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Resumo



Viana PGS. Esterilizacdo de esmalte bovino por meio de irradiagdo por
microondas. Efeito sobre a microdureza superficial e resisténcia a
desmineralizacdo. [Dissertacdo de Mestrado] Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2009.

RESUMO

Amostras de esmalte provenientes de dentes extraidos, de origem humana
ou bovina, sdo amplamente utilizadas em estudos realizados in vitro e in situ.
Esses dentes sdo considerados uma fonte em potencial de microorganismos
patogénicos e devem ser esterilizados, antes da sua utilizacdo nas
pesquisas, para prevenir a ocorréncia de infec¢des cruzadas. No entanto, o
processo de esterilizacdo do esmalte ndo deve alterar a sua integridade
estrutural. O presente estudo teve como objetivo avaliar a efetividade da
irradiacao por microondas na esterilizagao do esmalte bovino, assim como o
efeito deste método sobre a microdureza superficial e resisténcia a
desmineralizacdo do esmalte bovino. Dezoito incisivos bovinos foram
utilizados para a obtengdo de quarenta amostras de esmalte, divididas em
dois grupos (n=20): controle (n&o-irradiados) e irradiados por microondas (3
minutos a 650 W). As amostras do grupo irradiado foram imersas,
individualmente, em 200 mL de agua destilada e submetidas a irradiacéo por
microondas por 3 minutos a 650 W. Em seguida, ambos os grupos tiveram
suas amostras imersas individualmente em tubos estéreis contendo 10 mL
caldo BHI (Brain Heart Infusion), os quais foram incubados por 7 dias a 37°C,
sob condigdes de aerobiose e anaerobiose. Ap6és a incubacgédo, o
desenvolvimento de microorganismos foi verificado pela presenca de

turvacdo do meio de cultura. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas



(102 a 10°°), plaqueamento em meio agar sangue e incubacdo em condicdes
de aerobiose e anaerobiose, durante 48 h e 7 dias, respectivamente. Os
valores de unidades formadoras de col6nias foram calculados. Para a
avaliagao das propriedades do esmalte, outras 18 amostras de esmalte (4 x
4 mm) foram preparadas, individualmente embutidas em resina acrilica,
sequencialmente polidas e, entdo, seccionadas em duas metades, sendo
uma das metades destinada ao grupo controle e a outra destinada ao grupo
irradiado. As amostras do grupo irradiado foram imersas em 200 mL de agua
destilada e irradiadas durante 3 minutos a 650 W. Testes de microdureza
superficial foram realizados no aparelho microdurdmetro, equipado com
diamante Knoop, tendo sido realizadas 5 indentagbes em cada amostra, sob
carga de 25 gf por 05 segundos. Para a analise da resisténcia a
desmineralizacdo, os grupos foram submetidos a um processo de
desmineralizag&o e remineralizag&o, realizado por meio de ciclagem de pH.
A média dos valores de microdureza em seccao longitudinal foi calculada
para cada amostra e convertida em % de perda mineral. Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student, com a = 0,05. O crescimento
microbiologico foi observado apenas nas amostras do grupo controle,
enquanto o grupo experimental ndo apresentou crescimento microbiano. Nao
ocorreu diferenca significante entre os valores de microdureza superficial e %
de perda mineral dos grupos controle e irradiado. Os resultados obtidos
indicam que a irradiacdo por microondas por 3 minutos a 650 W & um
método eficiente de esterilizagdo de esmalte bovino e que ndo promove
alteragdes na microdureza superficial e na resisténcia a desmineralizagéo

das amostras de esmalte bovino.

Palavras-chave: Esterilizagao, microondas, esmalte dentario,

desmineralizacéo, testes de dureza.
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Viana PGS. Sterilization of bovine enamel by microwave irradiation.
Microbiological effectiveness and the effect on the surface microhardness
and resistance to demineralization. [Dissertacdo de Mestrado] Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

ABSTRACT

Enamel samples from bovine or human teeth are routinely used for in vitro
and in situ caries research. These enamel samples need to be sterilized
before they can be used in intra-oral appliances and the sterilization method
must not affect the structural integrity of the tooth. The aim of this study was
to evaluate the effectiveness of microwave irradiation on bovine enamel
sterilization, as well as it's effect on the surface microhardness and resistance
to demineralization of bovine enamel. Eighteen bovine incisors were used to
produce forty enamel samples, divided in two groups (n = 20): control (non-
irradiated) and microwave irradiated (3 minutes at 650 W). Microwaving
samples were individually immersed in 200 mL of distilled water and
submitted to irradiation at 650 W for 3 minutes. Following the microwaving,
specimens from both groups were added individually to 10 mL of Brain Heart
Infusion broth in sterile test tubes, which were incubated at 37°C for 7 days
under aerobic and anaerobic conditions. After 7 days incubation, those test
tubes in which turbidity was observed were considered to contain growing
microorganisms. Dilutions of 102 to 10° were performed on blood agar
plates, which were incubated aerobically and anaerobically for growth for up
to 48 h and 7 days, respectively. After incubation, the numbers of colony-

forming units were calculated. For the properties of enamel analysis, other 18



bovine enamel samples (4 x 4 mm) were prepared, embedded in acrylic resin,
serially polished and sliced into two halves: one of the fragments was
reserved as control while the other was microwaved in 200 mL of distilled
water for 3 minutes at 650 W. Hardness measurements were conducted
using a Microhardness tester with a Knoop diamond. Five indentations were
performed under a load of 25 gf for 05 seconds. For the resistance to
demineralization analysis, the groups were submitted to demineralization and
remineralization process using a pH cycling regimen. The mean values of
cross-sectional microhardness were averaged for each sample and the
values were converted to % mineral volume. Data were analyzed statistically
by paired Student's t-test, with a = 0,05. While all control specimens showed
microbial growth, those submitted to microwave irradiation showed consistent
sterilization. There were no significant differences in surface microhardness
and % mineral loss between the control and microwave groups. The results
obtained showed that microwave irradiation for 3 minutes at 650 W proved to
be effective for the sterilization of bovine enamel without affecting the surface
microhardness and the resistance to demineralization of bovine enamel

samples.

Keywords: Sterilization, microwaves, dental enamel, demineralization,

hardness tests.
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1 INTRODUCAO

Uma das maneiras utilizadas pelos profissionais da area de
Odontologia para a escolha dos produtos utilizados em sua pratica clinica é a
comparagdo do seu desempenho em estudos in vivo e in situ®®. A utilizagéo

de amostras de esmalte dental na realizagdo desses estudos permite a

avaliacdo da efetividade de solucdes fluoretadas’18:20:33344651.7888 = g

desempenho de novos materiais adesivos e restauradores’, das alteracées

proporcionadas por técnicas de clareamento®°'>46164

1

e por agentes
causadores de erosdo denta Os estudos realizados in vitro sao
constituidos apenas por procedimentos laboratoriais, enquanto que aqueles
in situ envolvem experimentos intra-orais realizados em humanos®"288 A
utilizacdo de dentes extraidos, de origem humana ou bovina, em estudos

21,55,72,89

realizados in situ, tem sido amplamente difundida Os dentes

extraidos de origem humana s&o considerados a fonte mais apropriada de

substrato dental para a realizacdo desses estudos®®°

, porém, a maioria dos
dentes humanos disponiveis para a realizagdo de pesquisas ndao preenchem
0S requisitos necessarios para uma adequada padronizagdo das
amostras® %88 Dessa forma, dentes bovinos tém sido utilizados para a

2-4,21,55,89 1,78,89

obtencédo de amostras de esmalte , pois sao facilmente obtidos

e apresentam as qualidades necessarias para facilitar e promover a

obtencdo de amostras homogéneas?'>%°>8°,

Dentes extraidos sao considerados uma fonte potencial de
microrganismos patogénicos. O ambiente bucal e a vascularizagéo, presente
nos tecidos pulpares e perirradiculares dos dentes, tornam possivel a
presenca de virus e muitos outros patdgenos transmitidos pela via
sanguinea?>®>%%%3  Consequentemente, os dentes extraidos, destinados a
pesquisas ou utilizados pelos académicos de odontologia para o aprendizado

de técnicas em atividades pré-clinicas, devem ser esterilizados antes da sua
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utilizacdo, prevenindo a propagacdo de doengas entre académicos,
pesquisadores e voluntarios®*14:20-2124:48.50.65.72,758083 ‘A mgajoria dos métodos
comprovadamente eficazes na esterilizacdo de dentes extraidos apresenta
restricoes quanto a sua utilizacdo em pesquisas, pois provocam danos a
estrutura dental, como alteragdes na microdureza superficial, na coloragao e

na composicdo mineral dos dentes, comprometendo os resultados dos

21,24,55,89

estudos Solugdes quimicas germicidas a base de formol, iodo,

hipoclorito de sddio, peroxido de hidrogénio, glutaraldeido ou clorexidina séo

comumente empregadas para o armazenamento de dentes extraidos e

utilizadas como método de esterilizagao'7:2024:27,36:48.50.33,63-64.78 F pratanto,

2-3,21,24,48

além de causar alteragdes na estrutura do esmalte , hdo existe uma

padronizagdo do tempo de armazenamento necessario para a obtengéo da
esterilizacdo®® e a manipulagdo de algumas destas substancias pode
provocar intoxicacdes®**®. O éxido de etileno tem sido utilizado como método

de esterilizagdo de esmalte dental ha mais de 40 anos, porém, sua utilizagéo

21,72

tem diminuido desde a década de 70, devido a sua alta toxicidade e,

recentemente, sua ineficiéncia para a esterilizacdo de dentes tem sido
relatada®*®®. De acordo com as normas do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)® e DeWald?*, em 1997, dentes extraidos, que nao

contenham restauragbes de amalgama, utilizados para fins educacionais e

20,24

de pesquisa, devem ser esterilizados em autoclave“ <", porém, este

procedimento pode causar alteragdes nas propriedades do esmalte?’ %77

comprometendo os resultados dos estudos. Dentre os métodos de
esterilizacdo de esmalte dental disponiveis atualmente, a utilizacdo da

irradiacdo gamma é o mais recomendado, tanto pela sua eficiéncia como por

2-4,21,65

ser capaz de preservar as propriedades do esmalte Porém, a

esterilizacdo por meio de irradiacdo gamma consiste em um processo

50,82

complexo, de alto custo e de dificil acesso Portanto, métodos

alternativos de esterilizagdo de esmalte dental devem ser avaliados.
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A irradiac&o por microondas tem sido utilizada como método de

inativagdo de microrganismos patogénicos presentes em alimentos'’ %39,

38,67

objetos de uso doméstico*?, lentes de contato®*’, roupas intimas®?, amostras

de solo*®”’, lixo hospitalar®®, corantes utilizados na fabricacdo de
cosméticos*, materiais destinados a experimentos microbiologicos'49:°,
instrumentos  utilizados ~ em  procedimentos = médicos®”®® e

41,68,73,87 10,35,66-67,71,81

odontologicos , proteses dentarias e materiais utilizados

11,25,58

para a sua confeccao Para a obtencdo de maior efetividade na

desinfecgao, tem sido recomendado o umedecimento dos materiais antes do

23242 Apesar da efetividade comprovada deste

processo de irradiacao
método para a desinfecc¢ao ou esterilizagdo em diversas areas, néo ha relato
de estudos que tenham avaliado a eficiéncia da irradiagéo por microondas na
esterilizacdo de dentes humanos ou bovinos, bem como a sua influéncia

sobre os tecidos minerais desses dentes.



Proposi¢cdo



2 PROPOSICAO

Os objetivos do presente trabalho foram:
1. Analisar a efetividade da irradiagao por microondas na esterilizagao do
esmalte bovino.
2. Avaliar a influéncia da irradiagdo por microondas sobre a microdureza

superficial e resisténcia a desmineralizagdo do esmalte bovino.
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Revisdo da
Literatura



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Métodos de Esterilizacdo de Dentes extraidos

De acordo com Chandler?!, em 1990, apesar do oxido de
etileno ser comumente utilizado como método de esterilizacdo de esmalte
humano e bovino em estudos in situ, esse gas possui alta toxicidade e pode
se tornar explosivo quando misturado ao ar. Além disso, este processo de
esterilizacado requer equipamentos especiais, treinamento profissional para a
sua utilizagdo, demanda muitas horas para ser realizado e raramente esta
disponivel fora de grandes hospitais. Outro fator relevante apontado pelo
autor esta relacionado ao fato da reducéo significativa da disponibilidade de
oxido de etileno num futuro préximo. Dessa forma, de acordo com o autor, a
utilizacdo do Oxido de etileno como método de esterilizagdo nédo €
recomendavel e, para o desenvolvimento de pesquisas envolvendo
fragmentos dentais, outros métodos de esterilizacdo deveriam ser utilizados.
Com o objetivo de se determinar a viabilidade de métodos alternativos de
esterilizacdo de esmalte, esse autor analisou alteragbes ocorridas na
morfologia superficial e na microdureza de amostras de esmalte bovino
submetidas ao processo de esterilizagdo por Oxido de etileno, autoclave
(132°C por 15 minutos) ou irradiagdo gamma (dose de 25 kGy por 28 h).
Para a analise da morfologia superficial, trés pares de amostras de esmalte
com dimensdes de 3 x 4 mm foram obtidas do mesmo incisivo bovino,
polidas e divididas em grupos experimentais e controles. Uma amostra de
cada grupo experimental foi submetida a um dos trés tipos de esterilizagao,
tendo sido, em seguida, preparadas para analise em microscopio eletrénico
de varredura com aumento de 500 X. Para a avaliagdo da microdureza,
dezoito amostras de esmalte bovino de 3 x 4 mm foram polidas e divididas e

trés grupos (n=6): 6xido de etileno, autoclave e irradiacdo gamma. Antes e
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apos o processo de esterilizagdo, cada amostra foi submetida ao teste de
microdureza Knoop, realizando seis indentacdes na superficie do esmalte,
sob carga de 50 gf. Os resultados obtidos por este estudo indicaram que os
métodos de esterilizacdo avaliados nao produziram alteragbes significantes
na morfologia superficial das amostras de esmalte bovino. A esterilizagao por
meio de autoclave produziu uma diminuicdo significativa da microdureza
superficial do esmalte bovino, enquanto nenhuma alteragdo foi observada
nos grupos submetidos a esterilizacdo por 6xido de etileno e irradiagcao
gamma. Portanto, o método de esterilizagdo de amostras de esmalte por
meio de irradiagdo gamma apresenta-se como o substituto mais apropriado
para o 0xido de etileno.

