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Resumo

RESUMO

A radiacBio gama ¢€ letal para microrganismos e parece ndo causar mudancas morfoldgicas
na superficie do esmalte, sendo uma alternativa para a esterilizagio dental. No entanto, os
dados da literatura néo séo conclusivos em estabelecer uma dose minima de radiagio gama
eficaz para esterilizacio de dentes humanos armazenados em solucio salina fisiologica, ja
que nas pesquisas que sugerem esta dose nfio foi executado o processo de validagio da
eficacia esterilizante da referida dose. Por conseguinte, o presente trabalho se propos,
através de um estudo in vitro, a determinar a carga bacteriana de dentes armazenados em
solucfo salina para posterior escolha da dose de radiacio gama capaz de esterilizé-los. Este
trabalho objetivou também, analisar o efeito da dose de 25 kGy sobre a microdureza de
superficie e resisténcia do esmalte dental humano ao desenvolvimento de cérie in vitro
quando submetido a um modelo de ciclagem de desmineralizacio-remineralizaco. O
estudo consistiu de trés fases. Na primeira, foi determinada a carga microbiana em 20
terceiros molares procedentes de trés clinicas diferentes e estocados em solucdo salina
estéril. Na segunda fase, 30 metades dentais foram irradiadas, com a dose hospitalar (25
kGy) e outras 30 foram reservadas como controle. Apés a irradiacfio, o grupo irradiado bem
como o controle tiveram sua microdureza de superficie mensurada. Na terceira fase, o
efeito da radiagBio gama fol determinado em blocos de esmalte dental planificados e ndo
planificados ap6s os mesmos terem sido submetidos a um modelo de ciclagem de pH. A

partir dos valores de microdureza em corte longitudinal do esmailte, foi calculada a perda
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mineral para cada grupo. Os dados das fases I, II e Il foram analisados respectivamente
pelos testes ANOVA, t de Student e por ANOVA ¢ teste de Tukey (nivel de significincia
de 5%). Os resultados mostraram médias de contaminacfio bacteriana de 5,60 x 10°+3,10x
10°, para a clinica A; 6,70 x 10° + 1,48 x 105, para a clinica B ¢ 5,74 x 10° = 2,08 x 10%,
para a C. A média de unidades formadoras de colénia por unidade dentaria foi de 5,8 x 10°,
As médias de dureza de superficie dos grupos controle e irradiado foram respectivamente,
338,35 + 20,11; e 340,76 + 21,68,. As perdas minerais mensuradas nos grupos: ndo
planificado controle; ndo planificado irradiado; planificado controle e planificado irradiado,
foram 547,9 £ 135,9,; 425,0 £ 171,9;; 909,5 + 405,5, e 1106,5 £ 343,3; respectivamente.
Estes resultados demonstraram que dentes humanos armazenados em solucdo salina
apresentam uma alta carga bacteriana exigindo para sua esterilizacdo uma dose de radiacio
gama igual ou superior a dose de 25 kGy. Adicionalmente, tal dose alterou a coloragdo da
estrutura dental porém, ndo interferiu na microdureza de superficie e nem na resisténcia &

producio de cérie irn vitro do esmalte dental humano.
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ABSTRACT

The gamma radiation is lethal for microorganisms and seems not to cause morphologic
changes in the enamel’s surface, being an alternative for the dental sterilization. However,
the data of the literature are not conclusive in establishing an effective minimum dose for
sterilization of human teeth stored in physiologic saline solution, since the sterilizing
efficacy of this dose has not been validated. Consequently, the purpose of this study was,
firstly, to perform an in vitro study to determine the bioburden of teeth stored in saline
solution for subsequent choice of gamma radiation minimum dose able to sterilize human
unerupted third molars stored in 0,9% NaCl solution. Secondly, analyze the effect of a 25
kGy dose on human dental enamel microhardness, and thirdly, analyze the resistance of
irradiated enamel to the development of ir vitro caries-like lesion when submitted the a pH-
cycling model. The study was divided into three phases. In the first one, the bioburden was
determined in twenty third molars stored in sterile saline solution. In the second phase,
thirty dental halves were irradiated with a hospital dose (25 kGy) and the other 30 halves
were reserved as control. After irradiation, the irradiated as well as the control group were
submitted to microhardness analysis to determine the enamel surface microhardness. In the
third phase, the effect of gamma irradiation was determined in abraded and unabraded
human dental enamel blocks after being submitted to a pH-cycling model. Mineral loss
values were calculated from cross-sectional microhardness. The data of phases I, II and II
were analysed respectively by ANOVA, t Student test, and by ANOVA and Tukey’s test (at

5% level of significance). The results showed that bioburden means was 5,60 x 10%+ 3,10 x
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105, for clinic A; 6,70 x 106 £ 1,48 x 10°, for clinic B and 5,74 x 10° = 2,08 x 10°% for
clinic C. The mean of units forming colony for teeth unit was 5,8 x 10° The means of
surface enamel microhardness for the groups control and irradiated were respectively,
338,35 = 20,11, and 340,76 = 21,68, The mineral losses measured in the groups:
unabraded control; unabraded irradiated; abraded control and abraded irradiated were 547.9
+ 133,9,; 4250 £ 171,9,; 909,5 £ 405,5;, and 1106,5 + 343,3; respectively. These results
demonstrated that human teeth stored in saline solution presented a high bioburden
demanding a dose equal or higher than 25 kGy for their sterilization. In addition, this dose
changed the teeth coloration, however, had no effect on the enamel surface microhardness,

neither on enamel resistance to the development of in virro caries-like lesion.



Introducio

1. INTRODUCAO

A preocupac@o sobre a transmiss@io das doencas tem sido divulgada ha milthares
de anos. InstrugGes sobre “controle de doengas™ sdo encontradas até mesmo na Biblia. No
entanto, o campo de estudos da assepsia e da esterilizacdo cresceu consideravelmente nos
ultimos 100 anos com a descoberta de numerosos agentes fisicos e quimicos e outras
técnicas desenvolvidas para prevengiio da transmissio de organismos infectantes. O
principal impulso no interesse corrente sobre assepsia tem sido a preocupacdo com a
hepatite B, no inicio dos anos 70, ¢ AIDS, iniciando-se nos anos 80. Este interesse advém
do fato de que tais doengas, consideradas graves, podem ser transmitidas durante praticas
médicas ¢ odontologicas. Através do “controle microbiano™ infecgdes sérias e até mesmo a

morte podem ser evitadas (RATHBUN, 1997).

Algumas fontes potenciais de infecc@io tais como saliva, sangue e exsudatos
inflamatorios estdo presentes no consultério odontologico e, conseglientemente, podem
estar presentes em dentes extraidos e armazenados. Tais fontes podem causar contaminaco
das maos, instrumentos ou outros materiais utilizados no laboratorio possibilitando assim
que haja transmissdo de microrganismos a pesquisadores e alunos que manuseiam dentes
estocados. Fregiientemente, tais dentes tém sua origem desconhecida; por conseguinte, 0s
usudrios ndo estio conscientes da contaminagio dos mesmos com bactérias, esporos €

virus.
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Procedimentos de esterilizacio podem parecer excessivos, uma vez-que ndo sdo
relatados casos na literatura de incidentes envolvendo contaminacio com dentes humanos
extraidos. No entanto, turbinas de alta rotagio e pecas de mfo. utilizadas para
instrumentagdio dentdria, criam aerossdis que podem conter microrganismos capazes de
causar infec¢des oculares, respiratorias e outros tipos de infecgbes (BELTING erf al., 1964;
MILLER et al., 1978). As condigles existentes durante a geracfo de aerossdis em
procedimentos laboratoriais com dentes nfo sdo as mesmas que as encontradas durante o
tratamento de pacientes. Assim, enquanto preparos cavitarios em pacientes sdo usualmente
realizados com a utiliza¢dio de turbinas com spray de dgua, nos laboratdrios pré-clinicos,
esses preparos podem ser realizados sem a presenc¢a de agua. Segundo BELTING et al
{1964), aproximadamente duas vezes mais microrganismos sfo encontrados em aerosséis
produzidos em técnicas que nfo utilizam refrigeracio a dgua. Adicionalmente, um estudo
de PAGNIANO er al (1985) demonstrou que bactérias e fungos potencialmente

patogénicos puderam ser recuperados ap6s uma técnica laboratorial com dentes extraidos.

O Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos (CDC) recomenda que
dentes extraidos usados para propositos de educacfio e pesquisa sejam desinfetados com
hipoclorito de s6dioc ou qualquer outro liquido germicida {TORO et al., 2000). No entanto,
alguns trabalhos relatam que o hipoclorito pode aumentar a porosidade do esmalte humano
por desproteinizacdo (ROBINSON ez 4l., 1990; BITTER, 1992) e afetar negativamente a
estrutura dentindria, removendo ou transformando sua matriz proteica (BARBOSA er al.,

1994; INABA eral., 1995).
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Para um 6timo controle de infeccfio, a esterilizagfo seria mais aceitavel que
uma simples desinfecgdo dental. Contudo, os métodos de esterilizacdo propostos podem
afetar a estrutura dos tecidos duros dentais. A Associacio Dental Americana (ADA) € o
CDC sugerem a autoclavagio como o melhor método de descontaminagdo para materiais
expostos a fluidos corporais. Entretanto, seu uso com dentes extraidos apresenta algumas
limitagdes devido ao fato de os dentes estarem sempre grosseiramente contaminados, o que
dificulta sua esterilizagiio (PANTERA & SCHUSTER, 1990). Além disso, os dentes podem
ser danificados ou alterados pelo processo de esterilizacio em autoclave (CHANDLER,
1990; WHITE ef al., 1994; PARSELL et al., 1998). O método de esterilizacio nfo deve
afetar a integridade estrutural do dente; caso isto aconteca, podemos invalidar as
comparagdes de trabalhos cientificos que tenham feito uso de substratos dentais submetidos

a técnicas diferentes de esterilizacio.

QOutro meio de esterilizacio considerado efetivo € o uso do 6xido de etileno.
REEVES et al. (1994) atestaram que dentes extraidos tratados com 6xido de etileno
tornaram-se livres de forma vegetativa de bactéria. No entanto, WHITE & HAYS (1995}
demonstraram a ineficicia deste gas contra o esporo Bacillus subtilis - um indicador
bioldgico usado para avaliar a esterilizacio pelo dxido de etileno - quando estes foram
colocados na cdmara pulpar de molares humanos extraidos. O baixo poder de penetracéo
deste gds ¢ os longos periodos requeridos para esterilizagfo, também levaram varios

pesquisadores a testarem outros meétodos alternativos.
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A radiaco gama oriunda de uma fonte de cobalto 60 ¢ letal para todas as
formas de vida (HOUSE er al., 1990) e ndo causa mudancas morfoldgicas na superficie do
esmalte (JANSMA ef al., 1988; CHANDLER, 1990; AMAECHI ef al., 1998). Este método
pode alterar a cor do esmalte e sua resisténcia a desmineralizagio por acido. Entretanto,
estes efeitos parecem ser dose-dependentes (AMAECHI et al., 1999b) e s6 foram testados
em modelos estaticos de produgdo de carie in vitro, que em muito diferem das condicOes
fisico-quimicas que ocorrem em ambiente bucal quando do desenvolvimento de lesdes de
cérie. Outro fator a ser considerado € que nos estudos onde foi verificada a eficacia da
esterilizag@o, em nenhum momento houve preocupacgio em se assegurar a confiabilidade ¢
reprodutibilidade do método, o que sé seria conseguido com a determinagdo da
contaminacgfo inicial do produto e, baseando-se nesta contaminacfio, verificar-se se os
parmetros utilizados no método sdo capazes de reduzir a populagfo microbiana a um nivel

aceitavel e seguro.

Dessa maneira, em virtude da falta informagdes literarias sobre a contaminagfo
bacteriana de dentes humanos ¢ da falta de estudos que apontem a dose de radiacio gama
eficaz na esterilizacGo de dentes armazenadas em solugSes sem a adicdo de
antimicrobianos, ¢ presente trabalho se propds a determinar, através de um estudo in vifro,
a carga bacteriana terceiros molares humanos retidos armazenados em solugfio salina,
podendo assim, escolher a dose de radiac@io gama capaz de esterilizé-los. Adicionalmente, a
literatura ndo € conclusiva no que se refere aos efeitos da dose de 25 kGy sobre a estrutura
adamantina e sobre a resisténcia do esmalie humano 3 producfo de carie in virre em

situacdes dindmicas de desafio cariogénico. Por conseguinte, esta pesquisa também
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objetivou verificar o efeito de tal dose de radiacio sobre a microdureza de superficie do
esmalte dental humano, bem como, analisar a resisténeia do esmalte irradiado ao
desenvolvimento de carie in vifro quando este foi submetido a um modelo de ciclagem de

desmineralizagfo-remineralizacdo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo séc apresentados os trabalhos pertinentes a este estudo. A
revisdo da literatura foi subdividida em: 1 — Cultivo e crescimento de microrganismos; 2 -
Controle microbiano; 3 — Métodos de esterilizaciio usados em pesquisas com substratos
dentais; 4- Ciclagem de pH e¢ 5 — Microdureza como método de avaliagdio de

desmineralizacdo e remineralizacdo dental.

2.1. CULTIVO E CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS

O crescimento microbiano € um somatério dos processos metabdlicos
progressivos, que normalmente conduz 4 divisiio com concomitante producfio de duas
células-filha a partir de wma tnica. Ao contrdrio dos microrganismos multicelulares, onde o
crescimento € usualmente muito facil de ser discernido, o crescimento individual de uma
bactéria requer observages cuidadosas, uma vez que o processo pode ser
comparativamente rdpido e as condigdes necessarias para a medida podem interferir no

crescimento (ALTERTHUM & CARVALHAL, 1999).

De todos os organismos vivos, os microrganismos sfo 0s mais versateis e
diversificados em suas exigéncias nutricionais. Alguns microrganismos podem crescer com
algumas poucas substincias inorgénicas, enquanto outros se assemelham aos organismos
superiores na sua necessidade de compostos orginicos complexos (PELCZAR JUNIOR ez

al., 1996).

11
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O cultivo de microrganismos requer meios de cultura apropriados, pois alguns
deles apresentam exigéncias nutricionais complexas e muitas vezes indefinidas. Quando
células microbianas sdo semeadas em um meio de cultura apropriado e incubados em
condi¢Ses otimas para o crescimento, um grande aumento de células ocorre em um periodo
relativamente curto. Em algumas espécies bacterianas, a populagio méxima € atingida em
24 horas, mas a maioria das espécies requer um tempo maior de incubagfo para atingir o

crescimento méximo (PELCZAR JUNIOR et al., 1996).

Além da oferta de nutrientes, outros fatores influenciam o crescimento
microbiano tais como, temperatura, pH e atmosfera gasosa (PELCZAR JUNIOR ef al.,
1996; ALTERTHUM & CARVALHAL. 1999). O pesquisador deve conhecer e satisfazer

as necessidades especificas dos microrganismos para o crescimento.

o  Temperatura

Todos os processos de crescimento microbiano sfo dependentes de reac¢des
quimicas que sfio afetadas pela temperatura. Os diferentes microrganismos
apresentam diferentes temperaturas Otimas de crescimento, onde suas enzimas
estfio na forma mais ativa, pois o crescimento € o resultado de uma série de
reagdes enzimaticas (PELCZAR JUNIOR et al., 1996; ALTERTHUM &
CARVALHAIL, 1999). A temperatura o6tima para uma espécie microbiana € a
mais proéxima do limite superior da variagfo de temperatura na qual o

microrganismo cresce, porque a velocidade das reagbes aumenta com o
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acréscimo da temperatura, porém no ponto em que as enzimas sfo danificadas

pelo calor as células param de crescer (PELCZAR JUNIOR ef al., 1996).
e pH

O pH do meio € um fator muito importante para a atividade enzimatica. De uma
maneira geral, o pH neutro ¢ requerido para um melhor desenvolvimento da
cultura. Porém, dentro de certos limites, uma alteragdio de pH ndo afeta
consideravelmente o tempo de geracdo. A membrana bacteriana apresenta um
mecanismo muito eficiente para a entrada de fons na célula. Entretanto,
acredita-se que 4 medida que o pH se afasta da neutralidade, os ions presentes
no meio alteram as proteinas impedindo a penetragio adequada de nutrientes

(ALTERTHUM & CARVALHAL, 1999).

