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RESUMO

Este estudo teve como proposta analisar a efetividade e a influéncia de
diferentes métodos de descontaminagdo e armazenamento de dentes humanos,
visando a manutengao de suas propriedades e integridade estrutural. A amostra foi
constituida por 126 molares higidos recém-extraidos, cedidos ao Banco de Dentes
Humanos da FOB-USP, que foram distribuidos de forma randémica em 4 grupos de
acordo com o método de processamento empregado: controle - agua destilada, timol
a 0,1%, azida de sodio a 0,02% e autoclave. Foram realizados testes
microbiolégicos (07, 15 e 30 dias), de fluorescéncia a laser e de microdureza de
superficie (0, 15 e 30 dias). A analise do teste microbioldgico foi realizada de modo
qualitativo (presenga ou auséncia de crescimento bacteriano) e quantitativo
(frequéncias absolutas e relativas), enquanto nos testes de fluorescéncia a laser e
microdureza de superficie houve a aplicacdo de Analise de Variancia e teste de
Tukey (p<0,05). Na analise microbiolégica a autoclave foi o Unico método capaz de
inibir o crescimento bacteriano, em todos os periodos. No teste de fluorescéncia a
laser a solugdo de timol a 0,1% se mostrou mais viavel na manutengdo da
integridade do 6rg&o dentario, uma vez que ndo apresentou variagdes significativas
nos valores de fluorescéncia a laser entre os tempos analisados (p>0,05). A analise
de microdureza de superficie evidenciou a perda de estrutura dentaria em todos os
métodos utilizados, sendo que a azida de sodio permitiu uma menor perda de tecido
dentario, entretanto este método promoveu perda de estrutura dentaria nos
espécimes entre o tempo 0 e 15 dias (de 440,20£19,75, para 247,40+21,09), e
reendurecimento da superficie dentaria entre o tempo 15 e 30 dias (276,931£13,37).
Dentre os métodos de processamento analisados nenhum foi capaz de aliar a
efetividade na descontaminacdo e no armazenamento com a manutencdo da

integridade estrutural dos 6rgaos dentarios.

Palavras-chave: Dente. Controle de Infec¢des. Bancos de Espécimes Biologicos.
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ABSTRACT

Analysis of the maintenance of structural integrity of dental organs and the

influence of different methods of decontamination and storage

This study aimed to analyze the effectiveness and the influence of
different methods of decontamination and storage of human teeth, in order to
maintain their properties and structural integrity. The sample consisted of 126
recently extracted molars, assigned to the Human Teeth Bank of Bauru Dental
School-University of Sdo Paulo, which were distributed randomly into four groups
according to the method of processing employed: control - distilled water, thymol
0.1%, sodium azide 0.02% and autoclave. The tests performed were Microbiological
tests (7, 15 and 30 days), laser fluorescence and surface microhardness (0, 15 and
30 days). The analysis of microbiological test was performed qualitatively (presence
or absence of bacterial growth) and quantitatively (absolute and relative frequencies),
while on tests of laser fluorescence and surface microhardness were applied ANOVA
and Tukey test (p <0.05). In the microbiological analysis the autoclave was the only
method able to inhibit bacterial growth in all periods. In the laser fluorescence test
thymol solution at 0.1% proved to be more viable in maintaining the integrity of the
dental organ, since it did not show significant variations in the laser fluorescence
values among the analyzed periods (p> 0.05). The surface microhardness analysis
showed the tooth structure loss in all methods used, and sodium azide led to a
smaller tooth tissue loss, however this method promoted the tooth structure loss in
the specimens between 0 and 15 days (of 440.20 + 19.75 to 247.40 £ 21.09), and the
hardened tooth surface between 15 and 30 days (276.93 = 13.37). Among the
processing methods analyzed none was able to combine the effectiveness in the
decontamination and storage with the maintenance of the structural integrity of the

dental organs.

Key words: Tooth. Infection Control. Biological Specimen Banks.
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1 INTRODUGAO

Os 6rgaos dentarios sao constituidos por mais de dois tipos de tecidos,
possuem forma reconhecida e exercem fungdes especificas no organismo, assim
como os demais o6rgaos do corpo humano (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).
Entretanto, os cuidados dispensados a estes 6rgados apos a sua remogao nao sao
adequados, sendo negligenciada a correta armazenagem, descarte, e, quando da
sua utilizagdo, o consentimento livre e esclarecido de seus doadores.

ApoOs a sua extracdo os elementos dentarios podem ser utilizados em
atividades didaticas (COSTA et al, 2007; BRASIL et al, 2002; PAULA et al, 2001),
cientificas (KOMABAYASHI et al, 2009; CASELATO et al, 2007; DEWALD, 1997) e
clinico — terapéuticas (TANNURE et al, 2009; AGUIAR et al, 2000; SCHNEIDER et
al, 1997; BUSATO et al, 1985).

A utilizagcdo de 6rgdos dentarios em atividades didaticas foi demonstrada
em um estudo com académicos do Estado de Minas Gerais, onde 88,9% dos alunos
entrevistados haviam sido solicitados a utilizar érgaos dentarios em sua vida
académica, sendo que em 80% dos casos para treinamento laboratorial. Ainda nesta
pesquisa, 40% dos académicos alegaram ter conseguido dentes em clinicas
particulares (COSTA et al, 2007).

A utilizagdo de elementos dentarios em experimentos laboratoriais in vitro
contribui para o desenvolvimento de novas técnicas e materiais odontolégicos
(FARAH et al, 2010; MANTON et al, 2010). Embora estudos in vitro tenham
melhorado a compreenséo do processo de desmineralizacdo e remineralizacéo, nao
se pode simular a natureza complexa da cavidade oral. Por outro lado, os estudos in
situ servem como uma ponte entre a situagdo clinica sem controle de variaveis e a
situagdo de laboratério (SRINIVASAN et al, 2010). A utilizagcdo de elementos
dentarios nestas modalidades de pesquisa requer especial atencdo por parte dos
pesquisadores, uma vez que o 6rgao dentario € considerado como potencial fonte
de patégenos (SCHULEIN, 1994).

A confecgao de restauragdes biolégicas através de coroas ou fragmentos
dentarios € um método de restauragao que preserva a estrutura dentaria e possibilita
um resultado estético satisfatorio, recuperando assim a anatomia dentaria e a fungao

oclusal, por meio de uma relacdo custo-beneficio favoravel quando comparada ao



44 1 Introducdo

material dentario artificial (COSTA et al, 2007). Os elementos dentarios extraidos
também podem ser aproveitados para a confeccdo de mantenedores de espago em
criangas que perderam precocemente seus dentes por carie dentaria ou
traumatismos (TANNURE et al, 2009).

O uso de elementos dentarios de origem desconhecida em atividades
académicas e cientificas coloca em risco a saude de quem os manipula e pode
ainda alimentar um comércio ilegal de 6érgaos humanos (BRASIL et al, 2002).

A proposta de funcionamento de um banco de dentes como um grande
arquivo foi proposta por Schwartz (1994), quando do estudo da possibilidade de se
realizar transplantes dentarios, onde estes elementos seriam identificados e
catalogados, e as informagdes sobre doadores e receptores poderiam ser
compatibilizadas (SCHWARTZ, 1994). Foi relatada a presenga de bancos de dentes
em varios paises no mundo com procedimentos semelhantes para o processamento
de 6rgaos dentarios (IMPARATO, 2003).

Os Bancos de Dentes Humanos (BDH) sao definidos como “os locais
responsaveis pela captagédo, retirada, processamento, armazenamento e a
distribuicdo de orgaos dentais para fins terapéuticos, de ensino e pesquisa”
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

As agdes dos BDHs tanto no fornecimento de 6rgdos dentarios para a
realizacdo de pesquisas cientificas, formagao académica, quanto na conscientizagao
e valorizagdo do o6Orgao dentario, contribuem positivamente para que o
desenvolvimento cientifico da Odontologia seja acompanhado de principios éticos e
legais (SALES-PERES et al, 2009).

Estudo realizado em uma Faculdade de Odontologia do Estado de Santa
Catarina demonstrou grande resisténcia por parte dos alunos em doarem suas
colecdes particulares de dentes ao BDH da instituicdo, sendo o motivo desta
resisténcia o desconhecimento sobre o funcionamento da entidade (ZUCCO et al,
2006).

A utilizacdo de dentes extraidos requer a adocdo de medidas para o
controle de infecgbes, como o uso de equipamentos de protecéo individual tais como
gorro, mascara, luvas e oculos de protegcédo (IMPARATO, 2003; SCHULEIN, 1994).

Recurso como a descontaminagao dos 6rgaos dentarios também se faz
necessario a fim de garantir a seguranga de pesquisadores e académicos. O

processo de desinfecgdo visa eliminar microrganismos em sua forma vegetativa,
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muitas vezes sem a destruicdo de esporos bacterianos ou fungicos. Ja os processos
de esterilizacdo mostram-se capazes de destruir todas as formas de vida
microbiana, quer seja em forma vegetativa ou esporulada (IMPARATO, 2003).

As formas de armazenamento e o tempo decorrido até a sua utilizagao
sdo importantes fatores a serem considerados quando do manejo de orgaos
dentarios, sendo capazes de alterar as propriedades fisicas das estruturas
constituintes dos mesmos, como por exemplo, a dentina (KOMABAYASHI et al,
2009; RAUM et al, 2007; STRAWN et al, 1996).

A manutengdo da integridade do elemento dentario deve ser sempre
considerada quando da escolha do método de descontaminagcdo e de
armazenamento a serem utilizados, tendo em vista que estes podem interferir nos
resultados de testes laboratoriais como os de resisténcia de unido (MOBARAK et al,
2010; CAVALCANTI et al, 2009; CASELATO et al, 2007; HUMEL et al, 2007; LEE et
al, 2007; TOLEDANO et al, 2007; LI et al, 2001; TITLEY et al, 1998; GOODIS et al,
1993; PASHLEY et al, 1993), microinfiltracdo (LI et al, 2001; ARAUJO et al, 1999;
CAMPS et al, 1996; HALLER et al, 1993) e permeabilidade dentinaria (CAMPS et al,
1994; GOODIS et al, 1993; PASHLEY et al, 1993; GOODIS et al, 1991).

A justificativa para a realizagdo deste estudo baseia-se na necessidade
de se comprovar a efetividade de diferentes métodos de processamento de 6rgaos
dentarios, visando nao s6 o controle de infecgdes cruzadas como também a
manutencdo de suas propriedades e integridade estrutural, para que se possa
realizar a cessdo de elementos dentarios de forma adequada tanto para as
atividades didaticas quanto para as atividades cientificas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A presente revisao de literatura sera apresentada em tépicos, para que

seja mais didatica e organizada.

2.1 ESTRUTURA DO ORGAO DENTARIO

Os o6rgaos dentarios sao formados por duas partes distintas a coroa e a
raiz, que sao unidas em uma porgao intermediaria estrangulada denominada colo.
Participam de importantes fungbes como a mastigagéo, na articulagéo de palavras e
também na estética facial (MADEIRA, 2000). Estas estruturas sdo formadas por
duas porgdes calcificadas, esmalte e dentina, e uma porgao nao calcificada, a polpa
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

O esmalte € um tecido altamente mineralizado que recobre a coroa
dentaria, € proveniente da atividade de secrecdo e de reabsor¢ao das células
epiteliais, sendo assim um tecido acelular (AVERY, 2005). E a estrutura do corpo
humano mais rica em calcio e também a mais dura, pois contém 97% de sais de
calcio em sua composicdo, e apenas 3% de agua e matéria organica. Em sua
composi¢cdo estrutural encontram-se os prismas do esmalte (unidade estrutural
basica do esmalte), que sao estruturas alongadas hexagonais, calcificadas, assim
como o material cimentante que os unem (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A dentina é formada principalmente pelos produtos de secrecédo dos
odontoblastos, € o tecido mineralizado que constitui o corpo dos dentes, servindo
também como cobertura protetora da polpa dentaria. O tecido dentinario maduro é
constituido por cerca de 70% mineral, 20% matriz organica e 10% de agua, quando
nos referimos ao seu peso, ou entdo de 30% organica e 20% de agua com base em
seu volume basico. Na dentina, a hidroxiapatita € o principal componente inorgénico
encontrado na matriz dentinaria, e encontram-se na forma de placas achatadas com
aproximadamente 60 a 70 nm de comprimento, 20 a 30 nm em sua largura e 3 a 4
nm de espessura (AVERY, 2005). A principal caracteristica estrutural deste tecido
deve-se a presenca dos tubulos dentinarios, estruturas responsaveis pela
permeabilidade dentinaria. A permeabilidade pode ser descrita como uma
consequéncia da densidade tubular, ou seja, da quantidade e didmetro dos tubulos
por area especifica (THOMAS, 1985).
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A polpa dentaria é formada por tecido conjuntivo mucoso, em individuos
jovens, e tecido conjuntivo frouxo em adultos. Predominam em sua estrutura os
fibroblastos estrelados e fibras colagenas orientadas em varias diregoes, porém sem
formar feixes (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). O tecido pulpar é dotado de
células que a conferem fungbes como a odontogénica, nutritiva, sensorial e de
defesa, o que Ihe permite atuar na preservacédo da vitalidade dentaria através da
manuten¢cdo da homeostase normal e dos processos de reparo apos injurias
(AVERY, 2005).

