as principais técnicas
e solugdes conservadoras de tecidos, enviaram para o Departamentos de Anatomia
das Faculdades de Medicina, um questionario sobre o embalsamamento e



armazenamento de cadaveres humanos. Concluiram, apds a analise das respostas,
que nao existe um método padrédo, e que sao utilizadas diferentes técnicas, bem

como diferentes solugbes conservadoras para tal fim.

Alves (2002) relata que uma boa fixacao dos tecidos é fundamental para a
observacdo em microscopia éptica. A fixacdo ndo s6 deve preservar os tecidos,
detendo a autdlise e a proliferacdo bacteriana, como também deve permitir que os
tecidos permanecam sem alteracbes quando sdo submetidos a subseqlentes
tratamentos. Os tecidos podem endurecer ligeiramente, mas nao devem fragmentar-
se, evitando a perda de pequenas moléculas e estando, assim, muito proximo do
estado vivo. A fixacdo pode ser efetuada por imersdo ou por perfusdo, e deve ser
realizada o mais breve possivel apds a remocao de uma peca cirlrgica ou da morte
do individuo, ja que qualquer atraso leva a desidratagao dos tecidos e a aceleracao
da autdlise. Os fixadores sdo substancias que imobilizam as moléculas constituintes
das células. Nao hé fixadores perfeitos, porém podem-se empregar misturas para
minimizar as limitacdes de cada um. O fixador deve ser escolhido levando-se em
conta as caracteristicas do tecido, os exames pretendidos e as coloragdes a serem

aplicadas.

Junqueira e Carneiro (2004) lembram que a principal funcao dos fixadores é
insolubilizar as proteinas dos tecidos através de ligacbes cruzadas entre os
aminoacidos, o que é de fundamental importancia na fixacdo, pois sdo essas
proteinas as responsaveis pela manutencao estrutural das células e tecidos. Um dos
principais fixadores para trabalhos de rotina em microscopia éptica é o formaldeido a
4% em solugcado tamponada, que equivale a solugdo aquosa de formalina a 10%.

Para Rodrigues (2005), a funcdo da fixacdo é manter os tecidos firmes,
insolUveis e protegidos contra a deterioracéo, além de minimizar a proliferacao de
fungos e bactérias. Os requisitos para uma boa fixacao sdo: 0 menor tempo possivel
entre a morte do individuo e a fixacao; contato do fixador com todas as superficies
da peca; o liquido fixador deve ter no minimo um volume 10 vezes maior que 0
volume da peca e escolha adequada da substancia fixadora. Os fixadores mais

utilizados no Brasil séo a formalina, o alcool etilico, a glicerina e o fenol.



2.1.1 Formaldeido

Segundo Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976), o formaldeido (CH.O) é
encontrado no comércio sob a forma de solucdo aquosa, saturado na concentracao
de 37 a 40%. O formol ou formalina é o fixador mais utilizado, podendo a peca
conservada neste fixador permanecer por mais de dez anos sem grandes
modificacbes em sua estrutura. Seu inconveniente € a formacao do “pigmento de
formol”, que é proveniente da catabolizacdo anormal da hemoglobina, e ocorre
principalmente em tecidos muito vascularizados ou que contenham sangue. Mas, no
caso da confecgao de laminas histoldgicas, pode ser facilmente removido, aplicando-
se sobre a lamina antes de ser corada, alcool amoniacal. Geralmente, a formalina é
utilizada em solucdo aquosa a 10%, pois, uma solucdo mais concentrada tende a
enrijecer os tecidos. A formalina, quando exposta a luz, se transforma em &cido
férmico. Para a neutralizacdo do acido férmico, recomenda-se o emprego de
solucbes-tampao. Para a maioria dos fragmentos examinados em microscopia

Optica, o tempo de fixacao indicado em formalina a 10% € de 24 horas.

Segundo Nagorsen e Peterson (1980), o formol ou formalina é a diluicdo
aquosa do aldeido férmico, um liquido cristalino e incolor que tem a capacidade de
reagir com as proteinas teciduais albumindides. Seu pH &cido, entre 3 e 4,6, é
responsavel pela desmineralizagcdo de dentes e rigidez excessiva dos tecidos,
sendo, por isso, empregado em solugdo aquosa na concentracao de 4%. O formol
tem acgao lenta e seu indice de fixacao é de 1mm de espessura de tecido a cada oito
horas. A substancia decompde-se facilmente pela acéo da luz, em acido férmico, o
que é prejudicial principalmente ao emprego de corantes para o destaque de
estruturas celulares ou teciduais. Uma vez que o processo de desmineralizagdo €
induzido por meio acido, tecidos mineralizados submetidos a conservagao em
formalina poderao sofrer perda de substancia mineral, se 0 meio em que estiverem

acondicionados se tornar acido.



Currey et al. (1995) investigaram o efeito do formaldeido sobre as
propriedades mecanicas do 0sso bovino. Segundo os autores, é improvavel que a
exposicao prolongada (maior que 24 horas) do osso a formalina a 10%, nao tenha
nenhum efeito sobre suas propriedades mecanicas. Contudo, ndo se sabe se o0s
efeitos sdo intensos o suficiente para serem detectados pelos métodos comuns de
engenharia empregados para medir tais propriedades. Os resultados de alguns
testes aplicados apresentaram propriedades mecanicas significativamente
diferentes, quando comparados ao grupo-controle.. Os autores ressaltam que foram
empregados testes estaticos, e que os resultados de testes com alto indice de
resisténcia podem ser afetados mais intensamente, e sugerem a continuacao dos
estudos para melhor compreensao do efeito da formalina sobre as propriedades

mecéanicas do 0sso.

Sesso (1998) ressalta que as principais alteragdes celulares conseqlentes a
fixacado pelo formol sdo: (1) tendéncia a separacgao celular, isto é, as células tornam-
se mais isoladas; (2) as mitocondrias nem sempre sao preservadas; (3) o citoplasma
contrai-se em relacao ao nucleo e (4) nas mitoses, os cromossomos sao mal fixados.
O autor descreve os fatores que afetam a velocidade de penetracdo dos fixadores
nos diferentes tecidos, sendo que esta velocidade depende principalmente do tipo
de fixador, da sua concentracao, da textura do érgao a ser fixado e da temperatura,
esta ultima funcionando como catalisador do processo de fixagao. Por exemplo, uma
peca imersa em formol aquecido a 50°C estara fixada em uma hora, ja a
temperatura ambiente, este tempo deverd ser de 12 horas. A elevagdo da
temperatura aumenta a velocidade de fixacdo e a penetracdo do fixador na
intimidade dos tecidos. A fixacao por imersdo € o meio mais utilizado para fixar
orgaos e tecidos, porém, € necessario que o tecido a ser fixado seja imerso no
fixador imediatamente ap6s a sua retirada do organismo. E essa retirada deve ser
feita a partir, preferencialmente, de um organismo, anestesiado ou morto ha, no

maximo, alguns minutos.

O tamponamento de uma solucao fixadora tem por objetivo neutralizar o pH
acido, e as consequéncias decorrentes de tal fato. Pode ser realizado com diversas
substancias dentre as quais destacam-se o carbonato de célcio (MICHALANY, 1990)
e o fosfato de s6dio monohidratado mais amplamente utilizado (SESSO, 1998).



Para espécimes pequenos, com cerca de 3mm de espessura, a fixagdo em
formaldeido por menos de 24 horas pode ser suficiente e, deste modo, permite a
recuperacao antigénica na técnica de imunoistoquimica. Mas em pecas maiores, a
fixacdo deve ser de, no minimo, 24 horas para que as ligacdes cruzadas entre as
proteinas causadas pela fixacdo possam ser completadas. Do contrario, essas
ligagcdes ocorrem somente na periferia da peca, ficando o interior nao fixado onde
ocorre o fendmeno de autélise, ou seja, decomposicao destas proteinas estruturais.
Por outro lado, a fixagdo prolongada por formaldeido pode dificultar a técnica de
recuperacao antigénica, portanto ndo € recomendado exceder 48 horas de fixacao,
no caso do processo imunoistoquimico (WERNER et al., 2000).

Vasconcelos (2000) cita que em lesGes hemorragicas ou 6rgaos muito
vascularizados, o formol origina um precipitado artificial chamado “pigmento de
formol”, resultante da catabolizacao anormal da hemoglobina, e confere aos tecidos
uma coloragdo escurecida, proxima ao marrom. Porém, quando € empregado o

formol tamponado, o pigmento ndo se forma.

Segundo Alves (2002), a concentracdo idnica do fixador deve ser equilibrada,
portanto a neutralizagdo é importante. Na preparacédo dos fixadores consideram-se,
entre outros fatores, o pH da solucéo e sua tonicidade. O pH parece ser um dos
elementos mais importantes a se considerar, pois 0s resultados obtidos com
fixadores ndo tamponados sdao muito varidveis. Os tampbes estabilizam as
modificacbes de pH que acompanham a morte celular a medida que o fixador
penetra nos tecidos. Geralmente a fixagdo faz-se a um pH fisiolégico (7,2 a 7,5). A
formalina a 10% tamponada é ainda a substancia fixadora que traz os melhores
resultados nas diversas circunstancias. O custo é baixo, o tecido pode manter-se por
um longo periodo sem se deteriorar e € compativel com a maioria das coloragdes
especiais. A formalina pura é uma solugdo concentrada (40%) de formaldeido em
solucdo aquosa. Assim, a solucdo de formalina a 10% representa a solucdo de
formaldeido a 4%. O volume do fixador deve corresponder a 10 vezes o volume do
tecido. A fixacao pode efetuar-se a temperatura ambiente ou no caso de pecas muito
grandes pode-se elevar a temperatura acelerando a velocidade de penetracédo do

fixador. A velocidade de penetracao do fixador mais empregado (formalina a 10%) é



de cerca de Tmm/h, o que implica varias horas de espera para a maioria das

amostras.

As solugbes conservadoras ou fixadoras a base de formalina sdo muito
usadas para fixar cadaveres. O fixador mais empregado, por seu facil preparo e
custo acessivel, é a formalina, sobretudo para pecas de grande volume ou
cadaveres. Cadaveres quimicamente preservados com solugdo de Larssen
modificada, a qual, entre outros componentes, apresenta formalina a 10%, sao
adequados ao treinamento das praticas cirurgicas. A fixacao preserva caracteristicas
dos tecidos, como a flexibilidade das articulagbes, bem como impede a liberagdo de
odores desagradaveis oriundos do processo de decomposicao (SILVA, 2004).

Kikugawa e Takashi (2004) estudaram o efeito da conservagdo em formalina
sobre as propriedades mecénicas e resisténcia a fratura do osso cortical bovino.
Utilizaram, para isso, analise quantitativa dos elementos inorganicos diluidos no
liguido conservante e anélise de pH, previamente a fixacdo, bem como em 7 dias, 30
dias e 140 dias de conservacao. Os autores concluiram que a formalina aumenta a
fragilidade do osso em um periodo relativamente curto, aumentando a rigidez e
diminuindo a resisténcia a fratura, tornando-o mais quebradico. Observaram que a
concentracdo dos elementos inorganicos diluidos na formalina conservante
aumentou proporcionalmente ao periodo de preservacdo. Os autores ainda
relataram que estes minerais, durante a exposicao prolongada reagem e promovem

a neutralizacdo do pH, alterando o pH inicial de 4,0 para em cerca de 7,0.