A utilizacdo de dentes extraidos, de origem humana ou bovina,
como fonte de substrato para a realizacdo de estudos in situ, foi abordada
por Mellberg55, em 1992. De acordo com o autor, os estudos in situ, podem
ser divididos em dois tipos: os que avaliam os fatores que afetam a formacéao
das lesbes de carie ou a remineralizacédo e aqueles que avaliam os efeitos
dos tratamentos na remineralizagdo ou prevencao da desmineralizagdo. As
pesquisas realizadas in situ estdo sujeitas a um grande numero de variaveis,
sendo assim, a determinagdo do substrato a ser utilizado depende
principalmente do objetivo de cada estudo. Os dentes humanos sao
considerados a fonte mais apropriada de substrato para a realizacdo de
pesquisas in situ que envolvam ambos os processos de desmineralizagao e
remineralizacdo. No entanto, cada substrato apresenta vantagens e
limitacbes. Portanto, fatores como a disponibilidade, necessidade diminuicao
dos fatores de variacéo e de padronizagcdo das amostras, técnicas analiticas
utilizadas, reprodutilibilidade dos resultados e, também, a experiéncia
pessoal do pesquisador, devem ser considerados para a escolha entre

dentes de origem humana ou bovina.
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White, Hays®®, em 1995, relatam que os dentes humanos
extraidos sao considerados uma fonte potencial de microrganismos
patogénicos. A vascularizagdo, presente nos tecidos pulpares e
perirradiculares dos dentes, torna possivel a presenca de virus e muitos
outros patégenos transmitidos pela via sanguinea. Dessa forma, os autores
sugerem que os dentes extraidos destinados as pesquisas devam ser
esterilizados antes da sua utilizagdo. Para avaliar a efetividade do 6xido de
etileno na esterilizacdo de dentes extraidos, os autores realizaram um estudo
microbioldgico, utilizando molares de origem humana extraidos. Para isso,
uma cavidade era confeccionada na superficie oclusal de cada um dos
dentes e, em seguida, uma perfuracdo em direcdo a camara pulpar era
realizada. Por meio desta perfuragdo, uma solugéo contendo endosporos de
Bacillus subtilis, microrganismo indicador de esterilizagdo, foi injetada no

interior da polpa e, em seguida, a cavidade foi selada com material

restaurador. Os dentes foram divididos em 3 grupos: | — tratamento com
oxido de etileno a 30°C durante 250 minutos (n=22), Il — tratamento com
oxido de etileno a 63°C durante 130 minutos (n=10) e lll — controle ndo

esterilizado (n=10). Apdés o procedimento experimental, todos os dentes
tiveram o tecido pulpar exposto com o auxilio de um instrumento de corte
esterilizado e, em seguida, assepticamente transferidos para tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo nutriente e incubados a 37°C durante 7 dias.
Decorrido este periodo, a presencga de crescimento microbiano, evidenciada
pela turvagdo do meio, foi avaliada. Os meios de cultura que apresentaram
crescimento foram semeados em placas contendo o meio TSB (Tryptic Soy
Broth). A presenca de endosporos viaveis de B. subtilis foi verificada pelo
desenvolvimento de colénias de pigmentagdo vermelha. Os resultados
obtidos por este estudo indicam que nenhum dos dois tratamentos com 6xido
de etileno foi capaz de esterilizar todos os dentes testados. Endosporos

viaveis de B. subtilis foram encontrados em mais de 60% das amostras
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submetidas ao tratamento com éxido de etileno. Foi possivel concluir que o
oxido de etileno ndo pode ser considerado um método efetivo de
esterilizacao de dentes extraidos.

Um artigo de revisdo de literatura realizada por Zero®, em
1995, teve o objetivo de avaliar os diferentes fatores que influenciam o
desenvolvimento das pesquisas realizadas in situ. Foi realizada uma ampla
abordagem dos estudos in situ realizados até aquele momento, que incluiu
além das vantagens e desvantagens, aspectos relacionados aos tipos de
estudos, tipos de substrato e técnicas de avaliagcdo utilizadas e, ainda,
consideracdes sobre a importancia da validacao de tais estudos. Os tipos de
estudo in situ foram divididos em 3 categorias: os que posicionam os blocos
de esmalte em aparelhos removiveis, os que fixam os blocos de esmalte aos
dentes naturais dos pacientes e os estudos realizados com amostras
seccionadas (fixas ou removiveis). Os fatores que exercem grande influéncia
sobre os resultados de destes estudos estdo relacionados aos parametros
experimentais e sua dificuldade de padronizagédo. A selecdo dos pacientes
deve considerar fatores demograficos como idade, género e etnia, estado
geral de saude, habitos alimentares e caracteristicas da saliva (fluxo e
composigcado). O tipo de estudo in situ deve considerar os objetivos da
pesquisa, maximizando a relevancia clinica, minimizando os fatores de
variacao e mantendo um alto padréo ético. A definicdo do tipo de substrato
dental (origem humana ou bovina), do método de esterilizacédo e das técnicas
de avaliacdo do substrato que serdo utilizados, apresenta grande influéncia
sobre os resultados. Dessa forma, o autor conclui que o aumento na
padronizagédo dos parametros experimentais é essencial para a manutencao
do alto nivel de relevancia clinica destes estudos.

Diferentes métodos de esterilizacdo de dentes extraidos foram
abordados por DeWald®*, em 1997, em um artigo de revisao, que abordou os

efeitos causados por estes procedimentos aos dentes utilizados em
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pesquisas de materiais restauradores. Os artigos foram analisados, tiveram
seus resultados comparados e descritos de acordo com o método de
esterilizacdo de dentes utilizado no estudo. O éxido de etileno ndo provocou
alteragdes na permeabilidade dentinaria ou na forga de adesdo dos materiais
restauradores aos tecidos dentais, entretanto, foi considerado um método de
esterilizacdo ineficaz. A utilizacdo da imersdo em formalina apresentou
resultados extremamente variados a respeito dos efeitos provocados a
dentina utilizada em testes de adeséo, além disso, ndo foi observada uma
padronizagcéo do tempo de imerséo necessario para esterilizar os dentes. A
esterilizacdo por meio de autoclave ndo provocou alteragbes na forga de
adesao ou na permeabilidade da dentina. A irradiagdo gamma nao promoveu
alteracdes na estrutura dental, apesar disso, ndo foram encontrados estudos
especificos de adesdo dentinaria envolvendo este método de esterilizago.
Dessa forma, os dentes utilizados em pesquisas que envolvam teste de
adesao devem ser esterilizados por meio de autoclave.

Amaechi et al.®, em 1998, desenvolveram um estudo com o
objetivo de avaliar a efetividade de métodos de esterilizagdo para o esmalte
dental utilizado em testes de cariogenicidade intra-orais, e seus efeitos sobre
a desmineralizagdo do esmalte. Coroas de 20 incisivos bovinos foram
seccionadas verticalmente em cinco por¢des. Cada porgédo foi designada
para um dos cinco grupos: | — controle — ndo esterilizado, Il — irradiagao
gamma (25 kGy por 5 dias), lll — autoclave (121°C por 15 min), IV —
hipoclorito de sédio 12% (pH 12,5 por 24 h) e V — iodine-povidine 7,5% (pH
5,3 por 24 h). Apds a esterilizacdo, todas as amostras foram imersas em
caldo nutriente e incubadas em condi¢cdes de aerobiose a 37°C por 24 h. Em
seguida, os meios foram diluidos, semeados em placas agar sangue,
incubados e submetidos a contagem de ufc/ mL. Posteriormente, todas as
amostras foram imersas em solucdo desmineralizante (pH 4,5) para a

producgéo de lesdes de carie. As amostras foram preparadas, analisadas em



27

microscopio de luz polarizada e submetidas a microrradiografias transversais
para a quantificacdo da perda mineral e profundidade das lesbes. Os
resultados obtidos indicaram que o crescimento microbiolégico ocorreu
apenas nas amostras do grupo controle, demonstrando a eficacia dos
métodos de esterilizacao utilizados. A analise em microscopio, com aumento
de 450 X, comprovou a presenca de lesbdes de carie nas amostras de todos
os grupos. Alteragcbes macroscopicas na superficie do esmalte foram
observadas nos grupos iodine-povidine (lesées brancas), hipoclorito de sodio
(clareamento) e irradiacdo gamma (mudancga para a cor creme). Apesar
disso, nenhum dos grupos apresentou diferenca estatisticamente significante
nos valores de perda mineral e profundidade de lesdo quando comparados
ao grupo controle. Os autores concluem que todos os métodos de
esterilizacdo avaliados sao efetivos, no entanto, com base nos valores
numéricos de perda mineral e profundidade de lesdo, o esmalte utilizado em
testes de cariogenicidade deve ser esterilizado por meio da irradiagédo
gamma.

Diferentes métodos de esterilizacdo foram avaliados por
Amaecha et al.?, em 1999, quanto a sua influéncia sobre a estrutura das
amostras de esmalte bovino com caries artificiais. As lesdes de carie foram
induzidas artificialmente em 40 incisivos bovinos, que foram distribuidos em
quatro grupos (n=10), com os seguintes protocolos de esterilizagdo: | —
irradiacado gamma (dose de 25 kGy por 5 dias), Il — autoclave (121°C por 15
min), lll — solugdo de hipoclorito de sddio 12% (24 h) e IV — solugéo de
iodine-povidine 7,5% (durante 24 h). Ap6s os procedimentos de esterilizagéo,
testes microbioldgicos foram realizados para comprovar a eficacia dos
métodos utilizados. As amostras dos grupos controles e experimentais foram,
individualmente, colocadas em frascos contendo caldo nutriente BHI e
incubadas a 37°C durante 7 dias em condi¢bes de aerobiose e anaerobiose.

Apods este periodo, o crescimento de microorganismos foi avaliado pela
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presenca ou auséncia de turvagédo nos meios de cultura. Os meios de cultura
que apresentaram turvacao foram diluidos, semeados em placas de agar
sangue e novamente incubados. A presenga de microrganismos viaveis foi
verificada por meio do crescimento de coldénias nas placas semeadas.
Posteriormente, as amostras dos grupos controles e esterilizados foram
analisadas em microscépio de Iluz polarizada e submetidas a
microrradiografias transversais, para quantificacdo da perda mineral e da
profundidade das lesbes. Os resultados obtidos demonstraram que o
crescimento microbiolégico ocorreu apenas nas amostras dos grupos
controle, comprovando a eficacia dos métodos de esterilizacao utilizados. A
analise realizada em microscopio de luz polarizada, com aumento de 450 X,
constatou a presenca de lesdes de carie em todas as amostras e nao revelou
alteragbes na morfologia superficial das lesdes das amostras esterilizadas
em relacao aquelas dos grupos controles. No entanto, as amostras do grupo
esterilizado em autoclave apresentaram aumento significativo nos valores de
perda mineral e profundidade da lesdo. O grupo esterilizado por hipoclorito
de sodio apresentou aumento significativo da perda mineral e clareamento
das amostras e das lesdes. A esterilizagdo por irradiagdo gamma alterou a
coloracao das amostras e das lesdes para a cor creme. Embora nao tenha
sido significativo, foi observado um aumento na perda mineral das amostras
do grupo esterilizado com iodine-povidine em relacdo ao grupo controle.
Considerando a quantidade de efeitos adversos causados pelos demais
métodos, a irradiagdo gamma mostrou-se o método mais aceitavel de
esterilizacdo para amostras de esmalte utilizadas em testes de
cariogenicidade.

Dando continuidade a esse estudo, Amaechi et al.*, também
em 1999, avaliaram a capacidade da irradiacdo gamma de esterilizar
amostras de esmalte bovino sem causar danos estruturais. Incisivos bovinos

foram utilizados para a obtencédo de 160 amostras de esmalte, divididas em 8
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grupos (n=20), sendo um controle - n&o irradiado e sete grupos
experimentais, submetidos a diferentes doses de irradiagdo gamma: 2248,
2856, 3264, 3672, 4080, 4488 ou 4896 Gy, respectivamente. Diferentes
doses de irradiacdo gamma foram obtidas pela variagcdo no tempo de
exposicdo das amostras. Ap6s a irradiacdo, 0s grupos controle e
experimentais tiveram suas amostras imersas, individualmente, em frascos
contendo caldo nutriente e incubadas a 37°C por 7 dias em condi¢cbes de
aerobiose e anaerobiose. O crescimento microbiolégico foi avaliado pela
presenca ou auséncia de turvagdo nos meios. Na presenca de turvagéo, os
meios foram diluidos, semeados em placas agar sangue, incubados e
submetidos a contagem de ufc/ mL. Em seguida, lesbes de carie foram
produzidas em cada amostra e a perda mineral foi quantificada por meio de
microrradiografias transversais. Os resultados indicam que ndo ocorreu
diferenca estatisticamente significante entre os grupos com relacdo aos
valores de perda mineral, no entanto, a irradiagdo gamma aplicada em doses
superiores a 4080 Gy promoveu alteracao da coloracédo do esmalte para cor
creme. Além disso, os testes microbiolégicos demonstraram que n&do ocorreu
esterilizacdo nos grupos irradiados com doses inferiores a 4080 Gy. Desse
modo, dentre as doses de irradiagdo gamma avaliadas, apenas a de 4080
Gy foi capaz de esterilizar as amostras sem causar danos a integridade
estrutural do esmalte bovino.