» Atmosfera gasosa

O cultivo de células microbianas em laboratério exige gés atmosférico
apropriado, alguns gases sfo utilizados no metabolismo celular, outros podem
ser toxicos as células. Os microrganismos que normalmente requerem oxigénio
para seu metabolismo sfio denominados aerobios, os que crescem na presenga
do ar atmosférico e em anaerobiose s8o os facultativos ¢ 0os que ndo utilizam o
oxigénio para as reacOes de producdo de energia, ¢ so até mortos por este

elemento, sdo os anaerdbios (PELCZAR JUNIOR et al., 1996).
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2.2. CONTROLE MICROBIANO

O manuseio efetivo de microrganismos nos laboratorios, hospitais, clinicas ¢
nas inddstrias depende essencialmente de como controld-los em seu meio. O campo da
assepsia e da esterilizacdo cresceu consideravelmente nos dltimos 100 anos com a
descoberta de numerosos agentes fisicos € quimicos, come altas temperaturas, radiagdes e
produtos quimicos, 0s quais podem ser utilizados para a prevengdo da transmissiio de
microrganismos infectantes, evitando assim, a exposicdo das comunidades a riscos de
contaminac@o microbiana. A escolha do melhor agente é dependente do objetivo almejado,
ou seja, se € desejado destruir ou remover todos os microrganismos presentes, destruir
somente certos tipos de microrganismos ou simplesmente prevenir a multiplicagio daqueles
ja presentes (PELCZAR JUNIOR et al., 1996). Na definiglio dos objetivos é importante o
conhecimento da terminologia empregada no controle do crescimento microbiano, exposta

no QUADRO 1.
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Quadro 1. DefinigBes e comentérios sobre a terminologia relacionada ao controle do crescimento microbiano.

]
Terme Definicdes e comentirios

Esterilizagio Processo de destruicBio e ou remogio de todas as formas de vida vidveis de um objeto
ou material.

Desinfecefo Destruiciio de agentes patogénicos pela aplicagéo direta de métodos fisicos e quimicos.
Reduzem ou inibem o crescimento mas ndo necessariamente esterilizam.

Anti-sepsia Caso particular de desinfecg8o realizada em tecidos vivos.

Assepsia Aunséncia de microrganismos em uma 4rea pela utilizagfio de téenicas assépticas.

Prevenclo do contato com patdgenos.

e
FONTE - Adaptado de RATHBUN, 1997. p. 348.

Utilizando-se a metodologia recomendada pela ADA para a esterilizacdo, todos
os instrumentos que entram em contato com saliva ou sangue devem ser esterilizados, antes
da estocagem ou de uso subseqiiente. A partir de 1974 e desde 1985, com a epidemia da
AIDS, a padronizacdo dos cuidados na prevencio de infecedes nos Estados Unidos tem

sido mais voltada para a esterilizagéio, do que para a desinfecciio (RATHBUN, 1997).

Antes de discorrer sobre os métodos fisicos e quimicos de controle microbiano
¢ importante definir termos relacionados a este t6pico. Para tanto, serdio tecidos comentarios
sobre alguns aspectos fundamentais que, segundo PELCZAR JUNIOR ef al. (1996), se
aplicam as duas classes de agentes: 1- padrio de morte da populacio microbiana apés
exposico a um agente antimicrobiano; 2- condigbes que influenciam a eficiéncia de um
agente antimicrobiano e 3- a forma como as células microbianas podem ser lesadas por um

agente antimicrobiano.
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1- Cinética de morte da populagdo microbiana

Do ponto de vista microbioldgico, os microrganismos sdo considerados mortos
quando perdem de forma irreversivel, a capacidade de reproducfo. Para avaliar a eficiéncia
de um agente antimicrobiano, uma amostra do material tratado é cultivada para determinar
o nimero de sobreviventes, isto ¢, aqueles que podem crescer ¢ se multiplicar. Os
microrganismos ao entrarem em contato com tais agentes ndo sdo mortos instantaneamente,
cles morrem em uma relaciio constante em um determinado periodo de tempo. Esta cinética
de morte ¢ denominada “morte exponencial”. Por exemplo, se uma populacgdo inicial de 1
milhdo de bactérias for submetida 2 um método de esterilizacfio € apds 1 minuto for feita
uma nova contagem de vidveis e encontrarmos 100 mil, no minuto seguinte uma amostra
revelara a presenca de 10 mil vivas e assim sucessivamente até os seis minutos, quando
teremos a probabilidade de nfio mais enconirar microrganismos vivos. A partir deste
momento, prosseguindo as contagens minufo a minuto, o que detectaremos ¢ somente wma
probabilidade cada vez menor, de encontrarmos microrganismos vivos. Do ponto de vista
pratico, um material sera considerado estéril quando trabalharmos na faixa de probabilidade
de 1/10° (nivel de esterilizagdo aceito mundialmente), ou seja, submetendo-se a amostra ao
mesmo processo de esterilizacdo em iguais condigdes por 12 minutos, a probabilidade de

encontrar um microrganismo vivo € de 1 em um milhéo.
2- Condigdes que influenciam a atividade antimicrobiana

s Tamanho da populacfio microbiana:
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As consideragbes feitas anteriormente nos mostram que quanto maior o
ntmero inicial de microrganismos presentes, maior serd o tempo necessario

para a esterilizacao.

» Intensidade ou concentragdo do agente:

Quanto menor a intensidade ou concentragéio do agente, maior serd o tempo

de esterilizagfo necessario.

o Tempo de exposigéo:

(Quanto maior o tempo de exposicio, maior serd o nimero de células mortas.

e Caracteristicas dos microrganismos presentes:

Os microrganismos variam consideravelmente na resisténeia a agentes

fisicos e quimicos.

3- Mecanismos de destrui¢io das células microbianas

Os agentes anfimicrobianos inibem ou matam os microrganismos pela
destruicio de certas estruturas celulares, como a parede celular ou a membrana
citoplasmética, ou ainda pela inativacio ou destruicio de substincias presentes no

citoplasma, como enzimas, ribossomos ou material do nticleo celular.

O conhecimento dos métodos de esterilizaciio e do mecanismo de acdio de um
agente antimicrobiano € de grande valor para tomar decisdes de aplicagdes praticas e ainda,

para auxiliar estudantes ¢ profissionais a executarem procedimentos seguros, eficientes e
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com respaldo deontoldgico. Adicionalmente, € importante que se conhecam as possiveis
alteragdes ocasionadas nos substratos dentais pela utilizacio de qualquer um dos processos
de esterilizacfo. A falta de atencdo a este fato, pode culminar em interpretacdo errdnea de

resultados obtidos em pesquisas utilizando tais substratos esterilizados.

23. METODOS DE ESTERILIZACAO USADOS EM PESQUISAS

COM SUBSTRATOS DENTAIS

2.3.1. Calor umido

A temperatura elevada é um dos métodos de maior eficiéncia e um dos mais
utilizados na destruigdo de microrganismos. O calor pode ser aplicado tanto em condigdes
umidas quanto secas, sendo o calor imido muito mais eficiente para a esterilizacdo. Isto
ocorre porque © vapor sob pressdo causa desnaturacio e coagulagio de proteinas vitais
como as enzimas, enquanto que o calor seco causa oxidacio dos constituintes orgénicos da
célula. O aparelho destinado a esterilizar com vapor sob pressiio ¢ denominado autoclave.
As autoclaves operam pelo mesmo principio das panelas de pressdo, porém a temperatura e
a pressdo interna na autoclave podem ser melbor controladas (RATHBUN, 1997;

PELCZAR JUNIOR e al., 1996).

Pardmetros- Usualmente uma autoclave opera com uma pressio de 15 psi, na
qual a temperatura do vapor € 121°C (250°F), por 15 minutos ou a 30 psi, alcangando uma

temperatura de 132°C (270°F) por 3 a 7 minutos para instrumentos nfo embalados. E
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importante ressaltar que grandes volumes requerem um tempo extra para que a temperatura
desejada seja atingida no seu interior (RATHBUN, 1997; PELCZAR JUNIOR et dal., 1996;

ALTERTHUM & CARVALHAL, 1999).

A esterilizagfo de dentes empregando autoclaves tem sideo usada por diversos
autores (HORSTED er al.. 1980; ADELSON et al., 1980; ASSAD et al., 1987; ESTRELA
et al., 1999) em trabalhos com objetivos distintos, nos quais nem sua efetividade nem seu
efeito sobre a estrutura dental foram testados. A constatagiio de PAGNIANO et al. em
1985, de que aerossois produzidos pela manipulagdo de dentes extraidos podem conter
microrganismos potencialmente patogénicos levou pesquisadores a explorarem os efeitos

da desinfeccdo ¢ esteriliza¢@o sobre as estruturas dentais.

O trabalho de SHAFFER et al (1985) foi o pioneiro em analisar o efeito da
utilizagdo da autoclave na esterilizacio de dentes humanos extraidos. Os autores
compararam 3 métodos de desinfecgo/esterilizacfio: estocagem em glutaraldeido a 2% por
24 horas; em hipoclorito de sédio a 1% pelo mesmo periodo e autoclavagio por 20 minutos
a 260°F (= 126°C). Os espécimes foram analisados por microscopia eletronica de varredura
e testes de resisténcia adesiva. As andlises nfio mostraram diferencas entre grupo controle e

experimentais para nenhum dos testes. Nfo foi realizada nenhuma andalise microbioldgica.

CHANDLER em 1990 realizou um experimento no qual a autoclavagéo foi
comparada 2 irradiagdo com raios gama ¢ & aplicag3o de oxido de etileno na esterilizacio
de blocos de esmalte bovino. Os pardmetros usados foram: temperatura de 132°C por 5

minutos seguidos por 10 minutos de secagem com ar em pressdo sub-atmosférica. A
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microdureza de superficie foi analisada antes e depois dos processos de esterilizagio e
mudangas morfoldgicas na superficie do esmalte foram analisadas por microscopia otica €
de varredura. Nenhuma diferenca foi encontrada na morfologia do esmalte entre grupos
experimentais e controle. Entretanto, o autor constatou que a microdureza de superficie foi

diminuida com o processo de esterilizagdo com autoclave.

Em 1988 ¢ 1886 a ADA ¢ o CDC, respectivamente, sugeriram a autoclavagio
como melhor método de descontaminacfio para materiais expostos a fluidos corporais.
Considerando esta recomendagfio e o fato de que, até entdo, nenhum teste de esterilidade
tinha sido realizado em dentes autoclavados, PANTERA & SCHUSTER (1990) testaram a
eficacia deste método. Os dentes foram divididos em 5 grupos que usavam para
esterilizaggo/desinfeccfio: estocagem em Rocall 1T a 10% (10% de alquil dimetil benzil
cloreto de amonia, 1,25% de dlcool etilico ¢ 88,5% de dgua) por 3 semanas; estocagem em
Rocall I a 10% por 24 horas; imerso em NaOCI a 25% por 5 minutos; autoclavacio em
solucfic salina estéril por 20 minutos, 121°C, 15 psi e autoclavacio em sacos plasticos
autoclavaveis pelo mesmo tempo € nas mesmas condigdes de temperatura e pressio. Na
realidade, os autores utilizaram, no Gltimo grupo, uma esterilizacio a seco em um aparelho
que esteriliza com calor timido. O teste de esterilidade foi realizado com a coleta de
material pulpar com instrumentos esterilizados e incubacfio em caldo de Brain Heart
Infusion — BHI por 10 dias. Houve crescimento bacteriano em todos os grupos, embora nos
grupos que utilizaram a autoclave ¢ crescimento ocorreu em apenas um dos espécimes. Em
uma segunda etapa, os espécimes foram acondicionados juntos e submetidos a uma nova

autoclavacdo por um periodo de 40 minutos. Feita uma nova andlise, nfo houve mais
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crescimento bacteriano. Os autores concluiram ser necessario um tempo de 40 minutos para

que a esterilizagdo de dentes armazenados em solucio salina, em autoclave, fosse efetiva.

Em 1991, TATE & WHITE testando solugdes desinfetantes, autoclavaram os
dentes do grupo controle negativo usando os pardmetros usuais. Nfo foi observado
crescimento bacteriano algum, em 100% dos espécimes testados. O meio para verificagdo
da presenca bacteriana foi o tioglicolato e a turbidimetria foi verificada 24 e 48 horas apds a
incubagdo. E valido ressaltar, que o tempo de 24 horas ¢ o tempo minimo requerido por
uma célula microbiana para que esta se recupere de um stress anterior. A FARMACOPEIA
BRASILEIRA recomenda a incubacfo em meio tioglicolato por pelo menos 7 dias para

verificagfo de esterilidade.

PASHLEY er al. (1993) indicaram que a esterilizacio de dentes através de
Oxido de etileno ou autoclave ndo resultou em alteracdes intrinsecas na dentina ou na forga
de adesfio da mesma a 2 sistemas adesivos. A autoclavac@o foi executada por 30 minutos a
121°C e 15 psi. Apesar de nfio ter sido verificada a esterilizac8o, os autores sugeriram que
qualquer um destes processos poderia ser apropriado para salvaguardar pesquisadores

usuarios de dentes extraidos.

J& WHITE et al. (1994), usando os mesmos parametros do estudo anterior,
fizeram uma avaliagio comparativa dos efeitos de 4 métodos de esterilizagio sobre discos
de dentina. Foram verificadas a composiciio mineral, pela técnica de espectroscopia
infravermelha de Fourier (FTIR), e as propriedades oticas dos espécimes. A autoclavagio, o

6xido de etileno e o calor seco promoveram alteracles significativas nos par@metros
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analisados, indicando mudangas estruturais na dentina. Este trabalho tinha como objetivo
principal testar a eficicia da radiacfo gama na esterilizacfo dental, por conseguinte, testes
microbiologicos foram realizados para a radiago gama (em diferentes doses) e, a
autoclavag@io foi usada como método de esterilizacfio do grupo controle negativo. Para o
teste de esterilidade, os espécimes foram preparados com raizes de dentes humanos que
foram contaminadas com Bacillus subtilis - microrganismo padrio usado como monitor em
processos de esterilizagiio com o6xido de etileno. Os microrganismos foram inoculados
dentro do canal radicular dos espécimes ¢ estes foram submetidos a esterilizacdo,
acondicionados em recipientes contendo caldo BHI com 0,01% de fenol vermelho
(indicador de crescimento). Depots disso, os espécimes foram incubados por 72 horas para
promover crescimento bacteriano. Os espéeimes nos quais o BHI mudou de cor (de
vermelho para amarelo) foram considerados positivos. Adicionalmente, foram inoculadas,
em placas de BHI 4gar, amostras do caldo de cultura no qual os dentes tinham sido imersos
e da suspensio bacteriana acondicionada dentro das raizes dentais. Nenhum resultado

positivo foi obtido com os dentes autoclavados.

Em condigbes diferentes de esterilizaclio (260°F, 20 minutos e 20 psi),
PARSELL et al. (1998) avaliaram o efeito da autoclavacio sobre a microdureza de
superficie do esmalte ¢ dentina, bem como sobre a resisténcia do dente ao desgaste,
avaliada clinicamente. A avalia¢8o clinica, realizada por 4 examinadores executando
preparos cavitarios, nfo detectou diferencas entre grupo controle e experimental, no
entanto, a microdureza da dentina diminuiu significantemente no grupo de dentes

autoclavados.
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Em 1998, AMAECHI et al. analisaram o comportamento do esmalte bovino
submetido a diferentes processos de esterilizagfo, frente a um desafio cariogénico estatico
(producdo de lesdio artificial de carie com tampdo acetato). A eficacia dos métodos também
foi avaliada. Foram analisados os pardmetros de profundidade de lesdo, por
microrradiografia e microscopia de luz polarizada, e porcentagem de perda mineral por
microrradiografia. Embora nfo tenha havido diferengas estatisticamente significantes entre
grupos experimentais e grupo controle, os maiores valores numéricos de porcentagem de
perda mineral foram encontrados para o grupo de dentes autoclavados. Os parametros
utilizados foram os mesmos usados por CHANDLER em 1990, com diminuigio da
temperatura para 121°C. O meio BHI foi empregado para verificagdo de crescimento

bacteriano tendo apresentado resultados positivos apenas para o grupo controle.

No ano seguinte, os mesmos autores realizaram um experimento muito similar,
porém, os dentes sofriam desmineralizacfo e posteriormente eram divididos, indo uma
metade para um grupo experimental e a outra era reservada como controle, entdo, eram
esterilizados. Desta vez, os maiores valores de perda mineral foram encontrados para ¢
grupo de dentes autoclavados que diferiram significativamente do controle. Neste trabalho,
o exame microbiologico foi realizado com a incubacfio dos inoculos também em
anaerobiose. Os resultados do teste de esterilidade nfio mudaram em relacio ao estudo

anterior.

Verificando o efeito dose-resposta ao fldor de lesdes artificiais de esmalte
esterilizadas, TORO et al. (2000) observaram que dentes cariados esterilizados por calor

amido ndo apresentaram o efeito dose-resposta ao flior quando submetidos a um modelo
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de ciclagem de pH com 4 exposi¢bes diarias a dentifricios fluoretados com 250 ou 1100
ppm F. Outros pardmetros analisados como fltior incorporado & lesio, profundidade de
lesdo ¢ mudangas no conteido mineral n3io apresentaram diferencas estatisticas entre os

métodos.