2.2 UTILIZAGAO DE ORGAOS DENTARIOS

A utilizacdo de dentes humanos é realizada ha muitos séculos desde os
povos da antiguidade, e estes eram valorizados ndo s6 por sua fungdo, mas também
como sindnimo de forga e de beleza (IMPARATO, 2003).

Os 6rgaos dentarios extraidos sao rotineiramente utilizados em atividades
didaticas (COSTA et al, 2007; BRASIL et al, 2002; PAULA et al, 2001), cientificas
(KOMABAYASHI et al, 2009; CASELATO et al, 2007; DEWALD, 1997) e clinico —
terapéuticas (TANNURE et al, 2009; AGUIAR et al, 2000; SCHNEIDER et al, 1997,
BUSATO et al, 1985). E para que isso ocorra de forma ética é importante seguir as
normas propostas para as pesquisas realizadas no Brasil.

A aquisicdo destes elementos deve respeitar os principios basicos da
bioética como autonomia, n&o-maleficéncia, beneficéncia e justica. Nos casos em
que os dentes sdo obtidos de forma irregular o principal questionamento se faz
acerca da vontade do individuo em doa-los. O respeito a autonomia dos individuos
deve abranger, além do direito de escolha individual, a privacidade e a liberdade do
sujeito de pesquisa (MARSICANO et al, 2008).

A Resolugao n°196/96 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 1996)
assegura o0s principios éticos nas pesquisas que envolvem a participacéo de seres
humanos. Segundo o texto, as pesquisas em pessoas com diagndstico de morte
encefalica devem ser pautadas no consentimento explicito da familia, documento
comprobatério da morte e respeito integral a dignidade, sem mutilagdo ou violagéo.
Assim, a utilizacdo de 6rgaos ou partes do corpo humano, como os dentes, em

pesquisas devem obedecer as exigéncias legais.
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A Lei Brasileira de Transplantes (BRASIL, 2001) possibilitou o
reconhecimento dos elementos dentarios como 6érgaos e ainda dispée sobre a
remocgdo de orgéos, tecidos e partes do corpo humano para fins de transplante e
tratamento e da outras providéncias. A lei permite a disposi¢cao gratuita de tecidos,
orgaos e partes do corpo humano, em vida ou post mortem, para fins de transplante
e tratamento. Os cirurgides-dentistas que exageram e falseiam diagndsticos para
realizar extragbes dentarias com a finalidade de venda dos dentes podem ser
enquadrados segundo o artigo 14 (paragrafos 1° e 2°), quando o crime € cometido
mediante paga ou promessa de recompensa ou por outro motivo torpe e quando
este resulta ainda para o paciente em debilidade permanente de membro, sentido ou
funcao e prevé pena de no minimo trés anos de reclusdo e multa.

As pesquisas que envolvem a utilizacdo de dentes humanos também
devem ser realizadas em instituicbes de pesquisa credenciadas, que possuem um
Comité de Etica em Pesquisa em consonancia com a legislacdo vigente, infra-
estrutura de suporte a pesquisa suficiente, e devem demonstrar expressamente de
onde e como serdo obtidos os elementos dentarios a serem utilizados. O
consentimento livre e esclarecido dos doadores € imprescindivel para comprovar a
origem destes dentes (IMPARATO, 2000).

2.2.1 No ensino

Na busca aos elementos dentarios necessarios as atividades académicas,
estudantes curvam-se a um comeércio de dentes humanos, pratica que transgride
leis, principios bioéticos, e que pode ainda colocar em risco a saude daqueles que
0s manipulam, pois estes 6rgdos possuem origem desconhecida e raramente séo
submetidos a processos de descontaminacgao antes de seu uso (CARVALHO, 2001).

Estima-se que uma Faculdade de Odontologia deva utilizar em média
3.000 dentes humanos, por semestre, em atividades de ensino e pesquisa
(IMPARATO, 2000). Considerando-se o numero de cursos existentes em todo o
pais, acredita-se que s&o utilizados mais de 560.000 elementos dentarios por
semestre, o correspondente aos arcos dentarios de aproximadamente 20.000
pessoas, com 28 dentes cada (CFO, 2009).
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Em pesquisa realizada no Estado de Sao Paulo Gabrielli Filho et al.
verificaram que quase a metade dos académicos entrevistados (47%) havia
comprado dentes humanos em sua vida académica, seja para uso laboratorial ou
pesquisas e destes aproximadamente 40% obtiveram estes dentes em cemitérios,
por intermédio de coveiros (GABRIELLI FILHO et al, 1999).

Um estudo analisou a comercializagcdo de dentes humanos envolvendo
924 estudantes de Odontologia e observou-se que 70,6% dos estudantes
entrevistados, no Rio de Janeiro, haviam adquirido dentes humanos e a maior parte
das aquisicbes de dentes também havia sido feita em cemitérios. As principais
disciplinas que exigiram a apresentacdo de dentes para o aprendizado foram a
Endodontia e a Dentistica (PAULA et al, 2001).

A utilizagdo de dentes humanos por académicos da Faculdade de
Odontologia da USP foi investigada sendo observado que em 95%, dos 190
questionarios distribuidos, os estudantes entrevistados tinham ciéncia de que o
comércio de dentes é ilegal, porém 45% compraram dentes para a execugéo de
atividades laboratoriais pré-clinicas (BRASIL et al, 2002).

A percepgao de graduandos e pds-graduandos em Odontologia indianos
foi analisada mostrando que apenas 85,71% destes individuos consideraram que
elementos dentarios extraidos apresentavam potencial patogénico e por volta de
88% buscaram realizar algum processo de descontaminacao prévio a utilizacéo de
dentes em suas atividades didaticas (KUMAR et al, 2005).

Estudo realizado na Faculdade de Odontologia da Unimontes (Estado de
Minas Gerais) mostrou que 88,9% dos alunos entrevistados haviam sido solicitados
a utilizar érgados dentarios em sua vida académica, sendo que em 80% dos casos
para treinamento laboratorial. Ainda nesta pesquisa, 40% dos académicos alegaram

ter conseguido dentes em clinicas particulares (COSTA et al, 2007).

2.2.2 Na pesquisa

O estudo in vitro envolve experiéncias realizadas fora de qualquer
organismo vivo e permite acompanhar um processo bioquimico em um ambiente
"simplificado". Apesar de muito uteis, estudos in vitro sdo obviamente muito
limitados, ja que em um organismo vivo ocorrem inumeros outros processos que

podem interferir na agao daquela substancia, um resultado positivo em um estudo in
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vitro, portanto, é apenas o primeiro passo no estudo de um medicamento ou técnica,
por exemplo. Os estudos in vitro sdo mais simples, mais baratos e realizados em
maior quantidade, gerando uma base de conhecimentos usados para determinar
quais as linhas mais promissoras de agao (CASTRO, 2004).

A utilizagdo de elementos dentarios em experimentos laboratoriais in vitro
contribui para o desenvolvimento de novas técnicas e materiais odontologicos
(FARAH et al, 2010; MANTON et al, 2010). Uma vez que elementos dentarios
recém-extraidos nem sempre estdo disponiveis em numero suficiente para a
realizacao destas pesquisas estes sao armazenados em solugbes desinfetantes
durante o periodo de coleta a fim de prevenir a colonizagdo bacteriana dos dentes e
a contaminagao cruzada de pesquisadores (HALLER et al, 1993).

Embora estudos in vitro tenham melhorado a compreensao do processo
de desmineralizagcdo e remineralizagdo, ndo se pode simular a natureza complexa
da cavidade oral. Por outro lado, os estudos in situ servem como uma ponte entre a
situagao clinica sem controle de variaveis e a situagao de laboratério (SRINIVASAN
et al, 2010).

Os modelos de estudo in situ para carie dentaria, por exemplo, envolvem
a utilizacio de dispositivos que criam circunstancias da boca humana que simulam o
processo de carie dentaria, controlando as variaveis clinicas e mantendo as
situagdes controladas dos laboratorios (SOUZA et al, 2010; ZERO, 1995).

Para analisar desafios erosivos e abrasivos também se tem adotado
modelos in situ, visando simular os desafios ex vivo, na tentativa de se reproduzir os
processos de desmineralizacdo e relacionar aos beneficios da saliva humana
(SALES-PERES et al, 2007).

Portanto, estudos in situ sdo mais desejaveis para obter informacdes
clinicamente relevantes na des-remineralizagdo da estrutura do dente, seja para
carie, erosdo dentaria ou no teste de novos materiais odontolégicos (GRAZZIOTIN
et al, 2011; LIPPERT et al, 2011).
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2.2.3 Em restauragoes bioldgicas

O uso de elementos dentarios e seus fragmentos tém sido relatados com
relativo sucesso na confecgdo de restauragbes, coroas naturais e aparelhos
protéticos.

Chosack e Eildelman (1964) propuseram a colagem de um fragmento
dentario ao remanescente utilizando resina composta na tentativa de devolver
fungbées como mastigacéao e estética (CHOSAK e EIDELMAN, 1964).

Outra pesquisa descreveu o0 uso da nova técnica passo a passo quando
da colagem de fragmentos dentarios extraidos e armazenados em um Banco de
Dentes (GABRIELLI et al, 1981).

Ha relatos na literatura cientifica de casos clinicos onde elementos
dentarios foram reutilizados para a confeccdo de coroas bioldgicas, sendo que o
procedimento mostrou-se viavel tecnicamente, de baixo custo e de boa aceitagao
por parte do paciente (SCHNEIDER et al, 1997).

Aguiar et al. (2000) relataram que apesar deste tipo de procedimento n&o
ter conseguido um resultado estético ideal, para um dado caso clinico, a colagem
homogena do fragmento dentario foi um meio alternativo para a restauracéo de
elementos dentarios fraturados (AGUIAR et al, 2000).

A utilizacdo de dentes deciduos na confeccdo de mantenedores de
espaco estéticos foi relatada como alternativa ao modelo tradicional, que além de
guardar o espago para o dente sucessor ao elemento dentario perdido ainda
proporciona o restabelecimento estético do paciente (TANNURE et al, 2009).

Os Bancos de Dentes Humanos s&o de grande importancia no acesso
aos Orgaos dentarios, uma vez que contribuem na obtencdo, esterilizacdo e

armazenagem dos 6rgaos dentarios (IMPARATO, 2003).

2.3 POTENCIAL PATOGENICO DOS ORGAOS DENTARIOS

A necessidade da realizagdo de controle de infecgbes cruzadas através
dos dentes utilizados nas atividades laboratoriais foi enfatizada, sendo preconizados
cuidados para o manejo seguro dos elementos dentarios extraidos (SCHULEIN,
1994).
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A utilizacdo de elementos dentarios de origem desconhecida pode expor
0s académicos e os pesquisadores ao risco de contaminagao, via 6rgado dentario.
Ficou demonstrado que os dentes podem ser considerados como uma fonte
potencial de infecgbes aos académicos e deveriam entédo ser desinfetados antes de
seu uso (TATE e WHITE, 1991).

Microorganismos potencialmente patogénicos tém sido identificados em
elementos dentarios utilizados para a pratica de abertura coronaria durante as
atividades laboratoriais (DOMINICI et al, 2001). Estes microorganismos podem
causar doengas como gripes, pneumonia, tuberculose, herpes, hepatite e até a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (COUNCIL ON DENTAL MATERIALS et al.,
1988 apud DEWALD, 1997).

O aerossol gerado a partir de procedimentos odontoldgicos possui
particulas que podem permanecer em suspensao no ar por horas, e até mesmo
penetrar nas vias respiratorias dos individuos presentes no ambiente (DEWALD,
1997).

Costa et al. (2007) relataram que 89,8% dos académicos pesquisados
afirmaram realizar procedimentos para a descontaminagcdo dos elementos dentarios
antes de seu manuseio, sendo descritos desde a simples lavagem em agua até a
esterilizagdo em autoclave, e tendo sido o hipoclorito de s6dio em diferentes
concentragdes o meio mais citado (COSTA et al, 2007).

A necessidade de se realizar procedimentos para o controle de infecgdes
cruzadas foi enfatizada por Schulein (1994) que preconizou uma sequéncia de
passos para 0 manejo seguro de orgaos dentarios extraidos (SCHULEIN, 1994). A
técnica propbs a importancia do uso de equipamento de protecéo individual como
mascara, gorro, luvas, oculos de protegdo e o uso de substancias germicidas para
descontaminacao dos dentes.

Shaffer et al. (1985) afirmaram que o controle de infecgdo deve ser
realizado nas atividades que envolvam uso de dentes humanos extraidos para
reduzir o risco de transmissdo de doengas (SHAFFER et al, 1985).