Tomasi et al. (2005) investigaram a desmineralizagdo de fragmentos de 0sso
ovino de 5mm de espessura e 15mm de diametro, que foram imersos em 100ml de
diferentes solugdes fixadoras: (1) formol a 5%, 10% e 20% em agua destilada; (2)
formol a 10% aquoso tamponado com carbonato de calcio e (3) formol a 10%
tamponado com fosfato (pH 7,2). As amostras foram mantidas imersas nas solugdes
em trés tempos diferentes: quinze dias, trés meses e dez meses. Os autores
verificaram que a perda de substancia mineral, nos periodos avaliados, foi minima,
oscilando entre 0,3% e 1,3% de perda de peso. Apos os periodos de conservacao
os espécimes foram desmineralizados em acido nitrico a 7% e constatou-se uma
reducdo no peso entre 45% e 64% do peso total, isto permitiu determinar que a

perda de peso durante a fixacdo € minima se comparada com a massa inorganica



total existente na amostra. Entretanto, os autores sugerem a realizacdo de
pesquisas que quantifiguem o calcio, bem como andlises radiograficas de
fragmentos 6sseos conservados em formol até um periodo de 10 meses. Os autores
lembram ainda que o acido férmico, produto resultante do formol exposto a luz e ao

tempo, € utilizado em diversas solu¢des desmineralizantes.

Rodrigues (2005) ressalta que, por seu baixo custo, facil penetragcdo nas
pecas e acao rapida como fixador (1mm/h), o formol ou aldeido férmico, tem seu uso
intensificado, embora tenha cheiro irritante, e possa lesar mucosas e pele, devendo
ser tratado como potente cancerigeno ocupacional . O formol ou formalina é uma
solucdo aquosa saturada de aldeido férmico a 40%, que se decompdem facilmente
torna-se prejudicial as coloracdes histolégicas. Pode ser adquirido na forma P. A.
(pro-analysis), acondicionado em vidros com 1000ml, sem impurezas. A formalina é
preparada em solucdo aquosa a 10% para a fixacdo de pecas. Esta solugéo é
ligeiramente &cida, porém, pode ser tamponada com fosfato de sddio monobasico e
fosfato de sédio bibasico anidro. Segundo o autor, o formol ou formalina é a
substancia fixadora que permite a manutencao de cadaveres viaveis para estudos
por um longo periodo de tempo sem deterioracao.

2.2 Densidade Radiografica

Existe um grande numero de estudos sobre a densidade radiografica do
tecido ésseo, desenvolvidos principalmente por pesquisadores que trabalham com
implantes osteointegrados (LEKHOLM; ZARB, 1985; JOHNS et al., 1992;
BANDEIRA et al., 2000; MISCH, 2000; DAVARPANAH, 2003; HOMOLKA et al.,
2002; LINDH; OBRANT; PETERSON, 2004; PORTER; VON FRAUNHOFER, 2005;
RODRIGUES et al., 2005; CAULA; BARBOSA; MACHADO, 20086).

A preocupacao com a influéncia dos tecidos moles nos valores da densidade
radiografica do tecido 6sseo ganha importancia nas pesquisas que utilizam ossos
secos para tal e na interferéncia que eles podem causar no resultado dos exames

em pacientes vivos. Para tanto, Laskey, Lyttle e Flaxman (1992) realizaram um



estudo com diferentes simuladores: agua e gordura animal, sobre uma lamina de
aluminio, que simulava o tecido 6sseo da cabeca. O modelo foi escaneado com
diferentes espessuras dos materiais simuladores. Os autores observaram que 0s
valores da densidade mineral 6ssea decresceram com o aumento da espessura dos
tecidos moles simulados. Concluiram entdo que, em pacientes obesos, que
apresentam espessuras maiores de tecido adiposo, as medidas de densidade 6ssea

podem ser menos precisas.

Segundo Noébrega e Lima (2000), existem dois tipos de tecido 6sseo: o
cortical ou compacto e o trabecular ou esponjoso. O osso cortical € denso e compde
cerca de 80% do esqueleto, constitui a parte externa de todas as estruturas
esqueléticas, exerce a fungao de forca mecanica, recebendo as origens e insercdes
musculares, e funcdo de protecdo, embora ainda possa participar de respostas
metabdlicas quando for necessario. J& 0 0sso trabecular € encontrado na porcao
interna dos o0ssos, apresenta uma atividade metabdlica mais intensa que o 0sso
cortical e fornece o suprimento mineral nos estados de deficiéncia apds serem

esgotadas as reservas sanglineas provenientes da dieta.

Sarmento (2003) lembra que, por meio da avaliacdo da densidade do tecido
0sseo, € possivel detectar precocemente lesdes locais ou doencas sistémicas, além
de se poder, quantitativamente, acompanhar o processo de evolugcado ou reparagcao
do tecido dsseo. Isto atesta a importancia da correta avaliacdo deste dado pelo
cirurgido-dentista nas manobras diagndsticas, terapéuticas e de proservacao.

Fogelman e Blake (2000) analisaram varias modalidades diagnésticas na
avaliacao da densidade éssea. Os autores afirmam que a radiografia apresenta
limitacdes pelo fato de sobrepor as estruturas e, portanto, existe a possibilidade da
desmineralizacdo diferir de uma area para outra no tecido 6sseo e isso nao ser
observado. Além da técnica radiogréafica, existem outros métodos de anélise da
densidade Ossea, como a tomografia computadorizada quantitativa (QCT) a
tomografia microcomputadorizada (pQCT), a ultra-sonografia quantitativa (QUS), a
técnica de medida de absorcdo radiografica (DXA) e a evolucao da DXA chamada
pDXA. Essas técnicas variam em valores de radiacdo, acuracia, aplicabilidade, e
informacao sobre a qualidade 6ssea ou densidade. A pDXA é a evolucao da técnica

de DXA, mas é realizada em ossos da periferia do esqueleto, como a porcao distal



do radio e o calcaneo. Esta técnica apresenta como vantagem a necessidade de
uma dose de radiacdo muito baixa, e uso de equipamentos menores, com custo
ainda mais baixo. A QCT é comumente utilizada para avaliacao da densidade 6ssea
através do exame do osso trabecular dos corpos vertebrais, e determina os valores
de volume e densidade reais, sem distor¢cdo. Pode ser realizada em qualquer
aparelho de tomografia, e os valores de densidade sdo comparados com uma escala
de tons de cinza, existente no proprio software do aparelho, que serve de referéncia
de calibragao destes valores. A dose de radiagdo é bem menor que a da tomografia
computadorizada convencional, existe alta precisdo na avaliagdo do osso trabecular
vertebral, porém, a desvantagem ¢é o custo do equipamento. A pQCT ¢é indicada para
avaliagao do antebraco, e fornece informacdes de volume e densidade em separado
do osso cortical e do osso medular da porcao distal do radio. Também apresenta
baixa dose de radiacdo e € preconizada para o esqueleto periférico. A ultra-
sonografia quantitativa (QUS) é outro método de avaliacdo da densidade dssea.
Utiliza-se o calcaneo por ser de facil acesso e apresentar grande volume de 0sso
medular, o aparelho mede o grau de atenuacdo do som ao atravessar 0 0SSO
medular. Tem a vantagem de nao utilizar radiacdo, o aparelho é leve e pode ser
transportado facilmente, e o custo € baixo. As desvantagens desta técnica sdo a
inexisténcia de padronizacdo dos aparelhos e o fato de a mesma nao se encaixar

nos critérios e escores da Organizacdao Mundial de Saude (OMS).

Barros et al. (2001) verificaram que a densidade 6ssea em mandibulas foi
significativamente maior nas radiografias obtidas de cadaveres com tecidos moles
intactos, quando comparadas a radiografias de mandibulas secas obtidas com o uso
de simuladores de tecidos moles como agua, cera utilidade e musculo bovino. Os
autores sugerem levar-se em consideracao que os tecidos cadavéricos estavam em
estado de conservacao em formalina, o que pode ter influenciado a densidade dssea
radiografica.

Rosenbauer et al. (2001) relatam que, em geral, a mandibula, por apresentar
uma maior proporcao de tecido 6sseo cortical, apresenta condicdbes melhores para a
aplicacdo de implantes osteointegrados do que o 0sso esponjoso da maxila. Esta
diferenga no processo de integragdo deve-se a densidade dssea distinta entre os
dois ossos. Como a mandibula € o osso movel da face, recebe, além das tensdes
originadas pela mastigacao, as forcas dos musculos motores, que € um conjunto



muscular potente. Esta exigéncia de movimentos e distribuicdo de forcas causa um
aumento de resisténcia na arquitetura externa da mandibula, bem como na sua
estrutura interna, fazendo desta maneira um 0sso mais compacto, com uma
arquitetura trabecular mais densa, capaz de suportar esforcos maiores do que os
desprendidos ao esqueleto fixo como o maxilar.

White (2002) relata que a DXA ¢ indicada para diagnéstico e decisdo de
tratamento da osteoporose, conforme critérios e escore definidos pela OMS em
1994. Esta técnica consegue analisar somente o tecido 6sseo desconsiderando o
tecido mole e consiste na analise radiografica da porgdo proximal do fémur, da
coluna vertebral ou do antebrago, sempre com incidéncia de dois destes sitios
relacionados. Apresenta alta precisdo, baixo tempo de execucdo, baixa dose de
radiacao e calibracao estavel.

Alguns estudos tém empregado 0ssos humanos secos, com ou sem
simuladores de tecidos moles, para avaliacdo da densidade radiografica. Laskey,
Lyttle e Flaxman (1992); Barros et al. (2001); Reis (2001) e Souza, Costa e Veeck
(2004) afirmam que os valores dos niveis de cinza sofrem variagdo com a
interposicao de tecidos moles ou de simuladores de tecidos entre o feixe de raios X
e o filme radiografico. A densidade radiografica € um fator importante no
desenvolvimento da pratica odontoldgica, principalmente na area da implantodontia,
em que o sucesso do tratamento depende, entre outras variaveis, da densidade do
trabeculado dos ossos maxilares. Os estudos sobre a densidade 6ssea podem ser
influenciados por inumeros fatores, além da complexidade das estruturas ésseas
encontradas em determinados ossos da face, a presenca de érgaos dentarios, que
os tornam mais diferenciados e de dificil diagndstico. Estes fatores podem sobrepor-
se e interferir, direta ou indiretamente, no resultado do exame radiogréafico, como,
por exemplo, a existéncia de tecidos posicionados anterior e posteriormente ao
tecido 6sseo analisado, como o tecido muscular e o tecido adiposo. Estes estudos
que avaliam a influéncia de varios tipos de simuladores de tecidos moles
sobrepostos a mandibulas secas na avaliacdo dos niveis de cinza, concluiram que a
presenca de musculatura e tecido adiposo sobreposto ao tecido 6sseo podem
influenciar na andlise dos valores de cinza em pixels da regidao retromolar
mandibular. E que portanto estudos experimentais que avaliem a densidade éssea
por diversos métodos e diferentes equipamentos devem considerar a influéncia dos



tecidos moles que se interpbéem entre o osso e a fonte de raios X. Portanto,
justificam-se as pesquisas realizadas em 0ss0s secos, ou seja, in vitro, com 0 uso de

simuladores de tecidos moles adjacentes a pecas 6sseas secas.

A densidade dos tecidos atenua os raios X apds atravessarem uma estrutura
Ossea e tecidos moles adjacentes. Esta densidade, quando criteriosamente
determinada, pode elucidar o diagnéstico de enfermidades locais ou sistémicas
como a osteoporose. Também avaliar o processo de reparagdo 6ssea. Como
vantagem, cita-se principalmente a reducéo de custos quando comparados a outros
métodos (PEREIRA; SOUZA; WESTPHALEN, 2004).

Segundo Ourique et al. (2005), diversas técnicas para a quantificacdo e
qualificacdo da massa Ossea como a radiografia morfométrica, que consiste em
obter imagens radiograficas e sobre elas, medidas oOsseas; a tomografia
computadorizada que permite a mensuracdo da massa Ossea em cortes
determinados; a fotodensitometria para a quantificacao do volume mineral ésseo; e a
absorciometria duoenergética por raios X (Dexa). Porém, ressaltam que varios
estudos observaram perda mineral éssea na ordem de 30% a 50% antes que as
técnicas radiograficas convencionais fossem capazes de auxiliar na deteccado da
alteracdo. Por fim, sugerem que a perda 6ssea pode se apresentar com grande
variagdo individual, embora o osso medular tenha tendéncia a responder de maneira
mais sensivel as influéncias metabdlicas do osso cortical. E ressaltam que a
avaliacao do sitio 6sseo candidato a receber implantes deve ser precisa, por meio de
exames pré-operatorios como radiografias e tomografias. O conhecimento da
densidade 6ssea é de fundamental importancia no planejamento e como dado
auxiliar na minimizacdo de interferéncias, sistémicas ou locais, negativas ao

processo de osteointegragao.