O efeito da autoclavacio sobre a dentina com lesdo de cdrie foi analisado por
CLARKE et al. em 2000. Foram feitos testes microbiolégicos usando meio dgar sangue e
agar neutralizacio. A profundidade da les3io de cdrie e a porcentagem de perda mineral
foram mensuradas por microrradiografia transversa, antes e depois da esterilizagfo. Nio
houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e experimentais em
nenhum dos parametros analisados. Os autores concluiram que o método foi efetivo na

esterilizacio da dentina e ndo afetou a integridade estrutural da mesma.
2.3.2. Oxido de etileno

O 6xido de etileno € um esterilizante quimico que em temperaturas superiores a
10.8°C apresenta-se na forma gasosa. E t6xico para todas as bactérias, virus, fungos e
esporos. O gas inativa enzimas e outras proteinas que tém 4atomos de hidrogénio labeis,
como em grupos sulfidrilas. Seus vapores sfo altamente irritantes para pele e mucosas e €
inflamével mesmo em baixas concentragdes. Qutra caracteristica importante ¢ desejavel do
6xido de etileno € seu poder de penetragfio, podendo atravessar e esterilizar estruturas.
Entretanto, uma de suas desvantagens ¢ a baixa velocidade de acio, necessitando de vérias
horas de agfio para ser eficiente (RATHBUN, 1997; PELCZAR JUNIOR er al., 1996;

ALTERTHUM & CARVALHAL, 1999).
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Pardmetros- O aqguecimento a 120°F (50°C) faz com que o tempo de
esterilizacio fique em torno de 2 a 3 horas. A temperatura ambiente, este tempo aumenta
para 12 horas. A aeragdo de materiais permedveis, pléasticos, borrachas ¢ roupas requer de

12 a 24 horas (RATHBUN, 1997).

Desde 1974, o 6xido de etileno tem sido empregado em estudos envolvendo
substratos dentais (KOULOURIDES er al, 1974; PEARCE & GALLAGHER, 1979;
PEARCE, 1982; SCHAFER, 1989: CORPRON et al., 1992). Seu uso tem suscitado
preocupagdes sobre seu potencial téxico e de alguns de seus subprodutos. Efeitos colaterais
tem sido reportados em funciondrios de hospitais expostos a altos niveis de oxido de etileno
por longos periodos (BRASHEAR et al., 1996). Os efeitos da exposi¢fio a baixos niveis do
gds sio ainda contraditdrios (SAILLENFAIT er al., 1996), porém € sabido que niveis
significantes de subprodutos toxicos pedem permanecer em materiais esterilizados por esta

técnica (FERREL et al., 1997; BUBEN ef al., 1999).

Apesar das visiveis dificuldades encontradas na sua utilizagfo, muitas pesquisas
ja citadas demonstraram que o 0xido de etileno ¢ inerte para as estruturas dentais. O método
parece ndo alterar algumas das propriedades fisicas de substratos dentais como a
microdureza de superficie do esmalte dental bovino (CHANDLER, 1990); permeabilidade

dentinaria e resisténcia adesiva da dentina a 2 sistemas adesivos (PASHLEY er al,, 1993).

Em contrapartida, WHITE er al. (1994) detectaram mudanc¢as estruturais na
dentina que se caracterizaram por perda de fosfato ¢ reducfio na absorbancia dentinéria,

apos a utilizaglo do Oxido de etileno. Andlises microbiologicas foram relatadas em apenas
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um trabalho realizado por WHITE & HAYS em 1995, onde foram encontrados diferentes
percentuais de desinfec¢dio usando 2 pardmetros distintos de temperatura e tempo (30°C por
250 minutos seguidos de aeragio por 24 horas e 63°C e aeragio de 16 horas). Os dentes
expostos ao gas continham, no interior da cdmara pulpar, uma suspensido de Bacillus
subtilis. Os resultados demonstraram que nenhum dos tratamentos foi capaz de esterilizar
todos os dentes testados. Os testes microbiolégicos foram realizados usando o meio
tioglicolato € o meio caseina-soja, com um tempo de incubacdo apés a inoculacdo, de 7

dias.

TORO er al. (2000) testando a autoclavagio, oxido de etileno e solucgio de
formol, sugeriram o uso de 6xido de etileno como método preferencial na esterilizacio de
blocos de esmalte humano cariado a screm usados em testes de cariogenicidade intra-orais.
Neste estudo, os autores nfio encontraram alteracdes nos padrdes de perda mineral do
esmalte cariado esterilizado quando submetido a um modelo de ciclagem de pH, bem como
na sua reatividade ac flGor e na sua dose-resposta a dentifricios fluoretados. A indicagfio
dos autores sobre este método ¢ justificada pelo fato de o formol ser apenas um desinfetante

e pelo fato da autoclavagfio ter promovido algumas alteragdes citadas no item anterior.

2.3.3. Radiacdes ionizantes

A radiacdo eletromagnética € a energia na forma de ondas eletromagnéticas
transmitida através do espaco ou através de um material. A guantidade de energia de uma
radiacio € inversamente proporcional ac seu comprimento de onda, tendo uma aita energia

os raios gama, raios-X e luz ultravioleta. Os dois primeiros sio exemplos de radiagbes
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eletromagnéticas ionizantes, por conseguinte, possuem energia suficiente para remover
clétrons dos atomos quando passam através do material, tornando estes atomos

eletricamente carregados ou ionizados (PELCZAR JUNIOR et al., 1996).

Os raios gama sdo radiages emitidas pelo ndcleo excitado de elementos
radioativos como o cobalto 60 (Co®®) e o césio 137 (Cs13 7). A radiagfio gama apresenta um

excelente poder de penetragéio, ao contrério dos raios ultravioletas e das particulas J3.

A aplicacio deste tipo de radiacfo € capaz de destruir microrganismos sem que
haja um aumento apreciavel na temperatura. Seu principal efeito antimicrobiano € a
ionizagdo (radiodlise) da agua formando radicais livres e perdxidos que reagem com
componentes celulares orgénicos, dentre eles o DNA, matando ou inativando os
microrganismos. A radiagio também pode atuar diretamente nos constituintes celulares
vitais matando a célula, pois em algumas circunstincias a presenca de ions no tecido pode
interromper processos biologicos normais (ALTERTHUM & CARVALHAL, 1999;

LANDGRAF, 1996).

Pardmetros- As doses de radiacfio ionizante absorvidas sfo expressas por uma
unidade chamada Gray (Gy), que mede a quantidade de energia radioativa absorvida por
unidade de massa. O Gray ¢ definido em termos de quantidade de energia medida em joule,
absorvida por quilograma do material: 1 Gy =1 I x kg!. No Sistema Internacional de
Unidades, o Gy substituiu a unidade RAD (Radiation Absorbed Doses) que € a quantidade
de energia medida em ergs absorvida por grama de muaterial: 1 rad = 0,01 Gy

(LANDGRAF, 1996). A dose a ser utilizada ¢ dependente da contaminagio inicial do
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produto, porém a dose de 25 kGy tem eficacia comprovada e é utilizada como referéncia
para esterilizag@o de materiais hospitalares. Um importante cdlculo usado para as fontes de
radiacio gama ¢ a correcfio da reduciio da radioatividade. A meia vida do Co® é de 5 anos e
a do Cs"" é de 37 anos, com o tempo, a diminui¢do na atividade radioativa & exponencial e

sio usadas formulas matematicas para calcular a taxa de dose diaria de cada aparelho.

Em 1969, JERVOE analisou o efeito da radiagiio gama sobre esmalte ¢ dentina
dentais. O autor acreditava que ¢ aumento do nimero de lesdes de carie em pacientes
fazendo radioterapia era decorrente do efeito direto da radiagcio na estrutura dental,
causando desnaturagdo de componentes orgnicos. () trabalho foi realizado com esmalte e
dentina pulverizados e submetidos a doses de 1 Mrad (10 kGy). A andlise foi feita através
de difracfo de raios-X e foram encontradas diferen¢as no tamanho dos cristais de esmalte e
dentina irradiados. O autor entdo deduziu que estas mudangas diminufam a resisténcia do

dente a dissolugéio por acido.

A crenga, ainda persistente, de que a radia¢do aumentava a susceptibilidade da
estrutura dental 3 carie levou WALKER (1975) a averiguar o efeito direto da radiagfio gama
sobre a solubilidade do esmalte ¢ da dentina em acido latico. Para tal, foram usados dentes
humanos seccionados ao meio e irradiados com as doses de 3.500 e 5.000 rads (35 e 50
Gv). Todas as metades foram individualmente imersas em 3,0 mi. de acido latico a2 10% em
pH 4,5 por 48 horas. Cada metade foi pesada em balanca analitica antes ¢ apods a
desmineralizacéio e fol obtida uma média de perda de peso para cada grupo. Ndo houve

diferenca estatistica nem entre doses, nem entre grupos irradiados e nfo irradiados.
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Mais uma vez tentando achar uma explicagio para a causa das chamadas
“caries de radiacio”, JOYSTON-BECHAL (1985) e JANSMA e7 al. (1988} usando outro
tipo de radiago ionizante, o raio-X, investigaram o efeito da radiagdo sobre a
susceptibilidade do esmalte ao desenvolvimento de carie artificial in virro. A metodologia
usada nos estudos foi semelhantie a do estudo anterior, usando doses em torno de 70 Gy.
Contrariando as expectativas, os resultados mostraram lesdes de cérie menos profundas nos
dentes irradiados, levando os autores a concluirem que a radiagfo aumenta a resisténcia do

esmalte dental & dissolucio por acido.

Em contrapartida, estudos ja descritos como o de CHANDLER em 1990 ¢
WHITE et al. em 1994 mostraram, respectivamente, que a irradiacdo de dentes com raios
gama ndo alterou a estrutura do esmalte bovino ¢ da dentina humana. No estudo realizado
por WHITE a eficicia da esterilizago por radiagdo gama foi testada pela primeira vez.
Raizes de dentes humanos foram contaminadas com Bacillus subtilis ¢ irradiadas com uma
fonte de Cs**’. Foram testadas doses que variaram de 3,2 a 648 krad (6.480 Gy). A menor
dose que nfio apresentou crescimento bacterianc foi a de 173 krad. Além disso, nenhuma

alteragfo estrutural foi encontrada nos espécimes irradiados.

Em 1998 ¢ 1999, AMAECHI er al. testaram novamente a eficacia da radiaggo
gama na esterilizagio dental, utilizando dentes bovinos. A dose de radiag8o usada foi de 25
kGy. A radiacio foi comparada com autoclavagfio, imersdo em hipoclorito de sédio e
imersdio em povidine-iodine. Como j& citado anteriormente, nenhum método promoveu
crescimento bacteriano nos testes microbtoldgicos realizados. Foi observada alteracio na

coloragdo do esmalte nos dentes irradiados. Embora nfio houvesse diferenca estatistica, os
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menores valores de porcentagem de perda mineral e profundidade de lesio de carie (quando

comparados com o controle) foram encontrados para os dentes irradiados.

Acreditando que as alteracBes na coloracdo e solubilidade do esmalte
promovidas pela radiagio gama sfo dependentes da dose utilizada, AMAECHI et al.
(1999b) testaram doses de radiacfo que variaram de 2448 a 4896 Gy. Foi observada
auséncia de crescimento bacteriano e de alteracfio de cor a partir da dose de 4080 Gy.
Todos os espécimes foram submetidos a4 desmineralizag8o por acido ¢ a perda mineral foi
mensurada através da técnica de microrradiografia. Mais uma vez ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos irradiados, bem como entre estes grupos

experimentais e o grupo controle.

Em 2000, CLARKE et al. testaram a dose minima eficaz sugerida por
AMAECHTI ef al. (1999b) sobre espécimes de dentina desmineralizada. A dose nfio causou
mudancas na integridade estrutural da dentina, porém foi observado crescimento bacteriano

em um dos espécimes do grupo irradiado.

A compilagio de dados literérios relacionados as alteragSes ocorridas em
substratos dentais provenientes de processos de esterilizagdio permitiv a constatagio da
escassez de estudos realizados com modelos dindmicos de ciclos de desmineralizagio-
remineralizacfo para verificacio do comportamento de substratos dentais esterilizados. Tais
ciclos ocorrem varias vezes durante um dia em cada individuo, e, o desenvolvimento das

lesGes de cérie dental depende da magnitude da interagfo destes eventos bioguimicos.

30



Revisdo da Literatura

2.4. C1ICLAGEM DE pH

O desenvolvimento de uma lesdo de carie ¢ um processo dindmico que se
caracteriza por periodos alternados de desmineralizacio e remineralizagiio que ocorrem
constantemente no ambiente bucal (CURY, 1992). Durante estes processos de
desmineralizacdio e remineralizacfo, hd um fluxo mineral nos tecidos duros dentais,
refletindo em perda ¢ ganho de componentes. O estudo do mecanismo destas trocas
minerais entre meio e substrato dental (esmalte e dentina) pode ser executado através de

experimentos in vifro, com animais , in situ e in vivo (WHITE, 1992).

Os modelos in vitro possuem grande relevancia em pesquisas relacionadas a
carie dental, pois sd0 capazes de simular efeitos cinéticos ¢ termodindmicos gerais durante
a formacfo e reversio da lesdo, com taxas absolutas mais rapidas que aquelas in vive. Além
disso, estes modelos permitem que as condicdes experimentais possam ser cuidadosamente
controladas o que possibilita modificagbes diretas na sensibilidade do modelo. As
vantagens obtidas com estes métodos altamente controlados nio estfio restritas a medidas
empiricas, mas valem-se de mecanismos de avaliacio de desmineralizagio e
remineralizaciio com habilidade de quantificar efeitos sobre uma simples varidvel, com

outras varidveis mantidas constantes (WHITE, 1992).

Um dos mais consagrados métodos de avaliar o comportamento de substratos
dentais sobre eventos de desmineralizacfio e remineralizacfio ¢ denominado ciclagem de pH
¢ foi originalmente proposto por TEN CATE & DUILISTERS (1982). Esta metodologia

pode ser delineada de modo a mimetizar uma situagdo mais proxima das condicges clinicas,
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nas quais sempre hd um processo fisico-quimico dindmico, com trocas minerais entre
tecidos duros dentais ¢ fluidos bucais. Este atributo do método diferencia-o de outros
métodos de inducfo de les3io de carie artificial (imerso em solucdo tamp#o de acetato ou
lactato; imersdo em meio de cultura de bactérias acidogénicas e contato com gel
acidificado) cujo comportamento estatico simula uma condigio de ataque 4cido bastante

diferente do gue ocorre no ambiente bucal (SERRA & CURY, 1992).

A ciclagem de pH emprega solugdes desmineralizadoras e remineralizadoras,
nas quais o substrato dental € imerso por periodos alternados de tempo, reproduzindo
assim, 0s varios momentos de decréscimo de pH que ocorrem na placa dental e superficie
do esmaite durante o dia. O estdgio de desmineralizacdo € simulado com o emprego de
tampbes acidos contendo céalcio ¢ fosfato em pH baixo, enquanto que a solucdo
remineralizadora contém cdlcio e fosfato em uwm grau de saturagio que mimetiza as
propriedades remineralizadoras da saliva. Diferentes protocolos tém sido empregados de
acordo com ¢ delineamentc experimental, apresentando variagdes na composicio ¢ pH das
solucdes, tempo de imersdo dos espécimes em cada solucfo, volume de solugo por drea

dental exposta e duracgfio da ciclagem.

O modelo pioneiro proposto por TEN CATE & DUIJSTERS (1982) utilizou
dentes bovinos com lesfio de céarie subsuperficial que foram imersos em soluges
desmineralizadoras e remineralizadoras com concentragdes de calcio e fosfato proximas as
encontradas na saliva, A solucfo remineralizadora constituia-se de 1,5 mM de calcio, 0,9
mM de fésforo, 130 mM de KCl e 20 mM de tampéo cacodilato. Por sua vez, a solucdo

desmineralizadora era constituida por 2,2 mM de célcio, 2,2 mM de fosforo e 50 mM de
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acido acético. O pH das solucbes era respectivamente 4,7 € 7.0 e o tempo de imersdo
variava para grupos distintos, em 3 e 8 horas diarias. Foi adicionado flior nas solugdes
usadas para alguns grupos. Os ciclos foram realizados em 10 dias consecutivos e os ganhos
¢ as perdas minerais foram analisados pelas alteragdes nas concentragbes de calcio, fosfato

e flior nas solucdes utilizadas.

Em 1986, FEATHERSTONE et al. modificaram o modelo proposto por TEN
CATE & DUHLISTERS (1982). Um dos grandes méritos do trabalho de FEATHERSTONE
foi desenvolver um modelo de ciclagem de pH com correlagfio clinica, possibilitando
assim, pelo menos para produtos fluoretados, uma razodvel prediciio de eficacia clinica.
Esta correlacdo foi estabelecida com a utilizagdio de resultados encontrados em
experimentos in vivo no desenvolvimento de um modelo de ciclagem de
desmineraliza¢fo/remineralizacdo que simula o que acontece no ambiente bucal em
situagGes de alto desafio cariogénico em pacientes utilizando aparelho ortoddntico. Neste
estudo, os espécimes de esmalte dental humano permaneciam 6 horas por dia na solucdo
desmineralizadora (pH 4.3) e aproximadamente 17 horas na remineralizadora (pH 7,0). A
solugdo remineralizadora tinha composi¢dio similar aquela utilizada por TEN CATE &
DUIISTERS (1982) e o volume de soluc@io para cada dente foi de 20,0 ml. A solugdo
desmineralizadora constituia-se de tampdo acetato contendo 2,0 mmol/L de calcio, 2.0
mmol/L de fosfato e 0,075 mol/LL de acido acético. Cada espécime foi imerso em 40 mL
desta solugfio. O sistema de ciclagem foi repetido em 14 dias consecutivos, sendo que nos
finais de semana os espécimes permaneceram na solucfo remineralizadora. A perda mineral

foi mensurada por microdureza.
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GERRARD & WINTER (1986) desenvolveram um modelo de ciclagem com
maior freqiiéncia didria de desafio cariogénico € menor nimero de dias. A composicio das
solucdes foi similar s anteriormente descritas, diferenciando-se no pH, 5.0 para a solugio
desmineralizadora ¢ em tormno de 6,5 para a remineralizadora. Os espécimes eram imersos

na solucfio desmineralizadora por 5 minutos, 4 vezes ao dia, durante 2 dias.