Recomendacgdes da American Dental Association (ADA) e do Centre for
Disease Control (CDC) tratam da remogdo de organismos capazes de transmitir
doencgas de itens utilizados em praticas odontolégicas, como os 6rgaos dentarios
utilizados para o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas operatdrias
(KUMAR et al, 2005).
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As medidas para o controle de infec¢des via 6érgdos dentarios ndo devem
se restringir apenas a desinfecgcdo ou esterilizagdo dos dentes, como também a
esterilizacdo dos instrumentais e uso de equipamentos de prote¢cdo individual
(DOMINICI et al, 2001).

2.4 DESCONTAMINAGAO E ARMAZENAMENTO DE ORGAOS DENTARIOS

2.4.1 Descontaminagao

Segundo Imparato (2003) ¢€ dificil selecionar um método de
descontaminagao e padroniza-lo para todos os dentes, independente de condigao,
uma vez que ainda ndao ha método que associe eficacia e preservacao da
integridade dentaria e que seja economicamente acessivel aos Bancos de Dentes
Humanos (IMPARATO, 2003).

Caselato et al. (2007) ressaltaram a importancia da escolha de método
de descontaminagao que nao altere as propriedades do substrato, a fim de que nao
haja interferéncia em testes com materiais restauradores ou no sucesso de
restauragdes biologicas (CASELATO et al, 2007).

A descontaminagdo dos 6rgdos dentarios pode ser realizada através de
meétodos quimicos (solugdes) e métodos ndo quimicos (calor umido, radiagdo gama
e Oxido de etileno).

Dentre os métodos quimicos utilizados destacam-se as solugbes de
formalina (CASELATO et al, 2007; HUMEL et al, 2007; LEE et al, 2007; KUMAR et
al, 2005; DOMINICI et al, 2001; WHITE et al, 1994; HALLER et al, 1993; TATE e
WHITE, 1991), glutaraldeido (CASELATO et al, 2007; LEE et al, 2007; DOMINICI et
al, 2001; TATE e WHITE, 1991) e timol (HUMEL et al, 2007; ZISKIND et al, 2003;
WHITE et al, 1994; HALLER et al, 1993).

O uso da solucédo de formalina para a descontaminacdo de dentes
humanos tem se mostrado controverso na literatura cientifica. A formalina é um
composto de formaldeido, alcool metilico e acetato de sddio em agua. Em um
estudo sobre a microinfiltracdo em sistemas adesivos dentinarios observou-se que o
grupo de dentes conservados em solugcdo de formalina a 10% apresentou valores

significativamente menores em relagdo aos demais grupos, porém os autores
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atribuem este resultado a uma alteracdo no substrato ocasionado pela formalina
(HALLER et al, 1993). De acordo com Caselato et al. (2007) nao foram encontradas
diferengas significativas na resisténcia adesiva e microinfiltragdo marginal de
espécimes estocados em formalina em relagdo aos outros métodos testados
(CASELATO et al, 2007). Em testes laboratoriais sobre meios de desinfec¢do de
dentes humanos para fins didaticos observou-se que a formalina foi a unica solugao
capaz de penetrar na camara pulpar efetivamente (TATE e WHITE, 1991).

O glutaraldeido é um dialdeido composto por cinco carbonos saturados e
que possui excelente atividade esporicida, acdo esta dada pela lise de proteinas
celulares e também considerada rara entre os agentes quimicos, geralmente apenas
bactericidas (IMPARATO, 2003). A efetividade desta solugdo na descontaminagao
de elementos dentarios foi analisada empregando-se esporos de um
microorganismo resistente aos processos de esterilizagdo, o Bacillus
Stearothermophilus. Observou-se que a solugdo de glutaraldeido foi efetiva em
apenas 50% das amostras analisadas (DOMINICI et al, 2001). Para Tate e White
(1991) a solugao de glutaraldeido poderia ser utilizada como um efetivo desinfetante
da superficie dentaria, porém apenas quando a parte interna dos dentes nao fosse
acessada (TATE e WHITE, 1991).

O timol € um composto fendlico que atua como agente oxidante reagindo
com radicais livres, sendo largamente empregado para inibir o crescimento de
microorganismos nos meio de conservagdo (GOODIS et al, 1993), podendo
ocasionar a inibicao da polimerizacdo de monémeros de metacrilato, o que poderia
influenciar em testes de adesividade dentinaria (HUMEL et al, 2007; ZISKIND et al,
2003; HALLER et al, 1993). E um dos meios de descontaminagdo mais utilizado
tanto em estudos in vitro (DE-MELO et al, 2010; FARAH et al, 2010; RODRIGUEZ e
BARTLETT, 2010) quanto em estudos in situ (LIPPERT et al, 2011; SALES-PERES
et al, 2007; ZAURA-ARITE e TEN CATE, 2000), porém sao escassos na literatura
cientifica estudos sobre sua efetividade no controle de infecgbes cruzadas via
orgaos dentarios.

S&o descritos também métodos de esterilizagcdo que ndo se utilizam de
solugdes como o calor umido da Autoclave (CASELATO et al, 2007; HUMEL et al,
2007; LEE et al, 2007; KUMAR et al, 2005; DOMINICI et al, 2001; AMAECHI et al,
1998; PARSELL et al, 1998; TATE e WHITE, 1991), Oxido de Etileno (PASHLEY et
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al, 1993) e Radiagdo Gama (HUMEL et al, 2007; AMAECHI et al, 1998; STRAWN et
al, 1996; WHITE et al, 1994).

A esterilizagdo em autoclave é considerada como um efetivo método para
uso em dentes humanos tanto para atividades didaticas quanto para a pesquisa
(DOMINICI et al, 2001). Este processo promoveu valores satisfatérios de forga de
adesao frente a diferentes sistemas adesivos (HUMEL et al, 2007). A utilizacao de
autoclave para a esterilizacdo de dentes extraidos para fins didaticos foi
recomendada por se tratar de uma técnica de baixo custo, facil execugdo e
efetividade no controle de infeccbes (PARSELL et al, 1998). A efetividade de
diferentes métodos de desinfec¢cdo e esterilizacdo foi comparada em diferentes
modelos de estudos. Elementos dentarios foram expostos a um resistente
microorganismo e submetidos a esterilizacdo, sendo os meios mais efetivos a
esterilizagdo por autoclave e a exposigdo a formalina por 7 dias (DOMINICI et al,
2001).

O 6xido de etileno € um gas incolor e soluvel em agua, poderoso agente
esterilizante e pode ser inflamavel em concentragdes superiores a 3% no ar, sendo
toxico quando inalado (IMPARATO, 2003). Testes de permeabilidade dentinaria
indicaram que este método ndo ocasionou alteragées significativas (PASHLEY et al,
1993).

A radiagdo gama € utilizada na industria alimenticia e em ambientes
hospitalares, sendo letal a todas as formas de vida bacteriana. Este processo é de
custo elevado e de execugdao complexa, podendo até promover mudancas de
coloragédo da estrutura dentaria (IMPARATO, 2003). Em estudo sobre o uso desta
modalidade, dentes extraidos foram expostos ao microorganismo Bacillus subtilis,
largamente utilizado para monitoramento de processos de esterilizagdo, e
esterilizados com eficiéncia e ndo apresentando alteragbes da estrutura dentaria
(WHITE et al, 1994).

2.4.2 Armazenamento

A condicdo e o tempo de armazenamento dos elementos dentarios
extraidos parecem ser importantes variaveis em pesquisas que se utilizam deste tipo
de material, em especial os estudos in vitro (PIMENTEL et al, 2002), mas a falta de

padronizagdo nas metodologias utilizadas para a estocagem de dentes humanos
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pode comprometer os resultados de varios estudos, uma vez que a natureza
quimica de alguns meios utilizados pode comprometer a estrutura dentaria.

Os meios de armazenagem podem ser utilizados para prevenir a
desidratacdo dos espécimes, como também pode incorporar substancias
antimicrobianas a fim de evitar o crescimento de microorganismos nas solucdes e
controlar alteragdes no pH destas solugdes (ZISKIND et al, 2003).

Segundo Costa et al. a forma de armazenamento dos dentes extraidos é
capaz de interferir principalmente na dentina alterando as propriedades fisicas e
Opticas, permeabilidade, resisténcia adesiva, influenciando os testes de
microinfiltragcdo, adesao, tracao, cisalhamento e endodontia (COSTA et al, 2007).

Assim como na descontaminagdo, o armazenamento de elementos
dentarios pode ser realizado através de métodos quimicos (solugdes) e métodos néo
quimicos (congelamento, criopreservagao e desidratagdo).

Dentre as solugdes utilizadas para o armazenamento de 6rgaos dentarios
encontram-se azida de sodio (KOMABAYASHI et al, 2009; HUMEL et al, 2007;
TOLEDANO et al, 2007; LI et al, 2001; ARAUJO et al, 1999), agua destilada
(KOMABAYASHI et al, 2009; LEE et al, 2007; ARAUJO et al, 1999; GOODIS et al,
1993), cloramina (HUMEL et al, 2007; LEE et al, 2007; ROLLAND et al, 2007;
TITLEY et al, 1998; CAMPS et al, 1996), soro fisiolégico (LEE et al, 2007; RAUM et
al, 2007; ARAUJO et al, 1999; CAMPS et al, 1994; LOWE et al, 1994; GOODIS et al,
1993).

A azida de sédio (NaN3) € um sal de acido hidrazdico obtido pela agéao de
oxido de nitrogénio (N2O) em sodamina quente (NaNH), comercialmente apresenta-
se como um solido cristalino ou branco e com boa solubilidade em agua (LEITE,
2007). Esta solugao tem sido utilizada a fim de inibir o crescimento microbiano em
dentes devido a um mecanismo de complexo de ions metalicos e deslocamento de
enzimas. Por ndo se tratar de uma solugéo fixadora, € esperado que haja menos
ligagcdes cruzadas com o colageno presente na estrutura dentaria (KOMABAYASHI
et al, 2009; HUMEL et al, 2007).

A solucdo de cloramina apresenta-se como um efetivo desinfetante de
superficie que é reduzido a para-tolueno-sulfonamida (pTSA) quando em contato
com material organico, sendo a agao deste substrato sobre a estrutura dentaria
ainda desconhecida (ROLLAND et al, 2007). Esta substancia tem sido recomendada
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para o controle de infec¢des para fins cientificos, tendo em vista que n&o apresenta
efeitos adversos na parte organica da dentina (TITLEY et al, 1998). Em alguns
testes de adesividade nao apresentou resultado satisfatério como solugéo para o
armazenamento de orgaos dentarios (HUMEL et al, 2007; TITLEY et al, 1998).

A agua destilada possui baixo custo, facil obtencdo e tem sido relatada
como solugdo de armazenamento, utilizada em Bancos de Dentes Humanos
(IMPARATO, 2003), nao sendo observadas diferengas entre dentes estocados nesta
solugéo e outros como a formalina (KOMABAYASHI et al, 2009). Em estudo sobre a
influéncia do armazenamento dos elementos dentarios sobre a resisténcia ao
cisalhamento observaram-se os melhores resultados em dentes estocados em agua
destilada (LEE et al, 2007).

O soro fisiolégico foi uma das primeiras solugbes utilizadas para o
armazenamento de 6rgéos dentarios (IMPARATO, 2003), contudo observaram-se
alteragdes na estrutura dentaria de elementos submetidos a testes de resisténcia de
unido e permeabilidade dentinaria (GOODIS et al, 1993). A utilizagdo desta solugao
também ocasionou alteragées nas propriedades elasticas da dentina (RAUM et al,
2007) e diminuicao significativa da resisténcia ao cisalhamento (LEE et al, 2007).

Ha também relatos de uso de meios alternativos as solugdes como o
congelamento (HUMEL et al, 2007; FRANCESCUT et al, 2006; ARAUJO et al,
1999), a criopreservagao (CAMPS et al, 1996; CAMPS et al, 1994) e a desidratagao
dos dentes (TOLEDANO et al, 2007; ARAUJO et al, 1999).

O processo de congelamento de elementos dentarios pode ser realizado
a seco ou com a imersao dos espécimes em agua ou solugéo salina. Este método
foi recomendado na literatura como o que melhor preserva as caracteristicas do
tecido dentario (HUMEL et al, 2007; FRANCESCUT et al, 2006; ARAUJO et al,
1999).

A criopreservacdo € uma técnica de conservagao que preserva as
caracteristicas bioldgicas do tecido ou 6rgdo armazenado (IMPARATO, 2003). O
armazenamento de 6rgaos dentarios por meio desta técnica permite sua estocagem
em grande numero, além nao interferir na permeabilidade dentinaria (CAMPS et al,
1994).

A desidratacéo de dentes extraidos para posterior armazenamento parece
ser uma alternativa simples para a sua guarda. Diferencas significativas nao foram

observadas quando se compararam a adesividade em dentes desidratados ou



2 Revisdo de Literatura 61

armazenados em solugdes, evidenciando-se apenas o0 aparecimento de fissuras na
superficie de esmalte e ocasional separagao de esmalte e dentina (MOBARAK et al,
2010). Araujo et al. (1999) demonstram a inferioridade nos resultados de grupos
submetidos a esta técnica em testes de microinfiltragdo marginal, mesmo quando os
dentes s3o reidratados previamente aos testes (ARAUJO et al, 1999).