Nackaerts et al. (2006), para analisar a densidade mineral é6ssea em mulheres
pds-menopausa, utilizaram 47 amostras de mandibulas humanas da regido de pré-
molares oriundas de cadaveres do Laboratério de Anatomia da Faculdade de
Medicina de KULeuven em Amsterdam, Holanda. Utilizaram, no intuito de padronizar
o brilho e contraste e também permitir a comparagdo entre os valores
densitométricos, um penetrémetro, que € uma escala de aluminio, colocado junto as

amostras no momento da radiografia. Os autores tiveram sempre o cuidado de nao



permitir o contato direto com a amostra, para evitar a dispersado de pixels na imagem
radiografica. As amostras foram radiografadas e descalcificadas progressivamente
em acido cloridrico e, a cada intervalo de descalcificacdo, eram novamente
radiografadas, e a concentracdo de calcio era determinado. O estudo pdde
determinar que houve uma deteccao real na diferenca da mineralizacdo 6ssea de
6,6%, porém a alteracdo nos valores da densidade éssea radiografica medida em

equivalente de milimetros de aluminio ndo teve 0 mesmo comportamento.

Santiago e Vitral (2006) ressaltam a importancia de informacdes sobre a
qualidade éssea, principalmente para o planejamento de implantes e distracdes
osteogénicas, e a necessidade de exames diagnosticos que expressem de maneira
clara e objetiva seus resultados, bem como estejam ao alcance do profissional para
aplicacdo rotineira. Para tanto, realizaram uma revisdo de literatura sobre os
principais métodos de exame e concluiram que a questao de qual é a melhor técnica
ou regido anatémica para se avaliar a densidade mineral 6ssea de cada individuo,
parece ainda sem resposta. Nao existe uma técnica perfeita, todas as disponiveis
apresentam vantagens e desvantagens. Os autores indicam a tomografia
computadorizada para a avaliagdo dos ossos maxilares por fornecer dados objetivos
e precisos da variacdo da densidade dssea, e possibilitar a avaliagdo do o0sso

cortical e medular separadamente.

Braga, Gegler e Fontanella (2006) realizaram um trabalho com diferentes
materiais € com espessuras diversas, para simular a presenca de tecidos moles
entre a fonte de emissdo de raios X e o tecido ésseo. Para tanto, utilizaram um
segmento 6sseo mandibular humano fixado em formalina, juntamente com os
tecidos moles adjacentes. Realizaram radiografias periapicais desta peca e, apés, os
tecidos moles foram dissecados e a pega novamente radiografada. Apds, foram
preparados simuladores de tecido mole de trés materiais diferentes: parafina, cera
utilidade, resina acrilica autopolimerizavel e uma lamina de musculo bovino.
Repetiram-se as radiografias com cada um dos simuladores e com o musculo bovino
depois de congelado e também apods fixado em formalina 10% tamponada, por 24
horas. As radiografias foram escaneadas e submetidas a afericdo da densidade
radiografica por meio do software ImageTool® v. 3.0. Os autores concluiram que a
presenca do tecido mole resultou em uma densidade maior do que quando
radiografada a peca dissecada, o que confirma a influéncia do tecido mole na



densidade radiografica do tecido ésseo. O musculo bovino como simulador
apresentou densidade maior do que a peg¢a com tecido mole natural, contra-
indicando o uso deste simulador como padrédo-ouro nestas pesquisas. A fixagdo do
musculo bovino em formalina a 10% por 24 horas nao interferiu nos valores da

densidade radiografica.

2.3 Técnicas Radiograficas Digitais

Para a padronizacdo da intensidade de radiacdo despendida na tomada
radiografica, Carvalho, Pinto e Pinto (1978) utilizaram um penetrémetro. O
instrumento consiste em uma escala de diferentes espessuras de aluminio, expressa
em milimetros, que € colocada junto ao filme radiogréafico durante a obtencédo da
radiografia. A imagem do penetrdmetro na radiografia cria um escore para avaliar a
densidade radiografica das estruturas que sao visualizadas no exame radiografico.

A radiografia digital pode ser direta ou indireta, sendo chamada de direta
quando a imagem € adquirida por um detector sensivel a energia eletromagnética da
luz visivel ou dos raios X, e indireta quando utiliza filmes radiograficos e um receptor
de imagens, a imagem das radiografias ja processadas convencionalmente é

digitalizada utilizando-se um escaner ou uma video-camera (FREDERIKSEN, 1994).

Ortman, McHenry e Hausmann (1982); Dreyer (1993); Southard e Southard
(1994) afirmam que, para ser detectada nas radiografias convencionais, a
desmineralizacdo éssea deve corresponder a indices entre 30% e 60%. Ou seja, a
técnica radiografica convencional subestima a perda 6ssea. Por outro lado, a técnica
radiografica digital detecta variacdes na densidade Ossea radiografica entre 1% e
5,3% (ORTMAN et al., 1985; SOUTHARD; SOUTHARD, 1994).

A aplicacao da tecnologia digital a Odontologia proporcionou grande avango
especialmente a Radiologia. O tratamento digital permite a manipulacdo das
imagens radiograficas, o que pode melhorar a qualidade, bem como compensar
certas limitagbes da acuidade visual humana na distincdo dos niveis de cinza. A



manipulagdo das imagens digitalizadas pode mostrar detalhes ndo visualizados em
uma radiografia convencional. Uma das principais vantagens das radiografias digitais
€ que se podem distinguir até 256 tons de cinza em uma imagem digitalizada,
enquanto o olho humano sé reconhece em torno de 30 a 40 tons de cinza
(FARMAN; SCARFE, 1994), podendo, no maximo, atingir 50 tons (OHKI; OKANO;
NAKAMURA, 1994).

Khademi (1996) diferencia os sistemas de radiografias digitais em (1)
radiografia digital direta, em que um sensor ligado a um computador substitui o filme
radiografico; (2) radiografia computadorizada, em que se utiliza uma placa flexivel
fésforo-ativada para a captura da imagem, em substituicdo ao filme radiogréafico
convencional; e (3) radiografia digital indireta quando se utiliza um escéner para a
digitalizacao de uma radiografia convencional, transformando-a em imagem digital.

Farman et al. (1996) utilizaram, para comparar densidades radiograficas de
resinas compostas, um espessdémetro de aluminio de cinco degraus com um
milimetro de espessura acrescido a cada degrau superior. Os autores utilizaram um
sistema digital direto para obtencdo das radiografias e o compararam aos filmes
convencionais digitalizados (imagem digital indireta). Concluiram que ambos
conseguiram distinguir de forma semelhante os diferentes tons de cinza
proporcionados pelas diferentes espessuras das resinas e pelos degraus do

penetrémetro.

Varios sdo os trabalhos encontrados na literatura que utilizaram para a
afericdo da densidade radiografica na maxila ou na mandibula in vivo ou in vitro,
radiografias tecnicamente padronizadas. E um espessémetro ou penetrémetro de
aluminio, que proporciona a comparagao da densidade radiografica dos 0ssos em
questao, com a densidade radiografica do padronizada das diferentes espessuras do
aluminio, em mmEq/Al (milimetros equivalentes de aluminio) (SCARPARO, 1995;
GARCIA, 1996; SOARES, 1996; PUPPIN, 1997).

Segundo Versteeg, Sanderink e Van Der Stelt (1997), a radiografia digital
pode ser tao eficiente na pratica clinica quanto a radiografia convencional. Além
disso, o computador oferece algumas opcdes de manipulacdo das imagens digitais
que favorecem o diagnostico radiografico. Embora o método direto seja mais rapido



e mais eficiente, a grande maioria dos profissionais ndao tém acesso a este tipo de
equipamento, o que torna o método indireto mais viavel, uma vez que qualquer filme
radiografico pode ser digitalizado a partir de um escéner especifico e processado

dentro de um programa para o gerenciamento das imagens.

s

A literatura € concordante quanto ao fato de a radiografia € de extrema
importancia no diagnostico, porém, a falta de recursos complementares dificulta em
muito a elaboracdo do mesmo. Neste sentido, a imagem digital indireta vem se
tornando um exame capaz de mostrar as mudancas estruturais nao captadas pela
radiografia convencional. As imagens digitais, direta ou indireta, possuem a
possibilidade de sofrer tratamento eletrénico melhorando sua qualidade, alterando-
se o contraste e o brilho, bem como outros recursos como a obtencao da densidade
relativa da imagem através de uma linha, ponto ou area (CLASEN; AUN, 1998).

Watanabe et al. (1999) descrevem as vantagens das imagens obtidas pelos
sistemas digitais como: maior facilidade no armazenamento e organizagdo em
discos flexiveis e/ou rigidos ocupando pequenos espacos; possibilidade de
manipulagéo das imagens pouco nitidas por meio de ajuste de contraste e/ou brilho,
melhorando sua qualidade e evitando, com isso, a necessidade de uma nova
exposi¢cdo do paciente aos raios X; utilizam doses de radiagdo bem inferiores as do
sistema convencional; e permitem a transmissao através da internet para qualquer

localidade do mundo em grande rapidez.

A andlise das estruturas anatdmicas, principalmente o tecido ésseo, tornou-se
possivel gracas a descoberta dos raios X por Réntgen em 1895. A partir deste marco
na ciéncia, inumeros métodos e técnicas foram desenvolvidos e aperfeicoados, e
cada vez mais se tem a disposicdo uma série de tecnologias que visam facilitar o
diagnéstico e obtencdo de dados e informacbGes sobre determinado assunto
(BARROS et al., 2001).

Taba et al. (2003) utilizaram radiografias convencionais padronizadas (filme
oclusal/técnica do paralelismo) digitalizadas e um software especifico para avaliar a
densidade dssea radiografica adjacente a implantes de quatro tipos diferentes de
superficies. Concluiram que a analise radiogréfica da densidade 6ssea empregada



neste estudo mostrou-se um método nao invasivo que pode ser recomendado para a

avaliagédo da cicatrizagdo éssea.

Pereira, Souza e Westphalen (2004) utilizaram o programa ImageTool® para a
andlise dptica dos niveis de cinza de regides mandibulares, por ser um programa
criado para analise de imagens odontoldgicas, além de ser de uso livre, sem énus

financeiro e disponivel para download na internet.

Mussato et al. (2005) utilizaram o sistema digital direto (DenOptix®) para
analisar a densidade 6ptica de fibras de reforco associadas a resinas compostas. Os
autores ressaltam as vantagens dos sistemas digitais de imagem como a sua maior
sensibilidade, objetividade e reprodutibilidade. Tais propriedades aumentam a
quantidade de informacdes, diminuem a variabilidade inerente ao desempenho dos
observadores, e viabilizam o emprego de menores doses de radiacao.

Berti et al. (2005) compararam a densidade éssea radiografica, em pixels e
em milimetros equivalentes de aluminio. Para tanto, utilizaram um penetrémetro de
16 degraus, com 0,3 mm de espessura entre cada um deles. Radiografaram 5
mandibulas humanas secas com simulador de tecidos moles, as radiografias foram
escaneadas e analisadas com o software ImageTool®. Apés o tratamento estatistico
dos dados concluiram que foi possivel estabelecer uma relagéo entre os valores em
niveis de cinza, expressos por pixels e aqueles em milimetros equivalentes de
aluminio, e que a densidade da escala de aluminio utilizada nos degraus 15 e 16, é
semelhante a densidade éssea radiogréfica das regides analisadas, podendo ser

unidade de medida referencial na analise dos niveis de cinza na mandibula.