A realizagcdo de estudos in situ para o desenvolvimento de
pesquisas de cariogenicidade foi abordada por Sonju Clasen, Ogaard’?, em
1999. Neste artigo de revisdo, foram utilizados estudos de desmineralizagédo
in situ publicados até o inicio 1999, com o objetivo de avaliar a como os
resultados das pesquisas podem ser influenciados pelo método de
esterilizacao e pelo tipo substrato dental utilizado. As técnicas de avaliagcéo
das alteracbes no conteudo mineral das amostras de esmalte foram

utilizadas para a avaliagdo. A microrradiografia transversal é considerada
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padrao ouro para a analise da desmineralizacdo, devido a maior precisao na
determinagdo do conteudo mineral, porém requer destruicdo controlada da
amostra para a realizacdo da analise. Dessa forma, técnicas alternativas
como a microdureza superficial em secc¢do longitudinal também tem sido
utilizadas. A utilizacdo de esmalte proveniente de dentes bovinos foi
considerada vantajosa e de boa reprodutibilidade. Dentre os métodos de
esterilizacdo, a utilizacao do 6xido de etileno ndo foi recomendada devido a
sua toxicidade e aos relatos contestando sua eficacia. A esterilizacdo em
autoclave foi considerada eficaz, porém, pode causar danos a estrutura
dental. Dessa forma, a irradiacdo gamma foi considerada o método de
esterilizacdo de escolha para a realizagdo de estudos envolvendo desafios
cariogénicos.

Toro et al.’®

, em 2000, considerando a importancia da
esterilizacdo das amostras de esmalte utilizadas nas pesquisas in situ,
realizou um estudo para avaliar a influéncia dos métodos de esterilizagcao
sobre amostras de esmalte com lesbes de carie submetidas a ciclagem de
pH acrescida de fluor. As amostras de esmalte foram esterilizadas por meio
de autoclave ou exposicéo ao 6xido de etileno, e tiveram seu comportamento
comparado as amostras imersas em solugédo desinfetante a base de alcool.
As amostras de esmalte foram obtidas a partir de dentes humanos,
submetidas ao processo de indugéo de lesbes de carie por meio de imerséo
em solugcédo desmineralizante. Em seguida, as amostras foram divididas em 3
grupos (n=24): | — esterilizagdo por meio de autoclave, Il — esterilizagdo por
meio de 6xido de etileno e Il — desinfeccao por meio de imersao em solugao
de etanol 70% (10 minutos). ApOs este procedimento, todas as amostras
foram submetidas a ciclagem de pH com adicao de fluor. Posteriormente, o
flior presente nas amostras foi quantificado por meio de bi6psia e foram
realizadas microrradiografias transversais para a analise do conteudo mineral

e profundidade das lesdes. Os resultados obtidos indicam que a absor¢ao de
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fldor foi estatisticamente diferente entre os 3 grupos. Os dados obtidos pelas
microrradiografias demonstram que as amostras do grupo esterilizado em
autoclave apresentaram alteragdes no desenvolvimento das lesbes de carie.
Deste modo, considerando que a imers&o em solugao de formalina ou etanol
70% promovem apenas desinfecgdo, e que a utilizacdo de autoclave
ocasiona alteragbes no comportamento das amostras, foi recomendado que
a esterilizacdo das amostras de esmalte para estudos in situ seja realizada
por meio de 6xido de etileno.

A efetividade de diferentes métodos de
desinfeccao/esterilizagdo dental foram avaliados por Dominici et al.?’, em
2001. Cento e dez molares higidos foram selecionados para a realizagdo do
estudo e armazenados em solugédo salina tamponada. Os dentes foram
submetidos a um processo de abertura coronaria e tiveram o tecido pulpar
removido. Esporos de B. stearothermophilus, microorganismo considerado
resistente a altas temperaturas, foram utilizados para verificar a efetividade
dos métodos de esterilizacao testados. Os dentes foram inoculados com uma
aliquota contendo o microorganismo, selados com material restaurador e
incubados por 20 horas em tubos de ensaio contendo solugéo salina estéril.
Os dentes foram, entado, divididos em onze grupos (n=10). Sete grupos foram
submetidos a desinfec¢ao por imersao em solugéo durante uma semana: | —
solucéo salina estéril (controle), Il — NaOCI 5.25%, lll - NaOCl 2.6%, IV -
NaOCl 1%, V - formalina 10%, VI - glutaraldeido 2% e VIl — aménia
quaternaria 0,28%. Os demais grupos foram submetidos a: VIl — formalina
10 % (imers&o por 2 dias), IX - formalina 10 % (imersao por 4 dias), X —
autoclave (115,5°C por 20 minutos) e Xl — autoclave (115,5°C por 40
minutos). Ap6s o processo de desinfeccao/esterilizacdo os dentes foram,
assepticamente, secionados e transferidos individualmente para tubos de
ensaio contendo meio de cultura. A presenca de crescimento de

microorganismos (turvacao) foi verificada apdés 48 horas. Os resultados



32

obtidos demonstraram que apenas os procedimentos de emprego da
autoclave (40 minutos) ou imersdo em formalina 10% (1 semana) foram
efetivos na inibicdo do crescimento microbiano em 100% das amostras
avaliadas. De acordo com a analise estatistica, estes dois métodos
mostraram-se significativamente melhores que os demais métodos de
esterilizacado dental avaliados.

Recomendacgbes para a prevencao e controle da propagacao
de doencas infecciosas, a que sao submetidos os profissionais da area de
saude em ambiente odontoldgico, foram feitas pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)®, em 2003. Os dentes extraidos que
contenham restauracdes de amalgama e que forem destinados a finalidades
educacionais ou de pesquisas, podem ser desinfectados por meio da
imersdao em solugdes quimicas germicidas, no entanto, o potencial de
infeccdo é apenas reduzido por meio deste procedimento. Dessa maneira,
dentes que nao contenham restauracbes de amalgama devem ser
esterilizados, tendo sido sugerida a utilizacdo de autoclave com ciclo de 40
minutos, procedimento considerado efetivo na inativagdo dos microrganismos
patogénicos, mas, que promove alteragdes estruturais nos tecidos dentais.

Rodrigues et al.®®

, em 2004, avaliaram a influéncia do método
de esterilizagdo por irradiagdo gamma sobre a microdureza e resisténcia a
desmineralizacao do esmalte dental. Trinta molares de origem humana foram
seccionados longitudinalmente e as metades foram divididas, igualmente, em
dois grupos: | - controle — n&o irradiado e Il - irradiagcdo gamma (25 kGy por
14 horas e 49 minutos a 27°C). ApOs a irradiacdo, as porgbes foram
novamente seccionadas, e os grupos subdivididos em amostras polidas
(controle e irradiado) e ndo polidas (controle e irradiado). O teste de
microdureza superficial Knoop foi realizado nas amostras polidas dos grupos
controle e irradiado, por meio de 5 indentacdes (25 gf por 5 seg). Em

seguida, para avaliar a resisténcia a desmineralizacdo, todas as amostras
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foram submetidas a ciclagem de pH e a perda mineral foi calculada por meio
dos valores de microdureza longitudinal, nas profundidades de 10, 30, 50,
70, 90, 110, 200 e 300 ym. Os resultados demonstram que a irradiacao
gamma produziu alteragao na coloragédo do esmalte em todas as amostras
esterilizadas. No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes nos valores de microdureza superficial e perda mineral, quando
as amostras esterilizadas foram comparadas com aquelas dos grupos
controle. A perda mineral foi significativamente maior nas amostras polidas,
tendo esse efeito ocorrido independentemente da esterilizagéo. Dessa forma,
foi concluido que a esterilizagcdo de amostras de esmalte dental por meio da
irradiacdo gamma, na dose de 25 kGy, ndo produz alteracbes na
microdureza superficial e resisténcia a desmineralizagdo do esmalte.

No ano de 2005, Kumar et al.*® realizaram um estudo para
avaliar a efetividade de diferentes métodos de esterilizacdo de dentes.
Sessenta dentes de origem humana foram divididos em seis grupos (n=10) e
submetidos aos seguintes tratamentos: | — formalina 10% (por 7 dias), Il —
peréxido de hidrogénio 3% (por 7 dias), Ill — hipoclorito de sédio 2,6% (por 7
dias), IV — agua em ebulicdo (100°C por 20 min), V — autoclave (121°C por
30 min) e VI — solugdo salina por 7 dias (controle). Em seguida, os dentes
foram imersos, individualmente, em caldo nutriente e incubados a 37°C por
48 h. Apos este periodo, o crescimento de microrganismos foi verificado pela
presenca ou auséncia de turvacédo nos meios de cultura. Os meios de cultura
que nao apresentaram turvacdo foram considerados estéreis. Os resultados
demonstraram que apenas os tratamentos com formalina 10% por 7 dias e
autoclave 121°C por 30 min foram efetivos para a esterilizagdo dos dentes. A
utilizacdo de agua em ebulicdo ou perdxido de hidrogénio 3% promoveu
desinfecgdo dos dentes. Todos os dentes tratados com hipoclorito de sodio
2,6% apresentaram crescimento microbiano, assim como os dentes do grupo

controle. Os autores concluiram que a desinfecgao/ esterilizacdo dos dentes
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extraidos que nao contenham restauragbes de amalgama deve ser realizada
por meio de autoclave, e que os dentes que contenham amalgama devem
ser esterilizados por meio de formalina.

Berrocal et al."?

, em 2006, realizaram um estudo para avaliar a
eficacia do laser erbium: yag como método de esterilizagdo de estruturas
dentais utilizadas em testes in vitro. Foram utilizados 47 dentes de origem
humana, divididos em 4 grupos: | - controle — ndo esterilizado (n=10), Il —
irradiados com 250 mJ (n=13), lll — irradiados com 350 mJ (n=12) e IV —
irradiados com 450 mJ (n=12) de laser erbium: yag. Apds o procedimento
experimental, todos os dentes foram imersos em caldo nutriente e incubados
por 72 h a 37°C, sob condi¢cdes de aerobiose e anaerobiose. O crescimento
de microorganismos foi verificado visualmente apos 24, 48 e 72 h, pela
presenca ou auséncia de turvagcdo nos meios. Posteriormente, culturas
microbioldgicas foram realizadas em placas agar sangue para confirmar os
achados da inspecédo visual. Os resultados obtidos indicam que o
crescimento microbiolégico ocorreu em 100% das amostras do grupo
controle e foi estatisticamente diferente dos grupos irradiados. Nos grupos
irradiados, a esterilizacao foi observada em 30,8, 58,4 e 66,7% das amostras
dos grupos I, lll e IV, respectivamente. Um aumento na porcentagem de
amostras esterilizadas foi observado com o aumento da intensidade da
irradiacao. Dessa forma, o laser erbium: yag foi capaz de esterilizar parte das
amostras avaliadas, e pode ser considerado, entdo, um método de
desinfec¢ao das estruturas dentais utilizadas em testes in vitro.

Os dentes extraidos, normalmente sdo armazenados em
solugcbes antes de serem submetidos ao processo de esterilizagdo. As
solucbes de armazenamento e os métodos de esterilizacdo podem
influenciar o desempenho destes tecidos em testes de cariogenicidade e o
seu comportamento frente a materiais restauradores. Lee et al.®®, em 2007,

realizaram um estudo para avaliar os efeitos das solugcdes de
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armazenamento e dos métodos de esterilizagdo sobre a forca de adeséo de
uma resina a dentina. Foram utilizados 170 incisivos bovinos, divididos em 6
grupos com diferentes solu¢cdes de armazenamento: | — agua destilada
(n=30), Il — cloreto de so6dio 0,9% (n=30), lll — cloramina-t 0,5% (n=30), IV —
hipoclorito de sodio 5,25% (n=30), V — glutaraldeido 2% (n=30) e tamp&o
formalina neutro 10% (n=20). Amostras dentais provenientes das coroas
foram armazenadas por 60 dias a 37°C. Em seguida, para avaliar a influéncia
dos métodos de esterilizagdo, 10 amostras de cada grupo foram
autoclavadas durante 40 minutos e, simultaneamente, outras 10 amostras de
cada grupo (exceto do grupo tampao formalina), foram armazenadas em
tampao formalina 10% por 14 dias. Apés a esterilizagéo, todas as amostras
foram embutidas em resina epdxi, polidas, submetidas a condicionamento
acido e aplicagdo de adesivo. Cada amostra recebeu uma restauracédo em
resina de 2,38 mm?, que teve sua forca de adeséo avaliada ap6s 24 h. Os
resultados demonstram que a esterilizacdo em autoclave altera
significativamente a for¢ca de adeséo das amostras dos grupos armazenados
em agua destilada (diminui), formalina (diminui) e hipoclorito de sbédio
(aumenta). Enquanto isso, as amostras dos grupos armazenados em cloreto
de sodio e hipoclorito de sddio tiveram aumento significativo na forca de
adesdo quando esterilizados por meio de formalina. A solugdo de
armazenamento alterou significativamente a forca de adesdo, exceto na
amostras do grupo formalina, que permaneceram nesta solu¢do durante o
armazenamento e esterilizacdo. Dessa forma, foi concluido que a melhor
opgao para a esterilizagdo de dentes bovinos utilizados em testes de adeséao
€ a imersdo em solugéo de formalina 10%.

Diferentes métodos comumente utilizados na desinfec¢ao/
esterilizacdo de dentes extraidos foram avaliados por Lolayekar et al.>® no
ano de 2007. Oitenta dentes higidos de origem humana foram selecionados,

armazenados em agua destilada e divididos em oito grupos (n=10): | —
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formalina 10%, Il — perdéxido de hidrogénio 3%, Ill — NaoCl 5,25%, IV —
glutaraldeido 2%, V — timol 0,1%, VI — 4gua em ebulicdo (20 minutos), VIl —
autoclave (121°C por 30 minutos) e VIII — solugao salina (controle). Apds o
processo de desinfecgéo/esterilizacao, os dentes foram, individualmente,
transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura TSB e
incubados a 37°C por 48 horas. Apo6s o periodo de incubagdo, o
desenvolvimento de microorganismos foi avaliado pela presenca de turvagao
nos meios de cultura, sendo a auséncia de turvagéo considerada indicadora
da efetividade dos métodos de desinfeccao ou esterilizagdo dental avaliados.
Os resultados obtidos constataram que o desenvolvimento de
microorganismos foi observado em todos os tubos referentes ao grupo
controle e ao grupo submetido a imersdo em solugao de timol (0,1% por 7
dias). A utilizagdo dos métodos de imersao em glutaraldeido (2% por 7 dias),
agua em ebuligdo (20 minutos) e perdxido de hidrogénio (3% por 7 dias),
promoveram desinfeccdo das amostras. A eficiéncia na esterilizacédo de
100% das amostras avaliadas foi obtida apenas nos grupos referentes aos
métodos autoclave (121°C por 30 minutos), hipoclorito de sédio (5,25% por 7
dias) e formalina (10% por 7 dias). Com base nos resultados observados, a
escolha do método de esterilizagdo dental deve ser criteriosa e levar em
consideracdo além da sua efetividade, as desvantagens relacionadas a
utilizacdo de cada método.