A umidade do tecido dentinario parece ser um importante fator a ser
considerado no momento de escolha do meio de armazenagem dos dentes
extraidos. Ha relato do uso de solugbes de azida de sodio e formalina para o
armazenamento de elementos dentarios por periodos de até 14 dias, havendo
aumento na umidade em todos os grupos, porém sem diferenga significativa entre os
meios (KOMABAYASHI et al, 2009).

O tempo de armazenamento dos elementos dentarios parece ser outro
fator importante a ser considerado, quando da sua utilizacdo em atividades
cientificas como os estudos in vitro (GOODIS et al, 1993). Mudangas quimicas e nas
propriedades Opticas da superficie dentinaria foram relatadas em fungdo do meio de
armazenagem e do tempo, fatores importantes a ser considerados ao se estudar
este tecido (CAVALCANTI et al, 2009; STRAWN et al, 1996).

Em estudo sobre a influéncia dos meios de conservagao sobre a
permeabilidade dentinaria o fator tempo mostrou-se relevante para amostras
analisadas em 8, 15 e 180 dias (GOODIS et al, 1993).

Os efeitos do meio de armazenagem e do tempo necessitam ser mais
bem esclarecidos, caracterizados e controlados quando do uso de tecido dentinario,
uma vez que as informagdes disponiveis na literatura cientifica sobre as alteragbes
estruturais da dentina em diferentes meios de armazenagem mostram-se
insuficientes (STRAWN et al, 1996). Espécimes armazenados por 12 meses em
solugdo de azida de sodio apresentaram aumento na nanoinfiltragdo marginal em

um sistema adesivo (LI et al, 2001).

2.5 INFLUENCIA DO PROCESSAMENTO DE ORGAOS DENTARIOS EM
ESTUDOS IN VITRO

Uma das maneiras adotadas pelos clinicos para selecionar os produtos e
as técnicas para uso em sua rotina de trabalho é comparar seus desempenhos em

testes in vivo e in vitro (LEE et al, 2007).
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A resisténcia de unido (MOBARAK et al, 2010; CAVALCANTI et al, 2009;
CASELATO et al, 2007; HUMEL et al, 2007; LEE et al, 2007; TOLEDANO et al,
2007; LI et al, 2001; TITLEY et al, 1998; GOODIS et al, 1993; PASHLEY et al, 1993)
e a microinfiltragdo (LI et al, 2001; ARAUJO et al, 1999; CAMPS et al, 1996;
HALLER et al, 1993) de diferentes sistemas adesivos frente aos diferentes métodos
de descontaminagcdo e armazenamento de elementos dentarios tem sido
amplamente abordada na literatura cientifica.

Mobarak et al. (2010) relataram que as variaveis tempo e condi¢cdes de
armazenamento de elementos dentarios (solugdo de cloramina e desidratagdo) n&o
foram capazes de interferir significativamente na resisténcia de unido a microtragéo
de dois sistemas adesivos (MOBARAK et al, 2010). Fato observado em outro
estudo, onde a solugao utilizada foi timol e os dentes foram submetidos ao
armazenamento em diferentes tempos (24 horas, 15 dias, 30 dias e 180 dias), n&o
foram encontradas interferéncias das condi¢cdes estudadas nos resultados do teste
de resisténcia de unido a microtracdo (CAVALCANTI et al, 2009).

A permeabilidade dentinaria € uma das propriedades dos elementos
dentarios que pode ser afetada pelos métodos de descontaminagdo ou
armazenamento selecionados (CAMPS et al, 1994; GOODIS et al, 1993; PASHLEY
et al, 1993; GOODIS et al, 1991). Em condi¢gdes normais a dentina esta protegida
pelo esmalte na por¢cao coronal e pelo cemento na porcao radicular. Quando, por
algum motivo, o dente perde parte dessas estruturas a dentina fica exposta ao meio
bucal podendo tornar-se hiperestésica uma vez que seus tubulos estao abertos e
desprotegidos, sujeitos a levar estimulos, mecanicos, elétricos, térmicos e osmoticos
que constantemente acometem os dentes, diretamente para as terminacdes
nervosas da polpa (PEREIRA, 1995). Segundo Pashley, Livingston e Greenbhill
(1978) a minima permeabilidade dos espécimes é determinada pela presenga de
smear layer ocluindo os tubulos, permitindo a minima passagem de fluidos pela
dentina. De acordo com esses autores, a alteracédo que a smear layer provoca na
superficie da dentina é responsavel por 86% da resisténcia total da movimentacéo
de fluidos no interior da dentina (PASHLEY et al, 1978). A permeabilidade maxima &
determinada pela remogao da smear layer por desmineralizagdo, que provoca um

aumento significativo na filtragdo dos fluidos pela dentina.
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O efeito da esterilizagdo de elementos dentarios através de autoclave e
oxido de etileno na permeabilidade dentinaria foi estudado, ndo sendo observadas
alteracdes significativas desta propriedade (PASHLEY et al, 1993). A conservagéo
de dentes através da criopreservacdo mostrou-se eficiente na preservagdo da
permeabilidade dentinaria de espécimes submetidos a esta técnica por até 90 dias
(CAMPS et al, 1994).

O processamento de érgaos dentarios utilizados em pesquisas também
pode interferir em outras propriedades fisicas destes elementos como a resposta a
testes de fluorescéncia (FRANCESCUT et al, 2006). A superficie dentaria fluoresce
quando irradiada pela luz de determinados comprimentos de onda, onde a luz do
laser é absorvida por substancias orgénicas e inorganicas presentes nos tecidos
dentarios, e pelos metabdlitos das bactérias presentes na boca. Sao estes
metabodlitos que demonstraram resultar na fluorescéncia vermelha da dentina
cariada (JABLONSKI-MOMENI et al, 2011). Uma proposta apresentada na literatura
cientifica se pauta no uso de fluorescéncia induzida por laser para tentar quantificar
a perda mineral do esmalte foi introduzida através do aparelho DIAGNOdent. Este
aparelho € um meétodo de diagndstico quantitativo da carie por fluorescéncia
induzida por um laser de diodo emitindo na faixa do visivel (vermelho) com
comprimento de onda de 655 nm (HIBST e GALL, 1998). A luz de excitagdo é
transmitida ao dente através de uma fibra éptica e a detecgédo ocorre através de um
feixe de fibras arranjado concentricamente ao redor desta fibra. A carie fluoresce
mais do que o esmalte e dentina saudaveis (PULGA, 2001).

Francescut et al. (2006) analisaram a perda mineral e de bactérias por
influéncia do meio de armazenagem nos valores de fluorescéncia a laser,
mensurados em dentes extraidos e encontraram diferengas significativas entre
aqueles que foram congelados apenas e outros submetidos a diferentes meios
quimicos. Relataram que a redugdo nos valores de fluorescéncia poderia estar
relacionada tanto a uma modificagdo quimica dos receptores de luz, quanto a
mudancas nas propriedades 6pticas dos dentes como a dispersdo de tecidos duros
durante longos periodos de armazenagem. Os autores concluiram que s&o
necessarios outros estudos utilizando diferentes meios de armazenagem para que
possa esclarecer a influéncia dessa conducdo nas propriedades da fluorescéncia
(FRANCESCUT et al, 2006).
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Em um estudo sobre a efetividade de diferentes métodos de esterilizagcéo
sobre a susceptibilidade do esmalte dentario utilizado em testes cariogénicos intra-
orais os autores observaram alteragdes na coloragao da superficie de esmaltes dos
espécimes utilizados e destacaram a utilizacdo da esterilizagdo através da
exposicao a raios gama para este tipo de teste (AMAECHI et al, 1998).

Mudancgas quimicas e nas propriedades Opticas da superficie dentinaria
foram relatadas em fungdo do meio de armazenagem e do tempo. Os dentes foram
previamente esterilizados por raios gama e armazenados em diferentes solugbes
(agua filtrada, timol, etanol e formalina), os autores sugerem a estocagem de dentes
em agua purificada e filtrada quando da utilizagao do tecido dentinario (STRAWN et
al, 1996).

Parsell et al. (1998) analisaram os efeitos da esterilizagdo em autoclave
sobre elementos dentarios através de um teste quantitativo (microdureza de
superficie) e outro qualitativo (percepc¢ao de corte). Observaram-se modificagées na
microdureza dos espécimes submetidos a autoclave, que né&o influenciaria na
utilizacao destes dentes em atividades didaticas, e na andlise qualitativa nao foi
possivel distinguir entre os dentes submetidos a autoclave ou ndo (PARSELL et al,
1998).

A fim de se estudar a preservacdo das propriedades microelasticas do
esmalte e da dentina in vitro realizou-se um estudo sobre a influéncia do meio de
armazenamento nestas caracteristicas, sendo observadas alteragdes em espécimes
estocados em solugdo salina, dado pela rapida dissolugdo de minerais na dentina
(RAUM et al, 2007).

Segundo a literatura cientifica consultada, tanto a eleigdo de um método
de descontaminagdo/armazenamento de o6rgaos dentarios, quanto o tempo de
estocagem destes elementos parecem ser conflitantes e dependentes dos testes in
vitro ou in situ a serem realizados posteriormente, sendo entdo necessarios novos
estudos acerca da efetividade dos diferentes meios de descontaminagao e
armazenamento de dentes e a sua influéncia nas caracteristicas fisicas dos

espéecimes analisados.
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3 PROPOSIGAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a efetividade e a influéncia de diferentes métodos de
descontaminagao e armazenamento de dentes humanos, visando a manutengao de

suas propriedades e integridade estrutural.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar a efetividade de diferentes métodos de descontaminacao
adotados quando do uso de elementos dentarios extraidos, através de analise
microbioldgica;

v Analisar as alteragdes na estrutura dentaria destes elementos através de

testes de Fluorescéncia a Laser e de Microdureza de Superficie.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do presente estudo houve uma integragdo entre o
Centro Integrado de Pesquisa (CIP), o Banco de Dentes Humanos (BDH) e o
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Bauru-USP. Foram
utilizadas as infra-estruturas fisicas de laboratorios e equipamentos disponiveis no
CIP e no Laboratério de Microbiologia, enquanto o BDH realizou a cessao dos

elementos dentarios utilizados para os testes executados.

4.1 ASPECTOS ETICOS:

Este projeto foi encaminhado para apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Bauru (CEP FOB-USP), processo n°
118/2008 aprovado em 26/11/2008.

4.2 AMOSTRA:

Foram utilizados 126 molares higidos recém-extraidos (Figura 1), cedidos
ao BDH da FOB-USP, que foram armazenados em recipientes plasticos identificados
e contendo agua filtrada, desde a sua extragcao até seu preparo prévio (limpeza
através de curetas, escova de cerdas em nailon e agua corrente). Estes elementos
dentarios foram distribuidos de forma randémica em 5 grupos, um piloto e outros 4
de estudo de acordo com o método de processamento empregado:

)
Amostra
n=126
{ molares
L )
1
1 L 1 1 1
) ) (., Ay ) )
Piloto Controle Timol Aé'g;lige Autoclave
n=10 molares n= 29 molares = 29 molares e pete B n=29 molares
\

Figura 1 — Amostra, grupos piloto e de estudo analisados.
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4.3 TESTES

Em cada grupo teste os elementos dentarios foram subdivididos e
submetidos a trés testes: Microbioldgico, de Fluorescéncia a Laser e de Microdureza

de Superficie.

A fim de garantir a fidelidade dos resultados obtidos neste estudo
realizou-se a titulagcdo das solugdes utilizadas: Solugéo de Timol a 0,1% e Solugao
de Azida de Sddio a 0,02%.

4.3.1 Analise Microbioldgica:

Etapa Piloto:

Inicialmente realizou-se um estudo piloto a fim de se determinar a
presenga ou a auséncia de contaminagao prévia nos 6rgaos dentarios, uma vez que
estes elementos foram cedidos ao BDH da FOB-USP e sua origem era
desconhecida.

Em uma camara de fluxo laminar foram selecionados 10 molares
permanentes higidos, cinco para o grupo controle e cinco para o grupo piloto
experimental. Em seguida estes dentes foram depositados em dois recipientes
estéreis com tampa contendo 40 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) cada. Em
um dos recipientes inoculou-se 40 uL de caldo contendo esporos do microorganismo
Bacillus subtilis (teste), enquanto o outro recipiente permaneceu sem contaminagao
(controle). Ambas as amostras foram acondicionadas em estufa a 37°C, onde
permaneceram por um periodo de 24 horas.

Apos o periodo de incubacao foram retiradas as amostras dos caldos, seu
conteudo depositado em laminas de vidro que foram, na sequéncia, fixadas pela
Coloragao de Gram (BRASIL, 1997). As laminas foram analisadas em microscopio

Optico e as cepas dos microorganismos identificadas para cada grupo.



4 Material e Métodos 73

Etapa experimental:

Foram submetidos a esta analise 60 molares, 15 para cada grupo teste.
Para a realizagao deste estudo foi utilizada uma camara de fluxo laminar para limitar
a influéncia de fatores externos as analises.