Haiter-Neto e Wenzel (2005) relatam que a subtracao radiografica € aplicada
com sucesso na detecgdo de pequenas alteracbes no tecido 6sseo. A técnica é
baseada em pares de radiografias tomadas durante um intervalo de tempo, sendo
um processo meticuloso, que exige cuidados para a sua correta execucdo. Existem
alguns fatores que contribuem para a dificuldade da técnica, como a geometria de
projecao que deve permitir reproducédo, as diferencas de densidade ocasionadas na
revelacdo do filme, ou do escaneamento das radiografias. Neste trabalho, onde
compararam o nivel de ruido dos dois programas digitais de analise radiogréfica, os

autores utilizaram 25 pares de radiografias interproximais, e manualmente



determinaram quatro pontos de referéncia anatémica, como a margem do 0sso
alveolar, a juncdo cemento-esmalte e as bordas de restauragcdes metdlicas para a

andlise pareada das radiografias.

Segundo Oliveira et al. (2006), ha discussées sobre possiveis variacbes no
tempo de exposicdo, quilovoltagem e miliamperagem em diferentes tomadas
radiograficas, mesmo quando realizadas em um mesmo aparelho com as mesmas

calibracées, o que pode afetar o resultado da avaliacdo da densidade mineral 6ssea.

Sakakura et al. (2006), concluiram que o exame radiografico odontolégico se
apresenta como uma ferramenta importante na avaliagdo clinica principalmente por
seu facil emprego. Utilizaram, em seu estudo, radiografias odontolégicas
digitalizadas, analisadas por meio de um software especifico, para a avaliacdo da
densidade mineral 6ssea nas regides de interesse ao redor de mini implantes
colocados nas tibias de ratos, e este demonstrou ser um método eficiente para a
avaliagdo da variabilidade da densidade mineral éssea.

Kirsten et al. (2006) compararam a densidade O&ptica radiografica de
fragmentos 6sseos mandibulares de suinos com a densidade 6ptica radiografica de
penetrébmetros de aluminio e a densidade dos penetrémetros entre si. Utilizaram dois
penetrébmetros de aluminio de diferentes fabricacbes, constituidos por 16 degraus,
com 0,3 mm de espessura entre cada um deles e cinco fragmentos da cortical
vestibular de mandibulas secas de suinos. Os fragmentos e os penetrémetros foram
radiografados com filmes Ultra-speed, as radiografias foram digitalizadas e avaliadas
através do programa ImageTool®, de acordo com 4&reas selecionadas nos
fragmentos &ésseos e nos penetrbmetros, conforme a semelhanca entre as
tonalidades de cinza. A analise dos resultados pelos testes estatisticos ANOVA e
Tukey mostrou auséncia de diferencas estatisticas significantes dos valores de
pixels entre os fragmentos 6sseos e o degrau 3 (3,6 mmEg/Al), apenas do
penetrébmetro nacional (p > 0,05). Observou-se que houve diferencas
estatisticamente significantes dos valores de pixels nos degraus 1 (3,0 mmEqg/Al), 2
(3,3 mmEqg/Al) e 3 (3,6 mmEg/Al) entre os penetrobmetros de fabricacdo nacional e
alema (p < 0,05). Concluiram que foi possivel atribuir valores em milimetros

equivalentes de aluminio a densidade dos fragmentos 6sseos analisados e que



existe diferenca da densidade em pixels entre penetrdbmetros constituidos pelo

mesmo metal, porém de diferentes procedéncias.
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3 PROPOSICAO

Com base na analise da literatura este trabalho teve por objetivos:

e Verificar o efeito sobre a densidade radiografica da conservagdo de
espécimes anatdbmicos em solugdo aquosa de formalina 10% e em
solugcdo aquosa de formalina 10% tamponada com fosfato acido de
sodio monohidratado e fosfato dissoddico anidro (FTFA).

e Comparar as variagdes sobre a densidade radiografica causadas pela
formalina 10% e pela FTFA.

e Verificar o efeito causado sobre a densidade radiografica do tecido
mole, pela conservagdo em formalina 10 % e em FTFA.

e Verificar e comparar a concentragdo de calcio existente nas

substancias fixadoras no periodo de 90 dias.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Aprovacoes do Projeto

O projeto da presente pesquisa foi aprovado pela Comissado Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia (PUCRS) sob o nimero 125/05, e pelo Comité
de Etica em Pesquisa (PUCRS) sob o niimero 05/02886(Anexos A e B).

4.2 Delineamento

O estudo caracteriza-se por ser in vitro, comparativo, e pareado entre os

grupos.

4.3 Amostra

O calculo amostral realizado por meio do software nQuery Advisor versao 3.0
(Statistical Solutions, Dublin, Irlanda), fixando um poder de 80% e uma margem de
erro de 5%. Com base no estudo piloto, concluiu-se que uma amostra de dez

coelhos seria suficiente.

A amostra foi constituida por dez coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas
adultas, de 6 meses de idade e peso médio de 3825g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Apds o experimento, os tecidos
biol6gicos foram doados a disciplina de Anatomia dos Animais Domésticos da
Faculdade de Medicina Veterinaria da mesma Universidade.

Os animais foram anestesiados com Zoletil 50° (cloridrato de tiletamina e
cloridrato de zolazepam) (Verbac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) na dosagem de

20mg/kg, e submetidos a eutanasia por luxacao cervical. Apos, as cabecas, 0S



membros pélvicos e toracicos, foram dissecados do restante do corpo. As cabecas
sofreram um corte mediano, o que resultou em duas hemicabecas, direita e
esquerda, e foram preservados nestas pecas, os tecidos moles, bem como o tecido
de revestimento externo dos animais, mantidos na sua integridade (Figura 1). Para o
corte, utilizou-se uma serra manual em arco do tipo usado para corte em
encanamentos de policloreto de vinila (PVC). Os membros pélvicos tiveram o tecido
de revestimento removido, permanecendo o tecido muscular, cartilaginoso e adiposo
(Figura 2).

Figura 1: Cabega seccionada no plano mediano, originando
duas hemicabecas: Direita e Esquerda

Figura 2: Membro pélvico Esquerdo



Os membros toracicos tiveram todo tecido mole adjacente removido, de modo
que permaneceu somente tecido 6sseo e o peridsteo das regides de insercao

muscular, que so6 é possivel ser removido por maceragao (Figura 3).

Figura 3: Conjunto radio/ulna Esquerdo

As pecas foram, entdo, radiografadas com o aparelho Philips® (Best,
Netherlands, 140 kVp), na Faculdade de Medicina Veterinaria-UFPel, empregando-
se filmes T-MAT G /RA 24X30cm (Eastman Kodak Co, Rochester, NY, EUA) com
distdncia focal de 100cm e tempo de exposicdo de 1/40 segundos, com
quilovoltagem de 40kVp e miliamperagem de 5mAs.

As pecas anatdomicas foram dispostas sobre o dispositivo “Potter-Bucky” para
a tomada radiografica, sempre na mesma posi¢do, ou seja, todas as pecgas
esquerdas colocadas na parte superior e identificadas com o marcador radiopaco
letra “E”, as pecas direitas na parte inferior e identificadas com a letra “D”. No centro
foi colocado o penetrdmetro, com a escala ascendente de seus degraus da direita
para a esquerda do operador do aparelho de raios X, tendo-se o cuidado de evitar
que as pecas tocassem os marcadores bem como o penetrébmetro. Além disso,
ainda estavam presentes na mesa os identificadores da amostra e da data (Figura
4).



Figura 4: Pegas anatdmicas em posi¢ao para a tomada radiografica

O aparelho possui um localizador luminoso que divide o chassis em quatro
quadrantes, o que auxilia em conseguir 0 posicionamento correto das pecas (Figura
5).

Figura 5: Localizador luminoso do aparelho que serve como guia para o
posicionamento do motivo a ser radiografado

Por ocasiao das tomadas radiogréficas, foi empregado um penetrébmetro com
cinco degraus de aluminio, sendo que, para a leitura da densidade radiografica,



utilizaram-se os dois primeiros degraus (CARVALHO; PINTO; PINTO, 1978;
TROUERBACH et al., 1984; SOUTHARD; SOUTHARD, 1994).
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Figura 6- Radiografia das pecas anatdmicas, marcadores e penetrdmetro

Cada uma das pecas anatémicas de cada coelho foi acondicionada em um
recipiente contendo uma das seguintes solugdes: (1) formalina a 10% pH 4,0; (2)
formalina a 10% tamponada com fosfato acido de sddio monohidratado e fosfato
dissodico anidro (FTFA) com pH 7,0, (Figura 7). Ambas as solucdes fixadoras foram
manipuladas a partir de formaldeido (aldeido férmico) a 38% P.A. (CH2O).- Synth
(Sao Paulo SP, Brasil) (Figura 8), como nas formulacdes apresentadas a seguir, nos
laboratérios da Farmécia In Vivo, (Pelotas, RS, Brasil).



F1042.01.:AG ey

FOSFATO DE SOPIO \ 4 FOSFATO DE SODIO
 MONOBASIC Q_.g . BIBASICO
MONOHIDRATADO P.AA.

PA-ACS. Na HPO.

Figura 7: Fosfato acido de sddio monohidratado efosfato dissédico anidro P.A. Synth®

F1021.01.BJ

FORMALDEIDY
SOLUCAO, ?

Figura 8: Formaldeido (aldeido formico)
a 38% P.A. (CH,0).- Synth®



Formalina 10% (solucéo 1) (pH 4,0), cada litro contém:

Formaldeido 38% 100ml
Agua destilada 900ml

Formalina 10% tamponada com fosfatos (solucdo 2) (pH 7,0), cada litro

contém:
Formaldeido 38% 100ml
Fosfato acido de s6dio monohidratado 4,09
Fosfato de sédio bibasico anidro 6,59
Agua destilada 900ml

O coelho numero 01 teve suas pecas direitas acondicionadas na solucao 1 e
as pecas esquerdas na solucdo 2, o coelho seguinte teve essa distribuicao inversa,
ou seja, as pecas direitas foram acondicionadas na solucdo 2 e as esquerdas na
solucdo 1, e assim consecutivamente até o coelho 10, de modo que as solugdes

receberam o mesmo numero de pecas direitas e esquerdas.

O volume da solugédo fixadora correspondia a dez vezes o volume do
espécime acondicionado que foi aferido previamente da seguinte maneira: em um
recipiente volumétrico preenchido por agua, mergulhou-se uma hemicabeca e
verificou-se um aumento do volume no frasco, diminuindo-se este valor final do valor
inicial temos como resultado o volume da hemicabeca. O mesmo foi realizado com o
membro pélvico e com o conjunto radio e ulna. De posse desses valores, 0s
mesmos foram multiplicados por 10. Foi realizado o arredondamento para mais, e
volumes calculados resultaram como segue: as hemicabecas em recipientes de
prolipropileno (Sanremo®, Esteio, RS, Brasil) com 1200ml de solucdo, os membros
pélvicos em recipientes (Sanremo®) com 340ml de solugdo e o conjunto radio e ulna

(membros toracicos) em recipientes (Sanremo®) com 150ml de soluc&o.



Apos permanecerem em imersao nas solugdes conservadoras, 0s espécimes
foram radiografados novamente, mantendo-se a mesma posicdo e regime
radiografico da primeira tomada radiografica, nos intervalos de 1 dia, 15 dias, 30 dias
e 90 dias. A cada intervalo entre os tempos de andlise as recipientes eram

armazenados em um ambiente protegido da luz.