Uma nova composi¢io para a solucfo desmineralizadora foi proposta por
FORSS & SEPPA em 1990. Esta solugio constituiu- se de 0,1 M de acido latico tamponado
por hidréxido de sodio e pH 5,0. Possivelmente, devido a diferenca entre o pH obtido ¢ o
pKa do 4cido (3,7) utilizado a solug@io ndio se manteve por todo o tempo do experimento
com o pH desejado.O volume de solugfo utilizado por espécime foi de 3,0 ml.. Ja para a
soluglo remineralizadora, este volume foi de 1,2 mL. O tempo de imersio na solugio

desmineralizadora foi de 30 minutos por dia, os ciclos foram repetidos durante 9 dias.

DAMATO ef al. (1990) descreveram um modelo de ciclagem no qual os
espécimes permaneciam 3 horas por dia em soluc@io desmineralizadora (pH 4.8) e 21 horas
em solugdo remineralizadora (pH 6,85). A composigio das solugbes era similar & descrita

por TEN CATE & DUILJISTERS (1982} ¢ os ciclos foram repetidos durante 5 semanas.

Em 1991, FEATHERSTONE ef al. realizaram um experimento com um menor
desafio cariogénico, diminuindo para 5 o nlmero de ciclos executados. Os tempos de
imersidc nas solugdes desmineralizadora e remineralizadora, bem como, as condi¢des de

saturacdo e pH das solugdes foram os mesmos usados por FEATHERSTONE er al. (1986).
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O meodelo proposto por GIBBS er al. (1995) apresentou como inovagio a
utilizago de uma terceira solugfo denominada “tampfo neutro”, na qual os espécimes
permaneciam por um periodo de aproximadamente 15 horas didrias e durante os finais de
semana. Esta solugfo era constituida por 20,0 mmol/L de cacodilato, 1,5 mmol/L de fosfato
em pH 7,2. A condi¢do remineralizante foi obtida com a utilizagdo de uma solugfo
contendo 1,5 mmol/L de cloreto de cilcio, 0,9 mmol/L de fosfato, 20,0 mmol/L de
cacodilato ¢ 130,0 mmol/L. de cloreto de potassio. O pH era 7,3 e houve a adicdo de
diferentes quantidades de fluor em alguns grupos. Os espécimes permaneciam por 30
minutos diarios em solugio desmineralizadora de composigio similar & usada por
FEATHERSTONE et g/ (1986) porém com pH 5.0. Os ciclos foram repetidos por 14 dias

consecutivos,

TEN CATE et al. (1995) usaram uma solucio desmineralizadora com pH 4,8 ¢
constituida por 1,5 mmol/L de cloreto de calcio, 0,9 mmol de fosfato acido de calcio ¢ 50,0
mmol/L de acido acético. A solugfic remineralizadora (pH 7,0) tinha a mesma composigio
da desmineralizadora, excetuando-se o acido acético e adicionando-se 20,0 mmol/L de
tampdo HEPES. Os espécimes foram imersos em solugio desmineralizadora por 30
minutos seis vezes ao dia. As imersGes em solucdo desmineralizadora eram distribuidas
num periodo de 16 horas durante o dia. A noite, os espécimes ficavam imersos em solugdo
remineralizadora. Os ciclos foram realizados em 2 periodos de 5 dias, intermediados por 2

dias nos quais 0s espécimes permaneciam em solugéo remineralizadora.

Em 1997, KAWASAKI & FEATHERSTONE descreveram um modelo de

ciclagem realizado com dentina, no qual parte dos espécimes permanecia por & horas
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didrias em solugfio desmineralizadora ¢ 16 horas na remineralizadora. Os tempos foram
invertidos para a outra parte dos espécimes. Os ciclos eram repetidos em 5 dias

consecutivos.

SHINKAI ef al. (2001) montaram um modelo de ciclagem, modificando o
proposto por FEATHERSTONE ef al. (1986) diminuindo o numero de ciclos para 8 ¢
aumentando para 7 horas o tempo de imersfo dos espécimes em solugio desmineralizadora.
A solug8o desmineralizadora empregada fol descrita por WEFEL ef al. (1994) constituindo-
se de 2,2 mmol/L de calcio, 2,2 mmol/L. de fosfato, 0,05 M de acido acético ¢ 1 ppm de
flaor, pH 4.5. As proporgdes solugfio/drea exposta foram 6,25 mL/mm* para a solucdo

desmineralizadora e 3,125 mL/L para a remineralizadora.

A possibilidade de se controlar varidveis justifica a quantidade de modelos de
ciclagem }4 existentes, propiciando ao pesquisador adaptar modelos para responder as

questdes elaboradas na pesquisa.

2.,5. MICRODUREZA COMO METODO DE AVALIACAO DE

DESMINERALIZACAO E REMINERALIZACAO DENTAL

Uma grande quantidade de téenicas tem sido usada e especialmente
desenvolvida para mensurar as mudangas ocorridas nos tecidos dentais, promovidas por
processos de des e remineralizagdo. Entre as técnicas, estdo testes usados para quantificar

mudancas nas propriedades fisicas, como a microdureza; densidade e propriedades dticas,
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como microrradiografia ¢ microscopia de luz polarizada respectivamente; ou para medir
alteragdes na composicio quimica do substrato, como as andlises quimicas
(FEATHERSTONE ef al., 1983). Estas sio técnicas Gteis para determinacfio da condicéo
mineral de lesdes bem iniciais (essencialmente lesfo superficial, com aproximadamente 0-
50 pm) e em outros casos, para lesdes de 25-150 um ou maior profundidade

(FEATHERSTONE, 1992},

Em uma conferéncia sobre técnicas de avaliagio de meodelos intra-orais de
desmineralizacdo-remineralizagdo (ARENDS & TEN BOSH, 1992; FEATHERSTONE,
1992), alguns pardmetros foram apontados para a mensuracfio de altera¢Bes minerais nos

substratos dentais, séo estes:

* Profundidade da lesfo (d ou [;)- corresponde & distincia enire a superficie
externa do tecido ¢ o ponto onde o contetido mineral equivale a 95% do valor

do tecido sadio.

¢ Perfil mineral- curva dos valores de porcentagem mineral em volume em
funciio da profundidade abaixo da superficie externa. Mostra a distribuigfio

mineral local.

o AZ (% de volume mineral x um)- € o valor de perda mineral, obtido pela
diferenca da area integrada entre o perfil mineral da lesdio ¢ o perfil mineral do
tecido dental higido (ou sua projecdo). Segundo WHITE ef al. (1992), o valor
AZ ¢ melhor obtido pela técnica de microrradiografia, porém pode ser calculado

atraves de microdureza, com protocolos apropriados e padronizados.
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A microdureza ¢ um teste de dureza por endentagciio que envolve a penetragdo
de uma ponta de diamante de geometria especifica para dentro do material a ser testado. A
aplicagdo deste teste em espécimes dentais foi iniciada por HODGE em 1936, que reportou
durezas para a dentina (GUNNAR ef al., 1961). Trés tipos de pontas penetradores podem
ser empregados em pesquisas odontolégicos: penetradores tipo Vickers; tipo Brinell e tipo
Knoop. Nos estudos em esmalte e dentina, o teste de microdureza mais utilizado ¢ o teste
Knoop (MEREDITH et al., 1996). A ponta penetradora tipo Knoop € constituida por um
diamante, lapidado de forma que o dngulo longitudinal formado na parte impressora seja de
172,50° e o dngulo transversal de 130°. Neste método, a ponta piramidal ¢ posicionada na
amostra com uma determinada carga por um determinado tempo. O comprimento da marca,
em forma de losango, deixada pelo penetrador na amostra ¢ determinado com um
microscopio € o valor de microdureza (niimero de dureza Knoop- KHN) € calculado

usando-se a formula matematica
KHN = (14230 x P)/L?

Onde P ¢€ a carga aplicada em g e L € o comprimento da impressdo feita pelo
diamante, medida na diagonal maior em um (FEATHERSTONE ef al,. 1983; TEN BOSH

& ANGMAR MANSON, 1991). A unidade de medida da dureza é kg/mm®.

As determinagdes de microdureza podem prover evidéncias indiretas de ganho
ou perda mineral. Se o comprimento das impressdes aumenta, o tecido perdeu mineral. Se o

valor do comprimento diminui em magnitude, o tecido provavelmente ganhou mineral.
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Segundo ARENDS & TEN BOSH, (1992) dois tipos de mensuracio de

microdureza podem ser realizados na andlise de alteragdes minerais:

s Microdureza de superficie, onde o penetrador é posicionado perpendicular &

superficie polida do tecido.

» Microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente, onde o penetrador é

posicionado paralelamente a superficie anatdmica do tecido.

A microdureza ¢ considerada um método indireto de se guantificar perda
mineral, pelo fato de nfo fornecer os resultados em guantidade de mineral do tecido
analisado. Este célculo pode ser feito através de formulas que correlacionam dureza e
porcentagem de volume mineral. FEATHERSTONE er ol (1983) correlacionaram valores
de microdureza ¢ valores de conteGdo mineral obtidos com microrradiografia e
demonsiraram que a porcentagem de volume mineral foi diretamente proporcional 4 raiz
quadrada do numero de dureza Knoop. O coeficiente de correlagiio foi de 0,92 e foi

proposta a seguinte equacfo:

% de volume mineral = 4,3 KHN'? + 11,3

Na técnica de microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente, o calculo
do AZ pode ser obtido calculando-se os valores de porcentagem de volume mineral em
profundidades crescentes no espécime, obtendo-se curvas do perfil mineral do tecido com

lesfo e do tecido higido.
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Em resumo, a técnica de microdureza tem o seu uso bastante difundido na
determinacdo de alteragBes minerais ocorridas em substratos dentarios submetidos a

processos de des e remineralizagfio proporcionando resultados confidveis e reprodutiveis.

40



Materiai e Métodos

3. MATERIAL E METODOS

3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo in vifro constituiu-se de 3 fases, a saber:

¢ Fase I: Determinagfio da carga bacteriana de terceiros molares humanos
retidos, armazenados em solucio de NaCl a 0,9%, para posterior célculo da dose minima de

radiagfio gama eficaz na sua esterilizagéo.

¢ Fase II: Analise do efeito da dose de 25 kGy de radiagio gama, sobre a

microdureza de superficie do esmalte dental humano.

o Fase IOI: Avalia¢lio do efeito da mesma dose de radiagdo gama sobre a
resisténcia do esmalte dental ao desenvolvimento de carie in vifro quando submetido a um

modelo de ciclagem de desmineralizagfo-remineralizacio.

Para a realizagdo da Fase I deste trabalho, foram coletados 20 terceiros molares
humanos retidos procedentes de trés clinicas diferentes, os quais tiveram sua carga
microbiana determinada. Uma vez determinada esta carga, a dose de radiagio para

esterilizacdo foi escolhida.

Para a Fase II, foram utilizados outros 30 terceires molares humanos retidos
seccionados ao meio. Cada metade foi destinada a um grupo distinto, constituindo assim,

dois grupos experimentais: Grupo controle- formado pelas metades mantidas em agua
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destilada, deionizada ¢ esterilizada ¢ Grupo Irradiado- formado pelas metades irradiadas
pela dose de 25 kGy (dose hospitalar). Das 30 metades de cada grupo foram obtidos 60
blocos, 40 dos quais foram planificados, polidos e tiveram sua microdureza de superficie
avaliada. Os 20 blocos restantes permaneceram com sua superficie externa de esmalte

preservada.

Para a realizacfo da Fase Il foram constituidos 4 grupos experimentais a partir
dos blocos obtidos na Fase II, cada grupo continha 10 unidades experimentais. Os grupos
foram denominados: Grupo NPC- formado por blocos de esmalte ndo planificado advindos
das metades dentais acondicionados em agua {Controle 1); Grupo NPI- formado por blocos
de esmalte nfio planificado advindos das metades dentajs irradiadas por radiagio gama;
Grupo CP- formado por blocos de esmalte planificado com dureza de superficie
determinada advindos das metades dentais reservadas em agua (Controle 2) e Grupo PI-
formado por blocos de esmalte planificado com dureza de superficie determinada advindos
das metades dentais irradiadas por radiagio gama. Estes grupos foram submetidos a um
modelo de ciclagem de desmineralizacio-remineralizacdo (ciclagem de pH). Apéds a
ciclagem, a microdureza Knoop em corte longitudinal do esmalte fol mensurada em cada
corpo-de-prova e os valores de perda mineral foram calculados. O esquema do

delineamentio experimental usado nas fases Il e IiI estd expresso na FIG. 1.
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FIGURA 1. Esquema do delineamento experimental usado nas Fases II ¢ 111

3.1.1. Aspecitos éticos

Por trabalhar com partes constituintes do corpo humano, o projeto desta
pesquisa foi submetido & avaliagio pelo Comité de Ftica em Pesquisa da FOP-UNICAMP.
Sua aprovagdo foi expressa em documento cujo proiocolo teve n® 059/2001, estando de

acordo com a Resoluglio 196/96 do Consetho Nacional de Safide/MS. (Anexo 1)

43



Muateriaf ¢ Métodos

3.2. FASE I- DETERMINACAQ DA CARGA BACTERIANA DE
TERCEIROS MOLARES RETIDOS, ARMAZENADOS EM SOLUCAQ
DE NaCl A 8,9 %, PARA POSTERIOR CALCULO DA DOSE MINIMA

DE RADIACAO GAMA EFICAZ NA SUA ESTERILIZACAQ

Para 2 determmagfo de uma dose de radiagSo gama para esterilizacfio de dentes
terceiros molares retidos armazenados em solughio salina, foi seguido o protocolo sugerido
pelas Normas Européias de Validacio e Controle de Rotina de Esterilizagio por Irradiagio
para dispositives médicos - NF EN 552 de outubro de 1994 (AFNOR, 19943). Segundo
estas normas, para validar um processo de esterilizagio por irradiaciio pode-se proceder de

duas maneiras:

a- Fazer uma estimativa da carga microbiana (populacic de microrganismo
viaveis sobre um produte e/ou uma embalagem) do material, em conformidade com a
MNorma BEuropéia EN 1174-1 em pelo menos 3 lotes do produto (AFNOR, 1994¢). A escolha
da dose esterilizante deve ser feita de acorde com a Norma Européia EN 556 (AFNOR,
1994b). Depois de escolhida e aplicada esta dose sobre 100 unidades do produto, devem ser
apheados testes para verificaglio de esterthidade, seguindo a metodologia preconizada pela
EN EF 556 similar 4 recomendada pela FARMACOPEIA BRASTLEIRA de 1988, Os testes
devem ser realizados em condigles assépticas de forma a evitar contaminacio acidental da
amostra durante sua manipulacio. S8o usados dois meios de cultura: o meio de caseina-soja

¢ o meio tiogheolato; o primeire para crescimento de leveduras, fungos e aerdbios ¢ o
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segundo, contempla o crescimento anaerébio, embora haja também neste meio, crescimento
de aerdbios, leveduras e até mesmo de fungos. Os meios de cultura devem apresentar
esterilidade e capacidade de promover crescimento de microrganismo, portanto, estes s&o
testados antes do teste das amostras ou em paralelo com ele. Para que o processo de
esterilizaciio seja considerado seguro e reprodutivel, um maéximo de dois resultados

positivos, podem ser encontrados nestes testes,

b- Tratamento da amostra com uma dose minima de irradiagdo de 25 kGy ¢

confirmag&o da esterilizacfio com os testes supracitados.

Objetivando encontrar a dose minima de esterilizagfo, foram seguidas as

recomendacdes descritas no item “a”.

3.2.1. Andlise da carga microbiana dos dentes

3.2.1.1. Obtencdio e preparo dos dentes

A amostra foi constituida por 20 dentes terceiros molares humanos retidos com
pelo menos dois tergos (2/3) da raiz formada e extraidos por razdes clinicas. Apos a
exodontia, os dentes foram mantidos em solucdo de NaCl a 0,9 % esterilizada. Estes dentes
eram procedentes de trés clinicas diferentes, visando atender a exigéncia da norma NF EN
552 (AFNOR, 1994a), a qual especifica que pelo menos trés lotes do produto a ser

analisado tenham sua carga bacteriana estimada.
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Todos os dentes receberam a seguinte codificagdo:

+ A segiiéncia de A-1 a A-6 represeniou os dentes coletados em uma clinica

odontolégica da rede privada da cidade de Piracicaba-SP.