Para analise microbioldgica, escolheu-se o0 microorganismo Bacillus
subtilis, por ser resistente, apresentar grande potencial para esporulagdo e ja ter
sido empregado em estudos similares sobre a descontaminagao de dentes humanos
(WHITE et al, 1994), sendo que foram cedidos imersos em caldo BHI na

concentracéo de 3,5 x 10*, pelo Laboratério de Microbiologia da FOB-USP.

Os elementos dentarios foram expostos ao Bacillus subtilis através de sua
imersdo em tubos de ensaio contendo 40 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
40uL de caldo contendo esporos do microorganismo, por um periodo de 24 horas,
em estufa e a temperatura de 37°C.

Apos esta etapa os dentes pertencentes ao grupo Autoclave foram
envoltos em gaze e acondicionados em envelopes auto selantes, sendo levados a
Autoclave para um ciclo de esterilizagdo de 15 minutos a 121°C, sendo excluido o
processo de secagem no aparelho.

Na etapa seguinte os elementos dentarios de todos os grupos foram
retirados da solugdo (Controle, Timol e Azida) ou embalagem (Autoclave), com

auxilio de pinga clinica estéril e imersos nas respectivas solugbes para os testes

(figura 2).
/ N 7 N Y N\
Controle Timol Azida Autoclave
j = Autoclave +
Agua Solucao de Solucao de Adua
Destilada Timol & 0.1% Azida de gt
Esterilizada 170 Sodio a 0,02% ngesrmggga
(n= 15) =1 (n=15) (n=15)
\_ VAN AN J J

Figura 2 — Grupos de estudo e amostra para a analise microbioldgica.
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Cada grupo foi armazenado em tubos tipo Falcon, sob refrigeragédo (4°C)

e ao abrigo da luz como segue:

[7)]
ju
o
I~

Controle (n=05)
Timol (n=05)
Azida (n=05)

Autoclave (n=095)

15 dias

Controle (n=05)
Timol (n=05)
Azida (n=05)

Autoclave (n=05)

30 dias

Controle (n=095) )
Timol (n=05)
Azida (n=05)

Autoclave (n=05)

A y

Figura 3 — Tempos e grupos de estudo da analise microbioldgica.

Apo6s os dados periodos (Figura 3), os tubos contendo os dentes foram
retirados do refrigerador e deixados por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida os dentes foram retirados das solugdes, secos em gaze estéril e
introduzidos em novos tubos contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion), que foram

armazenados em estufa por 6 horas a 37°C.
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Coleta e impeza
no BDH

Bacillus subfiiis
24ha 37°C

Doacdodoelemenio

dentario

Dentes retimdos

das solugbes e @ m

secos em gaze estéril

Amnazenamenio {a 4°C):
GC > Agua Destilada Estéril
GT > Tumol
Gaz > Azida de Sddio

07,15 e 30 dias

Presencade turvacao
Negativo:

Auséncia de turvacao

Caldo BHI
6ha37°C

Figura 4 — Analise microbioldgica para os grupos controle,

timol e azida.

Bacillus subfiiis
24ha 37°C

Coleta e limpeza

Doacdodo elemento
dentario no BOH
Dentes retirados
HenEolDnes 07,15e 30 dias
secos em gaze estéril NS
Amnazenamento em Esterilizagdoem
— Agua Destilada Estéril - auloclave
s oS
o T
Positivo:
Caldo BHI Presenca de lurvacao
6ha37°C Negativo:
Auséncia de turvacao

Figura 5 — Analise microbiolégica para o grupo autoclave.
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Analise das amostras

Decorrido o periodo de espera de 6 horas, os tubos contendo caldo +
dente foram submetidos a analise inicial quanto a turvagdo do meio (Figuras 4 e 5).
Originalmente o meio de cultura (caldo BHI) se apresentava com coloragdo amarela
clara e limpida, sendo considerada esta condicdo como resultado negativo ao
crescimento bacteriano, e quando da presenca de turvagdo deste meio as amostras
foram consideradas como positivas, para o crescimento bacteriano.

Para confirmar os resultados desta analise (positivos ou negativos)
realizaram-se diluicdes decimais seriadas (10" a 10®), semeadura e incubagdo do
caldo contido nos tubos. As diluicdes foram realizadas em tubos de ensaio contendo
9 mL de solugao fisiologica estéril (Figura 6).

A transferéncia das solugcbes de um tubo para outro foi realizada com
auxilio de pipetas graduadas estéreis. Nesta etapa 1mL de caldo foi retirado do tubo
contendo o dente e transferido para o tubo da primeira diluicdo (10'1), entao 1mL do
conteudo deste tubo foi transferido para o segundo e assim por diante, até o terceiro
tubo. Aliquotas de 50ul das diluicdes 102 e 10 foram semeadas na superficie de
placas contendo Agar BHI, por meio de uma pipeta graduada automatica, iniciando-
se sempre da solugdao mais diluida para a menos diluida. Os indculos foram
espalhados sobre os meios contidos nas placas com auxilio de um bastdo de vidro
estéril e em forma de L.

A incubacéao das placas foi realizada em estufa por 24 horas a 37°C. Apos
este periodo as placas foram analisadas quanto a presenca/auséncia de Unidades

Formadoras de Colonias (UFC).
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Retirada de 1mide caldo

para o preparo das diluicbes

.TJFL__
U

Cultura em estufa por24h a 37°C

e posterioranalise

Tubo 1{10%) - 9 mlsclucao fisiclégica
esténl + 1 ml caldo

Tubo 2 {10%) - 9 mlsolugio fisiclégica
estéril+ 1 ml Tubo 1

Tubo 3 {10°) - 9 mlsclucdo fisiclégica
estéril+ 1 ml Tubo 2

Incculagdode 50 pl dos
Tubos 2{10%) e 3 {10%)
em placas de petri contende AgarBHI

Figura 6 — Diluigdes, semeadura e incubagao das amostras.

4.3.2 Fluorescéncia a Laser

Registro inicial dos valores de Fluorescéncia a Laser

7

Foram submetidos a esta analise 40 molares, 10 para cada grupo teste.

Os dentes foram submetidos a analise de Fluorescéncia a Laser através do aparelho

DIAGNOdent® (KAVO, BIBERACH, ALEMANHA),

gentilmente cedido pelo

Departamento de Ortodontia e Odontopediatria da FO-USP. De acordo com as

instrucdes do fabricante, antes do inicio da mensuracado de cada elemento dentario,

foi realizada a calibragao do aparelho em seu padrao ceramico.

Este aparelho é utilizado rotineiramente para a deteccdo de caries em

dentes de paciente em consultérios odontologicos e para este fim utiliza-se a

classificacao fornecida pelo fabricante (Tabela 1).
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Tabela 1 — Tabela de conversao de valores de fluorescéncia a laser,
fornecida pelo fabricante.

Valor Critério
0a5s Auséncia de carie
6a10 Lesdao na metade externa do esmalte, inicial ou

pouco avancgada

11 a20 Lesdo na metade interna do esmalte (jungdo amelo
dentinaria)
21a24 Les&o de dentina (metade externa da dentina)
225 Lesdo de dentina avangada (metade interna da
dentina)
99 Indica leséo pulpar

Previamente a cada mensuracao os dentes foram deixados por 5 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida estes foram imersos em agua deionizada,
secos em gaze estéril e distribuidos de forma randébmica em quatro grupos
(Controle, Timol, Azida de Sodio e Autoclave).

Para cada dente utilizado obteve-se um valor de referencia na superficie
lisa adjacente a utilizada no estudo. Foram selecionados e identificados cinco sitios
na superficie vestibular de cada elemento dentario para analise, obtencgéo e registro
dos valores, sendo obtida posteriormente uma média para cada elemento dentario e
grupo de estudo.

Para o grupo Autoclave apds os registros iniciais, os dentes foram
acondicionados em embalagens auto selantes e submetidos ao processo de

esterilizagédo (15 minutos a 121 °C, excluindo-se o processo de secagem).
Etapa experimental:
Apo6s analise inicial da fluorescéncia a laser os elementos dentarios foram

acondicionados em recipientes plasticos com tampa, imersos nas respectivas

solugdes (Figura 7) e armazenados sob refrigeragao (4°C) e ao abrigo da luz.
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Figura 7 — Grupos de estudo e amostra para o teste de fluorescéncia a laser.

Selecéio dos dentes

Andlise e registro dos vealores

Bictribticciodos derites
hos gtitipos de estico

Figura 8 — Teste de fluorescéncia a laser.

Novos registros de fluorescéncia a laser (Figura 8) foram obtidos apds 15

e 30 dias de armazenamento nas solucoes.
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4.3.3 Microdureza de Superficie

Obtencao e preparo dos espécimes de esmalte

Foram utilizados 16 molares higidos. Apos a extragdo os dentes foram
limpos com auxilio de curetas, escova de cerdas em nylon e agua, sendo
posteriormente armazenados sob refrigeracao, em recipientes com tampa contendo
agua deionizada até o momento de sua utilizagao.

Para o preparo dos espécimes de esmalte os elementos dentarios foram
seccionados com o auxilio de um aparelho de corte de precisdo ISOMET Low Speed
Saw (BUEHLER LTD., LAKE BLUFF, IL, USA), obtendo-se duas fragdes, vestibular
e lingual. Para este primeiro corte realizou-se a fixagao prévia dos dentes com cera
pegajosa Kota (KOTA IND. E COM. LTDA., SAO PAULO, SP, BRASIL), sendo
posteriormente adaptado a maquina de corte.

Em seguida as secgbes foram fixadas com godiva termoativada (KERR
CORPORATION, U.S.A.) em um dispositivo metalico para a realizagdo de novo
corte. Com o auxilio de dois discos diamantados dupla face - XL 12205, “High
concentration”, 102 mm X 0,3 mm X 12,7 mm (EXTEC CORP., ENFIELD, CT, USA/
REF: 12205) e um espagador de ago inoxidavel (7cm de didmetro, 4mm de
espessura e orificio central de 1,3 cm) entre os discos com velocidade de 300rpm,
refrigerado com agua deionizada, foram obtidos os blocos de esmalte de 4 mm X 4
mm da por¢cdo mais plana da coroa, através de uma sec¢do dupla no sentido
cérvico-incisal e outra no sentido mésio-distal. Novamente os espécimes foram
selecionados e aqueles que apresentaram rachaduras ou manchas foram

eliminados.

Para a planificagcdo e polimento dos espécimes os blocos foram fixados
com cera pegajosa Kota (KOTA IND. E COM. LTDA., SAO PAULO, SP, BRASIL)
com o auxilio de uma cureta (DUFLEX, 55 G/SS, WHITE, ARTIGOS DENTARIOS
LTDA, RIO DE JANEIRO, BRASIL) e uma lamparina (JON, SAO PAULO, BRASIL)
no centro de um disco de acrilico cristal (30 mm de didmetro por 8 mm de
espessura). O conjunto (disco/dente) foi adaptado em uma Politriz Metalografica
(APL 4, AROTEC, COTIA, SP, BRASIL) com sistema de polimento multiplo capaz de

realizar o polimento automatico de 6 corpos de prova permitindo o paralelismo entre
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as superficies polidas e a base de acrilico onde foram fixados os espécimes. Para a
planificac&o utilizou-se uma lixa de silicone carbide de granulacéo 320 (CARBIMET
PAPER DICS, 30-5108-320, BUEHLER), com refrigeragdo de agua deionizada, até
que os blocos obtivessem espessura de aproximadamente 4 mm. Para tanto, a
politriz foi acionada em baixa velocidade, com 2 pesos padréo de 86 g, durante 30
segundos a 3 minutos, até se alcangar a espessura desejada.

Em seguida os blocos foram removidos do disco de acrilico e limpos com
xilol (MERCK, DARMSTADT- GERMANY) para que todo o residuo de cera aderido a
eles seja removido. Posteriormente, os espécimes foram novamente fixados com
cera pegajosa no centro da placa de acrilico com a face de dentina voltada contra a
placa. Utilizou-se lixas de carbeto de silicio de granulagdo 600 e 1200 (EXTEC.
CORP.) em alta velocidade até a obtencdo de uma superficie de aspecto vitreo,
durante 2 a 3 minutos. Entre as trocas de lixas, os discos contendo os blocos foram
lavados em ultra-som T7 Thornton (UNIQUE IND. E COM. DE PRODUTOS
ELETRONICOS LTDA., SAO PAULO, SP), durante 2 minutos, com agua deionizada

(200mL), a fim de impedir interferéncia dos graos na lisura do tecido.

Para o polimento final utilizou-se um pano de feltro (EXTEC. CORP.)
umedecido em solugdo de diamante de 1um (BUEHLER), durante 3 minutos. Apos o
ultimo polimento, os blocos retornaram ao ultra-som, durante 10 minutos. Os blocos
foram armazenados em suas placas de acrilico sob refrigeragao, cobertos por gaze
umedecida em agua deionizada e ficaram armazenados até a sua utilizagdo (Figura
9).
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Figura 9 — Obtencao dos espécimes de esmalte dentario.