Foi retirada uma amostra de 10ml de cada solucado antes da colocacédo das
pecas. Estas amostras tiveram seu pH medido e foram submetidas a um
espectrofotdmetro Autolab Boehringer® (Sdo Paulo SP, Brasil) para a verificagao e
quantificacdo de calcio (comprimento de onda de 580 a 620 nanbémetros), no
laboratério de analises clinicas “Osvaldo Cruz”, Pelotas-RS. Novamente no tempo de
90 dias colheu-se uma amostra de cada recipiente, da seguinte forma: As pecas
foram removidas dos recipientes, as solugdes foram agitadas para que o material
precipitado no fundo do recipiente se misturasse com o liquido, e entdo removia-se
10ml de cada frasco. A pipeta era lavada a cada troca de frasco, e acondicionava-se
o liquido amostral em frasco de polipropileno (Fada®, Glorinha, RS, Brasil), com

tampa lacre e numeracao correspondente (Figura 9).

Figura 9: Frascos de polipropileno com capacidade de 10ml (Fada®), com
numeragao correspondente, encaminhados para analise quimica das
amostras dos fixadores.



Estas amostras foram analisadas no mesmo espectrofotdmetro da analise
anterior, para avaliar e quantificar a presenca de calcio, depois foi medido o pH final
com o uso de fitas de afericio de pH Merck® (pH 0-14, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Estes valores foram anotados em planilhas especificas para posterior
andlise estatistica (Apéndice A).

4.4 Processamento dos Filmes

O processamento dos filmes foi realizado na processadora automatica Revell®
(Sao Paulo, Brasil), pertencente a disciplina de Radiologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UFPel, sempre imediatamente ap6s a tomada radiografica,

com temperatura de 30° C e tempo 2,5 minutos de seco a seco.

4.5 Digitalizacao das Radiografias

As radiografias convencionais foram digitalizadas em um escéner de mesa
HP Scanjet 6100C (Hewlett Packard Co., Loveland, Colorado, EUA, Figura 10)
pertencente a disciplina de Radiologia da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Todas as radiografias foram
digitalizadas em 300 DPI (pontos por polegada), no formato BMP (Windows Bitmap),
e tiveram brilho e contraste ajustados para uma melhor visualizagdo. O brilho foi
definido em 157 e o contraste em 150. O escaner possui as seguintes
caracteristicas: area de escaneamento de 216 x 356 mm, peso de 9,8kg, voltagem
entre 110 e 240 Volts e 50/60 Hz de ciclagem, e tempo de escaneamento do filme

de 8 segundos.



4.6 Analise das Radiografias

Depois de digitalizadas, as radiografias foram analisadas no programa
ImageTool® 3.0 for Windows (University of Texas Health Sciences Center at San
Antonio-UTHSCSA, Texas, EUA), que disponibiliza &areas de dimensbdes pré-
estabelecidas para analise (Figura 11). As areas analisadas tinham a dimensao de
32x32 pixels e, a densidade sendo calculada pelo programa era imediatamente

registrada em planilha idealizada para tal fim (Apéndice A).

Os requisitos minimos exigidos pelo programa de analise das Imagens
ImageTool® foram: Processador Intel 80486 ou superior, minimo de 8 MB de
memoria RAM, sendo recomendado 16 MB, monitor com capacidade para 256 cores
ou mais e com resolugdo minima de 800 x 600 dpi, Microsoft Windows 95™ ou
Microsoft NT™ versdo 3.51, pixels com 8 bits (1 byte) para a escala de cinza.

Figura 10: Escaner empregado na digitalizacao
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Figura 11: Tela do programa ImageTooI®, em que se pode optar pelas
diferentes dimensdes de area pré estabelecida
Para avaliacdo da densidade radiografica, foram selecionadas regides de
cada peca na radiografia. No conjunto radio e ulna, trés regides: (1) area central na
epifise proximal do radio; (2) area central na porcdo média da diafise do radio; (3)

area central na epifise distal do radio (Figura 12).

Regido 2

Regido 1

Figura 12: Radiografia do conjunto radio/ulna direito, em evidéncia as trés regides analisadas



Nos membros pélvicos quatro regides: (1) area central na epifise proximal da
tibia; (2) area central na porcao média da diafise da tibia; (3) area central na epifise
distal da tibia.e (4) regiao constituida exclusivamente de tecido mole, adjacente as
tibias com uma area sobre o centro da area de tecido mole (Figura 13).
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Regido 3

Figura 13: Radiografia do membro pélvico direito, em evidéncia as quatro regides analisadas

Nas hemicabecas, cinco regides foram analisadas: (1) area no centro da
cabeca da mandibula; (2) area no ponto mais inferior do dngulo da mandibula; (3)
area no ponto mais superior do cranio imediatamente apds o seio frontal; (4) area
exatamente sobre o sulco da artéria facial; (5) area compreendida superiormente ao
terco médio radicular do incisivo central inferior e inferiormente a crista alveolar da
mandibula (Figura 14).
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Figura 14: Radiografia da hemicabeca esquerda, em evidéncia as cinco regides analisadas

Foram entdo realizadas trés leituras por conjunto radio/ulna, quatro por
membro pélvico e cinco por hemicabeca, em cada um dos dez coelhos e em cada
um dos cinco tempos o que totalizou 1200 leituras de densidade radiografica. Esses
valores obtidos foram registrados em uma planilha especialmente elaborada para tal

e posteriormente encaminhados para analise estatistica.

4.7 Analise dos Dados

O trabalho constituiu-se de quatro experimentos fatoriais, com delineamento
em medidas repetidas. Os tratamentos dos experimentos sdo: o tipo de fixador
(formalina a 10% nao tamponada e formalina a 10% tamponada com fosfato acido -
FTFA) e tempo de fixagao (zero, 1, 15, 30 e 90 dias). A variavel resposta foi a
densidade radiogréfica, obtida de diferentes regides das distintas pecas anatomicas



pelo ImageTool®. Os valores da densidade radiografica registrados pelo programa
de analise de imagem foram corrigidos pela densidade radiografica do penetrdmetro,

por meio de célculos matematicos de proporgao.

A combinacao entre o coelho e o espécime anatdmico constituiu as medidas
repetidas, e de cada coelho foram utilizadas seis pecas: dois membros pélvicos, dois
conjuntos radio/ulna e duas hemicabecas (metades de uma cabeca). Em todos os
experimentos a unidade experimental para o fator tipo de fixador foi o espécime
anatdmico (peca). Os pares de ossos foram submetidos aos dois tipos de fixadores
e, ao longo do tempo, cinco leituras da densidade radiografica foram efetuadas em
cada regiao da pecas anatémicas.

O estudo foi complementado com a analise da quantidade de calcio liberada
pelos 0ssos nas solugdes fixadoras e da alteragdo no pH destas solucdes durante o
periodo de execucao do experimento. Também foi realizada uma segunda leitura
dos valores das densidades radiograficas das mesmas radiografias, pelo mesmo
examinador, num periodo de sessenta dias apds a primeira leitura do ultimo tempo,

para verificar o grau de concordancia intra-examinador.

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de
Kolmoroff-Smirnoff. Em seguida, procedeu-se a andlise de varidncia (ANOVA) em
medidas repetidas para verificar se os fatores tipo de fixador e tempo de fixagéo
tinham efeito significativo sobre a variavel resposta. Para identificar os grupos que
diferiam entre si foi procedido o teste de comparagdes mdultiplas de Tukey. Nas
andlises complementares foram utilizados o teste t de Student e o coeficiente de
correlagdo de Pearson. A andlise de variancia em medidas repetidas foi realizada
por meio do médulo Proc Mixed do programa SAS versao 9.1 (SAS, 2002).
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Como os dados apresentaram uma distribuicdo normal, verificada por meio do
teste de Kolmoroff-Smirnoff, foi possivel proceder a andlise de variancia de medidas
repetidas para verificar se os fatores tipo de fixador e tempo de fixacdo tem efeito
significativo sobre a variavel resposta. E apds o teste de comparacdes multiplas para
identificar os grupos que apresentaram variacoes.

Conforme a Tabela 1, independentemente do tipo de fixador, no tempo zero a
densidade foi significativamente maior do que nos demais tempos. Nos tempos 1
dia, 15 dias e 30 dias as densidades ndo diferem entre si, mas sao significantemente
maiores do que no tempo 90 dias. Nao houve diferencga significativa entre as médias
de densidade radiografica dos espécimes acondicionados nos dois tipos de fixador:
em solucdo aquosa de formalina a 10% (107,50 + 14,36) e solucao aquosa de
formalina a 10% com tampéao-fosfato (107,70 = 11,61). Na Figura 15 séao

apresentadas as densidades médias por tempo de fixacao, para cada fixador.

Tabela 1: Densidade radiogréfica, medida no conjunto radio/ulna, apds diferentes periodos de
fixacdo, nos grupos Formalina 10%, FTFA e globalmente. Porto Alegre, 2007

Densidade radiogréfica
Tempo Formalina 10% FTFA 2 Global
Média  Desvio-padrdao | Média  Desvio-padrao Média ' Desvio-padrédo

Zero 112,04 10,40 110,56 12,06 111,30 % 11,12

1 dia 108,49 7,70 107,25 10,57 107,87 ° 9,13
15 dias 109,72 10,76 108,02 13,13 108,87 ° 11,86
30 dias 103,78 25,14 109,00 11,53 106,39 ° 19,46
90 dias 103,50 10,23 103,69 10,75 103,60 © 10,34
Global 107,50 14,36 107,70 11,61 107,60 13,02

' Médias néo seguidas de mesma letra diferiram significativamente entre si (o = 0,05), pelo teste de
Tukey.

2 FTFA = Formalina Tamponada com fosfato 4cido de sédio monohidratado e fosfato dissédico
anidro.

Os resultados da andlise de variancia de densidade radiogréafica, medida no

conjunto radio/ulna, sdo apresentados na Tabela 2, em que se verifica ndo haver



interacao significativa entre os fatores tempo de fixacao e tipo de fixador. Quanto aos
efeitos principais, somente o fator tempo de fixacao teve efeito significativo sobre a
densidade radiografica.

Tabela 2: Analise de varidncia em medidas repetidas para a varidvel densidade radiografica do
conjunto radio/ulna. Porto Alegre, 2007

Causa de variagao Grau de liberdade F p
Tipo 1 0,01 0,954
Tempo 4 15,29 <0,001
Tempo x Tipo 4 0,98 0,421
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Figura 15: Densidade radiografica do conjunto radio/ulna, nos diferentes periodos de fixacdo em
formalina a 10% e FTFA (Formalina Tamponada com fosfato 4cido de sddio monohidratado e
fosfato dissddico anidro). Porto Alegre, 2007

Conforme a Tabela 3, independentemente do tipo de fixador, as médias de
densidade radiografica dos tempos zero, 1 dia e 15 dias nao diferiram entre si, mas
foram significativamente superiores as demais. O tempo 30 dias também apresenta
uma meédia de densidade significativamente maior do que no tempo 90 dias (Tabela
3). As densidades médias por tempo de fixacdo, para cada fixador, sdo também
apresentadas na Figura 16. Nao houve diferenga significativa entre as médias da



densidade radiografica dos espécimes acondicionados em solugdo aquosa de
formalina a 10% (134,61 + 19,40) e solucdo aquosa de formalina a 10% com
tampéao-fosfato (130,56 = 23,12).

Tabela 3: Densidade radiografica das tibias, apés diferentes periodos de fixagdo, nos grupos
Formalina 10%, FTFA e globalmente. Porto Alegre, 2007

Densidade radiografica
Tempo Formalina 10% FTFA 2 Global
Média Desvio-padrdo| Média Desvio-padrdo Média' Desvio-padrao

Zero 140,27 20,23 139,49 27,59 138,88 " 23,96

1 dia 140,06 20,48 135,78 24,84 136,92 22,66
15 dias 135,51 18,40 133,53 23,02 134,524 20,64
30 dias 131,92 18,08 126,82 18,79 129,378 18,35
90 dias 124,31 16,64 119,20 18,46 121,76 c 17,52
Global 134,61 19,40 130,56 23,12 132,29 21,43

! Médias nio seguidas de mesma letra diferiram significativamente entre si (o = 0,05), pelo teste de
Tukey.