Thomas et al.””, em 2007, avaliaram a influéncia do método de
esterilizacdo por Oxido de etileno na resisténcia a desmineralizacédo de
amostras de dentina e esmalte. Para isso, molares e pré-molares de origem
humana foram utilizados para a obtencao de 32 amostras de esmalte e 32
amostras de dentina, com dimensdes de 3,2 x 3,2 x 1,5 mm. Para cada
tecido, 4 blocos de resina contendo 8 amostras foram confeccionados, de
maneira que apenas uma face de cada amostra ficasse exposta. Dezesseis

amostras de cada tecido foram esterilizadas com 6xido de etileno e outras
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dezesseis foram reservadas como grupo controle (sem esterilizacéo). Para
analise da influéncia da esterilizagéo sobre a perda mineral e a profundidade
de leséo, as amostras foram submetidas a desmineralizagdo por 2 semanas,
tendo sido, em seguida, analisadas por meio de microrradiografias
transversais. Os resultados obtidos demonstram que a esterilizagdo por meio
de oxido de etileno ndo alterou a resisténcia a desmineralizacdo da dentina.
Entretanto, a profundidade das lesbes de esmalte foi significativamente
diminuida nas amostras do grupo submetido a esterilizacdo. Apesar disso, os
autores consideraram esse efeito irrelevante para a realizacéo de estudos in
situ que envolvam desafios cariogénicos.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da esterilizagdo por meio
de irradiagcdo gamma sobre as propriedades nano-mecanicas da dentina e do
esmalte, foi realizado um estudo por Brauer et al.', em 2008. Dezoito
terceiros molares de origem humana foram distribuidos em 3 grupos (n=6): |
— controle nao irradiado, Il — irradiagdo gamma (7 kGy por 40 h) e lll —
irradiagdo gamma (35 kGy por 200 h). Apds a irradiagdo, as coroas dos
dentes foram seccionadas oclusalmente, polidas e submetidas a quatro
sequéncias (2 na face vestibular e 2 na face lingual) de 6 nano-indentagdes,
sob carga de 400 uN em dentina e 2000 uN em esmalte. O modulo elastico e
a dureza de cada tecido foram calculados a partir dos valores obtidos por
meio de nano-indentacdes. Os resultados obtidos para esmalte e dentina
demonstraram que nao ocorreu diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos, tanto em relagdo ao mddulo elastico quanto em relagéo a dureza.
Dessa forma, a esterilizagcdo de dentes por meio da irradiacdo gamma nao
provoca alteragdes nas propriedades nano-mecanicas do esmalte e da

dentina.
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3.2 Utilizacao da Irradiacdo por Microondas como Método de
Esterilizacao

Em 1965, Olsen>® avaliou a efetividade da irradiacdo por
microondas na reducdo da quantidade de fungos presentes em pées.
Esporos de trés fungos comumente encontrados nesse tipo de alimento
(Aspergillus niger, Penicillium spp. e Rhizopus nigicans) foram cultivados em
tubos contendo caldo nutriente e incubados durante sete dias. Apds a
incubacgao, aliquotas contendo amostras deste foram inoculadas em fatias de
paes produzidos com ou sem a incorporagdo de conservante. As fatias de
paes foram irradiadas por 2 minutos em um aparelho de microondas nao
convencional a 5000 W. Apoés a irradiagao, a regido dos paes inoculada com
os microrganismos foi removida, macerada e inserida em recipientes
contendo 50 mL de agua destilada. Os recipientes foram agitados por 10
minutos, e aliquotas da solugdo resultante foram semeadas em placas de
Petri ou tiveram o numero de esporos viaveis contados em uma camara
hemocitométrica. O niumero de colbnias e de esporos viaveis foi comparado
com amostras obtidas a partir de paes nao irradiados, mas que foram
submetidos a mesma temperatura atingida pela irradiacdo. Foi observado
gue os numeros de esporos viaveis e de colbnias dos trés fungos avaliados
foram significativamente reduzidos apo6s a irradiagdo por microondas. De
acordo com o autor, foi demonstrado na literatura que as espécies de
Aspergillus e Penicillium s&o inativadas em temperaturas entre 54,11°C a
56,88°C, quando mantidas por 20 minutos. No entanto, a maior temperatura
registrada no aparelho de microondas utilizado nesse estudo foi de 51,33°C.
Considerando-se o tempo de exposicao utilizado (2 minutos) e a
incapacidade das amostras de paes utilizadas reterem a temperatura
atingida por tempo maior do que 5 a 10 minutos, o autor concluiu que a

reducdo no numero de esporos apds a irradiagdo nao foi provavelmente
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originada de um efeito térmico convencional. Além disso, foi sugerido que as
solucgdes salinas presentes no citoplasma dos esporos poderiam representar
um alvo preferencial para a energia de microondas, o que leva a temperatura
interna desses microrganismos a exceder o suficiente para promover lise ou
inativacao.

O objetivo do estudo de Carrol, Lopez'’, em 1969, foi avaliar a
possibilidade da existéncia de um efeito ndo térmico de inativagdo de
microrganismos pelas microondas. Para os procedimentos experimentais, foi
utilizado um aparelho de microondas ndo convencional sob poténcia de 500
W. O efeito das alteragbes de pH sobre os microrganismos testados
(Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Bacillus subtilis) foi avaliado
por meio da imersdo dos mesmos em diferentes solugdes com pHs
especificos. Para o cultivo nas placas de Petri, os microrganismos foram
previamente inoculados em alimentos (leite, suco de tomate e suco de
laranja) e irradiados por periodos entre 16 e 64 minutos. Os autores
observaram que ndo houve diminuicdo significativa do numero dos
microrganismos testados nas solugdes com diferentes valores de pH. Apés a
irradiacao por microondas, ndo foi observada reducéo de S. cerevisiae e E.
coli previamente inoculados no leite e no suco de tomate. Para o suco de
laranja, foi observada reducéo progressiva dos numeros de microrganismos
com o aumento do tempo de exposi¢cdo as microondas. A variabilidade dos
resultados obtidos levou os autores a sugerirem que a composi¢ao quimica
da suspensao irradiada e a das células microbianas poderiam explicar os
efeitos ndo térmicos provenientes das microondas. Além disso, os autores
relataram que existe a possibilidade da ocorréncia de lise celular devido a
rapida oscilagdo das cargas celulares elétricas negativas em decorréncia de
interagdo com o campo eletromagnético das microondas. Essa oscilagao,
segundo os autores, pode exceder os limites elasticos da estrutura celular,

promovendo seu rompimento. Foi também enfatizado que, como a energia



40

das microondas é absorvida seletivamente por certas moléculas constituintes
de uma célula microbiana, tais como DNA ou proteinas essenciais, a
desnaturagdo irreversivel dessas estruturas pode ocorrer, e o0s
microrganismos seriam inativados mesmo em niveis baixos de calor.

Culkin, Fung®, em 1975, avaliaram a efetividade e o
mecanismo de agdo da irradiacdo por microondas na eliminagcdo de
microrganismos presentes em alimentos. Para a realizacdo dos
experimentos, as bactérias selecionadas (Salmonella typhimurium e E. coli)
foram inoculadas em alimentos liquidos (sopa de tomate, sopa de vegetais e
caldo de carne). O numero de células viaveis tanto nos alimentos crus
quanto nos cozidos, para porgdes individuais (200 mL) ou triplas (600 mL),
foi determinado por semeadura em placas de Petri incubadas a 37°C por 24
horas. A irradiagdo das sopas inoculadas foi realizada em periodos
superiores a 150 segundos para porg¢des individuais e a 10 minutos para as
por¢cdes triplas. Tiras térmicas de papel foram utilizadas nas mensuragdes
das temperaturas das sopas irradiadas. Os resultados evidenciaram reducéo
progressiva na viabilidade das bactérias avaliadas de acordo com o aumento
do tempo de exposi¢cdo as microondas. Foi observado padrédo similar para o
aquecimento das sopas avaliadas, de forma que a maior temperatura foi
observada na regiao intermediaria. Segundo os autores, se a acgao letal da
energia de microondas fosse atribuida ao efeito do calor produzido pelas
microondas, seria esperado que 0s microrganismos da regido de maior
temperatura apresentassem os menores valores de viabilidade microbiana.
Entretanto, foi evidenciado que os microrganismos nas regides superficiais,
de temperatura inferior, apresentaram menores niveis de viabilidade quando
comparados aos das regibes intermediarias, que apresentaram maior
temperatura. Considerando esses aspectos, os autores sugeriram que o
mecanismo de acdo das microondas sobre o0s microrganismos pode ser

explicado ndo somente por um efeito térmico, produzido pelo calor gerado



41

com a irradiagdo, mas também por um provavel efeito mecanico resultante
da intensidade do campo das microondas.

Em 1977, varios experimentos foram realizados por Latimer,
Matsen*® com o objetivo de avaliar a eficacia da irradiacdo por microondas
na inativagdo de bactérias patogénicas presentes em um ambiente
laboratorial. As bactérias patogénicas gram-positivas e gram-negativas
selecionadas (B. subtilis, Enterobacter cloacae, K. pneumoniae, Serratia
marcescens, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Streptococcus alpha
hemolitico do grupo D, Enterococcus e S. epidermidis.) foram inoculadas em
caldo nutriente e incubadas durante o periodo noturno a 35°C. Apé6s a
incubagéo, as culturas foram irradiadas por 15, 30, 45 ou 60 segundos. As
amostras foram, entdo, diluidas e semeadas em placas de Petri contendo
agar tryptic soy. Além disso, tiras de papel contaminadas com esporos de
Bacillus stearothermophillus foram irradiadas por um dos seguintes tempos
experimentais: 15, 30, 45 e 60 segundos e 2, 3, 4 e 5 minutos. Apo6s a
exposigao, as tiras foram inoculadas em caldo de tryptic soy e incubadas a
56°C por 72 horas. Em outro experimento, suspensdes de esporos de B.
subtilis foram irradiadas em tempos entre 15 segundos e 11 minutos e
semeadas em placas de agar tryptic soy para quantificacdo dos esporos
viaveis. Além disso, os autores testaram a efetividade das microondas nos
tempos de exposicdo de 5, 10, 15 e 20 minutos na desinfecgdo de
embalagens autoclavaveis contendo placas de Petri plasticas com meio e
cultura contaminado. Em seguida, tiras inoculadas com o meio de cultura
irradiado foram incubadas em caldo de tryptic soy por 48 horas a 35°C. Os
resultados desse estudo evidenciaram esterilizagdo das bactérias
patogénicas gram-positivas e gram-negativas selecionadas apés 60
segundos de exposicdo as microondas. Por outro lado, as tiras de papel
contaminadas com B. subtilis nao foram esterilizadas apdés 11 minutos de

irradiagcdo por microondas. O tempo de exposicdo de 5 minutos as
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microondas foi considerado adequado para assegurar a eliminagdo dos
esporos de B. stearothermophillus presentes nas culturas puras e promover
esterilizacao das placas contaminadas.

A efetividade da irradiagdo por microondas na esterilizagao de
microrganismos patogénicos foi avaliada por Fitzpatrick et al.*', em 1978.
Para os experimentos, foram utilizados tubos de ensaio contendo suspensao
salina de S. aureus, esporos de B.subtilis ou tiras umedecidas com esporos
de B. subtilis. Inicialmente, cada condigdo avaliada foi submetida a cinco
irradiagbes sucessivas de 12 segundos a 1000 W. Esses experimentos
demonstraram que o tratamento, apesar de ter sido efetivo para eliminar
microrganismos em suspensao (S. aureus), foi insuficiente para inativar as
formas esporuladas. A partir desses resultados, os autores realizaram
experimentos com tiras contaminadas por esporos (B. stearothermophilus e
B. subtilis) e umedecidas em agua destilada. Em seguida, essas tiras foram
irradiadas por periodos superiores a 15 e 30 minutos. No entanto, ainda foi
observada cultura positiva para os esporos testados. Com base nessas
observagdes, culturas desses esporos foram incubadas em outros tubos de
ensaio abertos. Entretanto, os experimentos demonstraram crescimento em
todas as culturas avaliadas. Considerando essas observagdes, os autores
realizaram experimentos com tubos de ensaio vedados com roscas e
verificaram que n&o houve crescimento nas culturas avaliadas pelo periodo
de 7 dias. Foi concluido que a esterilizacdo pela energia de microondas
apresentou-se viavel quando o conteudo a ser irradiado era adequadamente
selado e apresentava agua suficiente para a producao de vapor. Com base
nos resultados obtidos, os autores sugeriram que a esterilizacdo ocorreu em
decorréncia de um efeito térmico.

Os efeitos subletais das microondas em células de S. aureus
foram avaliados por Dreyfuss, Chipley?®®, em 1980. Culturas desses

microrganismos em meio liquido foram irradiadas por 10, 20, 30 e 40
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segundos em forno de microondas a 2,45 MHz. Células nao irradiadas foram
utilizadas como controle e outras células foram submetidas a tratamento
térmico em banho-de-agua como paréametro de comparagdo. Os
microrganismos foram cultivados em caldo nutriente e sua viabilidade
avaliada quantitativamente por contagem. As células foram centrifugadas e
ressuspensas em 5 ml de agua destilada para em seguida serem lisadas sob
pressdo. Os lisados e paredes celulares de células irradiadas durante 20
segundos foram analisados quanto a atividades enzimaticas e quanto ao
conteudo de proteinas totais, analisado por meio de um sistema
colorimétrico. Algumas enzimas das células irradiadas tiveram sua atividade
enzimatica aumentada e outras, diminuida, tanto em relacdo ao grupo
controle quanto em relagdo as células aquecida em banho-de-agua. Os
autores afirmaram que houve maior lise das células irradiadas resultando em
uma maior concentracao de proteinas nos extratos obtidos a partir dessas
células e, ainda, puderam concluir que as microondas afetaram a atividade
metabdlica de S. aureus de uma maneira que nao pbde ser atribuida
somente por efeitos térmicos. Os autores destacaram a atividade da enzima
termonuclease que esta relacionada com a estimulacdo de crescimento das
culturas até temperaturas proximas ao ponto de inativagao térmica, que € a
temperatura em que ha uma redugao significativa no numero de células. De
acordo com os resultados obtidos para essa enzima, altas atividades
enzimaticas corresponderam a um grande numero de células viaveis e
baixas atividades corresponderam a baixos numeros de células.