Avaliagao da Microdureza de Superficie Inicial

A avaliagdo da microdureza de superficie inicial foi realizada por meio do
Microdurbmetro Shimadzu (HMV 2000/ SHIMADZU CORPORATION, JAPAN.
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU-SP) acoplado a um software
especifico para analise de imagens (INDENTEC, CAMS-WIN-NEW AGE
INDUSTRIES/ USA). Utilizou-se um penetrador diamantado piramidal tipo KNOOP,
aplicado com carga de 25 gramas (g) por 5 segundos. Foram realizadas 5
endentagdes, sendo uma central, uma acima e outra abaixo, uma a esquerda e outra
a direita, com distancias aleatérias entre elas, englobando diferentes areas da
superficie com mais de 1000 um da lateral do bloco. Para medir as endentagdes
realizadas, duas marcas pontilhadas que aparecem na tela do computador deveriam
se sobrepor aos vértices agudos do losango correspondente a endentacéo,
determinando o comprimento da maior diagonal e, consequentemente, os resultados
da dureza de KNOOP por meio do calculo automatico feito pelo software através da

seguinte equacao:
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KHN =0 =mcurgu
d2

Onde:

& KNH = valor de dureza Knoop

& C (constante) = 14.230

&~ Carga=25¢g

& d = comprimento da maior diagonal da edentagao

A média do comprimento da diagonal maior das cinco endentagdes foi
utilizada para excluir fragmentos com microdureza fora do padrdo. Foram
desprezados os fragmentos com um valor médio de microdureza 5% acima ou
abaixo da média de todos os fragmentos e, aqueles com desvio-padrdao do
comprimento das endentagdes acima de 10% do valor de sua prépria média. Alguns
espécimes foram descartados quando apresentaram trincas ou nao estiveram
totalmente paralelos apds o polimento.

Esta avaliagao foi realizada antes da etapa experimental, para mensurar a

microdureza inicial.

Figura 10 — Avaliagdo de microdureza de superficie nos

espécimes.



84 4 Material e Métodos

Etapa experimental

Apoés a avaliagao superficial inicial, os espécimes foram randomicamente
distribuidos entre os grupos experimentais (Figura 11) a fim de avaliar a influéncia
de diferentes meios de descontaminacido e armazenamento na microdureza de

superficie dos espécimes.

£ N\ £ Y 2 N\ £ B
Controle Timol Azida Autoclave
) Solucaode .

Agua Solucaode Azidade Autgclﬁge+
Destilada Timola 0,1% Sodioa Desgt]ilada
(n=04) (n=04) OO (= 04)

(n=04)
_ J J L J 4

Figura 11 — Grupos de estudo e amostra no teste de microdureza de superficie.

Os espécimes foram armazenados sob refrigeragcao a 4°C e ao abrigo da
luz nestas solugdes, sendo submetidos a novas analises com 15 e 30 dias de

armazenamento.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos na Analise Microbiolégica foram analisados de
modo qualitativo, de acordo com a auséncia/presenca de crescimento bacteriano
nos meios de cultura, e quantitativo através de frequéncias absolutas e relativas.

Nos testes de Fluorescéncia a Laser e Microdureza de Superficie a

analise dos dados deu-se de forma descritiva e analitica. Para testar a
homogeneidade dos dados utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) a um e dois
critétrios com modelo misto, para a comparagdo entre grupos e tempos de
armazenamento. Obtendo-se p<0,05 para ANOVA aplicou-se teste Tukey para
comparagoes individuais dos grupos de estudo, adotando-se nivel de significancia de

5% para ambos os testes.
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5 RESULTADOS

Os resultados estdo descritos em tépicos de acordo com cada teste

realizado a fim de facilitar sua descrig¢ao.

5.1 ANALISE MICROBIOLOGICA

Estudo Piloto

No estudo piloto realizado ndo foram observadas diferengas
morfoldgicas entre as formas bacterianas encontradas nas laminas do grupo teste
(cocos e bastonetes), contaminado com o microorganismo e, do grupo controle que

continha apenas caldo BHI.

Experimento

As anadlises do teste microbiolégico foram realizadas através da
analise do meio de cultura dos tubos (Figura 12) e também através da analise do
crescimento bacteriano em placas semeadas e incubadas por 24 horas.

Os resultados da analise dos meios contidos nos tubos estdo descritos

na tabela 2.
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Tabela 2 — Analise dos meios apdés 6 horas de cultura: Turvagao (+)

Limpido (-)
Tempo Controle Timol A;",ja. = Autoclave
édio

7 dias
1 + + + -
2 + + + -
3 + + + -
4 + + + -
5 + + + -

15 dias
6 + + + -
7 + + + -
8 + + + -
9 + + + -
10 + + + -

30 dias
11 + + + -
12 + + + -
13 + + + -
14 + + + -
15 + + + -

A analise dos meios de cultura dos tubos foi realizada apds um periodo
de 6 horas de armazenamento em estufa. O grupo GA (autoclave) ndo apresentou
turvacao inicial em nenhum dos periodos estudados (7, 15 e 30 dias), porém apos

24 horas em estufa houve turvacao de 40% das amostras (6 em 15 amostras).
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AUTOCLAVE CONTROLE

Figura 12 — Analise do meio apods cultura de 6 horas em
estufa a 37°C.

A analise das placas produzidas a partir das diluicbes do conteudo dos
tubos (meio de cultura e dentes) foi realizada de modo qualitativo (presenga ou
auséncia de crescimento bacteriano), uma vez que houve grande proliferagédo de
microorganismos nas placas, o que impossibilitou a contagem de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC).

As placas referentes aos grupos submetidos a armazenagem por 7 dias
(Figura 13) apresentaram crescimento de microorganismos nos grupos Controle,
Timol e Azida, apresentando resultado negativo apenas nas placas referentes ao
grupo Autoclave, o que se repetiu nas amostras dos tempos 15 (Figura 14) e 30
dias (Figura 15).
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CONTROLE

AZIDA DE —— AUTOCLAVE
SODIO

Figura 13 — Placas referentes as amostras armazenadas por 7 dias.

CONITROLE

AZIDA DE AUTOCLAVES ="
SODIO 2

Figura 14 — Placas referentes as amostras armazenadas por 15 dias.
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CONTROLE

AZIDA DE AUTOCLAVE
SODIC .

Figura 15 — Placas referentes as amostras armazenadas por 30

dias.

5.2 FLUORESCENCIA A LASER

Os principais resultados obtidos no teste de fluorescéncia a laser estao

descritos a seguir (Tabelas 3 a 6 e Grafico 1).

Tabela 3 - Média e desvio padrao dos valores obtidos, teste de fluorescéncia a
laser.

T=0 T=15 T=30
Grupos
Médiaxdp Médiaxdp Médiaxdp
Controle 1,74+0,51 1,96+0,57 2,14+0,56
Timol 1,7040,41 1,60+0,41 1,48+0,41
Azida de Sédio 1,84+0,55 2,00+0,57 1,72+0,49
Autoclave 1,78+0,36 2,62+0,56 2,30+0,44

O grupo autoclave apresentou valores médios de fluorescéncia a laser
de 5,32 (£1,17) imediatamente apds o processo de esterilizagao.
Tabela 4 — Andlise de Variancia a dois critérios Grupo X Tempo, teste de

fluorescéncia a laser.
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Efeito Efeito Erro Erro F P
Grupo 3 2,093 36 0,587 3,562 0,023
Tempo 2 0,784 72 0,070 11,192 0,000
Grupo/Tempo 6 0,577 72 0,070 8,243 0,000

Foram observadas relagdes significativas entre os grupos de estudo, o

tempo de armazenamento e, na interagao destas duas variaveis (p<0,05).

2,5
+32,74%

- A + 25 94%

o Q -5,46%
%15 —u
g -10,75%
O
@ 1,0
Q
w
o
S
= 0,5

0,0

t=0 t=30
=o—Controle =#—Timol Azidade Sédio == Autoclave

Grafico 1 — Desempenho dos grupos nos tempos 0 e 30 dias e porcentagem de

variagao no periodo, no teste de fluorescéncia a laser.

Nos grupos analisados observou-se aumento nos valores de
fluorescéncia a laser em Autoclave (32,74%) e Controle (25,94%), enquanto nos
grupos Azida e Timol houve uma diminui¢do dos valores no dado periodo (-5,46%

e -10,74%, respectivamente).
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Tabela 5 — Analise de Variancia a um critério do percentual de variacdo entre os

tempos inicial e final, teste de fluorescéncia a laser.

Efeito Efeito Erro Erro F P

Grupo 3 4798,685 36 585,431 8,196 0,000

No teste de fluorescéncia a laser, os percentuais de variagao entre os
resultados iniciais e finais dos diferentes grupos analisados foram submetidos a
analise de variancia a um critério (Tabela 5), evidenciando-se diferenga significativa

entre os grupos (p<0,001).

Tabela 6 — Teste de Tukey da porcentagem de variagdo entre os

tempos inicial e final, teste de fluorescéncia a laser.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,008 0,030 0,922
Timol 0,961 0,001
Azida 0,006

Autoclave

A partir dos resultados obtidos na analise de variancia (ANOVA), foi
realizado o Teste Tukey para a porcentagem de variagado dos valores entre os
tempos inicial e final (O e 30 dias).

Em relagdo ao desempenho individual o grupo Autoclave obteve a mais
alta porcentagem de variagcdo em seus valores meédios inicial e final (32,74%),
sendo estes valores considerados significativos em relagdo aos grupos Timol
(p=0,001) e Azida (p=0,006).

O grupo Timol obteve uma diminuicdo nos valores médios iniciais e
finais de fluorescéncia (-10,75%), sendo considerada significativa em relagdo ao
grupo Controle (p=0,008).

No grupo Azida observou-se uma variagdo negativa de 5,46% e relagao

significativa em comparagao ao grupo Controle (p=0,030).
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5.3 MICRODUREZA DE SUPERFICIE

Os principais resultados obtidos na analise de Microdureza de Superficie
estdo descritos a seguir (Tabelas 7 a 10, Figura 16 e Gréfico 2).

Tabela 7 — Média e desvio padrdo dos valores de microdureza de
superficie de esmalte, em KHN, obtidas nos grupos.

Controle 456,53+12,29  118,53+10,01 97,53+11,89
Timol 446,80+21,35  225,93+36,51 172,93+£53,57
Azida de Sédio 440,20+£19,75  247,40+21,09  276,93+13,37

Autoclave 440,07+9,16 194,80+41,73  161,01+30,39

Figura 16 — Registro e valores de microdureza de superficie
(em KHN).
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Tabela 8 — Analise de Variancia a dois critérios Grupo X Tempo, na anadlise de

microdureza de superficie.

Efeito Efeito Erro Erro F p
Grupo 3 14620,333 8 1432,500 10,206 0,004
Tempo 2 269508,625 16 385,586 698,956 0,000
Grupo/Tempo 6 5837,390 16 385,586 15,138 0,000

Foram observadas relagdes significativas entre os grupos de estudo, o
tempo de armazenamento e na interagao destas duas variaveis através da analise

da microdureza de superficie dos espécimes.

300
E 5o AN N - 37,09%
B 00 AN

3 e \\-61,44%
2 -63,39%
= 100
-78,58%
50
O T
T=0 T=30
—4—Controle —#=Timol Azida de S6dio —=—Autoclave

Grafico 2 — Desempenho dos grupos em relagdo a microdureza de superficie, nos
tempos inicial e final, e porcentagem de variagdo no periodo, na analise de

microdureza de superficie.

Em todos os grupos analisados observou-se diminuigdo nos valores de

microdureza de superficie, variando de -37,09% (Azida) a -78,58% (Autoclave).
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Tabela 9 — Analise de Variancia a um critério do percentual de variagdo entre

tempo inicial e final, na analise de microdureza de superficie.

Efeito  Efeito Erro Erro F p

Grupo 3 883,726 8 46,548 18,984 0,000

Na analise de microdureza de superficie, os percentuais de variagao
entre os resultados iniciais e finais dos diferentes grupos analisados foram
submetidos a analise de varidancia a um critério (Tabela 9), evidenciando-se

diferenca significativa entre os grupos (p<0,001).

Tabela 10 — Teste de Tukey da porcentagem de variagdo nos tempos inicial e

final, na analise de microdureza de superficie.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,059 0,000 0,097
Timol 0,010 0,984
Azida 0,006

Autoclave

A partir dos resultados obtidos na analise de variancia (ANOVA), foi
realizado o Teste Tukey para a porcentagem de variagado dos valores entre os
tempos inicial e final (O e 30 dias).

Em relacdo ao desempenho individual o grupo Autoclave obteve alta
porcentagem de variacdo em seus valores médios inicial e final (-63,39%), sendo
estes valores considerados significativos em relagdo ao grupo Azida (p=0,006).