2 FTFA = Formalina Tamponada com fosfato 4cido de sédio monohidratado e fosfato dissédico
anidro.

Na Tabela 4 sado apresentados os resultados da analise de variancia de
densidade radiografica, medida na tibia, onde se verifica que somente o efeito
principal do fator tempo de fixagao foi significativo. O efeito principal do fator tipo de
fixador e a interacdo entre tempo de fixacdo e tipo de fixador ndo foram

significativos.

Tabela 4: Andlise de variancia em medidas repetidas para a variavel densidade radiografica das
tibias. Porto Alegre, 2007

Causa de variagao Grau de liberdade F p
Tipo 1 0,61 0,442
Tempo 4 23,11 <0,001

Tempo x Tipo 4 0,09 0,987
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Figura 16: Densidade radiogréafica das tibias nos diferentes periodos de fixagdo em formalina a 10%
ndo tamponada e FTFA (Formalina Tamponada com fosfato &cido de sédio monohidratado e

fosfato dissodico anidro). Porto Alegre, 2007

Com relagéo a quarta regido analisada, o tecido mole dos membros pélvicos,

os resultados mostram que nao houve diferenca estatistica entre a densidade

radiografica do tecido mole adjacente aos membros pélvicos conservados em

solucdo aquosa de formalina a 10% (140,52 = 16,53) e em solucdo aquosa de
formalina a 10% tamponada com fosfato (136,59 + 15,32) (Tabela 5). A Figura 17
apresenta as médias da densidade radiografica por tipo de fixador e tempo de

fixagao.

Tabela 5: Densidade radiogréfica da regido de tecido mole adjacente a tibia, apds diferentes periodos
de fixagdo, nos grupos Formalina 10%, FTFA e globalmente. Porto Alegre 2007

Densidade radiografica
Tempo Formalina 10% FTFA' Global
Média  Desvio-padrdao | Média  Desvio-padrao Média Desvio-padrao

Zero 138,90 18,21 136,29 19,72 137,59 18,15

1 dia 139,86 18,56 136,89 14,56 138,37 17,09
15 dias 143,25 19,98 137,08 15,66 140,16 18,64
30 dias 140,75 12,11 136,75 11,34 138,75 13,09
90 dias 139,88 10,34 135.98 18,17 137,93 14,14
Global 140,52 16,53 136,59 15,32 137,36 16,41

' FTFA= Formalina Tamponada com fosfato acido de sédio monohidratado e fosfato dissédico

anidro.
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Os resultados da analise de variancia mostram que nenhum dos fatores, tipo

de fixador e tempo de fixacao, teve efeito significativo sobre a variavel resposta.

Também a interagao entre os dois fatores nao foi significativa (Tabela 6).

Tabela 6: Andlise de variancia em medidas repetidas para a varidvel densidade radiografica, medida

na regiao de tecido mole adjacente a tibia. Porto Alegre, 2007

Causa de variagao Grau de liberdade F p
Tipo 1 0,40 0,533
Tempo 4 0,67 0,617
Tempo x Tipo 4 0,83 0,513

145
140
135
130
125
120
115
110

Formalina 10%

B Zero

@ 01 dia
B 15 dias
m 30 dias
W 90 dias

Figura 17: Densidade radiografica da regido de tecido mole adjacente a tibia, nos diferentes
periodos de fixagdo em formalina a 10% nao tamponada e FTFA (Formalina Tamponada com
fosfato 4cido de s6dio monohidratado e fosfato dissédico anidro).Porto Alegre 2007

Na Tabela 7, onde sdo apresentadas as médias de densidade radiografica

aferidas nas hemicabecas nos diferentes tempos de anélise, € possivel verificar que

nao houve diferencga significativa entre as médias dos espécimes acondicionados em

solucdo aquosa de formalina a 10% (151,57 = 34,04) e solucédo aquosa de formalina

a 10% com tampao-fosfato (157,15 = 39,45). Independentemente do tipo de fixador,

os tempos zero e 15 dias apresentaram as maiores médias de densidade

radiografica nao diferindo do tempo 01 dia, mas sendo significativamente maiores do



que os tempos 30 e 90 dias. O tempo 30 dias também apresentou média
significativamente superior a média do tempo 90 dias (Figura 18).

Tabela 7: Densidade radiografica das hemicabegas, apés diferentes periodos de fixa¢do, nos grupos
Formalina 10%, FTFA e globalmente. Porto Alegre 2007

Densidade radiogréfica
Tempo Formalina 10% FTFA 2 Global
Média  Desvio-padrdo | Média  Desvio-padrao Média'  Desvio-padrao

Zero 158,10 31,92 160,13 38,08 159,11 35,07

1 dia 156,03 34,30 158,03 40,16 157,02* 37,11
15 dias 158,02 35,27 156,91 39,90 157,46 " 37,38
30 dias 152,67 35,95 151,24 41,01 151,95° 38,30
90 dias 142,21 33,26 143,16 39,53 142,68 ° 36,39
Global 151,57 34,04 157,15 39,45 154,36 36,89

! Médias nao seguidas de mesma letra diferiram significativamente entre si (a = 0,05), pelo teste de Tukey.

2 FTFA= Formalina Tamponada com fosfato acido de sédio monohidratado e fosfato dissédico
anidro.

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados da andlise de variancia da densidade
radiografica medida nas hemicabegas. Verifica-se nao haver interagao significativa entre
tempo de fixagao e tipo de fixador. Com relagdo aos efeitos principais, somente o efeito do
fator tempo de fixacao foi significativo sobre a densidade radiogréfica.

Tabela 8: Analise de variancia em medidas repetidas para a variavel densidade radiografica, das
hemicabecgas. Porto Alegre, 2007

Causa de variagao Grau de liberdade F p
Tipo 1 0,35 0,555
Tempo 4 23,98 <0,001

Tempo x Tipo 4 0,81 0,520
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Figura 18: Densidade radiografica das hemicabecas, nos diferentes periodos de fixagdo em
formalina a 10% nao tamponada e FTFA (Formalina Tamponada com fosfato acido de sodio
monohidratado e fosfato dissodico anidro). Porto Alegre, 2007

Os resultados referentes a varidvel concentracdo de célcio presente das
solucdes fixadoras sdo apresentados na Tabela 9. Verificou-se diferencga significativa
entre as concentracdes médias de calcio das solugdes no inicio do experimento
(antes da submersao dos espécimes) (valor zero, ou negativo para presenca de
célcio) e no final (90 dias apds a submersdo) formalina 10% (4,26+1,84), FTFA
(2,84+1,87). O teste t revelou também que foi significativa (p = 0,004) a diferenca
entre as concentragdes médias de calcio dos dois fixadores. A solugdo aquosa de
formalina a 10% nao tamponada foi a que apresentou maior quantidade de célcio,
conforme a Figura 19.

Tabela 9: Resultado do teste t para Concentragdo de célcio (mg/dL) encontrada nos dois tipos de
fixadores. Porto Alegre, 2007

Fixador Numero de Concentragao de calcio Valor
observagoes Média final Desvio-padrao P
Formalina 10% 30 4,26 1,84
0,004
FTFA' 30 2,84 1,87

' FTFA= Formalina Tamponada com fosfato 4cido de sédio monohidratado e fosfato dissédico
anidro.
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Figura 19: Concentracdo média de célcio (mg/dL) encontrada nos fixadores, 90 dias apds a

submersdo. FTFA (Formalina Tamponada com fosfato acido de sdédio monohidratado e fosfato
dissddico anidro). Porto Alegre, 2007

A comparacao entre as concentragdes de calcio presentes nas substancias
fixadoras das trés pecas anatdmicas é apresentada na Tabela10 e na Figura 20.

Nota-se uma concentracao de calcio superior no grupo das tibias, principalmente na
Formalina 10%.

Tabela 10. Concentracdo média de célcio (mg/dL) presente nas solugdes, por pega anatébmica, 90
dias apds a submersdo. Porto Alegre, 2007

Fixador Peca Anatémica
xado Conjunto radio/ulna Tibia Hemicabeca
Formalina 10% 354 6.94 378
1
FTFA 1,68 3,15 2,20

' FTFA= Formalina Tamponada com fosfato 4cido de sédio monohidratado e fosfato dissédico
anidro.
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Figura 20: Concentracdo média de calcio (mg/dL) presente nas solugdes, por peca anatdmica, 90
dias ap6s a submersao. FTFA (Formalina Tamponada com fosfato acido de s6dio monohidratado e

fosfato dissodico anidro). Porto Alegre, 2007

Quanto ao pH das substancias fixadoras, nao foi necessario realizar nenhum

teste estatistico, pois para o grupo formalina 10%, no tempo zero (antes da imersao
das pecas), o pH era de 4,0 e na segunda afericdo nos 90 dias apoés, todas as
amostras tinham o pH 5,0 e na FTFA todas as amostras mantiveram o mesmo pH

nas duas aferigcbes, 7,0, como na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de pH inicial e final para Formalina 10% e FTFA

; Numero de Valores de pH
F -
ixador observagoes Média inicial Média Final
Formalina 10% 30 4,0 5,0
FTFA' 30 7,0 7,0

' FTFA = Formalina Tamponada com fosfato acido de sédio monohidratado e fosfato dissodico

anidro.



Foi realizada uma segunda leitura dos valores das densidades radiograficas
das mesmas radiografias, pelo mesmo examinador, num periodo de sessenta dias
apos a primeira leitura do ultimo tempo. A andlise de correlacao entre os valores das
duas leituras revelou boa concordéancia intra-examinador (r = 0,952; p < 0,001)
(McGRAW; WONG, 1996).
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Os estudos sobre densidade radiografica dos ossos e tecidos da face vém,
nos ultimos anos, ganhando atencado especial dos pesquisadores, principalmente
pelo avancgo tecnolégico dos métodos de diagnostico e na avaliagdo pré-operatoria
de pacientes candidatos ao tratamento com implantes osteointegrados e nas
pesquisas sobre simuladores para tecidos moles, que permitem uma analise mais
real de ossos secos (LEKHOLM; ZARB, 1985; LYTTLE; FLAXMAN, 1992; JOHNS et
al., 1992; BANDEIRA et al., 2000; MISCH, 2000; BARROS et al., 2001; REIS, 2001;
HOMOLKA et al.,, 2002; DAVARPANAH, 2003; LINDH; OBRANT; PETERSON,
2004; SOUZA; COSTA; VEECK, 2004; PORTER; VON FRAUNHOFER, 2005;
RODRIGUES et al., 2005; CAULA; BARBOSA; MACHADO, 2006).

Também houve um despertar na consciéncia dos pesquisadores no que diz
respeito a ética na exploragdo de animais, de 06rgdos ou pecas anatdmicas
provenientes de seres vivos. Feij6 (2004) lembra a importancia da conservagao por
longos periodos de tempo de corpos ou pegas anatbmicas para pesquisas e ensino,
o que tem influéncia direta sobre o numero de sacrificios de animais para o
desenvolvimento de aulas praticas dentro dos laboratérios das universidades.
Assunto este tao discutido hoje em dia nos comités de ética em pesquisa. Ou seja,
quanto mais tempo e por mais alunos for aproveitado um cadaver, menor sera a

necessidade de um novo corpo.

Segundo Nagorsen e Peterson (1980), o tamponamento mantém o pH em
torno de 7,0, enquanto a formalina ndo tamponada apresenta pH entre 3,0 e 4,6. Ou
seja, o meio fixador com formalina ndo tamponada € mais &acido, o que teoricamente,
sugere maior potencial de descalcificacdo. Esta afirmacédo foi confirmada pelos
resultados do presente estudo visto que, os valores iniciais de pH do fixador
formalina a 10% foi aferido dentro dos valores relatados pelos autores e também o
maior potencial de descalcificacdo foi revelado no grupo da formalina a 10% nao
tamponada.