» A séne B-1 a B-7 foi empregada para representar dentes coletados em uma

clinica odontologica da rede privada da cidade de Fortaleza-CE.

¢ Os dentes codificados com as siglas C-1 a C-7 foram coletados em um

centro de atendimento do servigo plblico estadual do Ceara.

De acordo com um estudo piloto realizado para definir toda a metodologia de
analise da carga microbiana, 0s dentes sofreram cortes longitudinais com discos flexiveis
diamantados de dupla face (KG SORENSEN) esterilizados, montados em micromotor
acoplado a uma peca reta. Os cortes tiveram aproximadamente a profundidade de 1 cm e
objetivaram facilitar a quebra do dente com forceps n°® 16 para expor os tecidos pulpares no
procedimento microbiologico. Para evitar contaminagfo, este passo operatdrio foi realizado

dentro de uma cimara de fluxo laminar estando o operador devidamente paramentado.

3.2.1.2. Obtengdo, homogeneizacéo e diluicdo da suspensio bacteriana

Para facilitar a coleta de microrganismo presentes nos tecidos pulpares, os
dentes foram quebrados ao meio com forceps esterilizados e os segmentos dentais foram
colocados em tubos de ensaio plisticos estéreis e com tampa (GREINER) os quais
continham 20,0 mL de uma solu¢do esteriiizada de NaCl a 0,9 % e Tween 20 a 4 %. A

adico do detergente Tween 20 a solucfio salina visava facilitar a extracio de bactérias
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adsorvidas a estrutura dental. Os dentes foram agitados por 1 minuto em um agitador de
tubos (PHOENIX) e em seguida sonicados em sonicador VIBRA CELL 400 w (Sonics &
Materials Inc.). Foram realizados 3 pulsos de 9,9 segundos com 5 segundos de intervalo

entre eles, objetivando a homogeneizagio da suspensdo bacteriana (BOWEN et al., 1986).

A suspens#o foi diluida adicionando-se 1,0 mL da mesma a 9.0 mL de solugdo
salina, obtendo-se uma dilui¢do de 1:10. O mesmo procedimento foi realizado mais trés

vezes com as novas suspensdes, obtendo-se entdo diluigdes de 1:100, 1:1000 e 1:10000.

3.2.1.3. Semeadura do material

Depois da diluicio seriada, 50,0 ul. das trés ditimas diluigGes foram inoculados
em meio TSA (em duplicata) para contagem da microbiota total. O meio TSA foi preparado
dissolvendo-se 40 g de meio Tryptone Soya Agar- OXOID em 1,0 L de dgua destilada e
deionizada. A mistura foi aquecida até a fervura e, entio, levada para autoclavagio por 15
minutos a uma temperatura de 121°C. Apds a esterilizagdo, o meio foi resfriado até 45°C e
distribuido em placas de Petri médias descartaveis. O volume de meio dispensado em cada
placa foi de 20,0 mL e as mesmas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Esta incubacfo
possibilitou testar a esterilidade do meio e também sua secagem, requisito este, essencial

para uma boa operacionalidade no aparelho de semeadura.

A semeadura da superficie do meio, previamente distribuido em placas de Petri
estéreis, fol realizada pelo método de plaqueamento em espiral adequado para grandes
cargas microbianas. Este método automatizado de semeadura foi executado por um

aparelho SPIRAL PLATER. Inicialmente, a SPIRAL PLATER succiona a amostra
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homogeizada, através de uma cédnula de teflon. Em seguida, o plagqueador faz a semeadura
da superficie da placa presente sobre uma plataforma giratéria. A mediada que faz a
dispensa da amostra enquanto a placa gira, a canula se desloca do centro para as bordas da
placa formando um espiral ¢ um gradiente de concentra¢fio, que se inicia no centro e
diminui 4 mediada que se dirige para as bordas da placa. A maguina possui capacidade de
realizar até quatro (4) inoculacBes de 50,0 pl., que podem ser feitas de maneira linear ou
logaritmica. No presente trabatho usou-se a inoculacfo na forma logaritmica. A lavagem da
maquina entre as semeaduras foi realizada com solucfio de Milton (hipoclorito de sédio a
0,5 %) seguida de agua destilada ¢ deionizada. Esta lavagem era realizada ap6s a troca de
cada diluicdo. Depois de semeadas, as placas de TSA foram incubadas em atmosfera

normal a 37°C por 48 horas.

3.2.1.4. Contagem das unidades formadoras de colénia por unidade dentaria

A contagem das coldnias foi realizada com ajuda de uma lupa, acoplada a um
contador de colonias adquirido em conjunto com o aparelho SPIRAIL PLATER. O
procedimento seguiu o protocolo da prépria maquina, que consiste na contagem de setores
previamente estabelecidos da placa que podem ser visualizados com a ajuda de um

cantilhdo (FIG.2).
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FIGURA 2- Cantilhio para contagem da placa em setores

O cantilhfio esta desenhado sobre a porgdo iluminada do contador de coldnias,
assim, na ocasifo da colocacfio da placa sobre esta porg#io do aparelho, pode-se ver, através
do meio de cultura ¢ placa, a imagem do mesmo. A superposigdio da placa e suas coldnias
sobre o cantilhfic possibilita a contagem das colbnias apenas nos setores da placa. Deste
modoe, ¢ nimeroe total de coldnias pode ser estimado, tomando-se por base o fato de que a
inoculacdo foi feita de forma logarfimica. Levando-se em consideragdio que a cada setor da
placa corresponde um determinado volume de inoculagfio e que o volume total despejado

pela méaquina € de 50 pl, pode-se, através de uma regra de trés, calcular o nifimero
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aproximado de coldnias existentes em toda a extensdio da placa de Petri. Exemplificando, os
setores hachurados na FIG. 3 correspondem a area 3¢ na qual sfio inoculados 0,60054 mL
de indculo, portanto, se contarmos nesta drea 35 colbnias, 0 niimero de ufc/ml, de indculo

serd de 6,5 x 10

FIGURA 3- Cantilhdio com a 4rea 3¢ hachurada correspondendo aos setores 3¢

Caso encontremos nesta area, um ntmero de colbmas inferior a 20, devemos
estender a contagem aos sefores 3b. A 4rea 3b corresponde a soma dos setores 3¢ ¢ 3b
como mostrado pelas dreas hachuradas na FIG.4. Sabendo gue a inoculacfo nesta drea € de
0,00137 ml., as mesmas 35 colbnias se encontradas nesta regiio da placa dariam uma

estimativa de 2,6 x 10" ufe/mL por indculo. E vélido ressaltar que sempre devem ser
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contados os setores opostos da placa, caso o nimero de coldnias seja insuficiente, estende-

se a contagem até se obter este numero.

FIGURA 4- Cantilhfio com a area 3b hachurada correspondendo aos setores 3c e 3b

3.2.2. Caiculo da dose de radiaciio gama para esterilizacdo dental

Depois de obtido ¢ valor médio da contaminacfo dos dentes analisados, a dose
de radiaclio gama a ser empregada foi calculada tendo-se como referéncia a tabela B.1 da
“International Organization For Standardization” ISO 11137-1995 (E} citada pela norma

EN 556. Esta tabela apresenta a dose de radiagBo gama em kGy requerida para alcancar
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diferentes niveis de garantia de esterilizacfio para diferentes cargas microbianas. A média
de contaminagfo mais alta de uma unidade do grupo sé deve ser usada para
estabelecimento da dose de esterilizagfio, se este valor exceder em duas vezes a média geral
de todas as unidades do produto que tiveram sua carga microbiana estimada. Se a média de
contaminacdo nfo tiver seu valor expresso na tabela, o valor mais proéximo e superior da

tabela deve ser o escolhido. (Anexo 2)
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3.3. FASE II- ANALISE DO EFEITO DA DOSE DE 25 kGy DE
RADIACAO GAMA SOBRE A MICRODUREZA DE SUPERFICIE DO

ESMALTE DENTAL HUMANO

3.1. Irradiacio dos espécimes com radiacio gama
3.3.1.1. Obtencio e irradiacio das metades dentais

Para esta fase foram wutilizados 30 terceiros molares humanos retidos
armazenados em solucdo salina esterilizada, escolhidos com os seguintes critérios de
inclusfo: mais de dois tergos da raiz formada, volume adequado e auséncia de lesdes de
carie, trincas ou imperfeicdes. Esta selecfio foi feita pelo método visual com o auxilio de

uma lupa com aumento de 10 vezes.

Os dentes foram seccionados ao meio com disco diamantade dupla face (KG
SORESEN). Por se tratar de material contaminado, o operador executou este procedimento
devidamente paramentado seguindo todas as normas de biosseguranca e dentro de uma
camara de fluxo laminar. Uma metade de cada dente foi reservada para ser constituido o
grupo controle. Estas metades dentais foram armazenadas em 50,0 mL de agua destilada,
deionizada, esterilizada em um udnico recipiente e mantidas sob refrigeracio (Grupo
Controle). As outras trinta metades (Grupo Irradiado) foram acondicionadas da mesma
maneira ¢ levadas ao CENA -Centro de Energia Nuclear na Agricultura- USP para serem

submetidas a radiag8o gama aplicando-se a dose de 25 kGy. O aparelho utilizado foi um
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GAMMACELL 220 EXCEL (GC-220E). A taxa de dose do dia da aplicacio era de 1726
Gy/h proporcionando um tempo de irradiacio de 14 horas e quarenta e nove minutos. A
temperatura da sala foi mantida constante a 27° C. A escolha da dose foi baseada na opgéo
“b” do protocolo de validacdio de processos de esterilizago por irradiac8o, uma vez que a
contaminacfo inicial estimada superou os valores encontrados na tabela da ISO- 1995.
Segundo a NE 552, historicamente, ¢ constatado que uma dose de 25 kGy constitui uma
dose de esterilizacio eficaz, além de ser a dose previamente relatada na literatura
(CHANDLER, 1990; TITLEY er al., 1998; SONJU CLASEN et al., 1997, AMAECH! er

al., 1998, 1999a).

3.3.2. Confeccio dos blocos dentais

Das 30 metades dentais pertencentes a cada grupo foram confeccionados 60
blocos, totalizando 120 blocos de esmalte dental. Para a obtencdo dos blecos, as metades
dentais foram cortadas com discos diamantados de dupla face (DIAMOND BUEHLER),
acoplados a uma cortadeira metalografica elétrica BUEHLER-ISOMET, sob refrigeragdo
com agua destilada deionizada. Foi utilizado um espagador de 4 mm, a fim de
conseguirmos uma amostra de 4 mm x 4 mm (ou 16 mm®). Os blocos foram obtidos da

poreio central da coroa dental.

Apbs ¢ corte dos blocos de esmalte, foi realizada a planificacdo da dentina
visando a obtenc@o de uma maior 4rea de esmalte plano. A dentina foi planificada fixando-

se 0s blocos na porcdo central de um disco de resina acrilica pré-fabricado (3,0 cm de
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didmetro ¢ 8,0 mm de espessura), com a superficie mais plana do esmalte voltada para a
resina acrilica. Este ajuste foi feito de forma manual usando uma lixa 320 molhada com
agua destilada deionizada e permitiu que a dentina ficasse paralela 4 superficie mais plana

do esmalte.

Depois de realizada esta planificacdo, foram selecionados de forma aleatoria 20
blocos de cada grupo, os quais foram reservados para serem utilizados na Fase II1. Nos 80
blocos restantes (40 de cada grupo) foi executada a planificaco e o polimento do esmalte,
para posterior verificagiio da microdureza de superficie. O nimero maior de blocos usados
para esta andlise ¢ justificado para termos uma maior liberdade de escolha na ocasifio da

selecdo dos blocos (“base-line”) para a ciclagem de pH.

Para planificagiio ¢ polimento da superficie do esmalte, os blocos foram
reposicionados no centro de discos de resina acrilica, com a superficie de esmalte voltada
para cima e levados & politriz com lixa de granulaciio 600 durante 30 segundos. Este
lixamento tinha o objetivo de remover uma camada de esmalte, expondo uma 4area de
esmalte lixado ¢ plano, que nao abrangeu toda a face do bloco dental. Em seguida foi usada
a lixa de granulagio 1200 durante 3 minutos. Apds o uso de cada lixa, os blocos eram

submetidos a um banho de ultra-som em dgua destilada e deionizada por 3 minutos.

Para o acabamento final, utilizou-se a politriz com disco de papel feltro
(Polishing Cloth BUEHLER n° 40-7618) ¢ suspensio de diamante (BUEHLER-METADI
Diamond Suspension 1 micron - Water Base n® 40-6530), baixa velocidade, durante 3

minutos. O Gltimo banho de ultra-som dos blocos era realizado por 2 minutos e 0s mesmos
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encontravam-se imersos em solugfo detergente (ULTRAMET SONIC Cleaning Solution n°
75-5000-032 BUEHLER) diluida na proporgfio 1:20, em 4gua destilada deionizada. Em
seguida, os mesmos ecram enxaguados em 4gua destilada deionizada corrente e

armazenados em ambiente imido, fechado e refrigerado.

3.3.3. Andlise da Microdureza de Superficie do Esmalte Dental Irradiado e

Néo Irradiado

A anélise da microdureza de superficie foi realizada em um microdurbmetro
FUTURE TECH modelo FM-7 acoplado a um software FM-ARS. ¢ penetrador tipo
KNOOP com carga estatica de 50 gramas e tempo de 5 segundos. Foram realizadas 3
penetracOes no centro da area de esmalte plano, confeccionada na planificagsio do esmalte.
Estas impressOes estavam separadas entre si por uma distincia de 100 pm. A analise foi
realizada nos 80 blocos polidos. A seguir foi calculado o nimero de dureza Knoop (KHN}
médio de cada bloco e posteriormente de cada grupo. O ntimero de dureza Knoop
corresponde a razfio da carga aplicada & ponta penetradora com a 4rea projetada na amostra
e ¢ calculado automaticamente pelo software. O esquema das impressdes esta representado

na FIG. 5.
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FIGURA 5. Esquema das impressdes feitas no centro da
area de esmalte planificado em cada bloco.
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3.4. FASE III- AVALIACAO DO EFEITO DA RADIACAO GAMA
SOBRE A RESISTENCIA DO ESMALTE AO DESENVOLVIAMNTO
DE CARIE IN VITRO QUANDO SUBMETIDO A UM MODELO DE

CICLAGEM DE pH

3.4.1. Preparo dos blocos para as ciclagens de desmineralizacdo-

remineralizacdo

Quatro grupos de 10 blocos foram formados, conforme o quadro abaixo:

Esmte nio pﬁao e ndo irradiado.

|
|

Esmalte ndo planificado e irradiado.

Esmalte planificado e irradiado.

Esmalte planificado e irradiado.

1
l
QUADRO 2: Grupos experimentais

Para os grupos PC ¢ PI, foram selecionados blocos com o niimero de dureza
Knoop mais proximo do numero de dureza médio dos grupos inicialmente formados na
Fase I (Grupo Controle e Grupo Irradiado). Para cada novo grupo, foram escolhidos 5
blocos com nimero de dureza abaixo ¢ 5 blocos com ntmero de dureza acima da média

encontrada nos grupos anteriores. Para verificacio de indicios de possiveis diferencas entre
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as médias dos novos grupos formados, os valores de dureza médios foram analisados pelo
teste t para amostras pareadas, ao nivel de significincia de 5%. O valor de p obtido foi de

0,6010 evidenciando a homogeneidade dos blocos.

Foi fixado, na porgio mais plana de cada bloco, um disco de papel Contact®
recortado com uma ferramenta que possibilitava a obtengio de circulos com
aproximadamente 2 mm de didmetro. As superficies dentais externas foram pintadas com
uma camada de esmalte para unhas dcido-resistente. O restante da superficie dos blocos
dentais foi isolado com cera pegajosa (KERR) quando os mesmos foram fixados no suporte
para a realizaco da ciclagem. Apds a secagem do esmalte, o disco de papel adesivo foi
removido, expondo uma drea de esmalte dental de aproximadamente 3,14 mm®. Os blocos
foram observados em lupa para verificacio da presenga ou nfio de resquicios de cola
provenientes do papel. Quando estes existiam, eram facilmente visualizados e removidos

ap6s o armazenamento dos blocos em ambiente tmido por 24 horas.

Ap0s esse preparo, os blocos foram fixados em suportes confeccionados com
fio ortodontico e resina acrilica gue possibilitaram maior controle na execugdo dos
procedimentos de lavagem e troca dos blocos de uma solugio para a outra. Até o inicio das
ciclagens de desmineralizacfo-remineralizagdo, todos os blocos foram mantidos em

ambiente fechado e amido.
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3.4.2. Ciclagem de desmineralizacdo-remineralizacio (Ciclagem de pH}

Os blocos, agora fixados nos suportes, foram imersos alternadamente nas
solugBes desmineralizadora e remineralizadora que estavam acondicionadas em tubos de
ensalo plasticos com tampa (GREINER). Desta forma, cada bloco era ciclado

separadamente em suas proprias solugdes.