O grupo Azida, que obteve a menor taxa de variagdo dentre os grupos
(-37,09%), e apresentou relagao significativa com os grupos Controle (p<0,001) e
Timol (p=0,010).
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6 DISCUSSAO

A utilizagdo de 6rgéos dentarios requer a adogao de cuidados especificos
para que estes ndo sofram alteragcbes fisicas ou bioquimicas e que também
oferegam seguranga aqueles que os manipulam (IMPARATO, 2003). Grande parte
dos elementos dentarios que chegam aos BDH tem origem desconhecida, devendo
assim ser submetidos a processos de descontaminagao prévios a sua manipulagao
por académicos e pesquisadores. Dada a inexisténcia de uma substancia-padrao
para a descontaminagdo e o armazenamento de 6rgdos dentarios apds a sua
extracdo, é possivel a ocorréncia na literatura cientifica de estudos que se utilizaram
de materiais similares ou iguais, porém que apresentaram resultados finais
diferentes (SILVA et al, 2006).

A limitagdo encontrada neste estudo foi a contaminagdo previa dos
elementos dentarios utilizados. Para verificar como deveria ser conduzida a analise
microbioldgica procedeu-se a etapa piloto, envolvendo amostra contaminada e sem
contaminagdo. Os resultados mostraram nao haver diferengca entre as formas
bacterianas encontradas em Iaminas de ambas as amostras.

Uma alternativa a este viés seria a esterilizagao prévia dos dentes através
de imersao em formalina a 10% por sete dias (KUMAR et al, 2005; DOMINICI et al,
2001) ou processamento em autoclave (DOMINICI et al, 2001; DEWALD, 1997),
porém esta manobra n&o seria aplicavel as necessidades das pesquisas, uma vez
que estes processos poderiam influenciar nos resultados dos testes futuros aos
quais os dentes poderiam ser submetidos. Em acréscimo, deve-se destacar que
estes processos seriam pouco viaveis para a rotina de um BDH.

Neste estudo utilizou-se 4 grupos (timol, azida de sodio, auto-clave e
controle) para analisar a efetividade de métodos na descontaminagcdo de o6rgaos
dentarios.

A esterilizagcdo dos dentes em autoclave foi utilizada como controle
negativo para a analise microbioldgica, enquanto o armazenamento simples em
agua destilada foi utilizado como controle positivo.

A autoclave é descrita como um método de esterilizagcdo simples, barato e
acessivel para a descontaminacdo de elementos dentarios utilizados para fins
didaticos e cientificos (IMPARATO, 2003; DOMINICI et al, 2001). Apesar das
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amostras dos tubos referentes ao grupo Autoclave n&o terem apresentado
crescimento bacteriano no periodo estipulado de 6 horas (Tabela 2) apds a analise
inicial estas amostras foram mantidas em estufa por um periodo de 24 horas, a fim
de se avaliar possiveis alteragdes em um periodo prolongado, fato observado em
40% dos tubos. Esta contaminacao tardia dos meios pode ser atribuida a viabilidade
da presenca de microorganismos nos tubulos dentinarios ou devido a presenga de
fissuras na superficie dentaria (ZAPATA et al, 2008).

No presente estudo, o processamento dos elementos dentarios em
autoclave mostrou-se efetivo nas amostras analisadas apds 7, 15 e 30 dias de
esterilizacdo e armazenamento dos mesmos.

As solucdes de timol e azida de sdédio sdo comumente utilizadas como
meios de armazenamento para elementos dentarios por apresentarem atividade
bacteriostatica (KOMABAYASHI et al, 2009; HUMEL et al, 2007; TOLEDANO et al,
2007; SILVA et al, 2006; ZISKIND et al, 2003). A analise microbiolégica realizada
neste estudo demonstrou a ineficiéncia das solugdes de timol a 0,1% e azida de
sédio a 0,02% na inibicdo de crescimento bacteriano em amostras de dentes
armazenados nestas solucgdes por periodos de 7, 15 e 30 dias.

Em estudo realizado por Amaechi et al. (1998) o uso da solugao de timol
a 0,1%, para armazenamento e descontaminagao, foi preconizado para elementos
dentarios a serem submetidos a teste de cariogenicidade. Os autores afirmaram que
blocos de esmalte armazenados em solugao de timol e posteriormente manipulados
com luvas estéreis nado constituiram fonte de contaminacdo cruzada para
dispositivos intra-orais (AMAECHI et al, 1998). Neste estudo os experimentos
microbiolégicos foram realizados em uma camara de fluxo laminar, com a utilizagao
de equipamento de protegcdo individual e instrumental estéril, para impedir a
ocorréncia de alguma interferéncia de fatores externos.

A solugcdo de azida de sodio tem sido empregada como meio de
armazenagem para dentes humanos e bovinos utilizados em diversos experimentos
(KOMABAYASHI et al, 2009; HUMEL et al, 2007; TOLEDANO et al, 2007; LI et al,
2001; ARAUJO et al, 1999), porém sua real acdo no controle de infecgdes cruzadas
via 6rgéo dentario ainda parece ndo estar clara.

Dentre as amostras referentes ao grupo Azida, analisadas neste estudo,
observou-se crescimento bacteriano em 100% dos tubos (Tabela 2) e placas

(Figuras 13 a 15). Outra substancia que vem sendo utilizada de maneira semelhante
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a azida de sodio é a cloramina (MOBARAK et al, 2010; CASELATO et al, 2007,
HUMEL et al, 2007; LEE et al, 2007; ROLLAND et al, 2007), porém esta substancia
nao foi avaliada neste estudo. A cloramina é uma solugao desinfetante que age em
contato com a superficie dentaria e tem sido recomendada para o armazenamento
de elementos dentarios utilizados em testes de adesividade, porém sua agdo na
descontaminagéo de dentes humanos deve ser melhor esclarecida (ROLLAND et al,
2007).

Dentre os métodos de descontaminagdo analisados (autoclave, timol e
azida de s6dio), neste estudo a autoclave foi o Unico capaz de promover a inibigéo
de crescimento bacteriano em amostras submetidas ao processo e armazenadas
por 7, 15 e 30 dias, método este com eficacia demonstrada na literatura cientifica
(KUMAR et al, 2005; DOMINICI et al, 2001; PARSELL et al, 1998; PASHLEY et al,
1993).

A escolha do método de processamento de elementos dentarios deve
assegurar o controle de infecgdes cruzadas através destes 6rgaos, porém outra
importante caracteristica desejavel deste método é a preservacdo da estrutura
dentaria.

No teste de fluorescéncia a laser buscou-se avaliar mudangas na
estrutura dentaria de elementos submetidos ao armazenamento em agua destilada,
timol, azida de soédio e dentes submetidos a esterilizacdo em autoclave e
posteriormente armazenados em agua destilada. O DIAGNOdent® tem sido utilizado
nao s6 em estudos clinicos, com também em estudos in vitro que avaliam as
condigdes que alteram a estrutura dentaria (ASTVALDSDOTTIR et al, 2010;
FRANCESCUT et al, 2006; MENDES et al, 2006).

A capacidade de resposta a fluorescéncia a laser nos 6rgaos dentarios
depende n&o sé da estrutura dos tecidos mineralizados, como também da presenca
de substancias chamadas fluoréforos ou croméforos, que sado moléculas que
absorvem e emitem luz em um comprimento de onda especifico (NOVAIS et al,
2004). Estas substancias podem ser produzidas pelas bactérias responsaveis pela
carie dentaria e fluorescem quando excitadas pela luz vermelha de dispositivos a
laser (KONIG et al, 1998).

O grupo controle, agua destilada, apresentou desempenho linear durante
todo o experimento (Tabela 3), ocorrendo aumento significativo nos valores de

fluorescéncia a laser entre os tempos inicial e final (p=0,002). Ja& no grupo Timol foi



102 6 Discussdo

observada situagdo contraria, onde os valores de fluorescéncia a laser sofreram
declinio no periodo avaliado (0, 15 e 30 dias), entretanto sem diferengas
significativas (p>0,05). Para Francescut et al. (2006) as solugbes de armazenamento
podem reduzir a concentracdo de fluoréforos nas amostras pela diluicao
ocasionando diminuicdo da resposta a fluorescéncia a laser (FRANCESCUT et al,
2006). Neste caso a solugdo de timol pode ter favorecido a diminuigdo da
concentragdo deste fluoréforos através de seu potencial bacteriostatico, e nas
amostras imersas em agua destilada, grupo controle, houve a situagao inversa onde
0s microorganismos encontraram meio viavel para se estabelecer.

O grupo referente a solugado de azida de sodio apresentou elevagado dos
valores de fluorescéncia a laser aos 15 dias de armazenamento, e posteriormente
apresentou decréscimo significativo (p=0,045) nestes valores entre os tempos 15 e
30 dias. Komabayashi et al (2009) observaram que espécimes armazenados em
solugdo de azida de sodio apresentaram aumento inicial da umidade dentinaria,
sendo estabilizados apods alguns dias de imersao nesta solugdo (KOMABAYASHI et
al, 2009). No presente estudo a solugdo de azida de sodio foi capaz reduzir os
fluoréforos. Duas hipdteses podem ser aventadas, sendo a primeira ter produzido
efeito bacteriostatico 15 dias apés o armazenamento. A segunda ter permitido
dispersédo do conteudo mineral (FRANCESCUT et al, 2006). Entretanto, parece mais
viavel a do efeito bacteriostatico.

No grupo autoclave houve aumento inicial dos valores de fluorescéncia a
laser logo apos a esterilizagdo dos dentes, sendo aferido nesta amostra valor médio
de 5,32, valor considerado pelo fabricante como lesao inicial ou pouco avangada na
metade externa do esmalte (Tabela 1), demonstrando uma perda de estrutura nos
elementos dentarios (AMAECHI et al, 1998). Porém no decorrer dos periodos
analisados (15 e 30 dias) houve decréscimo destes valores (Tabela 3), evidenciando
um possivel reendurecimento dos tecidos dentarios, injuriados durante o processo
esterilizacado e redugao da concentracao dos fluoréforos da amostra.

No teste de fluorescéncia a laser dentre os métodos analisados (controle,
autoclave, timol e azida de sddio), o timol apresentou diminuicdo nas meédias dos
valores registrados (Grafico1), porém nao apresentando alteragdes significativas
(p>0,05). Ja nos demais grupos, controle, autoclave, e azida de sodio, os elementos
dentarios apresentaram variagées significativas nos valores de fluorescéncia

(p<0,05), evidenciando possiveis alteragbes em sua estrutura.
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A analise de microdureza avalia a dureza superficial de um espécime,
sendo relacionada diretamente ao seu conteudo mineral. Esta técnica pode ser
considerada altamente sensivel e de facil reprodugdo quando sao utilizadas
pequenas cargas (CARDOSO, 2009).

Estudos in vitro e in situ tém sido conduzidos adotando a microdureza
inicial para randomizar os espécimes entre os grupos de estudo, e a final para
comparar a perda de dureza apos a exposicao a ciclos de des-remineralizagéo
(SALES-PERES et al, 2007).

Neste estudo os espécimes de esmalte foram submetidos a avaliagoes
em Microdurémetro Shimadzu nos tempos 0, 15 e 30 dias, sob carga de 25 g
durante 5 segundos. Os espécimes foram planificados e polidos para que pudessem
ser analisados no microdurébmetro. As amostras de todos os grupos de estudo
apresentaram diminuicdo dos valores médios de microdureza KNOOP durante os
periodos avaliados (Tabela 7). Todos os grupos testados apresentaram alguma
perda de dureza, sendo que o0 grupo controle apresentou a maior perda de
microdureza no periodo avaliado (-78,58%), seguido pelos grupos autoclave (-
63,39%), timol (-61,44%) e azida de sddio (-37,09%) (Gréfico 2).

A agua utilizada como controle foi do tipo destilada, o que de alguma
forma favoreceu a perda de dureza dos espécimes de esmalte. Frente a este
achado, uma questao deve ser investigada no futuro, que se refere a possibilidade
de se substituir a agua deionizada por agua fluoretada, no armazenamento de
espécimes de esmalte, na tentativa de minimizar a perda de dureza. Caso venha a
ser comprovada esta agdo benéfica da agua fluoretada, este veiculo poderia ser
adotado como padrao para o armazenamento dos blocos a serem utilizados em
pesquisas.

Os grupos autoclave e timol apresentaram percentual de diminuigdo nos
valores médios de microdureza semelhantes (-63,39% e -61,44%, respectivamente),
porém sem diferencas significativas entre os grupos (p>0,05). Em um estudo
realizado por Parsell et al (1998) sobre a influéncia da esterilizagdo de elementos
dentarios em autoclave e analisados pela microdureza de superficie Vicker's,
demonstrou ndo haver diferengas significativas entre os espécimes submetidos a
autoclave e outras formas de esterilizacdo. Foram constatadas apenas diferengas
significativas entre os substratos analisados, esmalte (pequena diminuigdo) e

dentina (grandes perdas) (PARSELL et al, 1998). Segundo relatos encontrados na
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literatura cientifica a solugédo de timol demonstrou capacidade de promover prejuizo
nas propriedades do tecido dentinario, quando analisadas a permeabilidade
(GOODIS et al, 1993; GOODIS et al, 1991), a resisténcia de unido (TITLEY et al,
1998) e a microinfiltracdo (HALLER et al, 1993).