Na conservacao de corpos inteiros ou partes de corpos, situagdo que requer
grande volume de fixador, o eleito é o formaldeido a 4% (formalina 10%), que é de
facil aquisicao e custo acessivel (SILVA, 2004). Porém, como ressalta Vasconcelos
(2000), em estruturas que contenham sangue, o formol propicia o chamado
“pigmento de formol”, que torna os tecidos escuros, com uma cor proxima ao
marrom, devido a catabolizagdo anormal da hemoglobina. Por outro lado, quando é
empregado o formol tamponado, o pigmento ndo se forma. Tal fato foi evidenciado
na presente pesquisa, uma vez que nos recipientes preenchidos com solucao
aquosa de formalina a 10%, o liquido era turvo e apresentava precipitacdes
escurecidas e, naqueles com solugdo aquosa de formalina a 10% tamponada, o
liquido era claro e cristalino. Bem como as pecas acondicionadas em formalina a
10% tamponada apresentavam-se menos escurecidas, com uma tonalidade de cor

mais préxima ao natural.

Embora ndo tenha sido verificada diferenca significativa da densidade
radiografica do tecido ésseo entre o grupo que usou formalina tamponada e o que
usou formalina ndo tamponada, independentemente da peca anatdbmica analisada,
houve uma diminuicdo significativa da densidade radiografica com o passar do
tempo em ambas as solugdes. Tal fato vai ao encontro da afirmacéo de Currey et al.
(1995), que relata ser provavel que a exposicao do osso a formalina por tempo
superior a 24 horas altere as propriedades mecanicas do tecido ésseo, uma vez que
as mesmas estao diretamente relacionadas ao grau de mineralizagao do tecido. Os
autores investigaram o efeito da formalina sobre as propriedades mecéanicas do 0sso
bovino. Em alguns dos testes de resisténcia, o grupo-teste exibiu propriedades
mecanicas significativamente diferentes do grupo-controle. Entretanto, em outros,
nao foi observada diferenca significativa entre ambos. Os autores ressaltam que,
talvez, os efeitos ndo sejam intensos o suficiente para serem detectados pelos
métodos empregados, ou seja, o teste de resisténcia a fratura e o teste de

resisténcia a curvatura.

Porém, o presente estudo analisou distintas pecas anatbmicas com diferentes
disposicdes de tecidos. E para a obtencdo de uma imagem radiografica com
contraste adequado, foi utilizado um regime radiografico de quilovoltagem e tempo
de exposicdo baixos, e principalmente no exame dos conjuntos radio/ulna e das
tibias, que apresentam uma espessura éssea pequena. Isso tornou possivel a



visualizacdo e afericdo da densidade radiografica também do tecido mole presente
nos membros pélvicos, pois esta analise poderia ajudar a compreender o provavel
processo de alteracdo da densidade radiografica causada pela conservacdo dos
tecidos em formalina. Portanto, analisou-se uma regido constituida exclusivamente
de tecido mole adjacente as tibias, por meio de sua densidade radiografica, no
decorrer dos mesmos tempos em que se analisou a densidade radiografica do tecido

0sseo.

As pecas denominadas conjunto radio/ulna tiveram todo o tecido mole
removido, ou seja, apresentavam somente tecido 6sseo, sem sobreposicao de tecido
mole. A avaliacao da densidade neste grupo apresentou variacao ja no tempo de 24
horas, independentemente do tamponamento da solugao fixadora, o que pode ter
sido ocasionado pela maior area de contato entre a superficie do tecido ésseo e a
formalina. Portanto, concorda-se com a conclusdo de Currey et al. (1995) e
acrescenta-se comprovando através deste resultado que a exposicdo do tecido
0sseo a formalina, quer seja tamponada ou nado, apresenta efeito desmineralizante

sobre o tecido ésseo ja no tempo de 24 horas.

Ja nos grupos tibia e hemicabeca, cujos tecidos musculares e de
revestimento, no caso das hemicabecas, foram preservados, a variagdo da
densidade radiografica se deu em tempo diferente, pois o tecido ésseo era recoberto
por tecidos moles, o que de certa forma dificultava o contato direto da substancia
fixadora com os tecidos mineralizados. Isto ndo impediu o efeito desmineralizante,
porém, esta variacdo sé foi apresentar valores com diferencas estatisticamente
significativas no tempo de 30 dias, e continuou a apresentar diferenga com aumento
progressivo até o tempo de 90 dias. Isto pode ser explicado pela baixa velocidade de
penetracdo da formalina em tecidos espessos. Por isso a literatura, através dos
trabalhos de Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976); Nagorsen e Peterson (1980);
Michalany (1990); Sesso (1998); Werner et al. (2000); Alves (2002); Alves e Roman
(2005) e Rodrigues (2005), é clara em recomendar que para a fixagdo com fins
histoldégicos, os espécimes devem ser pequenos com pouca espessura, para
possibilitar a fixagdo por completo e evitar que, no centro do tecido, o fixador demore
para agir e isso acabe por viabilizar o fenbmeno de autélise (WERNER et al., 2000).
Porém, o que acontece na pratica nos laboratérios de anatomia € que pecas de

grande volume sao imersas nos liquidos fixadores, muitas vezes por anos, sendo



removidas, quando necessario, por exemplo, para dissecag¢des que visam ao ensino

anatdmico pratico de anatomia.

Os resultados do presente trabalho mostraram que nao existe diferenca
significativa entre o efeito da solugcdo aquosa de formalina tamponada e néao
tamponada sobre a densidade do tecido ésseo de espécimes conservados em
imersao por 90 dias, utilizando radiografias convencionais digitalizadas. Para que
seja detectada em radiografias convencionais, a desmineralizacdo 6ssea deve
corresponder a indices entre 30% e 60% (ORTMAN; MCHENRY; HAUSMANN,
1982; DREYER, 1993; SOUTHARD; SOUTHARD, 1994; OURIQUE et al., 2005), isto
€, a técnica radiogréafica convencional subestima a perda éssea. Por outro lado, a
técnica radiografica digital detecta variacdes na densidade éssea radiografica entre
1% € 5,3% (ORTMAN et al., 1985; SOUTHARD; SOUTHARD, 1994). Quando se
digitaliza filmes radiograficos processados aumenta-se a sensibilidade na detecgao
de variacdo nos niveis de cinza (MUSSATO et al.,2005).

Como descrevem Frederiksen (1994), Clasen e Aun (1998), Watanabe et al.
(1999) e Pereira, Souza e Westphalen (2004), as radiografias deste trabalho foram
obtidas pelo método convencional com filmes e substéncias quimicas para o
processamento e, posteriormente digitalizadas e analisadas em um computador
através do software ImageTool®, o que permitiu detectar variacbes em 256 tons de
cinza, sendo o valor zero o preto absoluto e o valor 255 o branco absoluto, o que
proporciona a deteccao de variagbes minimas da densidade radiografica, como
relatam os estudos de Ortman et al. (1985), Southard e Southard (1994), enquanto o
olho humano tem capacidade de distinguir no maximo 50 (FARMAN; SCARFE,
1994; OHKI; OKANO; NAKAMURA, 1994). Mesmo sendo significativa, a diferenca
observada entre as densidades radiograficas antes da fixacdo e 90 dias apéds, €

imperceptivel quando a radiografia é examinada a olho nu.

O uso deste programa de andlise de imagens ja foi relatado na literatura para
uso em odontologia através dos trabalhos de Pereira, Souza e Westphalen (2004),
Berti et al. (2005), Kirsten et al. (2006) e Braga, Gegler e Fontanella (2006).

A sobreposicdo de estruturas anatémicas constitui importante limitagcdo do
exame radiografico (SANTIAGO; VITRAL, 2006), fato que resulta da expressao de



estruturas tridimensionais em imagens bidimensionais. E possivel que focos de
desmineralizacdo tenham sido negligenciados em areas do exame radiografico com
maior sobreposicdo de estruturas anatdbmicas. Na presente pesquisa, foram
empregadas radiografias convencionais pela acessibilidade ao método. Radiografias
convencionais digitalizadas para avaliagdo da densidade radiografica ja foram
utilizadas nos trabalhos de Scarparo (1995); Garcia (1996); Soares (1996); Puppin
(1997); Clasen e Aun (1998); Barros et al. (2001); Reis (2001); Taba et al. (2003);
Haiter-Neto e Wenzel (2005); Braga, Gegler e Fontanella (2006); Kirsten et al.
(2006); Nackaerts et al. (2006); Oliveira et al. (2006); Skakura et al. (2006).

A digitalizacdo das radiografias teve por objetivo viabilizar a anélise
computadorizada, mais sensivel a variagbes dos niveis de cinza. Existem outros
métodos de andlise da densidade éssea, além da técnica radiografica convencional,
como a tomografia computadorizada quantitativa (QCT) e a tomografia
microcomputadorizada (pQCT), cuja vantagem é a possibilidade de anélise dos
cortes tomograficos, o que elimina o viés da sobreposicdo de estruturas; a ultra-
sonografia quantitativa (QUS), que nao utiliza radiacao e mede o grau de atenuacao
do som ao atravessar o osso medular; a absorciometria duoenergética por raios X
(DXA) e a absorciometria duoenergética por raios X para tecidos periféricos (pDXA).
As técnicas variam em valores de radiagdo, acuracia, aplicabilidade e informacéao
sobre a qualidade 6ssea ou densidade Optica (FOGELMAN; BLAKE, 2000;
SANTIAGO; VITRAL, 2006). Apresentam maior sensibilidade que a técnica
radiografica, porém necessitam de aparelhos especificos, de custo mais elevado e

acesso restrito.

Independentemente da peca anatébmica e do tamponamento da solucao
fixadora, os valores de densidade radiografica obtidos nos tempos zero foram
significativamente maiores do que nos tempos 30 e 90 dias. No grupo das tibias € no
grupo das hemicabecas, o tempo 01 dia apresentou densidade radiografica sem
diferenca estatistica significativa do tempo zero, porém, no grupo do conjunto
radio/ulna verificou-se alteracdo ja no grupo 01 dia. Estes resultados confirmam a
importadncia de se controlar o tempo de fixacdo dos espécimes. Para fins de
diagnéstico, o tempo de 24 horas é considerado ideal (ALVES; ROMAN, 2005),
sendo que tempos superiores a este sdo considerados prejudiciais aos métodos

imunoistoquimicos.



Porém, na conservacao de tecidos para o estudo de anatomia, sabe-se que
os tempos de manutencao dos corpos nos meios conservantes extrapolam em muito
esses valores, podendo chegar a anos. O fato dos tempos zero e 01 dia ndo terem
exibido diferenga significativa de densidade e ambos terem diferido dos tempos 30 e
noventa dias, sugere que, no caso de investigacdo da densidade radiografica do
tecido 6sseo, o tempo de fixacao até 24 horas nao devera interferir nos resultados. O
que concorda com a observacao de Braga, Gegler e Fontanella (2006), que
utilizaram musculo bovino como simulador de tecido mole no seu estado natural, em
fixacdo em formalina tamponada por 24 horas e congelado, e concluiram que a

fixacdo com formalina n&o interferiu nos valores da densidade radiografica.

Por outro lado, chama-se a atencéo para o fato de que os autores testaram o
efeito da formalina no periodo de 24 horas. Como demonstraram os resultados do
presente estudo, os efeitos do procedimento de conservacao em formalina sobre a
densidade radiogréfica do tecido 6sseo recoberto por tecido mole, apresentaram-se
estatisticamente significantes a partir do tempo 30 dias. Isto nos faz concluir que
para a fixacdo em formalina ter interferéncia na densidade radiografica dos tecidos
mineralizados recobertos por tecido mole, o periodo de exposicao deve ter uma
duracao minima de 30 dias. Ainda salienta-se que quando analisada uma regiao
constituida somente por tecido mole, nos mesmos periodos, isto é, zero, 1, 15, 30 e
90 dias a densidade radiografica, ndao apresentou variacao estatisticamente
significante. Porém, se faz necessario um estudo mais abrangente, com um numero
amostral superior ao deste trabalho, para elucidar o comportamento do tecido mole,
do ponto de vista de densidade radiografica, quando exposto a formalina por
diversos periodos, para que se tenha melhor compreensao deste fen6meno. Talvez
métodos mais acurados de avaliacdo da densidade poderiam fornecer resultados
diferentes.