O método alternado de ciclagem de pH usado nesta pesquisa foi anteriormente
descrito por FEATHERSTONE et al. (1986), modificado por ARGENTA (2001) ¢ simula,
in vitro, uma situagfio de alto desafio cariogénico. O procedimento foi realizado de acordo

com a seguinte descrigdo:

Os espécimes permaneciam 3 horas numa solucio desmineralizadora que se
constituia de tamp3o acetato contendo 2,0 mmol/L de calcio (proveniente do sal CaCl, -
SYNTH), 2.0 mmol/L de fosfato (proveniente do sal NaH,PO4 — REAGEN) e 0,075 mol/L.
de 4cido acético. O pH foi ajustado para 4,3 e foi adicionado 0,03 ppm de flior. Cada bloco
foi imerso em 20,0 ml desta soluglo, a proporgic solucio desmineralizadora/area de

esmalte obtida foi de 6,36 mL/mm’ (ARGENTA, 2001).

Decorrido este periodo, os blocos eram removidos da solugdo
desmineralizadora, lavados com agua destilada deionizada por 5 segundos e secos com
papel absorvente, sem que sofressem pressdio. Em seguida, eram imersos também
individuaimente em 10,0 mL da solugfo remineralizadora, obtendo-se uma proporgdo de
3,18 mlL. de solug#o para cada mm?® de esmalte. Os blocos permaneciam nesta solucfio por

um periodo de aproximadamente 20 horas e 40 minutos com o objetivo de simular o estagio
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de remineralizaco do processo de cdrie. A solugfio remineralizadora constitufa-se de 1,5
mmoVL de calcio, 0,9 mmol/L de fosfato, 150,0 mmol/L de cloreto de potassio (SYNTH) ¢
20,0 mmol/1. de tamp#o cacodilato. O pH fo1 ajustado para 7,4 ¢ foi adicionado 0,05 ppm
de flior (ARGENTA, 2001). Ambas as sclugdes continham cristais de timol para evitar o
crescimento bacteriano e foram preparadas usando os mesmos reagentes como fontes de

calcio e fosfato.

Os grupos foram submetidos a 5 ciclos de desmineralizagio-remineralizagio
em dias consecutivos. Apds a realizagio dos ciclos, houve um periodo de 48 horas de
imersfic na solugfio remineralizadora (ARGENTA, 2001). Excetuando-se o tempo gasto
para a lavagem dos blocos, os mesmos permaneciam em estufa ajustada numa temperatura

de 37°C. O esquema da ciclagem encontra-se descrito na FIG. 6.

Apds a ciclagem, os blocos foram limpos com jatos de agua destilada
deionizada, secos com papel absorvente e mantidos em ambiente fechado e dmido e sob
refrigeracBio até o preparo para leitura de microdureza do esmalte seccionado

longitudinalmente.
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SOLUCAQC DES- 20 mL: SOLUCAO RE- 10 mL:
2 mmol/L de Ca; 2 mmol/L de P I.2mmel/L de Ca; 09 mmal/Lde P
0,075 mol/L de aceiato 6,36 mb/mm” 150 mmol/L de KC1  pH- 7.4
pH-43 0,03 ppm T 37°C 20 mmol/L cacodilato 0,05 ppm F

37°C 3,18 mL/mm”

Lavagem

Lavagem

Ciclagem de 5 dias
2 dias na sol. RE

FIGURA 6. Esquema da ciclagem de pH

3.4.3. Prepare dos blocos para a andlise de microdureza em corte

longitudinal

Cada bloco dental foi fixade em placa de acrilico de 4x4x1 cm com cera
pegajosa (KERR) e seccionado em dois segmentos com um corte longitudinal, passando
pelo centro da area-teste. Para obtengSo dos cortes foi utilizada a cortadeira elétrica

BUEHLER-ISOMET com disco diamantado de dupla face (DIAMOND BUEHLER).
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Os segmentos dentais foram identificados apenas pelo nimero para que o
estudo fosse cego € embutidos em discos de resina acrilica utilizando-se a embutidora
metalografica AROTEC, modelo PRE-30. Sobre a base do pistio da embutidora, eram
fixados de quatro a seis segmentos correspondentes a trés ou dois blocos de um mesmo
grupo. A fixagdo era feita de modo que a face cortada ficasse exposta para a leitura da
microdureza. Em seguida, adicionava-se resina acrilica incolor ativada termicamente
(CLASSICO), o pistio era fechado e a embutidora acionada. Foi padronizado um tempo de
5 mimutos de aquecimento com pressio entre 100 e 150 kgf/em?, seguido por 8 minutos de

resfriamento.

Para o acabamento e o polimento, utilizou-se a politriz elétrica AROTEC,
modelo APL-4, com dispositivo para tratamento simultdneo de seis corpos-de-prova.
Inicialmente, foi realizado o acabamento superficial com lixa de granulagio 320
(CARBIMET Paper Discs- BUEHLER) em alta rotagdo, até¢ a completa exposi¢io das
superficies dos blocos dentais embutidos (aproximadamente 1 minuto). Em seguida, usou-
se a lixa de granulacfio 600, por 6 minutos utilizando baixa rotacfo. O acabamento final foi
realizado com lixa de granulac3o 1200, em baixa rotacio por 12 minutos. A refrigeracfio a
agua foi ativada somente para os procedimentos de acabamento com lixas. Apds o emprego
de cada uma das lixas os corpos-de-prova eram submetidos a banho de ultra-som, imersos

em 4gua destilada deionizada.

No polimento foi utilizado disco de papel feltro auto-adesivo (Polishing Cloth
BUEHLER n° 40-7618) com suspensdo de diamante (BUEHLER-METADI Diamond

Suspension ! micron - Water Base n® 40-6530) por 14 minutos, utilizando baixa rotagio. A
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limpeza dos espécimes foi feita com solucio de detergente ULTRAMET SONIC
CLEANING SOLUTION, diluida em agua destilada deionizada na proporgéo de 1:20, em
aparelho de ultra-som, durante 3 minutos. Em seguida, os mesmos eram enxaguados em
dgua destilada deionizada corrente ¢ armazenados em ambiente (wmdo, fechado e

refrigerado.

3.4.4. Analise da microdureza em corte longitudinal

A microdureza em corte longitudinal do esmalte foi mensurada com o
microdurdmetro FUTURE TECH modelo FM-7 acoplado a um software, e com ponta
penctradora tipo KNOOP com carga estética de 25 gramas e tempo de 5 segundos. Foram
realizadas 24 penetragdes por segmento dental, com o longo eixo da ponta de diamante
paralela a superficie externa do esmalte. Trés faixas de leitura foram feitas a partir da
superficie externa do bloco. Cada uma destas faixas foi constituida por 8 impressoes ¢
estavam 100 pm eqiiidistantes uma da outra. A primeira impressio era realizada numa
profundidade de 10 pym da margem de esmalte externa do bloco. A distdncia das
penetracOes localizadas em cada faixa foi de 20 pum até a profundidade de 110 um. A partir
desta indentagfio, as proximas foram realizadas nas profundidades de 200 ¢ 300 pm. O
esquema representando o embutimento, corte e as impressdes realizados nos blocos dentais

esta apresentado na FIG. 7.
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Superficie do Esmalte
Arezl teste

Bloco . Yernig @ @ @ g5,

Area teste - * @  35,,

- - e 5,

g i i 19 pm

- Ay 90 um
- - A 110 pm

Esmalte
- o o 200pm
> & e 3w
Cilindro de
acritico

FIGURA 7. Esquema mostrando o corte, embutimento e impressdes realizados nos
blocos.

3.4.5. Determinacio da Perda mineral (AZ)

Para cada grupo, os valores de microdureza Knoop (KHN) foram convertidos

em porcentagem mineral em volume de acordo com a formula proposta por

FEATHERSTONE et al. (1983):

% mineral (em volume) = 4,3 . KHN" + 11,3
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Apds calcular os valores de porcentagem em volume mineral em cada
profundidade avaliada, foram obtidos: a curva e o valor de perda mineral (AZ) em todos os
grupos. O perfil mineral da lesfio de céarie foi mensurado plotando-se a porcentagem de
volume mineral em fungfio da profundidade a partir da superficie externa do esmalte. O AZ
de cada bloco foi calculado pela integragfio da érea entre o perfil mineral da lesfio ¢ a média
da porcentagem de volume mineral do esmalte higido que foi calculada extrapolando-se os
valores de dureza de esmalte higido sob a lesfio (FIG.8). Conseqgiientemente, a perda
mineral representa a quantidade total de mineral perdido no processo de desmineralizacio
em uma distdncia especifica (OGAARD er al., 1988; ARENDS & TEN BOSCH, 1992,

SULLIVAN, 1995).

Projeclis do comalie higido

% Vol. Min,

Prefundidade em- pm

FIGURA 8. Grafico mostrando a &rea AZ.
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3.5. ANALISE ESTATISTICA

3.5.1. Fase Il

A analise estatistica desta fase consistiu em se estudar a varidvel microdureza
de superficie do esmalte dental. Uma vez determinada a existéncia de interdependéncia
entre os dados de uma ¢ outra metade dos dentes, foi definida a utilizagcdo de um teste para
dados pareados objetivando obter-se indicios da diferenca entre os dois grupos. A aplicagio
do teste para dados pareados iniciou-se através de um estudo de suposi¢bes para
determinagio do teste mais adequado as caracteristicas dos dados analisados. A fim de
determinar a existéncia de normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk.
Encontrando-se indicios de que os dados provinham de uma populagdo normalmente

distribuida, foi aplicado o teste t de Student ao nivel de significancia de 5%.

3.5.2. Fase lll

A andlise estatistica da fase III consistiu em se estudar a variavel perda mineral
(A7), tendo os tratamentos do esmalte como fonte de variacdo. A andlise de varidncia foi
elaborada seguindo modelo estatistico adequado para andlise de dados oriundos de
experimento em parcelas subdivididas inteiramente casualizadas, no qual o fator uradiagdo
determinava a parcela do experimento. As parcelas, por sua vez, foram divididas em

subparcelas em decorréneia da implantacdo do fator planificagio, aleatorizado nas parcelas.
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Foram realizadas as seguintes analises:

+ Verificacdo das pressuposicdes necessarias para analise de varidncia;

¢ Estudo de transformacéio dos dados devido & auséncia de homogeneidade de
varidncias e presenca de dados excessivamente influentes;

e Transformac¢fio dos dados de média de porcentagem de mineral pela
poténcia 0,3, ajustando os dados ao modelo proposto para a execugdo do
experimento;

e Observacéio dos dados potencialmente discrepantes para apalisar sua real
excessiva influéncia e, se fosse o caso, exclusio;

e Constatando-se que os valores excessivamente influentes nfio foram
suficientes para imputar a eles o desbalanceamento dos dados, prosseguiu-se
com a realizacio da analise de varidncia seguindo o modelo adequado para
experimento em parcelas subdividas inteiramente casualizadas;

¢ Comparacdes miltiplas de médias, em pares, através do Teste de Tukey, ao
nivel de significincia de 5%.

Para a realizacBo dos calculos da analise estatistica foi utilizado o programa
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4. RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados foi dividida em trés subcapitulos: Fase I, Fase 11

¢ Fase I1.

4.1. FASE 1

4.1.1.Carga microbiana dos dentes analisados
Os valores das médias da contaminacio encontrada nos dentes analisados estio

apresentados na TAB. 1.

TABELA 1. Médias e desvios padrio da contaminacfo bacteriana em unidades
formadoras de colnia encontradas nas clinicas especificadas.

Clinicas Média de ufe, 10¢
A~ Cliniea da rede privada de Firscicabha-5P ESADE 3 10s
B- Clinica da rede privada de Fortaleza-CE 6,70 & 1,485
C- Centro de atendimento do servico piblico 5,74 + 2.08a

Clinicas cujas médias s80 seguidas por% smente (p<0,05.

O wvalor de contaminacio microbiana mais alto encontrado na andlise dos
dentes, correspondeu ao espécime A3 procedente da clinica de Piracicaba-SP (Anexo 3). A
média de ufc para tal espécime foi de 9.2 x 10° ¢ nfio excedeu em duas vezes o valor da
média (Média x 2 = 10,1 x 10°%) de todo o grupo de dentes. Em vista disso, para o calculo da
dose de esterilizacfio optou-se por usar o valor da média final- 5,8 x 10°. Este valor excedeu

o maior valor de contaminagSo previsto pela tabela Bl da ISO 11137:1995. O valor mais
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alto previsto na tabela corresponde a uma média de contaminagio de aproximadamente
1,01 x 10°. Para um nivel de esterilizagio de 107 {padrfio considerado aceitavel em alguns
paises, como por exemplo Canadd), a dose indicada € de 24,9 kGy. O nivel de esterilizacdo
10 (padriio aceito mundialmente) para esta contaminacio recomenda a aplicaciio de uma
dose de 36,4 kGy. Embora ndo seja previsto ou sugerido pela ISO, foi realizada uma analise
estatistica através do teste ANOVA, ao nivel de significincia de 5%, visando verificar
indicios de diferenca entre as médias de contaminacgfo encontradas em cada clinica. O valor
de p encontrade foi de 0,5167 mmdicando ndo haver diferen¢a entre a contaminaciio dos

dentes coletados nas 3 clinicas.
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4.2. FASE 11

4.2.1. Coloragdo da estrutura dental

Como pode ser evidenciado pela andlise das FIG. 9, 10, e 11 foi observado
durante a execucdio da fase II deste estudo, que todas as metades irradiadas tiveram sua

coloragéo alterada.

Metade Irradiada Mcetade Controle

FIGURA 9. Fotografia de metades dentais correspondentes
a0 mesmo dente, metade 1rradiada e metade ndo
irradiada.

71



Metade Irradiada Metade Controle

FIGURA 10. Fotografia de metades dentais correspondentes
ao mesmo dente, metade irradiada e metade
nfo irradiada.

Metade Irradiada Metade Controle

FIGURA 11. Fotografia de metades dentais correspondentes
ao mesmo dente, metade irradiada e metade
nio irradiada.
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4.2.2. Microdureza de superficie do esmalte

Nesta etapa, foram analisados os resultados de Dureza Knoop dos grupos
Controle, com 40 blocos ¢ Irradiados com radiacdo Gama, também com 40 blocos. Os

resultados obtidos para as médias dos grupos estfo listados na TAB. 2.

TABELA 2. Dureza Knoop do esmalte (médias e desvios padrdo) em fungdo do
tratamento aplicado nos dentes.

{rupos Dureza Knoop e
Controle 338,35 £20,11a 0,58549
irradiadeo 340,76 £ 21,68a

Tratamentos cujas médias s@o seguidas por letras distintas diferem estatisticamente {(p<0,05).

A normalidade dos dados foi determinada através da aplicagio do teste de
Shapiro-Wilk ¢ o valor p obtido no teste foi 0,26638. Uma vez que o valor p apresentou um
nive! de significincia superior ao nivel de significAncia alfa previamente estabelecido em
5%, executou-se a aplicagfo do teste t de Student ao nivel de significAncia de 5%. Como o
valor p encontrado neste teste foi 0,58549, sendo maior que o nivel de significncia
previamente estabelecido, ndo temes indicios de que existam diferengas entre as médias dos
grupos controle e irradiado. Portanto, observa-se pelos resultados da andlise estatistica gue
a irradiacdo de dentes com raios gama ndo interfere na microdureza de superficie do

esmalte dental humano.
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Os resultados de microdureza de superficie estéio apresentados no GRAF.1

400
35¢
300
250
200
150
100

50

Contrele irradiade

Tratamentos

GRAFICO 1. Comparacdio de médias e intervalos de confianga (95%)
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4.3. FASE 111

4.3.1. Microdureza do esmalte seccionado longitudinalmente

A comparacdo entre grupos de esmalte planificado e grupos de esmalte ndo
planificado foi realizada objetivando constatar a existéncia, ou nfio, de uma agdo superficial
da radiacio gama sobre o esmalte dental humane a qual nfo poderia ser verificada se
apenas blocos de esmalte planificado fossem submetidos a ciclagem de pH. Em uma
primeira etapa, foram analisados os resultados de AZ dentro dos tratamentos através de uma

analise de variancia, cujo resultado € apresentado na TAB. 3.

TABELA 3. Analise de variincia da varidvel dependente perda mineral (AZ) em funcéo dos
fatores de variacéo : Irradiacdo e Planificacio e suas interacdes, no esmalte dental.

b ]
Causa de Variacao GL Somade  Quadrados Valor valer-p
uadrados médios F

Irradiacio 1 0.00592636 0.00592636 0.01 0.9136™
Residuo (A) 18 8.80652988 0.48925166

Planificacio i 24.14519142  24.14519142  34.50  0.00017
Planificacio*Irradiacio 1 2.90538794 2.90538794 4.15 0.0566™
Residuo (B) 18 12.59786646  0.69988147

Total corrigido 39 48.46090206

R-Quadrado 0.740041 C.V, 11.80995 Média AZ 7.08376749

**Qignificante
* Nzo significante
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Os valores de perda mineral ocorridos em cada grupo estfio apresentados na

TAB. 4.