Sanborn et al.69, em 1982, realizaram um estudo com o objetivo
de avaliar o efeito da irradiagcdo por microondas na esterilizacdo de
recipientes plasticos para cultura de células. Recipientes estéreis de varias
marcas e dimensdes foram inoculados com meios de cultura contendo um
dos seguintes microrganismos: E. coli, Pseudomonas fluorescens, K.

pneumoniae, Proteus vulgaris, Spondias Ilutea, Corynebacterium equi,
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Bacillus alvei, Bacillus globigii e Streptococcus faecium. Apos a
contaminagéo, os recipientes foram submetidos a irradiacao por microondas
por tempos de exposicao de 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 ou 600
segundos. Em seguida, as superficies dos recipientes foram recobertas com
meio de cultura, incubadas a 37°C por 48 horas e avaliadas quanto a
presencga de crescimento bacteriano. Além disso, os autores avaliaram se os
recipientes de culturas poderiam ser lavados, esterilizados por microondas e
reutilizados. Para esses experimentos, recipientes utilizados foram
escovados com detergente para remocao de células aderentes e
enxaguados quatro vezes com agua deionizada. Ap6s 2 horas em
temperatura ambiente, os recipientes foram irradiados durante os tempos de
exposicdo previamente selecionados. Em seguida, varios tipos de células
foram colocados nos recipientes. O crescimento dessas células foi
comparado com o de outras colocadas em recipientes novos quanto a
capacidade de aderéncia e formacdo de monocamadas. Os resultados
demonstraram que, apés 3 minutos de irradiagdo, todos os recipientes
contaminados com as bactérias selecionadas foram esterilizados. Os autores
concluiram que nao houve diferenca no crescimento das células colocadas
nos recipientes estéreis e nao reutilizados em relacdo ao crescimento
observado nos recipientes reutilizados apds exposi¢ao as microondas.

O objetivo do estudo de Rohrer, Bulard®®, em 1985, foi avaliar a
efetividade da irradiacédo por microondas na redugdo da infecgdo cruzada
entre consultério odontolégico e laboratério de protese. Os autores
realizaram o0s experimentos com o0s microrganismos inoculados em
recipientes contendo caldo nutritivo, préteses acrilicas com e sem metal,
brocas metalicas ou pegas de mao. Esses materiais foram contaminados
com o0s seguintes microrganismos: trés tipos de bactérias aerdbicas nao
esporuladas (S. aureus, S. epidermidis e K. pneumoniae), uma bactéria

aerbdbica esporulada (B. subtilis), uma bactéria esporulada anaerébica
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(Clostridium histolyticum), um fungo (C. albicans) e dois virus (polio tipo 1 e
H. simplex tipo 1). Para as irradiagdes no forno de microondas, os materiais
foram ou n&o fixados a um dispositivo rotacional tridimensional desenvolvido
pelos autores. Os materiais contaminados foram submetidos as microondas
a uma poténcia de 720 W por 0, 1, 3, 5, 8 ou 10 minutos e incubados a 37°C.
O B. subtilis foi também inoculado em tiras de papel irradiadas por 20
minutos. O crescimento dos microrganismos foi avaliado para todos os
materiais apos 24 e 48 horas pela analise da turvagdo do meio de cultura e
pelo crescimento de coldénias em placas de Petri. Para a avaliacédo da
estabilidade dimensional, as préteses foram imersas em agua por 15 minutos
ou mantidas a seco antes da exposi¢cdo as microondas. Os resultados
obtidos demonstraram que a desinfecgdo por microondas obteve maior
eficacia quando o dispositivo rotacional tridimensional foi utilizado. O caldo
nutritivo contendo uma suspensdo de quatro bactérias aerdbicas e C.
albicans nado demonstrou crescimento microbiano ap6s 10 minutos de
irradiag&o. A inativagao da bactéria esporulada anaerébica C. histolyticum foi
observada apés 3 minutos de irradiacdo. As tiras de papel com a bactéria
esporulada aerdbica B. subtilis demonstraram esterilizacdo apenas apos 15
minutos de exposicdo as microondas. Apos 10 minutos de irradiacdo, as
brocas dentarias e as pecas de mé&o contaminadas com uma suspensao de
quatro bactérias aerébicas foram esterilizadas. As préteses contaminadas
com as suspensodes individuais de quatro bactérias aerdbicas e do fungo
apresentaram esterilizagdo para todos os microrganismos testados apos 8
minutos de irradiagdo. Quando uma mistura de suspensbes desses
microrganismos foi utilizada, a esterilizacao das proteses foi observada apoés
10 minutos de irradiagdo. N&o foram observadas alteragbes dimensionais
tanto para as proteses imersas previamente em agua quanto para as
mantidas a seco e expostas as microondas por até 16 minutos. Para uma

esterilizacao efetiva de materiais odontoldgicos, os autores recomendaram a
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irradiagao por microondas associada a utilizacdo do dispositivo tridimensional
desenvolvido nesse estudo.

Young et al.®”, em 1985, avaliaram a efetividade da irradiacéo
por microondas na esterilizagdo de aparelhos nasais para sedagdo com
oxido nitroso. Os autores utilizaram um forno de microondas equipado com
um dispositivo rotacional tridimensional. Inicialmente, os aparelhos nasais
foram esterilizados com Oxido de etileno e, entdo, contaminados com
rinovirus, virus parainfluenza tipo 3, adenovirus tipo 1 e virus H. simplex tipo
1. Os aparelhos inoculados foram irradiados por 0, 1, 2, 4, 6, 8 ou 10
minutos. Apos a desinfecgdo, os microrganismos aderidos foram removidos
das areas contaminadas dos aparelhos por meio de enxagie com meio de
cultura. Duas amostras de 50 pyL desse meio foram diretamente colocadas
em duas monocamadas de células e, em seguida, foram realizadas diluicdes
seriadas da solugdo resultante. A eliminagdo dos virus testados apds a
irradiacaéo por microondas foi avaliada em niveis de redugéo da formagéo de
placa (CPE) nas monocamadas infectadas. Os experimentos foram
realizados em triplicatas. Além disso, com o objetivo de avaliar a
possibilidade de efeitos deletérios por exposi¢des sucessivas as microondas,
um aparelho nasal foi irradiado por 25 vezes com intervalos de 5 minutos
entre cada exposicdo. De acordo com os resultados, ap6s 4 minutos de
exposicdo as microondas, todos os virus avaliados foram completamente
inativados. O aparelho nasal exposto por 25 vezes consecutivas as
microondas ndo evidenciou nenhuma alteragdo quanto a textura e
flexibilidade. Os autores concluiram que os aparelhos nasais para sedacgao
com Oxido nitroso contaminados por virus podem ser esterilizados em forno
de microondas apropriadamente modificado por um dispositivo rotacional
tridimensional.

A efetividade da irradiagdo por microondas na esterilizagdo de
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lentes de contato hidrofilas foi avaliada por Rohrer et al.”’, em 1986. Apos a
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esterilizacdo em autoclave, as lentes de contato foram contaminadas com um
dos seguintes microrganismos: S. aureus, S. pneumoniae, P. aeruginosa, P.
vulgaris, Bacillus cereus, E. coli, S. marcescens, Aspergillus fumigatus e C.
albicans. Em seguida, as lentes foram transferidas para casulos de
hidratacao estéreis e colocadas em embalagens autoclavaveis, que foram
fixadas a um dispositivo tridimensional rotatério. As embalagens contendo as
lentes de contato foram irradiadas a 700 W por 1, 2, 4, 6, 8 ou 10 minutos.
Apés a irradiagdo, as lentes foram transferidas para tubos de ensaio
contendo meio de cultura e incubadas a 37°C por 24 horas. O crescimento
microbiano foi avaliado pela turvagdo do meio de cultura. As amostras foram
semeadas em placas de Petri e incubadas a 37°C por 48 horas ou 7 dias, de
acordo com o microrganismo testado. Os experimentos foram realizados em
triplicatas. Para a avaliagdo das possiveis alteragdes nas propriedades
refringentes das lentes de contato apés a irradiagdo, um par de lentes para
hipermetropia foi exposto as microondas durante 10 minutos por 101 vezes.
Além disso, um par de lentes de contato submetido a esse ultimo tratamento
foi preparado para avaliagdo em microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Os resultados evidenciaram que a exposigdo as microondas resultou em
desidratacao das lentes de contato ap6s um periodo de aproximadamente 2
minutos. Porém, uma nova hidratagdo com solugéo salina restaurou a forma
e a aparéncia das lentes sem alteracbes microscopicas. Foi observada a
presenca de pequenas particulas nas superficies das lentes de contato
testadas para a refringéncia. A MEV demonstrou a presenca de pequenas
particulas de detritos com estrutura cristalina em ambas as lentes avaliadas.
Os autores observaram que, para a esterilizacdo completa das bactérias
avaliadas, foram necessarios 8 minutos de irradiacdo por microondas. Ja a
inativacdo de dois fungos patogénicos (C. albicans e A. fumigatus) foi
observada apdés 4 minutos de exposicdo as microondas. Os autores

atribuiram a efetividade da esterilizagdo por microondas a um possivel efeito
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ndo-térmico proveniente dessa irradiacéo. Esse efeito seria explicado pela
absorgcdo das microondas em varios graus por moléculas fundamentais dos
microrganismos, tais como os acidos nucléicos.

Jeng et al.®

, em 1987, realizaram um estudo para avaliar a
possivel presenca de efeitos ndo-térmicos das microondas sobre os
microrganismos. Os autores utilizaram suspensdes de esporos de B. subtilis.
Aliquotas de 10 pL dessas suspensdes foram inoculadas na regiao central do
fundo de frascos de borosilicato. Apés a secagem dessa aliquota, os
recipientes foram colocados durante uma semana no interior de uma camara
contendo um béquer com cloreto de calcio saturado. Amostras paralelas dos
microrganismos foram simultaneamente expostas a seco em forno elétrico de
propagacgado de calor ou em forno de microondas até as temperaturas de
107°C, 117°C, 130°C e 137°C. Uma sonda térmica registrou a temperatura
dentro dos fornos e um dispositivo automatico ajustou a temperatura do forno
de propagacéo de acordo com a do forno de microondas. As amostras foram
resfriadas e ressuspensas em 5 mL de agua destilada para posterior
semeadura em placas de Petri e contagem de coldnias viaveis. De acordo
com curvas de sobrevivéncia em fungdo do tempo, os autores puderam
verificar que ndo houve diferenga significativa entre a exposicdo as
microondas ou ao calor seco. Além disso, a inativacdo dos esporos foi
observada ap6s um tempo minimo de 45 minutos de exposi¢ao para as duas
formas de aquecimento avaliadas. Os autores concluiram que ndo ha efeitos
ndo-térmicos significativos em processos de esterilizagdo por microondas a
seco e que a atividade esporicida dessa energia € de origem térmica.
Molinari, Runnells®’, em 1991, observaram que alguns produtos
apresentam apenas propriedades desinfetantes, ndo promovendo a
esterilizacdo. De acordo com os autores, a efetividade da solugéo
desinfetante depende da concentracdo e do tipo de microrganismo, da

concentragao do desinfetante, do tempo de exposigdo e da quantidade de



49

detritos organicos acumulados. Também foi constatado que um desinfetante
ideal deveria apresentar requisitos tais como ter amplo espectro, possuir
acao rapida, ndo ser afetado por fatores fisicos (sangue, saliva e matéria
organica), ndo ser toxico, apresentar compatibilidade de superficie (ndo se
oxidar), apresentar efeito residual sobre as superficies tratadas, ser de facil
utilizacdo e ser inodoro e econdémico. Os autores citaram também a
classificacdo dos desinfetantes, de acordo com a sua atuagdo sobre os
microrganismos, em trés niveis: alto, intermediario e baixo. Um desinfetante
de alto nivel, como, por exemplo, a solugédo de glutaraldeido, seria capaz de
inativar esporos de bactérias resistentes e outras formas bacterianas. Um
desinfetante de nivel intermediario, como os compostos a base de cloro, ndo
seria capaz de inativar esporos, porém destruiria outras formas resistentes,
como o bacilo da tuberculose. Os desinfetantes de baixo nivel apresentariam
restrita atividade antimicrobiana e, nesse grupo incluem-se os compostos
quaternarios de aménia, fendis simples e detergentes que, embora possam
inativar certos virus, ndo destroem o bacilo da tuberculose e os fungos.

O efeito da irradiacdo de microondas na esterilizagdo de
instrumentais cirdrgicos contaminados com C. albicans foi avaliado por

Rosaspina et al.®®

, em 1994. C. albicans foi utilizada na contaminacéo das
amostras (50 laminas de bisturi em aco inoxidavel e 25 laminulas de
microscopia). Em seguida, foram imersas em recipiente de vidro contendo
0,4 cm de esferas de vidro e agua destilada. Esses recipientes foram
irradiados a 600 W por 1, 3, 5, ou 6 minutos. As amostras do grupo controle
foram preparadas similarmente as irradiadas, sendo esterilizadas em estufa
por 2 horas a 140°C ou em autoclave por 20 minutos a 121°C. Amostras
adicionais foram imersas em banho de agua fervente durante os mesmos
tempos determinados para as exposicbes as microondas. Além disso,
algumas foram preparadas para analise em MEV. As laminas de bisturi e de

microscopia foram colocadas em contato com placas de Petri contendo agar
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trypic soy e incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados demonstraram
esterilizacdo das amostras apdés 2 minutos de irradiacao por microondas. A
analise em MEV revelou que alteracdes causadas pelas microondas para o
microrganismo estudado foram proporcionais ao tempo de exposigao
testado. Quando amostras contaminadas foram colocadas em banho de
agua fervente por 9 minutos, foi verificada inativagdo microbiana, embora
ndo tenham sido observadas modificacdes na morfologia celular dos
microrganismos. Foi sugerido que as microondas produziram efeito letal
inicial sobre os microrganismos sem provocar alteragdes em sua morfologia
celular. A desintegracao celular foi observada em tempo de exposicao
prolongado. Como as alteragdes morfolégicas obtidas apds a exposi¢cédo as
microondas foram completamente diferentes daquelas verificadas ap6s o
tratamento em banho de agua, os autores concluiram que, além de um efeito
proporcionado pelo aumento de temperatura, as microondas também
exerceriam um efeito mais complexo no corpo celular dos microrganismos.
Esse efeito, segundo os autores, ainda precisa ser avaliado.