O tempo 01 dia também apresentou densidade significativamente maior do
que os tempos 30 e 90 dias no grupo conjunto radio/ulna, que foi o grupo que
apresentou alteracées em menor tempo, tal fato discorda dos resultados de Tomasi
et al. (2005), que nao detectaram variagdes significativas na substancia mineral do
tecido 6sseo ovino conservado por dez meses em diferentes concentracbes de
formaldeido. Talvez o baixo grau de desmineralizacdo observado por Tomasi et al.
(2005) seja resultado da metodologia empregada. Os autores investigaram a



desmineralizacdo em fragmentos de 0sso ovino de 5mm de espessura € 15mm de
didmetro que foram imersos em 100ml de diferentes solugdes fixadoras: (1) formol a
5%, 10% e 20% em agua destilada; (2) formol aquoso a 10% tamponado com
carbonato de célcio e (3) formol a 10% tamponado com fosfato (pH 7,2). As
amostras foram mantidas imersas nas solucées em trés tempos diferentes: quinze
dias, trés meses e dez meses. Os autores verificaram que a perda de substancia
mineral, nos periodos avaliados, oscilou entre 0,3% e 1,3% de perda de peso. Apds
os periodos de conservacao, estes espécimes foram desmineralizados em &cido
nitrico a 7%, processo que resultou em reducao do peso total entre 45% e 64%. Tais
resultados indicam que a perda de peso durante a conservacdao em formalina é

minima se comparada com a massa inorganica total existente na amostra.

A andlise da densidade radiografica implica o emprego de exames
radiograficos e analise computadorizada, processos que podem sofrer a influéncia
de variaveis como oscilacao da tensao elétrica no momento da emissao dos raios X,
e durante a digitalizacdo das radiografias pelo escaner, bem como variacbes de
temperatura e umidade ambientes no momento do processamento das radiografias
(WENZEL; SEWERIN, 1991; OLIVEIRA et al., 2006). Esses vieses foram
controlados, no presente estudo, com o uso do penetrdmetro assim como
preconizaram Carvalho, Pinto e Pinto (1978); Trouerbach et al. (1984); Southard e
Southard (1994); Farman (1996); Berti et al. (2005); Nackaerts et al. (2006) e Kirsten
et al. (2006).

Assim como Kikugawa e Takashi (2004), que identificaram minerais diluidos
na solucdo de formalina 10% apo6s a conservagdo de espécimes por 140 dias,
através de espectrofotometria, usando este mesmo método de andlise, realizou-se
no tempo zero, ou seja, antes da fixagdo e 90 dias apds, a constatacdo e
quantificagdo do calcio, com o uso de um espectrofotdmetro. Foi possivel constatar,
estatisticamente que a média dos niveis de calcio presente na solucao fixadora de
formalina a 10% foi maior do que na solucdo fixadora de formalina a 10%
tamponada com fosfatos (Tabela 9, Figura 19), sendo esta relacdo observada neste

estudo em 1,5 maior.

O nivel de célcio removido das pecas anatémicas (Tabela 9, Figura 20) foi

maior no grupo da formalina 10%, e notou-se um maior efeito descalcificante sobre



as tibias deste grupo, como observado na figura 20. Isto talvez possa ser explicado
por serem as tibias elementos ésseos que participam do sistema locomotor dos
coelhos, ou seja, a parte passiva dos membros pélvicos, que nesta espécie séo
bastante desenvolvidos, pois sdo animais selvagens que possuem um esqueleto e
musculatura dos membros pélvicos bastante fortes, para possibilitar fugas rapidas de
seus predadores, na natureza. Portanto as tibias apresentam uma cortical éssea
mais espessa que 0 conjunto radio/ulna que fazem parte dos membros toracicos,
nao tao desenvolvidos. E as hemicabecas por apresentarem o0ssos pneumaticos e
grandes cavidades em seu interior, ndo apresentam um volume de osso cortical
proporcional ao volume da hemicabeca, além de estarem revestidas com os tecidos

moles adjacentes o que pode dificultar a acdo direta da solugdo conservadora.

Embora se tenha constatado que com o passar do tempo, ocorre diminui¢ao
dos valores da densidade radiografica do tecido ésseo acondicionado em ambos os
tipos de formalina, ficou claro, através da andlise quimica das solug¢des fixadoras
que a formalina ndo tamponada removeu mais calcio dos espécimes,
independentemente do tipo de peca anatbmica. Porém, esta diferenca nao foi
observada nos resultados das analises radiograficas, o que indica que o exame
radiografico pode n&o apresentar sensibilidade suficiente para apontar esta
diferenca significante entre a descalcificagdo causada pela formalina tamponada e
ndo tamponada. E possivel que a andlise das solucdes fixadoras em tempos
superiores mostre discrepancia ainda mais significativa entre a descalcificacdo

causada pela formalina tamponada e a ndo tamponada.

Em relacdo a andlise de pH das substancias fixadoras os resultados
concordam com os de Nagorsen e Peterson (1980) e Kikugawa e takashi (2004),
que relataram que o pH da formalina ndo tamponada é em torno de 3,0 a 4,6. Nesta
pesquisa, o pH inicial aferido foi 4,0 e o pH da formalina tamponada foi 7,0. Porém,
quando os minerais diluidos na substancia conservadora reagem com a formalina,
este pH tende a neutralizagdo ficando em torno de 7,0 (KIKUGAWA; TAKASHI,
2004). No presente estudo, o pH da formalina 10% n&o tamponada, tendeu a uma
elevacao, porém, na afericdo dos 90 dias apresentou-se em torno de 5,0. Talvez em
periodos superiores ao analisado, esta variagdo seja maior, levando a neutralizacao
do pH da solucao. Tal mecanismo de neutralizacao ainda é influenciado pelo volume
do tecido 6sseo e da solucdo fixadora que, no presente trabalho, foi 10 vezes



superior ao volume da peca anatémica mantida em imersdo, como preconizam 0S
estudos de Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976); Nagorsen e Peterson (1980);
Michalany (1990); Sesso (1998); Werner et al. (2000); Vasconcelos (2000); Alves
(2002); Kikugawa e Takashi (2004); Alves e Roman (2005) e Rodrigues (2005). O pH
da formalina tamponada manteve-se neutralizado em 7,0, fato este explicado pela
menor quantidade de célcio (substancia mineral) que foi acrescido ao meio, e pelo

menor poder desmineralizante desta solucao fixadora tamponada.

Portanto, sugerem-se novos estudos sobre o assunto que empreguem
métodos de avaliagdo da densidade diferentes, como por exemplo, a tomografia
computadorizada, ou a ultra-sonografia. Bem como intervalos de tempo superiores
ao deste estudo. Podendo ser empregadas, em uma nova metodologia, outras
concentracdes de formalina, outras solucdes de tamponamento, bem como outros

fixadores e métodos de anélise da densidade radiografica.



7 CONCLUSAQO




7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

1. A conservacao de espécimes anatdbmicos em solucdo aquosa de
formalina a 10%, tamponada ou n&o, altera significativamente a

densidade radiografica.

2. Nao existe diferenca significativa entre as variacbes de densidade
radiografica causadas pelas solugdes aquosas de formalina a 10% e
FTFA.

3. A conservacdo do tecido mole em formalina a 10% e FTFA néo
apresenta efeito sobre a densidade radiogréfica.

4. Verificou-se a presenca de calcio em ambas as solucdes fixadoras,
sendo que a maior concentragcdo ocorreu no grupo da formalina a
10%.
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APENDICE A

Planilha de Dados de densidade radiografica, em todos os tempos

N° Peca | N° Fixador | N° Tempo | Tempo | Tempo | Tempo Tempo
Coelho Peca Fixador zero 1 dia 15 dias | 30 dias 90 dias
1 radio 2
1 radio 2
1 radio 2
1 radio 2
1 radio 2
1 radio 2
1 tibia 3
1 tibia 3
1 tibia 3
1 tibia 3
1 tibia 3
1 tibia 3
1 tibia 3
1 tibia 3
1 cabega 1
1 cabega 1
1 cabega 1
1 cabeca 1
1 cabeca 1
1 cabeca 1
1 cabeca 1
1 cabeca 1
1 cabeca 1

cabeca




Planilha para coleta dos dados de pH inicial e final e concentra¢do de Calcio inicial e Final

APENDICE B

Frasco Coelho Peca Fixador pH inicial | pH final | Calcio inicial | Célcio final
Frasco 01 | Coelho 01 | Hemicabeca D | Formol 10%
Frasco 02 | Coelho 01 | Hemicabeca E FTFA
Frasco 03 | Coelho 01 Tibia D Formol 10%
Frasco 04 | Coelho 01 Tibia E FTFA
Frasco 05 | Coelho 01 | Radioe UlnaD | Formol 10%
Frasco 06 | Coelho 01 | Rédio e Ulna E FTFA
Frasco 07 | Coelho 02 | Hemicabega D FTFA
Frasco 08 | Coelho 02 | Hemicabeca E | Formol 10%
Frasco 09 | Coelho 02 Tibia D FTFA
Frasco 10 | Coelho 02 Tibia E Formol 10%
Frasco 11 | Coelho 02 | Rédio e Ulna D FTFA
Frasco 12 | Coelho 02 | Rddioe UlnaE | Formol 10%
Frasco 13 | Coelho 03 | Hemicabeca D | Formol 10%
Frasco 14 | Coelho 03 | Hemicabeca E FTFA
Frasco 15 | Coelho 03 Tibia D Formol 10%
Frasco 16 | Coelho 03 Tibia E FTFA
Frasco 17 | Coelho 03 | Radioe UlnaD | Formol 10%
Frasco 18 | Coelho 03 | Radio e Ulna E FTFA
Frasco 19 | Coelho 04 | Hemicabega D FTFA
Frasco 20 | Coelho 04 | Hemicabe¢ca E | Formol 10%
Frasco 21 | Coelho 04 Tibia D FTFA
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ANEXO A
Aprovacio do Projeto de Tese pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de
Odontologia da PUCRS

“‘" Comissdo Cientifica e de Etica
::- Faculdade da Odontologia da PUCRS
’

Porto Alegre 11 de novembro de 2005

O Projeto de: Pesquisa

Protocolado sob n®: 0121/05

Intitulado: Efeito da formalina a 10% sobre a densidade optica do
tecido 6sseo: estudo "in vitro”

do(a) aluno(a): Alisson André Robe Fonseca

Programa de: Estomnatologia Clinica

do curso de:

Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Profa. Dra. Karen Cherubini

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 11 de novembro de 2005.

Este projeto deverad ser imediatamente encaminhado ac CEF/PUCRS

rilia Gerhardt de Oliveira
issdo Cientifica e de Etica da
e Odontologia da PUCRS

~Dra.
Presidente da
Faculdad

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: edontologia-pg@ puers.br

90619-900



ANEXO B

Aprovacao do Projeto de Tese pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

F PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIG GRANDE DU Huw iy |
PRO-REITORIA DE PESQOUISA E POS-GRADUACAQ @:
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS n D

Oficio n® 178/06-CEP Porto Alegre, 03 de marco de 2006.

Senhor{a) Pesquisador{a)

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e

aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 05/02886, intitulado: “Efeito da

formalina a 10% sobre a densidade éptica do tecido dsseo: estudo "in vitro" “.

Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao

CEP. Inicialmente, em 03/09/20086.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da presente

data.
Atenciosamente,
-
C.-_-_-___A_ﬁ’-)"'___ﬁ_a
Prof. Dr. Caio Coelho Marques
COORDENADOR EM EXERCICIO
lImo(a) Sr(a

Dout Karen Cherubini
MN/Universidade