TABELA 4. Médias e desvios padrio da perda mineral (A7) do esmalte
submetido ou nio a radiag#o, planificado ¢ ndo planificado.

Grupos Média da Perda Mineral
NPC 5479+ 135.9a
NPI 425.0+1719a
PC 909.5 £ 405.5b
PI 1106.5+343.3b

Tratamentos cujas médias sdo seguidas por letras distintas diferem estatisticamente (p<0,05).

Observam-se, pela analise, fortes indicios (p<0.01) de que ha efeito
significativo do fator “Planificacio” sobre a variavel dependente, mas nfio hé indicios de
efeito significativo do fator “Irradiagic” ou da interacdio entre eles (p>0,05).0 valor do
coeficiente de determinacdo (R-Quadrado) indica que 74,00% da variagBo de AZ ¢
explicada pelos fatores explicitos no modelo, o que indica um modelo bem ajustado, no
qual mais de 70% da variavel de resposta ndo tem seu valor controlado, possiveimente em
decorréncia da natureza bioldgica do material usado no ensaio. O coeficiente de variago
indica que os valores s@0 pouco dispersos em relacdo a média, entretanto, em um limite

toleravel para este tipo de ensaio, ja que o valor € proximo a 10 % (C.V.:11,81).
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A comparac¢io entre as médias dos grupos estd expressa no GRAFI. 2.

16690 -
14090
1209
1600

506 -

DeltaZ

6090

4060

200

Nio Planificados Naio Planificados Planificados Planificados

Controle = Irradiados Controle Trradiados |

Irradiacfio e Planificaciio

GRAFICO 2. Comparacio das médias de AZ entre os grupos

A perda mineral nfio foi estatisticamente diferente para os grupos NPC e NPL, ¢
ainda para os grupos PC e PI. As diferencas apenas puderam ser observadas entre diferentes
tratamentos do esmalte com relagiio ao tratamento de sua superficie, observando-se maiores

perdas minerais nos grupos nos quais o esmalte foi planificado.

Como somente ha efeito significativo no fator planificacdo e este fator conta
apenas com dois niveis, nem seria necessaria a comparacio dos grupos planificados e nfio
planificados, através do teste de Tukey, porém, esta andlise foi realizada ¢ a diferenca entre

os grupos, confirmada. Uma vez que o gquadro de andlise de varidncia nfo detectou
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diferenca entre os grupos irradiados e nfo irradiados, nfio se pode fazer uma comparagio

através de outro feste.

No GRAFL 3, sdo apresentados os perfis minerais do esmalte para os quatro

tratamentos, de acordo com a porcentagem de volume mineral em relagfio a profundidade.

_ 120

o~

s 100

£

g 80

g

E o0

S 40

=

2 20
0

10 30 50 70 90

Profundidade em micrometros

GRAFICOQ 3. Perfil mineral conforme o tratamento do esmalte.

Observa-se que os tratamentos NPC e NPI tiveram menores perdas minerais
que os grupos PC ¢ PL Por sua vez, as curvas de perfil mineral. de NPC e NP1, bem como

PC e P foram similares.
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5.DISCUSSAO

A discussfio deste estudo foi dividida em 1rés partes concernentes as trés fases

realizadas.

5.1. FASE 1

A transmissio de doencas infectocontagiosas por contaminagio cruzada em
consultérios e laboratorios dentais tem sido wma preocupa¢éo entre profissionais da drea
odontoldgica. As diretrizes da ADA e do CDC orientam que todos os microrganismos
capazes de transmitir doengas devem ser eliminados dos instrumentos ¢ materiais que
tenham sido expostos a fluidos corporais (PANTERA & SCHUSTER, 1990). Tais fluidos,
como sangue e saliva, estfio comumente associados com dentes extraidos, rotineiramente
usados por pesquisadores e estudantes de Odontologia. Por conseguinte, a execugfio de
procedimentos de esterilizaciio em dentes extraidos seria relevante para que se conseguisse

protegdo efetiva destes individuos, nfio os expondo a riscos desnecessarios.

Métodos como autoclavagio, uso de 6xido de etileno e uso de radiagio gama
tem sido testados quanto a sua eficacia, na esterilizacfo de substratos dentais coletados e
armazenados nas mais diversas condi¢Ges, como nos estudos realizados por PANTERA &
SCHUSTER (1990); WHITE, ef al. (1994); WHITE & HAYS, (1995); AMAECHI et al.
(1998, 19992, 1999b) e CLARKE ef al. (2000). No entanto, pouco enfoque tem sido dado

no sentido de se garantir a eficdcia e a reprodutibilidade do método testado. Para se garantir
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eficiéncia nos processos de esterilizaciio, devem ser executados procedimentos
padronizados que validem a metodologia aplicada, propiciando assim que esta metodologia
condurza sempre a resultados confidveis e reprodutiveis. Segundo a ASSOCIACAO
FRANCESA DE NORMALIZACAO (AFNOR, 1994a), “Validagio ¢ o modo operatdrio
utilizado para se obter, registrar ¢ interpretar os resultados necessérios para mostrar que um
procedimento fornecerd, de maneira reprodutivel, um produto conforme as especificagSes
pré-determinadas.” Portanto, a execu¢fio de simples testes microbioldgicos ndo assegura
que o método utilizado sera eficiente em todas as circunstincias, mesmo que se trate da
mesma classe de produtos. A execugdo isolada de testes de esterilidade e posterior obtengo
de resultados negativos, apenas indica a inexisténcia de microrganismos vidveis naquela

amostra analisada.

Uma célula bacteriana ¢ considerada viva quando puder originar uma col6nia
visivel em um meio 4gar, puder produzir um crescimento turvo em um meio liquido ou
multiplicar-se em um hospedeiro animal ou vegetal (PELCZAR JUNIOR ef al., 1996). No
entanto, o conceito de morte microbiana pode ser um artificio controlado por condi¢Oes
laboratoriais. O meio de cultura utilizado para demonstrar o crescimento bacteriano pode
ndo oferecer as condi¢des ideais de reproducio para aquele microorganismo. Ou ainda, as
condicBes fisicas como temperatura e ar atmosférico podem nfo ser satisfatorias para o seu
cultivo. Entretanto, o microorganismo pode possivelmente retornar a2 um estado “saudavel”
se oferecidas as condigdes ideais. Sabendo disso, a realizacio de testes microbioldgicos
confidveis, torma-se um fator de grande relevancia na validagBo de um processc de

esterilizagfo. Segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA de 1988, para se constatar a
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esterilidade de uma amostra, € necessaria a realizagio de testes que propiciem o

crescimento de bactérias aerobias, anaerébias e também de fungos.

Estudos como os realizados por AMAECHI et al. (1998) ¢ CLARKE et al.
{2000) ndo utilizaram testes que oferecessem condicOes atmosféricas ideais ao crescimento
de microrganismos anaerdbios e fungos, por conseqiiéncia, a metodologia ndo pode ser
considerada eficaz para a esterilizagdo dental, uma vez que a esterilidade nio foi
comprovada. Além disso, no trabalho de AMAECHI os dentes foram acondicionados em
solugio de timol, um comprovado antimicrobiano que provavelmente foi o responsavel pela
auséncia de crescimento microbiano nos testes, uma vez que o mesmo nfo foi inativado

antes da realizacdo da andlise.

As pesquisas realizadas por AMAECHI, em 1999, ji& apresentaram uma
metodologia um pouco diferenciada, foi usado o mesmo meio ndo seletivo, caldo BHI,
porém desta vez os espécimes foram incubados em atmosfera de aerobiose e também
anaerobiose. A simples inclusfio de um meio rico em atmosfera de anaerobiose ndo
assegura o crescimento dos microrganismos anaerébios viaveis. O meio de cultura para
crescimento de microrganismos anaerdbios, indicado pela FARMACOPEIA BRASILEIRA
¢ o tioglicolato, meio reduzido, o qual tem um agente redutor que se combina
quimicamente com o oxigénio deixando-o ndo disponivel para os microrganismos.
Portanto, este meio forma duas fases no tubo de ensaio, uma inferior, na qual hé auséncia
de oxigénio sendo ideal para o crescimento anaerdbio e a superior, que propicia

crescimento aerdbio.
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A utilizag8io de microrganismos considerados “indicadores bioldgicos,” como o
Bacillus subtilis usado por WHITE et al. (1994) ¢ WHITE & HAYS (1995) permite a
comprovacio da eficiéncia da esterilizacdo, uma vez que, apds a aplicacfio do processo o
microorganismo € diretamente testado (APECHI, 1998). No entanto, a realiza¢do deste tipo
de teste ndo valida o processo de esterilizagio, pois nio traduz as condigBes reais

encontradas rotineiramente em processos de esterilizag#o.

A inativacio de uma cultura de microrganismos por agentes fisicos e quimicos,
utilizados para esterilizacfio, pode ser fregiientemente representada por uma lei exponencial
(LANDGRAF, 1996; PELCZAR JUNIOR et al., 1996, ALTERTHUM & CARVALHAL,
1999). Isto significa que, inevitavelmente, sempre persistird uma probabilidade finita de
sobrevivéncia de um microorganismo, qualquer que seja a eficacia do método aplicado.
Para um dado método, a probabilidade de sobrevivéncia é em funcfio do ntmero e da
resisténcia dos microrganismos, desde que os pardmetros de esterilizac8o sejam mantidos
constantes durante o processo. Sabendo disto, a carga microbiana (biocarga) do produto
merece atencdo particular na validacfio de um procedimento de esterilizagdo, pois em se
conhecendo esta carga, € possivel determinar se os pardmetros aplicados naquele método
s8o capazes de levar a uma reducio bacteriana tal, que propicie uma baixa probabilidade de

encontrarmos microrganismos viaveis (AFNOR, 1994a).

Nio hé relatos na literatura de determinacfo da biocarga de dentes, seja qual for
o método utilizado para seu armazenamento. A nio realizacio deste passo operatorio pode

levar a execugiio de procedimentos insuficientes de esterilizacho, ou contrariamente, &
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utilizagfio de pardmetros inadequadamente exagerados podendo até causar danos materiais
4 amostra esterilizada. Um exemplo do primeiro caso pode ser observado nos experimentos
realizados por AMAECHI et al. (1999b) e CLARKE et ai. (2000). Em 1999, AMAECHI et
al. concluiram que a dose de 4080 Gy ¢ ideal para a esterilizacio de blocos dentais. Ja em
2000, CLARKE er al. testaram esta dose em blocos de dentina cariada e observaram
crescimento bacteriano em um dos espécimes do grupo irradiado. Partindo do principio que
testes realizados, seguindo os par@metros recomendados pela AFNOR, sé permitem
resultados positivos em dois espécimes numa amostra de 100, o resultado positivo em 1
espécime dentre 15 ¢ bastante significativo, ainda adicionado ao fato de nfo terem sido
usadas as condi¢Oes ideais de testes de esterilidade. Apesar deste resultado, os autores ainda
consideraram a radiacio gama, aplicada nesta dose, efetiva para a esterilizagio de blocos de

dentina.

Para esterilizagio com radiacio gama, diferentes doses sfo indicadas para
diferentes biocargas. O processo de validagido consiste na execuglio de procedimentos
conjuntos, que s&o: determinagdo da biocarga; determinacio da dose adequada para aquela
biocarga, escothendo-se o nivel de confianca que se deseja, e execugfio de testes de
esterilidade em uma amostra representativa do produto submetido ao processo (ISO 11137,

1995).

No presente estudo, a média de biocarga encontrada em terceiros molares
humanos armazenados em solugdo de NaCl a 0,9% foi1 de 5.8 x 10°. Uma média

aproximadamente 5 vezes maior que o maior valor previsto na tabela da ISO 11137:1993
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que corresponde a um valor de média de biocarga de aproximadamente 1,01 x 10°, Pela
tabela, para a obtencio de um nivel de esterilizagdo otimo, 10 (padrio aceito
internacionalmente), é indicada a dose de 36,4 kGy, j4 um nivel de confianca de 107 (nivel
aceito em alguns paises, como por exemplo o Canadd) a dose indicada € de 24,9 kGy. Estes
valores sfo valores considerados bastante altos, o que implica na utilizaciio de grandes
tempos de irradiagio e, conseqlientemente, aumento de custos e possiveis danos as
estruturas irradiadas. Levando em consideragdo que a contaminagfo bacteriana observada
nesta pesquisa excedeu em muito o maior valor previsto pela ISO, 1995, n#o foi
considerada plausivel a realizagfio de um processo de validag@io de uma dose tio alta para a
esterilizacdo dental, uma vez que para a esterilizacdo de produtos médicos e hospitalares ¢
fregiientemente usada a dose de 25 kGy. Em decorréncia disto e do fato de que a grande
maioria das pesquisas que se utilizaram da radiagfio gama para a esteriliza¢Zo dental usaram
a dose de 25 kGy (CHANDLER, 1990; TITLEY ef al., 1998; SONJU CLASEN et al.,
1997; AMAECHI er al., 1998, 1999a), as fases seguintes deste estudo foram realizadas com
a utilizaciio de uma dose de 25 kGy. Outra justificativa seria a possibilidade de uso de
substincias antimicrobianas antecedendo o processo de esterilizacfo, possibilitando assim,

processos de esteriliza¢c8o com doses de radia¢io mais baixas.

84



Discussdo

5.2.FASE I1

Os resultados relacionados aos efeitos da radiagio gama sobre a microdureza de
superficie do esmalte dental humano obtidos neste estudo corroboram os encontrados por
JANSMA ef al. (1988), usando raio-X e dose de 70 Gy, e CHANDLER em 1990, usando
radiagfio gama ¢ dose de 25 kGy, que ndo observaram mudancas na microdureza de
superficie de esmalte dental bovino irradiado. E valido ressaltar, que por objetivar a
protecdo de voluntarios de estudos ir sifu nos quais sdo realizados testes de cariogenicidade
mtra-bucais, CHANDLER executou a esterilizacio de blocos polidos de esmalte bovino,
diferentemente do que foi feito nesta pesquisa, onde a irradia¢fo foi aplicada sobre metades

dentais.

Em experimentos anteriores (AMAECHI er al., 1998, 1999a, 1999b), foi
relatada uma alteragiio de cor sofrida pelo esmalte dental irradiado com radiagho gama,
tendo esta sido atribuida, pelos autores, a desnaturagio de componentes orgénicos presentes
nas estruturas dentais. Pela andlise visual das metades dentais, foi constatada uma alteracéo
de cor ligeiramente mais severa na estrutura na coroa dental que na superficie radicular
irradiada. Considera¢es contrarias foram feitas no experimento realizado por WHITE ef
al. (1994), uma vez que ndo foram observadas mudancas na coloragfio de discos de dentina
irradiados com radiagfio gama. Tal resultado pode advir do fato de que as doses utilizadas
pelos autores foram bem inferiores a utilizada neste estudo. A maior relevéncia desta
observacdo ¢ que nfio é cabivel que sejam feitas inferéncias sobre possiveis mudangas na

coloragdo adamantina, uma vez que a alteragdo de cor sofrida pela coroa dental pode ser
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resultado de desnaturacfio proteica sofrida pela dentina localizada sob o esmalte, pois o
esmalte € uma estrutura translicida. Por conseguinte, a realizacio de andlises que
identifiquem possiveis alteracdes de cor no esmalte € bastante dificultada, visto que sua
coloragdo ¢ freqiientemente dependente da coloragdo dentinaria. Adicionalmente, estudos
como os realizados por WIEMAN er al. (1972), ZACH et dl. (1976) e JANSMA e¢f
al.(1988) nfo encontraram mudanc¢as quimicas ou estruturais no esmalte submetido a
radiaciio ionizante, evidenciando que a alteragfo proteica pode ser o rmaior fator
responsavel pela mudanca de cor da estrutura dental, uma vez que a dentina possui maior

presenca de proteinas na sua composicdo que o esmalte.
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5.3. FASE Il

O modelo experimental de ciclagem de desmineralizagio-remineralizagio
utilizado (adaptado de FEATHERSTONE et al., 1986) simula um alto desafio cariogénico,
apesar da incorporacfio de fltor na solucfio desmineralizadora. As trés horas de imersio em
solucdo desmineralizadora corresponderam ao tempo total didrio em que ocorreria acidez,
bucal abaixo do pH critico de dissolugdo do esmalte, decorrente da fermentagdio de
carboidratos consumidos em alta fregiiéncia pelo individuo. Ja a imersdo em solugéo
remineralizadora por aproximadamente 21 horas representou, in vitro, o periodo de
remineralizacfo promovido pela saliva. Além de simular o processo de cérie dental
ocorrido em ambiente bucal, este modelo de ciclagem de pH tem ainda como vantagem,
permitir alteragSes nas suas condigdes, a fim de simular situacdes favordveis 2
desmineralizaco ou remineralizacfio obtidas com a variagfio da fregiiéncia e amplitude dos
ciclos de pH. O flilor foi adicionado as solugdes des e remineralizadora (ARGENTA,
2001), com o intuito de reduzir a microcavitagdo superficial provocada pelo acido na
superficie do bloco e permitir a leitura de microdureza sub-superficial no esmalte dental. A
diminuigdo do numero de horas de desmineralizagio, previamente empregada por TEN
CATE & DUISTERS (1982) e ARGENTA (2001) também teve o mesmo objetivo. A
leitura da microdureza em camadas bem proximas & superficie permitiu a8 mensuragio de
possiveis alteragSes provocadas pela radiacio, mesmo que estas ocorressem em

profundidades tdo pequenas quanto 10 pum.
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Nio foram encontrados relatos na literatura de anilise de esmalte irradiado
submetidos a modelos de ciclagem de pH. No entanto, o comportamento do esmaite
irradiado foi similar ao encontrado em estudos anteriores como os de WALKER (1975);
AMAECHI ef al. (1998, 1999b) nos quais nio houve relatos de diferencas significativas na
solubilidade do esmalte irradiado e nfio irradiado frente a desafios acidos estaticos. Os
resultados contrarios encontrados por JERVOE (1969) podem ser decorrentes do fato de
ndo ter sido executado no experimento, nenhum procedimento de desmineralizagéo dental.
O autor apenas fez inferéncias que a mudanga estrutural observada nos cristais de
hidroxiapatita do esmalte e dentina irradiados aumentaria a solubilidade dental e por
conseguinte seria a causa do aumento de prevaléncia de cdries em pacientes submetidos 3

radioterapia.