Estudos in vitro, em sua maioria, tém utilizado o timol como desinfetante
previamente a preparacédo dos espécimes. Este agente parece néo oferecer grandes
propriedades, tendo em vista que promoveu perda de dureza significativa e alta
contagem de unidades formadoras de colbnias. Por outro lado, na fluorescéncia
pode-se observar que houve reducdo nos valores de fluorescéncia indicando
diminuicdo dos microrganismos produtores de fluoréforos (FRANCESCUT et al,
2006).

Em estudos in situ ndo se deve recomendar somente o uso timol como
meétodo de desinfeccdo, uma vez que os voluntarios irdo colocar os espécimes na
boca e permanecer por um periodo, o que na analise microbiolégica n&o foi capaz
de inibir o crescimento de microorganismos. Destaca-se a importancia de se
repensar do protocolo para estudos desta natureza. Ja para os in vitro o timol pode
ser considerado como uma alternativa para o armazenamento dos blocos de
esmalte.

Pesquisas in situ tém utilizado o emprego de solugéo de formaldeido a
2%, previamente a preparagdo dos espécimes, por um periodo de 7 dias
(GRAZZIOTIN et al, 2011; SOUZA et al, 2010), e imersdo em solugédo de timol
(LIPPERT et al, 2011) como metodologia para a descontaminagao de elementos
dentarios. A utilizacado de solugao de clorexidina para a desinfecgdo dos dispositivos
intra bucais palatinos, previamente ao uso deste aparelho pelo voluntario, possui
vantagens comprovadas como a agao bactericida e bacteriostatica por remover a
pelicula adquirida e por apresentar pH neutro (6,8) (THYLSTRUP E FEJERSKOV,
1994).

Uma pesquisa conduzida por Goodis et al (1991) verificou o efeito do
timol como meio de armazenagem para analise da permeabilidade dentinaria, sendo
demonstrado um aumento desta permeabilidade em um periodo de 8 dias (GOODIS
et al, 1991). Este fato deve ser considerado com reserva, entretanto deve-se aventar
a possibilidade de utilizar o timol em estudos in vitro de permeabilidade.

Dentre os métodos analisados, a azida de sédio apresentou o menor

percentual de perda na microdureza de superficie (-37,09%), quando se analisou



6 Discussdo 105

todo o periodo de armazenamento (30 dias). Entretanto, observou-se que a azida
promoveu perda de estrutura dentaria nos espécimes no periodo 15 dias (Tabela 7),
e reendurecimento da superficie dentaria no periodo 30 dias. A instabilidade desta
solugdo foi demonstrada em um estudo realizado sobre a influéncia de longos
periodos de armazenagem na umidade dentinaria, onde espécimes submetidos a
azida apresentaram oscilagdo destes valores no periodo inicial e posterior
estabilidade (KOMABAYASHI et al, 2009), indo ao encontro dos achados do
presente estudo.

Além das metodologias acima citadas deve-se considerar a questao
relativa aos tempos de exposicdo. O tempo de armazenamento dos espécimes
analisados também influenciou significativamente alguns resultados deste estudo
(p<0,05). A analise de variancia entre os tempos inicial e final nos grupos de estudo
(Tabelas 5 e 9) demonstrou a influéncia deste fator tanto no teste de fluorescéncia a
laser (p<0,001), quanto na analise de microdureza de superficie (p<0,001). Esta
condigao parece ainda parece nao ter encontrado consenso na literatura cientifica
(MOBARAK et al, 2010; CAVALCANTI et al, 2009; KOMABAYASHI et al, 2009; LI et
al, 2001; CAMPS et al, 1996).

O tempo de armazenamento de elementos dentarios nas diferentes
condigdes apresentadas foi capaz de influenciar os resultados deste estudo, sendo
que o tempo foi menos favoravel no periodo de 30 dias, em todos os grupos
(controle, timol, azida e autoclave). As alteragdes quimicas e as propriedades
Opticas dos tecidos dentarios sao fatores importantes a ser considerados, quando da
escolha da solucédo e do tempo de armazenamento (CAVALCANTI et al, 2009;
KOMABAYASHI et al, 2009; STRAWN et al, 1996).

No presente estudo as solugdes de timol a 0,1% e de azida de sédio a
0,02% nao foram capazes de promover a inibicdo do crescimento bacteriano em
amostras contaminadas, por esta raz&o outras hipoteses poderao ser investigadas
como, por exemplo, o emprego de diferentes concentracbes destas solugdes a fim
de se estabelecer uma padronizacado na utilizacdo das mesmas.

Para os elementos dentarios recém-extraidos e destinados a pesquisa,
sugere-se 0 armazenamento em solugéo de timol a 0,1%, para estudos in vitro que
objetivem investigar o processo de des-remineralizagdo, quer seja para carie,
permeabilidade dentinaria ou desgaste dentario. Os resultados obtidos neste estudo

reforcam a possibilidade de uso deste desinfetante indo ao encontro de varios
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trabalhos disponiveis na literatura cientifica (DE-MELO et al, 2010; CAVALCANTI et
al, 2009; HUMEL et al, 2007; ZISKIND et al, 2003; WHITE et al, 1994; HALLER et al,
1993).

Por outro lado, ha um protocolo para o processamento de oOrgaos
dentarios para estudos de adesividade de materiais odontoldgicos in vitro, onde a
solugdo proposta para o armazenamento € solugdo de cloramina a 0,5% (ISO,
2003), por se tratar de uma solugéao relativamente segura, de boa relagdo custo
beneficio e parece nao interferir nos resultados deste tipo de estudo (DEWALD,
1997).

No que se refere a padronizagdo do processamento de 6rgdos dentarios
em BDH, como a esterilizacdo de elementos dentarios em autoclave, mostrou-se
efetiva no controle de infec¢des cruzadas. Por essa razdo, sugere-se seu emprego
na descontaminagcdo de dentes humanos para uso em atividades didaticas com
posterior armazenamento em agua destilada, uma vez que as alteragdes de
estrutura dentaria avaliadas ndo comprometeriam o treinamento laboratorial dos
académicos.

Os orgaos dentarios recém extraidos a serem utilizados em futuras
pesquisas podem ser armazenados em agua purificada e filtrada, para posterior
selecao do método de desinfecgdo de acordo com o estudo a ser realizado. Para o
processamento desse 6rgdo em um meétodo, deve-se relacionar o teste escolhido a
metodologia de processamento mais indicada.

A padronizagéo dos processos de descontaminagédo e armazenamento de
orgaos dentarios utilizados em atividades didaticas e cientificas requer a adogéo de
meétodos que sejam seguros, de custo acessivel, de facil execugao e que ocasionem
minima alteracdo possivel na estrutura dentaria. Neste sentido sdo necessarios
novos estudos sobre a efetividade e a influéncia destas metodologias na estrutura
do 6rgao dentario.
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7 CONCLUSOES

<

Apos a analise dos resultados pode-se conclui que:

A esterilizagao de 6rgados dentarios em autoclave foi o unico método
capaz de inibir o crescimento bacteriano nas amostras analisadas;

No teste de fluorescéncia a laser a solugado de timol a 0,1% se mostrou
mais viavel na manutengao da integridade do 6rgao dentario;

A analise de microdureza de superficie evidenciou a perda de estrutura
dentaria em todos os métodos de descontaminagdao e armazenamento
utilizados, sendo que a azida de sdédio permitiu uma menor perda de
tecido dentario;

Dentre os métodos de processamento analisados nenhum foi capaz de
aliar a efetividade na descontaminacdo e no armazenamento com a

manutengao da integridade estrutural dos 6rgaos dentarios.
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APENDICE A — Teste de Tukey, comparagao entre grupos em T = 0, no teste de

fluorescéncia a laser.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,997 0,962 0,997
Timol 0,905 0,980
Azida 0,991
Autoclave

APENDICE B — Teste de Tukey, comparacgéo entre grupos em T = 15, no teste de

fluorescéncia a laser.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,440 0,998 0,041
Timol 0,347 0,000
Azida 0,060

Autoclave

APENDICE C - Teste de Tukey, comparacéo entre grupos em T = 30, no teste de

fluorescéncia a laser.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,020 0,223 0,878
Timol 0,681 0,002
Azida 0,049

Autoclave
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APENDICE D — Teste de Tukey, comparagdo entre tempos (0, 15 e 30 dias) no
grupo controle, no teste de fluorescéncia a laser.

T=0 T=15 T=30
T=0 0,099 0,002
T=15 0,199

T=30

APENDICE E — Teste de Tukey, comparacdo entre tempos (0, 15 e 30 dias) no
grupo timol, no teste de fluorescéncia a laser.

T=0 T=15 T=30
T=0 0,757 0,281
T=15 0,672

T=30

APENDICE F — Teste de Tukey, comparacéo entre tempos (0, 15 e 30 dias) no

grupo azida, no teste de fluorescéncia a laser.

T=0 T=15 T =230
T=0 0,321 0,518
T=15 0,045

T=30
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APENDICE G — Teste de Tukey, comparagdo entre tempos (0, 15 e 30 dias) no

grupo autoclave, no teste de fluorescéncia a laser.

T=0 T=15 T=30
T=0 0,000 0,001
T=15 0,043
T=30

APENDICE H — Teste de Tukey, comparac&o entre grupos em t = 0, na andlise de

microdureza.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,884 0,634 0,628
Timol 0,958 0,956
Azida 0,999
Autoclave

APENDICE | — Teste Tukey, comparagdo entre grupos em t = 15, na andlise de

microdureza.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,010 0,003 0,057
Timol 0,818 0,605
Azida 0.219

Autoclave
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APENDICE J — Teste de Tukey, comparagdo entre grupos em t = 30, na analise de

microdureza.

Controle Timol Azida Autoclave
Controle 0,078 0,000 0,149
Timol 0,017 0,966
Azida 0,009

Autoclave

APENDICE L — Teste de Tukey, comparacdo entre tempos, grupo controle, na

analise de microdureza.

=0 T=15 T=30
T=0 0,000 0,000
T=15 0,200

T=30

APENDICE M — Teste de Tukey, comparagdo entre tempos, grupo timol, na analise

de microdureza.

T=0 T=15 T=30
T=0 0,001 0,000
T=15 0.166

T=30
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APENDICE N — Teste de Tukey, comparac&o entre tempos, grupo azida, na analise

de microdureza.

T=0 T=15 T=30
T=0 0,000 0,000
T=15 0,003
T=30

APENDICE O — Teste de Tukey, comparacdo entre tempos, grupo autoclave, na

analise de microdureza.

=0 T=15 T=30
T=0 0,000 0,000
T=15 0.304

T=30
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ANEXO A — Aprovacao do Projeto pelo Comité de Etica em Pesquisas

Universidade de Sio Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

AL Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 - C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

Comité de Ftica em Pesquisa (14)3235-8356
mferrari@fob.usp.br G

Processo n2 118/2008

" Bauru, 05 de dezembro de 2008.

Senhora Professora,

Informamos que apés o envio da documentagdo solicitada referente ao projeto de pesquisa
encaminhado a este Comité de Etica em Pesquisa “Andlise da captacdo, processamento e
usos de érgdios dentdrios em uma Instituicio de Ensino Superior Piblica” de autoria de
Adriana Rodrigues de Freitas, sob sua grientacdo, foi novamente analisado e considerado
APROVADO por este Colegiado, em reunido realizada no dia 26 de novembro de 2008.

Solicitamos que ao término do trabalho, seja enviado a este Comité um relatério final para
nova parecer, o qual sera utilizado para publicacdo cientifica.

Atenciosamente,

Prof2 Dr2 Maria Teresa Atta

Coordenadora

Prof2 Dr2 Silvia Helena de Carvalho Sales Peres
Docente do Departamento de Odontopediatria; Ortodontia e Satde Coletiva
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ANEXO B — Aprovacao do Relatério Final pelo Comité de Etica em Pesquisas

S : . ' Universidade de Szo Paulo -
i e Faculdade de Odontologia de Bauru

", AL Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — Brasil— CEP 17012-901 - C:P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-467%

, Comiti de Etica em Pesguiea (1412285 856
‘ ' ) ’ e-mail: mferrari@fob.usp. br

Proc. CEP n2'118/2008

Bauru, 3 de margo de 2011,

Senhora Professora,

Em atencio a solu:ltagao de Vossa Senhoria para alteragao do titulo do pl’OjetO de
pesqmsa “Analise da capta¢dp, proressamento e usos de orgdos dentdrios em uma
-InstltUlgao de Ensino Superior Pablica”, de autoria de Adriana Rodrigues de Freitas, sob
“.sua orientacao, M ANALISE DA MANUTENCAQ DE INTEGRIDADE ESTRUTURAL DE |
ORGAOS DENTARIOS E A INFLUENCIA  DE DIFERENTES METODOS DE. -
) DESCONTAMINACAO EARMAZE’VAMENTO informamos a autonzagao deste Coleglado
considerando ndo haver impedimentos-éticos.

Informamos tambem que o Relatério Final refefente ao trabalho de pesqmsa foi
analisado por um Relator deste Comité de Etica em Pesquisa, em reunido realizada no .
" dia 23 de fevereiro de 2011, & consiflerads APROVADO. :

Prof? Pr2 Sflvia Helena de Carvalho Sales Peres
Docente do Departamento de Odontopediatria; Ortodontia e Saude Coletiva

-
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