Atmaca et al.®, em 1996, avaliaram o efeito da irradiacdo por
microondas e da aplicacdo de calor convencional na reprodugdo de
bactérias. Cepas de S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e
Pseudomonas acidovorans foram cultivadas em suspensdo, € o numero de
ufc/mL de cada espécie foi determinado e utilizado como controle. Uma
aliquota de 1 mL de cada suspensao bacteriana foi irradiada por microondas
a 550 W por 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25 e 30 segundos. Em seguida,
cada suspensao foi diluida e cultivada em placas a 37°C por 24 horas e os
valores de ufc/mL foram calculados. A temperatura da suspenséao bacteriana
foi determinada por meio de um termdémetro digital antes e ap6s a irradiagéo.
O experimento foi realizado cinco vezes para cada espécie bacteriana e para
cada tempo de exposicdo. Também foram realizados experimentos com

aplicagcéo de calor convencional durante 16, 20, 25 e 30 segundos, tempos
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em que a contagem de bactérias foi significativamente reduzida. Suspensdes
de 5 mL de cada espécie bacteriana também foram irradiadas durante 14,
16, 18, 20, 25 e 30 segundos. Os resultados demonstraram que a reducgéo
na contagem de bactérias apo6s a irradiagdo por microondas foi
estatisticamente significante em relacdo ao controle. A diminuicdo na
contagem de bactérias expostas ao calor convencional foi significativa em
relagdo as amostras irradiadas por microondas. Porém, diferentemente ao
observado com as amostras irradiadas, a aplicagdo de calor convencional
por 30 segundos resultou em sobrevivéncia bacteriana, de modo que tempos
adicionais de 1 e 2 minutos de aplicagdo de calor convencional também
foram avaliados. O aumento do volume das suspensdes exacerbou o efeito
destrutivo das microondas, uma vez que, apds a irradiacédo, os valores de
ufc/mL das suspensdes de 5 mL foram significativamente inferiores que a
das suspensdes de 1 mL. Os autores concluiram que o efeito da irradiacao
por microondas na inativacdo de bactérias é diferente do efeito térmico e que
o conteudo de liquido no meio desempenha uma fungdo importante na
absorcao da energia originada pela irradiagdo por microondas.

Em 1996, Cole, Robinson? relataram que, para selecionar
adequadamente o0s microrganismos para estudos de efetividade de
tratamentos quimicos, € importante considerar os mecanismos de resisténcia
germicida, bem como os conceitos de patdbgenos hospedeiros e indicadores.
Com base em dados cientificos publicados na literatura, os autores
sugeriram que alguns grupos de microrganismos poderiam ser utilizados em
pesquisas para a avaliagdo da efetividade de desinfecgdo de agentes
quimicos. Foi recomendada a utilizacdo de formas bacterianas vegetativas
gram-positivas, como S. aureus, e gram-negativas, como P. aeruginosa.
Esses microrganismos apresentam resisténcia a inativagéo quimica, sendo a
P. aeruginosa mais resistente a uma ampla variedade de classes de

germicidas em relagdo ao S. aureus. Segundo os autores, de acordo com
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padrdes europeus e com um estudo que avaliou nove fungos expostos a sete
germicidas, a C. albicans foi considerada o fungo mais resistente e, por isso,
deveria ser utilizada em pesquisas de desinfeccdo. Os autores
recomendaram a utilizagdo de esporos bacterianos como B. subtilis e B.
stearothermophilus ou, uma vez que esses microrganismos Sa0 mais
resistentes a inativacao por desinfec¢do. Segundo os autores, os patdbgenos
sugeridos (bactéria gram-positiva, bactéria gram-negativa, fungo e esporo
bacteriano) sdo considerados indicadores de esterilizagao e, portanto, podem
ser utilizados na validagdo de métodos de desinfecgéo.

O efeito da irradiacdo por microondas na inativagdo de
bactérias patogénicas foi avaliado por Wu®, em 1996. Quatro bactérias
consideradas indicadoras de esterilizacdo foram selecionadas: B. subitilis, S.
aureus, Bacillus pumilis E601 e B. stearothermohilus. Além disso, foram
avaliados o B. subtilis var nigar e o B. cereus. Os materiais selecionados
para a irradiacéo (placas, bastbes e papéis para embalagens de comida)
foram contaminados individualmente com uma das bactérias. Os materiais
foram divididos em varios grupos, sendo submetidos a poténcia alta ou
média por tempos de exposigcédo entre 0 e 50 minutos. Apos a irradiagao de
cada grupo, os materiais foram colocados em tubos de ensaio contendo agar
nutriente e incubados por 24, 48 e 2 horas. Foi observado que a inativagao
das bactérias sobre os itens contaminados ndo dependeu somente do tempo
de exposicdo as microondas e dos tipos de materiais envolvidos, mas
também da poténcia de irradiacdo utilizada e das espécies testadas. A
bactéria B. subtilis foi considerada como étima indicadora para a desinfecgéo
por microondas, visto que necessitou de maior tempo de irradiacao para ser
eliminada (45 minutos em média poténcia ou 35 minutos em alta poténcia).
Para os bastdes e papéis para embalagens de comida, as outras bactérias
testadas foram inativadas, em média, apdés 20 minutos em alta ou média

poténcia.
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1., em 1997, avaliaram a efetividade das

Tarantino et a
microondas na esterilizacdo de espelhos odontolégicos contaminados com
microrganismos patogénicos (S. aureus, B. subitilis e B. stearothermophilus).
Para simular condi¢des clinicas, os instrumentos foram testados quando
umidos (irradiados imediatamente apds a inoculagéo) e quando mantidos a
seco (irradiados apdés 8 horas da inoculagcdo). As irradiagdes foram
realizadas a 650 W por 4 minutos em um aparelho de microondas em que o
fabricante recomenda a imersdo do material a ser irradiado em um liquido a

base de aldeido. Para os experimentos, trés diferentes grupos foram

avaliados: | - os instrumentos foram imersos no liquido e submetidos as
microondas, Il - os instrumentos foram imersos em solucao salina a 0,9% e
submetidos apenas a irradiacdo no aparelho, e Ill - os instrumentos foram

apenas imersos no liquido e colocados em forno comum a 25°C por 4
minutos, n&o sendo irradiados. Os autores observaram que a esterilizagcao
ocorreu somente quando o liquido sugerido pelo fabricante foi utilizado
(Grupo 1) ou quando a imersao no liquido foi associada as microondas
(Grupo 1). A utilizacao de irradiagdo sem imerséo no liquido ndo demonstrou
uma completa eliminagcdo dos microrganismos avaliados. De acordo com os
resultados obtidos, os autores sugeriram que, para se obter uma
esterilizacdo efetiva, os instrumentos deverdo ser imersos no liquido
proposto pelo fabricante e irradiados por microondas.

Webb et al.®', em 1998, avaliaram a efetividade da irradiacdo
por microondas e da imersdo em hipoclorito de sodio na desinfeccéo de
proteses totais superiores. Apos a esterilizagdo em autoclave, as préteses
foram inoculadas com C. albicans ou S. gordonii e incubadas a 37°C. Em
seguida, metade das préteses de cada microrganismo foi utilizada como
controle (ndo irradiadas), sendo imersas em solucao salina. As proteses
submetidas a desinfeccao por microondas foram expostas a 350 W ou 604 W

por 1, 2, 4, 6, 8 ou 10 minutos. As proteses selecionadas para desinfeccao
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quimica foram imersas por 8 horas em solu¢ao de hipoclorito de sédio a 1%,
0,02% ou 0,0125%. Todas as proteses foram submetidas aos procedimentos
de semeadura em placas de Petri. Algumas amostras em resina acrilica de
cada condi¢ao foram preparadas para MEV. Os resultados evidenciaram que
a irradiagdo por microondas por 6 minutos foi efetiva na inativacdo de C.
albicans e S. gordonii, apesar ndo ter removido 0s microrganismos nao
viaveis das superficies acrilicas, conforme observado nas fotomicrografias.
Além disso, a imerséo das préteses por 8 horas em hipoclorito de sédio nas
concentragdes de 0,02% e 0,0125% inativou as células de C. albicans e
reduziu o crescimento de S. gordonii, removendo parte dos microrganismos
das superficies das amostras. Os autores concluiram que a irradiagao por
microondas por 6 minutos foi mais efetiva para a esterilizacdo de proteses
que a imersdao em hipoclorito de sbédio, apesar de nenhum procedimento
eliminar todos os microrganismos das superficies.

O objetivo do estudo realizado por Border, Rice-Spearman™,
em 1999, foi avaliar a efetividade da irradiacdo por microondas na
esterilizacao de materiais laboratoriais (meios de cultura, gazes e algodao).
Quatro bactérias (S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli e S. aureus) e um
fungo (C. albicans) foram inoculados individualmente em cinco tubos de
ensaio contendo caldo nutriente e incubados a 37°C por 24 horas. A seguir,
25 mL de cada solugédo foram irradiados a 650 W por 5 segundos. Esse
procedimento foi repetido e, apdés 15 segundos de intervalo, uma nova
irradiacao de 90 segundos foi realizada. Os meios de cultura irradiados foram
semeados em placas de Petri incubadas a 37°C por 24 horas. Chumacgos de
algoddo e gazes foram imersos separadamente no meio de cultura
inoculado, irradiados por 15 segundos a 650 W e novamente irradiados por
90 segundos. Apo6s as irradiagdes, as gazes e os chumacgos de algodéo
foram semeados por esfregaco em placas de Petri incubadas a 37°C por 24

horas. As col6nias foram quantificadas em numeros por quadrante. Além
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disso, um frasco contendo caldo nutriente ndo inoculado foi irradiado em
intervalos de um minuto até um total de 5 minutos, sendo semeados em
placas de Petri a cada intervalo. As placas foram incubadas a 37°C por 48
horas. Os resultados demonstraram que foram necessarios 60 segundos de
irradiagdo para a esterilizacdo de todos os microrganismos presentes no
meio de cultura, nas gazes e nos chumacos de algodao. Além disso, os
autores verificaram que, para esterilizar o meio de cultura n&o inoculado,
foram necessarios 3 minutos de exposi¢cdo as microondas. Os autores
concluiram que a irradiagdo por microondas foi efetiva para esterilizacédo dos
materiais laboratoriais avaliados.

Em 1999, Dixon et al.?® avaliaram a efetividade da irradiagéo
por microondas na desinfeccdo de resinas acrilicas contaminadas com C.
albicans e o seu efeito sobre a dureza desses materiais. Na fase 1 do
experimento, foram confeccionados 45 corpos-de-prova (10 mm x 10 mm x 3
mm) de cada material, sendo trés rembasadores resilientes (Molloplast-B,
Permaflex e/ou Permasoft) e uma resina termopolimerizavel (Lucitone 199).
Os corpos-de-prova foram submetidos aos ensaios de dureza (durémetro
Shore A) e entdo inoculados com C. albicans. Ap6s 48 horas, 30 corpos-de-
prova foram irradiados a seco por 5 minutos em poténcia maxima, e o
crescimento microbioldgico foi avaliado por semeadura em placas de Petri. A
esterilizacdo em longo prazo (duas semanas) foi observada pela analise de
crescimento visivel no caldo de tioglicolato contendo os corpos-de-prova
irradiados. Ap6s 2 semanas, as leituras de dureza foram realizadas
novamente para todos os corpos-de-prova. Para a fase 2, 15 corpos-de-
prova de cada material foram irradiados a seco pelos tempos de exposi¢ao
de 10 ou 15 minutos e submetidos aos ensaios de dureza. Na fase 3, 15
corpos-de-prova de cada material foram imersos em agua e irradiados por 5
minutos em poténcia maxima. Para avaliar o efeito desse procedimento

sobre a dureza, os corpos-de-prova foram irradiados por 5 vezes. De acordo
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com os resultados, a irradiagcéo a seco por 5 minutos ndo esterilizou nenhum
dos materiais avaliados. Apés 10 e 15 minutos de irradiacédo a seco, néo
houve esterilizagdo dos corpos-de-prova de todos os materiais avaliados.
A esterilizagéo foi observada somente ap0s a irradiagdo por microondas por
5 minutos quando os corpos-de-prova foram imersos em agua. Os corpos-
de-prova de todos os materiais n&o imersos e irradiados por 15 minutos e os
imersos em agua e irradiados por 5 minutos ndo apresentaram alteracao de
dureza clinicamente significante. As cinco irradiagdes consecutivas de um
mesmo corpo-de-prova resultaram em alteracao significativa na dureza do
material PermaSoft. Com base nos resultados, os autores concluiram que 5
minutos de exposicdo as microondas foram suficientes para inativar a C.
albicans presente nos materiais avaliados desde que os corpos-de-prova
estivessem imersos em agua durante a irradiacao.