Por outro lado, vérios sfio os fatores que podem explicar a diferenca de
comportamento entre blocos de esmalte planificados e ndo planificados. A maior resisténcia
ao desenvolvimento de céries apresentada pela superficie do esmalte, quando comparada a
porgOes mais internas desta estrutura, tem sido atribuida a distribuicdo de elementos
constituintes do esmalte dental, ao maior contetido mineral do esmalte superficial e, ainda,

a presenca, em dentes ndo erupcionados, de peliculas orgénicas de origem embrioldgica.

A distribuicfio de mineral, 4gua e matéria orgénica no interior do esmalte dental
ndo € uniforme, mas estd relacionada a sua microanatomia e ultrestrutura, As variacOes
observadas na composigo do esmalte em diferentes regides implicam em comportamenios

fisico-quimicos distintos desta estrutura, frente a um mesmo desafio acido. Portanto, a
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maior desmineralizaciio observada nos blocos que sofreram planificacfio e polimento, pode
ser explicada pela remocdo da camada mais superficial do esmalte. Camada esta, que
possui maior concentracfio de flior na sua composicio (WEATHERELL ef al., 1972;
WEATHERELL et al., 1973; ROBINSON e al., 1983) apresentando por conseguinte, a
interferéncia deste ion nos fendmenos de des e remineralizagio do processo de carie e ouna
estabilidade do cristal de hidroxiapatita. Um outro mineral relacionado & solubilidade do
esmalte é o carbonato, que, quando presente, pode ser responsavel pela maior instabilidade
do centro do cristal de hidroxiapatita tornando-o mais soltivel (BACHRA ef al., 1963).
Diferentemente do que acontece com o flior, sua concentrago aumenta da superficie do
esmalte para o seu imnterior (WEATHERELL er al, 1968; BESIC er al., 1970),

provavelmente deixando mais soltivel o esmalte mais profundo.

Qutro fator que pode estar relacionado a maior desmineralizaciio decorrente da
remocdo da camada mais superficial do esmalte seria a remocio da camada de esmalte
aprismatico, relatada por RIPA ez al. (1966), GWINNETT, (1967), GWINNETT, (1973),
KODAKA ef al. {1991), GWINNETT (1992). Nesta camada, a natureza paralela dos
cristais de hidroxiapatita e a resultante falta de limite entre os prismas tornam o esmalte
superficial mais mineralizado que o esmalte prismatico subsuperficial, aumentando a

resisténcia da superficie a desmineralizacfo.

Peliculas orgénicas tais como a membrana de Nasmyth podem permanecer na
superficie do esmalte de dentes n#o erupcionados apo6s a sua exodontia (JENKINS, 1978).

Em dentes erupcionados esta estrutura ¢ facilmente perdida através do atrito dental na
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mastigacdo ¢ também na escovagdo. No entanto, em dentes retidos extraidos, a pelicula
embrionaria pode permanecer exercendo um efeito protetor da estrutura dental. Sua
presenca pode funcionar como uma barreira & difusio de acidos, fendmeno que tenderia a
retardar a desmineralizagéo, pela diminui¢fio da concentracio do agente desmineralizante

(WHITE, 1976).

Assim sendo, nfo se constatou efeito significativo da irradiacdo com radiagdo
gama no esmalte dental tendo este sido planificado ou nfo. Trabalhos adicionais sobre o
efeito da radiagio sobre os substratos dentais num modelo in situ podem forecer dados
complementares para avaliacio mais ampla do comportamento de dentes irradiados frente a

desafios cariogénicos.
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Conclusdo

6. CONCLUSAO

o Dentes humanos armazenados em solucfio salina apresentam uma alta carga bacteriana
exigindo para sua esterilizacdo uma dose de radiagfio gama igual ou superior a dose de 25

kGy;

e A dose hospitalar de radiagdo gama promoveu alteragdo de cor na estrutura dental,
porém ndo interferiu na microdureza de superficie € nem na resisténcia & produgfo de cérie

in vitro do esmalte dental humano.
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ANEXO 2

Tsvle 8.1 — Radistion dosse {kGvy} required to schisvs glven SAL fo

r different bloburdans having standard
disizibution of resistances (Tabuls

124 values ore usaed in Stages 3,4 80d § of Method 1 of dose setting)
I Avsiagy Stariiity Assurance Level bﬁ.‘gﬁ;ﬂ:! ) Steriity Assursnce Lavel ]
n
| BN s ] a0 ] 10w 10 | doe BTN ] s ] g 1% | q0es
0,053 1.0 28 45 7.4 0.4 59,25 FA 10 134 18,8 20,2
3075 i1 22 j-5+] 7.8 08 8455 12 0.2 13,4 16,8 20.3
4068 1.2 2.8 IR 78 1938 89,20 73 16,3 13,5 18,9 204
£10 1.3 30 53 80 ito 84,22 7.4 10,4 138 IR0 205
iz 1.4 3 53 8z - 3 £9.65 7.5 0.5 137 17.} 0.7
0,4 1.8 33 87 8.4 ILE 5.5 78 10,6 13,3 7.3 208
017 1.6 35 5.8 38 17 8183 7 0.7 14,0 17.4 W09
213 L7 35 g0 38 1.8 85,67 78 103 14.% 7.5 k]
023 1.8 ) gz 89 12,1 55,04 78 1.6 162 V7.8 2.z
228 1.8 30 84 B2 123 1040 £90 it 14,3 172 na
2,29 ) 40 &5 5.4 125 e 81 12} 144 17.9 2%.4
¢34 21 41 87 9.6 127 121,% 8.2 113 .5 130 2.5
38 2.2 43 § 68 3 1238 1019 82 11,4 14,7 151 217
LY 3 44 o 0,9 153 426 64 1% 148 182 s
TS50 2.4 45 ER! HL 123 1542 B3 14,8 4.9 83 L8
057 25 4.7 73 103 13,8 182,8 ce 7 1% 16,5 2.0
.85 .8 4.8 75 15,4 1386 w3 a7 1.8 151 1882 22
73 27 Az 75 6.6 138 1,8 88 118 52 187 2
253 8 51 7.8 108 40 20,8 -1} 2.9 15,3 150 2.4
823 %3 52 66 10,8 4.2 2274 5.0 122 155 128 2%
105 3.0 53 gt 11 143 2453 - 81 123 15,8 18.0 27
137 3 5.4 8.2 11,2 14,8 2882 82 12,4 1%y 192 2.8
i3 32 5% B3 11.4 14.7° 2833 93 126 58 19,3 22,9
one7 33 57 85 .S 4.8 3030 8,4 2.8 158 18,4 5.9
Pooss 34 53 -3 L7 150 { 34 85 12,7 18,0 19,5 231
L am 35 8.0 28 | s | sy .amy 88 | w@e | 81 | 198 | z33 |
2o 3% 6.1 o9 120 153 ke BT 128 ki) .y 23.8
227 G 8,2 5,0 2z 185 415,4 8,8 13.0 15,4 198 235
25t 3 8.3 5.2 123 156 &51,1 0.8 131 16,5 00 46
21 3¢ 5.4 83 124 158 4853 00 1.2 15,5 203 3.7
m 4.0 £5 84 128 &+ 153 8742 103 1323 187 02 233
247 43 &7 8.2 27 6.3 w64 0 0.2 124 16,8 203 24,0
T 43 838 87 128 18,2 BOE.8 103 135 ;. 169 05 24,3
41 43 839 85 13.0 164 6556 - 04 137 } wvis 208 24.2
460 2.2 k2 0o 13,1 05 ki k] w5 128 17,1 07 24,2
5.05 4.5 21 101 122 158 7805 0,6 13,9 173 2.8 LR
857 46 3 10,2 12,4 18,8 biae 0.7 14,0 17.4 2039 24.8
613 47 74 19.4 T35 16,5 8514 w0e 143 17, 219 22
874 8 5 105 137 173 940,7 e 142 1786 211 24,8
g 7,40 g 78 10,6 138 1.2 1021 1.0 143 17y b 24,9
812 50 2.} 10,7 14.0 17.4 1053 L1 14.4 178 21,4 753
g 51 7.8 108 14,1 178 1 b2 11,2 143 17,8 paN- 5,2
956 5.2 20 110 14,2 178 1371 13 148 1.0 218 252
1968 3 8,3 11,4 14,£ 17,8 1387 1.4 14,7 182 1.8 254
PRIy g4 €27 14.2 145 e 4% LB 4.8 18,3 219 25,5
12,50 58 83 1.4 146 tE: R 158) 118 143 184 20 287
13,80 8 B¢ 1.: 14.7 192 1495 17 150 8.5 21 2538
15,28 57 85 L8 34,9 183 1877 1,8 153 18,6 22 25,9
106% 58 €3 1 | 380 | 1es 1:1 1883 Ne | 152 | sy | 223 | 3e0
- .5 55 1% 151 1+ 2159 20 163 X 224 i
18,57 60 £3 12,0 153 187 2768 1214158 13- 728 5.2
1,88 6.1 86 121 154 8.8 2438 122 15.8 125 22,7 -2
2,81 0.2 83 122 155 19,0 518 . v A< 1583 18,1 2.8 2685
572 63 92 §{ 1232 128 181 2808 124 15,8 153 223 BE
28,00 6.4 g3 12,4 15.8 183 ns 125 158 184 238 287
kO] 6.5 84 12,8 153 184 3238 1248 180 195 231 6.8
3.8 £5 25 12,7 15.0 8.5 2478 32,7 18,3 1.1 232 289
3555 €7 2 1238 %1 18.8 3 128 182 187 13 27}
w3 €8 88 T8 181 12,8 4004 128 163 B8 234 7.2
22.50 6.3 ES 13.0 184 133 4297 130 6.4 18] 38 2.3
4878 7.0 H 1) 132 18,5 2.0 4811 131 185 20,0 237 7.4

Zepyrieht Ve the IATEmAT AL SHEATIZAY I TRR SIRnITSDIZaTisN {1
rd 3= 2]

=-H
Puw 09 21:97:51

g
~J%



Anexos

SO TTIZRISENE
I avars gt Ty Asvuraney Lavel AvErUGS 1 Slazfiity Assuieace Level §
| bloburden o1 et et 1 gaes gt bioburdsa e P e T g
+§4T 133 168 201§ B s Bezs 13 w08 24,6 283 23
£3CE 33 ! 02 s e 281432 174 e 247 IEL 33
8837 334 184 w4 4.9 7.7 s e - - 4.5 53,0 S
-1+ 138 189 ws 24.1 kb andal B <2 U2 288 LE
FEE 53,0 s 228 12 380 000 27 3 %D w8 ILE
708 137 17,1 w87 343 6.1 13 178 2.4 8.1 3% .7
1524 us 172 08 s w2 119780 179 s 252 fricael 3B
8Ost i 2R 174 e 248 B3 127630 1586 AR} 253 =R 38
5845 ; g 3 e 29 24,2 k4 10 181 4Ly 5.4 28t sl
22Es 143 A 241 28,8 &S MsEid 182 2.8 6.5 ®n3 331
828 14,2 17 ™2 2438 &7 185400 182 E4¥ 258 /4 332
WEIR 13 RIf:! 32 5. B3 ISR 164 e 0.7 LS Fa4d
T13er } T4 g 214 it2 A58 197410 8.5 Wi 5.8 238
T 12708 EL33 8.0 ng 283 220 182350 165 22,2 258 237 338
13478 14,5 16,1 - .7 25,4 3,1 Forg i w7 n3 28,1 5.8 37
4 000 147 el FAR L8 0.2 5710 188 % w2 w2 338
15000 F 24 183 -} 19 6.8 293 przciedoa] REA 226 203 308 334
19083 %9 0.4 280 25,7 25,5 245850 80 @ 84 302 34,8
37§97 150 wns a2 25.8 98 2827110 193 v S 2&5 BRI 34,1
RN 15} e 222 25,8 «.7 prol] 3z bra 268 30,4 35,2
BT 153 07 3 WO 2948 Wi 133 o0 .1 !y e 2 H3
21985 153 188 § 224 .1 a0 318310 154 %] ik wne 4.5
21853 e e i 2.2 a0g T EEs %0 K[ 26,3 g I
24967 1885 130 e W W3 BTN 185 i 210 e 34,7
25885 159 12,3 287 4 3.3 HEEF0 87 24 27§ 309 HD
27 BEL 187 192 28 6.4 Xy £120%0 18 ns 7.2 ne 349
208599 58 9.3 230 6.7 M5 473420 195 E 23 3t ke
31 EGY 182 184 233 N 308 465 £30 fris o] 33,7 74 31.2 <R
33007 1] 135 3.2 263 0,7 £90830 FirR 238 75 313 35,3
38322 g1 127 3 FYR 30.8 - E32BIg n2 ne .8 Ay *»3
21/ 62 18,8 234 -y R no i e ol 0.3 nK,0 97 3.8 IS4
41478 w3 b2 235 By 4 311 - -Red T A4 L9 2232 n7 355
44285 g4 FORY 18 e s 45680 pivE-y 6.2 80 318 357
47382 WS w1 w7 7.4 L3 EBAD 08 43 0.1 are TR
BrE3L 6.8 6.2 3.8 1.8 31,4 F=pht 07 %A 282 3z 353
512§ 167 03 59 w1 NE 080 ne W5 283 pr R A0
S7055 168 20.4 24,0 T8 3" B3840 %3 248 w4 317 a2
FiU36 189 20,5 341 25 na 855370 240 “7 -} .5 33 6.2
C65 088 170 208 82 rii ) a8 WMETLE. i 248 268 24 36,2
HeR 171 0,7 243 2,1 33 1302800 .2 U5 2087 32,8 304
75463 2 | 208 | 24% | w2 | 20 §f - { .
ROTE — The presence 7t 13ic §.1 of hgh Doborden igvels 5 not musndsd 1o onply et sush levals arg the s,

8.3.4.1.23 Stage 3: Ectablish verifivation doss

To esiablsh the vedficalion dose, yss one of the following {as determined In stepe 2 gboveg;
— highest baich average, il one o7 more batch average z.nvsraﬂ aversge bicburden » 2) or

— ovargd aversge bichurden, I sach of he tatch averages < wverell everags bichurdsn x 2.

sing 1able 8.1, determine tha vesilication dose based on the average bioburden foversR averace bichurden or

¥grast bewch everzgel. 1 the svemuge Hichurdsn 1§ not given in the lable, Use the ¢losest avetage bioburden
1wenbar greatar than the getue! average Siohurdsn,
ADTE M Table B.1 & designed to tes lor the resistancs of the gverige bivkurden of the somple 1o the stzfistion proceny

wa Sal of 1077 A sample myy be e whals preduct ¢nll & o poxticn ©f the product unid {SIPL. i & pertien of the product 1t
esred, the bicburdan for the porton af the semple {SIP pinkumiand sha

3 shauld be ussd is determing the varficaton dose.

s tin INITRAATIONNL, DREAMITATISA TO2 IINGAMDIIn¥ion 41597
125978 pyas

108



ANEXO 3

Anexos

TABELA . Me¢édias da contaminagdo bacteriana em “ufc” encontradas nos dentes

procedentes das clinicas especificadas.

Dente Média de ufc
Clinica da rede privada de Piracicaba-5F

Al 1,75E+06
AZ 6,90E+06
AZ 9,20E+06
A4 4,95E+06
AS 4,10E+06
A6 4,30E+06
Clinica da rede privads de Fortalera-CF

Bl 4,40E+06
B2 6,70E+06
B3 7, 10E+06
B4 7,30E+06
BS 5,20E+06
Bé 7,75E+06
B7 8,68E+06
Centro de atendimento do servico phiblico

C1 3,49E-+06
C2 4,35E+06
C3 3,90E+06
C4 7,55E+06
C5 5,40E+06
C6 3,50E+06
7 4. 43E+06
Média da contaminacfo dos dentes 5,80 06
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