O mecanismo de transferéncia transitéria de calor de uma
suspenséo de S. aureus ap6s a irradiagédo por microondas foi avaliado por

I.86, em 1999. Culturas bacterianas de S. aureus foram inoculadas

Yeo et a
em meio nutriente, incubadas a 37°C por 8 horas e centrifugadas por 10
minutos. Para a exposigdo as microondas, foram utilizadas suspensdes
bacterianas em meio de cultura e em agua destilada estéril. Aliquotas de 15
ML dessas suspensdes foram pipetadas sobre as superficies de discos
estéreis de aco inoxidavel (15 mm x 5 mm). Adesivos indicadores de
temperatura foram aplicados nesses discos. Em seguida, os discos foram
irradiados a 800 W, em varios tempos de exposicéo. As poténcias absorvidas
pelos discos de acgo inoxidavel e pelas suspensbes bacterianas foram
calculadas por uma equacdo de condugdo térmica. A analise de
transferéncia de calor entre o microrganismo e a agua destilada foi avaliada
por um método especifico capaz de calcular o nivel tempo—dependente de
absorcdo de energia do microrganismo e do seu liquido circundante ao

mesmo. Os resultados evidenciaram que a viabilidade celular foi reduzida
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com o aumento do tempo de exposigcdo, havendo uma inativagdo completa
da suspensao bacteriana ap6s 110 segundos, quando a temperatura atingiu
o valor de 61,4°C. O baixo indice de aumento de temperatura da suspensao
bacteriana quando comparada com agua destilada estéril ou meio de cultura
testados sem a suspensdo bacteriana foi atribuido pelos autores a uma
significante influéncia da eficacia de esterilizacdo pelas microondas nas
propriedades térmicas dos microrganismos. Os autores concluiram que,
quando a suspensdo bacteriana sobre o disco de aco inoxidavel foi
submetida as microondas, a conducdo de calor do disco de ago para a
suspenséo foi a causa do efeito bacteriostatico, com absor¢édo de 23,8 W de
poténcia pelo aco e de 0,16 W pela suspensao bacteriana. Dessa forma, os
autores sugeriram que a acao de eliminagdo de S. aureus em discos de aco
inoxidavel foi principalmente atribuida a transferéncia de calor do substrato
de ago, com pouca energia absorvida diretamente da irradiagcdo por
microondas.

Watanabe et al.”®

, em 2000, investigaram o efeito dos
componentes ibnicos na inativagdo de microrganismos pela irradiagéo por
microondas. As suspensdes microbianas utilizadas (E. coli, S. aureus e C.
albicans) apresentaram uma concentracdo inicial de 2 x 107 ufc/mL.
Periodicamente, concentragdes de NaCl, KCI| e sacarose foram adicionadas
as suspensdes resultantes. Tubos de ensaio com a suspensdo resultante
foram colocados individualmente em Erlenmeyer contendo agua e mantidos
a 30°C por 5 minutos. A seguir, cada Erlenmeyer foi irradiado a 500 W por
varios tempos experimentais e amostras da solucdo irradiada foram
utilizadas para a contagem dos microrganismos viaveis. A temperatura das
suspensdes microbianas foi determinada com o auxilio de um termdémetro
digital. Os resultados evidenciaram que o0s microrganismos avaliados foram
inativados apds 50 segundos de irradiagdo. A temperatura das suspensdes

microbiolégicas aumentou de 30°C para 100°C apo6s 30 segundos de
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irradiacdo a 500 W. Quando a temperatura inicial foi mantida a 0,5°C, a
temperatura das suspensbes aumentou para 28°C ap6s 30 segundos de
irradiacéo e, nessas condigdes, as células de E. coli ndo foram inativadas.
De acordo com os resultados, os autores sugeriram que o efeito das
microondas sobre os microrganismos foi principalmente devido ao calor
gerado nas suspensdes das células microbianas. Além disso, foi observado
que as células microbianas foram inativadas com o aumento das
concentragdes de NaCl e KCI. Por outro lado, variando-se as concentracdes
de sacarose, houve minima alteracdo de temperatura e a inativacao das
células microbianas foi pouco afetada. Para explicar esses resultados, os
autores avaliaram o efeito das condigbes utilizadas no frasco de Erlenmeyer
no aumento da temperatura do liquido contido nos tubos de ensaio
colocados no frasco. Para este procedimento, os autores colocaram os tubos
de ensaio com liquido (4gua ou solu¢do de NaCl) em Erlenmeyers vazios ou
cheios de liquido (agua ou solugdo de NaCl). Foi verificado que o liquido no
interior do tubo de ensaio aqueceu mais rapidamente quando o Erlenmeyer
estava vazio. Essa observacdo foi atribuida ao fato da energia de
microondas ter penetrado diretamente no liquido do tubo de ensaio, uma vez
que ndo havia liquido no Erlenmeyer. No entanto, quando o Erlenmeyer
estava com a solucdo de NaCl, o liquido no interior dos tubos de ensaio
aqueceu muito menos que a solucao do frasco. Os autores concluiram que,
quando o volume da solucgdo irradiada € menor ou quando a area superficial
exposta as microondas é ampla, ha maior possibilidade da irradiagéo por
microondas aquecer todo o liquido contendo substancias com alta perda
dielétrica.

Hiti et al.®, em 2001, avaliaram o efeito da irradiacdo por
microondas na desinfec¢do de recipientes para armazenagem de lentes de
contato contaminados com Acanthamoeba. Recipientes para armazenagem

de lentes de contato foram contaminados com trés diferentes espécies de
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Acanthamoeba (A. comandoni, A. castellanii, A. hatchetti), nas formas de
trofozoitos e cistos. Foi também avaliado o efeito das microondas sobre
cistos de Acanthamoeba completamente desidratados. A irradiacédo por
microondas para cada recipiente foi realizada a 600 W por 3, 5 ou 8 minutos.
Em seguida, esfregacos da parte interna dos recipientes foram semeados em
placas de Petri incubadas a 30°C por 14 dias. Os autores observaram que a
irradiacdo por microondas foi efetiva na esterilizacdo dos recipientes
contaminados com as trés espécies de Acanthamoeba ap6s 3 minutos de
exposigcao a 600 W. Além disso, a desidratagcéo dos cistos de Acanthamoeba
reduziu sua susceptibilidade as microondas, uma vez que houve crescimento
microbiano independentemente do tempo de exposi¢ao utilizado. Os autores
enfatizaram que os materiais contendo agua sédo aquecidos pela vibragéo
molecular e, como a célula bioldgica é caracterizada por um alto conteudo de
agua, os microrganismos se tornam sensiveis a irradiacdo por microondas.
Uma vez que a célula desidratada ndo apresenta essa vibracao molecular, a
efetividade das microondas se torna reduzida.

A efetividade da irradiagdo por microondas na esterilizagdo de
resinas acrilicas para reembasamento imediato foi verificada por
Neppelenbroek et al.’®, em 2003. Para isso, trés resinas foram utilizadas
(Kooliner, Tokuso Rebase Fast e Ufi Gel Hard C). Oitenta corpos-de-prova de
cada resina foram confeccionados nas dimensdes de 10 mm x 10 mm x 1
mm e submetidos a esterilizacdo por 6xido de etileno. Posteriormente, as
amostras foram individualmente inoculadas com os microrganismos
selecionados para pesquisa (C. albicans, S. aureus, P. aeruginosa e B.
subtilis). Apbds inoculagdo, 40 corpos-de-prova de cada material foram
imersos em 200 mL de agua e submetidos a irradiagdo por microondas por 6
minutos a 650 W. Os outros 40 corpos-de-prova de cada material foram
usados como controle positivo. Pela analise dos resultados, todos os corpos-

de-prova submetidos por 6 minutos de irradiacdo a 650 W mostraram-se
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livres de microrganismos, sem evidéncia de crescimento ap6s 48 horas e 7
dias. As amostras do controle positivo mostraram crescimento de
microrganismos apos 48 horas de incubagao. Portanto, todos os corpos-de-
prova imersos em agua foram esterilizados pelas microondas a 650 W por 6
minutos.

Celandroni et al.’, em 2004, realizaram um estudo com o
objetivo de comparar a eficacia e os mecanismos da inativagao de B. subtilis
por meio da irradiagdo por microondas e por meio do mecanismo de aumento
de temperatura convencional. Foram utilizados os mesmos valores de
temperatura em ambos os métodos de esterilizagdo avaliados. Os resultados
demonstraram que, apesar de ambos os tratamentos apresentarem
caracteristicas semelhantes em relacdo a oscilagdo provocada no interior
celular, a conformacéo estrutural dos esporos foi significativamente diferente
entre os dois métodos. Os autores concluem que a irradiagdo por microondas
pode ser considerada tdo efetiva quanto o mecanismo de aquecimento
convencional na eliminagéo de esporos de B.subtillis. No entanto, o campo
eletromagnético exercido pelas microondas é capaz de alterar a estrutura
e/ou os componentes moleculares dos esporos de B. subtillis de uma forma
que nao pode ser atribuida apenas ao aumento de temperatura.

O estudo realizado por Silva et al.”", em 2006, teve por objetivo
avaliar a efetividade da irradiagdo por microondas na esterilizagdo de
préteses totais. Oitenta préteses totais padronizadas foram confeccionadas e
submetidas a esterilizacdo com o6xido de etileno. As proteses foram entao
individualmente inoculadas com caldo de cultura tryptic soy contendo um dos
seguintes microrganismos: C. albicans, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa.
Apbs 48 horas de incubagao a 37°C, 40 proteses foram imersas em 200 mL
de agua destilada estéril e irradiadas a 650 W por 6 minutos. Quarenta
proteses ndo irradiadas foram utilizadas como controle. A seguir, 25 L da

suspens3o resultante das diluigdes seriadas de 10" a 10® foram semeados
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em placas de Petri contendo os meios de cultura seletivos para cada
microrganismo. Todas as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apés
a incubagéo, as coldnias foram quantificadas em ufc/mL. Para a verificagao
da efetividade da exposigdo as microondas em longo prazo, as proteses
irradiadas foram imersas em béqueres contendo caldo de tryptic soy e
incubadas a 37°C por 7 dias. As placas de Petri referentes as proteses
contaminadas com C. albicans, S. aureus e B. subtilis ndo demonstraram
presenca de colOnias viaveis apos 48 horas de incubacdo. Nesse mesmo
periodo, um numero reduzido de colbnias viaveis foi observado em duas
placas de Petri referentes as préteses contaminadas com P. aeruginosa.
ApoOs 7 dias, houve crescimento microbioldgico em trés béqueres, sendo dois
para P. aeruginosa e um para B. subtilis. Todas as proteses totais do grupo
controle apresentaram crescimento microbiano nas placas de Petri apos 48
horas. Os autores concluiram que a irradiacao por microondas por 6 minutos
a 650 W promoveu esterilizacdo das préteses totais contaminadas com C.
albicans e S. aureus e desinfecgdo daquelas contaminadas com P.
aeruginosa e B. subtilis.

O objetivo do estudo de Campanha15, em 2007, foi investigar os
efeitos da irradiacdo por microondas sobre células de C. albicans por meio
de parametros de contagem celular e de liberagdo de substancias
intracelulares. Foram obtidas culturas de C. albicans de 24 horas em caldo
de tryptic soy a partir de cepas padrdo. As células foram centrifugadas,
lavadas e ressuspensas em 400 mL de &gua destilada gelada na
concentracao de 108 org/mL. Essa suspenséo foi dividida em experimental e
controle. A suspensao experimental (200 mL) foi colocada em um béquer
contendo uma proétese total acrilica estéril e irradiada por microondas a 650
W por 6 minutos. A suspensé&o controle nao foi submetida a irradiacao. Para
ambas as suspensdes, foram realizadas diluicbes seriadas para contagem

celular em camara de Neubauer, utilizando a entrada do corante azul de
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metileno como indicativo de alteracdo de permeabilidade de membrana.
Aliquotas diluidas também foram semeadas em agar Sabouraud. Aliquotas
ndo diluidas foram analisadas quanto a densidade Optica. Para a
quantificagdo de substéncias liberadas, as células foram eliminadas das
suspensdes por centrifugacéo e filtragem e a solugéo resultante foi liofilizada.
O conteudo liofilizado foi ressuspenso em 5 mL de agua destilada e
analisado pelos seguintes métodos: Microprote e Sensiprote, para
quantificagdo de proteinas, potenciometria, para quantificacédo de Na+ e K+,
Liquiform, para quantificacdo de Ca++, e DO a 260 nm para quantificagéo de
acidos nucléicos. Todos os testes foram realizados em duplicata e repetidos
em 8 dias diferentes. Nao foram encontradas diferencas entre as suspensoes
experimental e controle quando foram comparadas as suas médias de
densidade otica. As células da suspensdo controle apresentaram-se
integras, enquanto as da suspensdo experimental ndo apresentaram
integridade de membrana de acordo com a entrada do azul de metileno. Nao
foram observadas colbnias viaveis de C. albicans nas placas de Petri da
suspensao experimental, enquanto a suspensao controle apresentou
contagens da ordem de 108 ufc/mL. A liberagdo de proteinas da suspenséao
experimental foi significativamente maior do que a da suspensao controle,
tanto pelo sistema Microprote quanto para o sistema Sensiprote. A liberagao
de K+, Ca++ e acidos nucléicos da suspensdo experimental foi
significativamente maior do que a da suspensao controle. Pela técnica de
potenciometria, ndo foi detectada a presenca de Na+ em nenhuma das
suspensdes. Foi concluido que, para a maioria dos paradmetros utilizados, a
suspensao experimental apresentou valores significativamente menores de
contagem de células e maiores de substéncias liberadas. Entretanto, a
irradiagdo por microondas ndo causou reducdo na densidade Optica das

células em suspensao.
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A efetividade de diferentes tempos de exposicdo a irradiacédo por
microondas na desinfeccdo de uma resina reembasadora rigida foi avaliada
por Mima et al.*®, em 2008. Amostras estéreis foram inoculadas com um dos
microorganismos testados (P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans e B.
subtilis) e, em seguida, incubadas a 37°C durante 24 horas. Nos grupos
referentes a cada microorganismo, 10 amostras ndo foram submetidas a
irradiacao (controle) e 50 foram irradiadas por microondas. As amostras
referentes aos controles foram individualmente imersas em solugdo salina
estéril e aliquotas referentes as diluicbes seriadas foram plagueadas em
meio seletivo de acordo com cada microorganismo avaliado. As amostras
irradiadas foram imersas em agua e submetidas a irradiacdo por microondas
a 650 W por 1, 2, 3, 4 ou 5 minutos. Em seguida, foram realizadas diluicbes
seriadas e plaqueamento. Ap6s 48 horas de incubacdo, foi realizada a
quantificagdo das unidades formadoras de colbnias. As amostras irradiadas
também foram submetidas a incubacao por 7 dias. Algumas amostras foram
preparadas para analise por microscopia eletrénica de varredura. Os
resultados obtidos indicaram que as amostras irradiadas por 3, 4 ou 5
minutos foram esterilizadas. As amostras referentes ao microorganismo C.
albicans foram esterilizadas quando submetidas a 2 ou mais minutos de
irradiacao por microondas, enquanto que as amostras referentes aos demais
microorganismos foram apenas desinfetadas. A utilizacdo de irradiagdo por
microondas durante 1 minuto n&o inibiu o crescimento dos microorganismos.
Portanto, a efetividade da irradiagdo por microondas aumentou em fungéo do
aumento do tempo de irradiagdo utilizado. Os autores sugeriram que a
utilizacao da irradiagéo por microondas durante 3 minutos é adequada para
promover a esterilizacdo de resina reembasadora rigida e prevenir a
ocorréncia de contaminacao cruzada.

Os mecanismos de inativacdo de B. subtillis por meio da

irradiacéo por microondas sob alta poténcia foram avaliados por Kim et al.*’,
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em 2008. A irradiagdo por microondas foi realizada sob poténcia de 2000 W
e a analise das células irradiadas foi feita por meio de microscopia eletrdénica
de transmissao e quantificacao da liberacéo de proteinas e acidos nucléicos
intracelulares. Os resultados indicaram que a irradiagdo por microondas
promoveu uma liberagdo menor de proteinas em comparagéo com as células
submetidas apenas ao aumento de temperatura (ndo irradiadas). Em relagcéo
a analise ultra-estrutural, apenas as células expostas as microondas
apresentaram alteragdes, evidenciadas pelo rompimento da parede celular.
Portanto, os mecanismos de inativacao microbianos exercidos por meio da
irradiacao por microondas incluem danos a parede celular, ruptura do DNA e
coagulacdo das proteinas citoplasmaticas em fungcdo do aumento da
temperatura, e ainda, que estes efeitos apresentam caracteristicas
morfoldgicas distintas das células n&o irradiadas.

A desinfeccdo de proéteses totais por meio de irradiagdo por
microondas tem sido recomendada para o tratamento da estomatite protética
em pacientes que nao apresentam comprometimento do sistema
imunolégico. Considerando que a candidose € uma manifestacao freqiente
em pacientes infectados com HIV, Sanita et aI.7°, em 2008, realizaram um
estudo com o objetivo de avaliar a efetividade da irradiacdo por microondas
na desinfecgdo de proteses totais inoculadas com ATCC (American Type
Culture Collection) e cinco espécies de Candida isoladas de pacientes HIV.
Cinquenta proéteses totais foram confeccionadas, esterilizadas e inoculadas
com os seguintes microorganismos: C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C.
glabrata e C. tropicalis. Apdés incubacdo a 37°C durante 48 horas, as
proteses foram irradiadas por microondas durante 3 minutos a 650 W.
Préteses ndao submetidas a irradiacédo foram utilizadas como controles
positivos. Aliquotas referentes as suspensdes foram plaqueadas nas
diluigdes 10" a 10 e incubadas por 48 horas a 37°C. Apds o periodo de

incubacdo, foi realizada a quantificagdo das unidades formadoras de
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colénias. Os resultados obtidos indicaram que todas as proteses
contaminadas, independente do microorganismo, foram esterilizadas apés a
irradiagdo por microondas. Foi observado o desenvolvimento de
microorganismos em todas as placas referentes as proteses do grupo
controle. Os valores de ufc/mL observados foram significativamente maiores
para C. glabrata e significativamente menores para C. krusei. Os valores de
ufc/mL também foram significativamente maiores para as amostras obtidas
dos pacientes em relacado as amostras ATCC. Os autores concluiram que a
irradiagéo por microondas durante 3 minutos a 650 W foi capaz de esterilizar

todas as préteses totais avaliadas.

3.3 Avaliacao das alteracGes minerais ocorridas no esmalte

Em 1983, Featherstone et al.*® desenvolveram um estudo
visando viabilizar a comparacédo direta entre os resultados obtidos por
analises de microrradiografia quantitativa e microdureza, por meio da
utilizacdo de amostras de esmalte humano contendo céries artificiais. Coroas
contendo lesbes de carie artificiais foram seccionadas na porgéo central da
lesdo e cada uma das metades da amostra foi analisada por uma das duas
técnicas. As analises de microrradiografia e microdureza foram realizadas
nas regides da superficie do esmalte, da lesdo de carie e na camada de
esmalte subjacente a lesdo. Os dados obtidos pela analise por
microrradiografia, expressos em porcentagem de volume mineral,
apresentaram uma relacdo linear com a raiz quadrada os valores de
microdureza Knoop. A relagéo linear entre os dois métodos de analise foi
estabelecida para o esmalte higido e para o esmalte que contém leséo
artificial de carie. Dessa forma, os autores concluiram que tanto a analise por

microrradiografia, quanto a analise da microdureza sado efetivas na
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determinagdo do conteudo mineral do esmalte submetido a desafios
cariogénicos.

Considerando a especificidade dos estudos cariogénicos atuais
e a necessidade da analise precisa das alteragdes ocorridas no conteudo
mineral dos tecidos dentais desmineralizados, Ten Bosch, Angmar-
Mansson”, em 1991, realizaram uma revisdo de literatura abordando os
métodos quantitativos de analise mineral existentes. Tendo em vista a
necessidade de preparo das amostras para a realizagdo das avaliagdes, os
autores dividiram os métodos de analise mineral em ndo destrutivos e
destrutivos. Os métodos n&o destrutivos foram considerados aqueles que
possibilitam a realizacdo de analises longitudinais na mesma amostra.
Diversas tecnologias disponiveis foram revisadas e os principios basicos de
cada uma foram sumarizados e as caracteristicas foram discutidas. Todos os
métodos avaliados foram abordados quanto a correlagdo existente entre a
medida paréametro e a perda mineral e, ainda, em relacéo a caracterizacéo e
reprodutibilidade dos resultados. No caso dos artigos que n&o forneciam tais
informacdes, estas foram calculadas com base nos dados disponiveis na
literatura. Poucos estudos comparativos foram encontrados, tendo em vista a
grande quantidade de métodos de avaliagcdo do conteudo mineral utilizados
pelos estudos de cariogenicidade. Os autores recomendam que a escolha do
método de analise a ser utilizado envolva preferivelmente aqueles do tipo
nao destrutivo, possibilitando uma maior padronizagédo e, posteriormente, a
realizagao de estudos comparativos.

As diferentes técnicas de analise da porcentagem mineral do
esmalte e da dentina, higidos e cariados, foram avaliadas por Arends, Ten
Bosch®, em 1992. Foi observado que a avaliacdo do esmalte por meio de
testes de microdureza em secgado longitudinal proporciona uma analise
indireta das alteragbes ocorridas no conteudo mineral das amostras. O

parametro delta Z, foi definido como a diferenga integrada entre o volume
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mineral da amostra desmineralizada e o volume mineral da amostra higida e,
dessa forma, amostras submetidas a um processo de desmineralizagcao
apresentardao altos valores de delta Z e, apés um processo de
remineralizagdo, as mesmas amostras indicar&o valores diminuidos de delta
Z. Assim, a utilizacdo do parametro delta Z foi considerada um dos principais
métodos para a analise da perda e ganho mineral dos tecidos dentais.

A influencia da presenca do fluor nos estagios iniciais de
desenvolvimento de lesbes de carie em esmalte humano foram avaliados por
Argenta et al.’, em 2003. Visando avaliar os estagios iniciais de
desenvolvimento das les6es de carie, 0 modelo de ciclagem de pH descrito
por Featherstone et al.*°, (1986) foi modificado com o objetivo de preservar a
superficie do esmalte e possibilitar a realizagdo de testes de microdureza
superficial e microdureza em secc¢ao longitudinal. A validagcdo do modelo
proposto foi realizada por meio de uma avaliagdo dose-resposta em relagao
a presenca de fluor. Amostras de esmalte humano tiveram os valores de
microdureza superficial determinados e foram divididas em 4 grupos: controle
(dgua deionizada) e submetidos a ciclagem de pH com solugdes contendo
70, 140 e 280 ppm de fluor. Foram realizadas analises das alteragbes
ocorridas nos valores de microdureza superficial e AZ (perda mineral). Os
resultados obtidos demonstraram a presenca de correlagbes negativas e
estatisticamente significantes entre as diferentes concentragdes de fluor e a
perda mineral observada no esmalte. Os autores concluiram o fluor promove
aumento na resisténcia a desmineralizacdo das amostras submetidas ao
desafio cariogenico e que o modelo de ciclagem proposto foi capaz de
detectar as alteracdes ocorridas nas camadas mais superficiais do esmalte.

Rodrigues et al.%*, em 2005, realizaram um estudo in situ com o
objetivo de avaliar as alteragdes ocorridas na microdureza do esmalte apés a
realizacao de clareamento em consultério ou do tipo caseiro. O experimento

foi realizado com a utilizagdo de amostras de esmalte fixadas
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temporariamente aos dentes dos pacientes. Oitenta e oito amostras de
esmalte humano passaram por um processo de polimento e foram
submetidas a testes de microdureza Knoop. As amostras de esmalte foram
fixadas nas superficies vestibulares dos primeiros molares de 44 pacientes
selecionados para este estudo. Os pacientes foram, entdo, divididos em
quatro grupos (n=11), com os seguintes protocolos de tratamento: G1 -
peroxido de carbamida 37% (consultorio) + peroxido de carbamida 10%
(caseiro), G2 - peroxido de carbamida 37% (consultorio) + placebo (caseiro),
G3 — placebo (consultério) + perdxido de carbamida 10% (caseiro) e G4 —
placebo (consultério) + placebo (caseiro). Apés 3 semanas de tratamento,
novos testes de microdureza foram realizados. A analise dos resultados
obtidos demonstrou a ocorréncia de diferencas estatisticamente significantes
entre os valores de microdureza iniciais e finais para cada grupo. Foi
observada uma reducgao de 6.8% no G1, 4.1% no G2, 3.4% no G3 e 3.5% no
G4. Os clareamentos realizados em consultério com peroxido de carbamida
37%, em casa com peroxido de carbamida 10% e a combinagdo dos dois
tratamentos resultaram em menores valores de microdureza do esmalte,
avaliada imediatamente apds a finalizacdo do tratamento. Entretanto, os
efeitos destes tratamentos em longo prazo n&o foram estabelecidos. Foi
sugerido que em condigdes clinicas, estes efeitos sejam insignificantes,
devido a pequena redugdo observada nos valores de microdureza do
esmalte.

Visando estabelecer metodologias especificas para a
verificacdo da relacdo dose-resposta em amostras de esmalte bovino
utilizadas em estudos de cariogenicidade, Vieira et al.’®, em 2005,
desenvolveram um estudo onde estas amostras foram submetidas a
ciclagem de pH com adicao de fluor. Foram utilizadas amostras de esmalte
provenientes de dentes bovinos. A imersdo em solugéo a base de formol foi

utilizada como método de desinfeccdo. A analise consistiu na realizagao de 6



69

tipos de modelos de ciclagens, constituidos por diferentes solugdes, pHs e,
também, periodos de desmineralizacédo e remineralizacdo distintos. Cada
modelo de ciclagem consistiu em um tipo de desafio cariogénico. Foram
utilizados quarenta blocos de esmalte em cada grupo, submetidos a 6 dias
de ciclagem sob temperatura de 37°C. Dentre os modelos de ciclagem
avaliados, dois deles ja apresentavam alta padronizacéo e elevado nivel de
precisdo e, foram utilizados como padrao de comparacdo. Nos demais
modelos de ciclagem, o fluor teve sua concentragdo gradualmente reduzida,
e seu efeito sobre os processos de desmineralizagéo e remineralizagao foi
avaliado por meio dos valores de perda mineral. Os resultados obtidos
demonstraram que a o desenvolvimento de modelos especificos de ciclagem
possibilitam a verificagdo dos beneficios proporcionados pela utilizagdo de
flior nos dentifricios. Porém, de acordo com o estudo, € necessaria a
validacao de modelos especificos para a analise do processo de carie.

A utilizagdo das ondas terahertz para a avaliagdo de tecidos
mineralizados € considerada uma técnica de analise relativamente nova, de
origem n&o ionizante e que apresenta vantagens como a manutencéo da
integridade da amostra. Assim, Pickwell et al.®® (2007) avaliaram a
capacidade das ondas terahertz na detecgdo de lesbes de carie durante
diferentes fases do processo de des- e remineralizagcdo do esmalte dental.
Uma analise comparativa entre utilizacdo das ondas terahertz e de
microrradiografias foi realizada em amostras de esmalte submetidas a um
desafio cariogénico in vitro. Amostras de esmalte bovino, contendo lesbes de
carie produzidas artificialmente foram submetidas a diferentes niveis de
desmineralizacao por meio da utilizagdo de gel acido ou carboprol e, e
seguida, foram analisadas pelas duas técnicas. Os valores obtidos pela
analise por meio das ondas terahertz e pelas microrradiografias referentes as
amostras desmineralizadas apresentaram um alto coeficiente de precisao

(r*>=0,995). Uma analise detalhada dos resultados foi realizada. Este estudo
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concluiu que a utilizacdo das ondas terahertz pode fornecer informacgdes
quantitativas sobre a extensao das lesdes formadas apds a desmineralizagcao

in vitro, apresentando, portanto, potencial para realizar analises in vivo.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Materiais e Equipamentos Utilizados

4.1.1 Materiais de consumo

. Acido Acético Glacial PA ACS - 1L (Qhemis);

. Acido Cloridrico 37% PA — 1L (Qhemis);

. Adesivo instantaneo Super Bonder (Loctite);

. Agua destilada;

. Agua deionizada;

. Discos de papel feltro - Texmet 1500 (Buehler);

. Esmalte Verniz & Cor (Colorama);

. Fosfato Potassio Monobasico Anidro PA — 500 g (Qhemis);
. Godiva em bastédo — Exata (DFL);

. Hidréxido de Calcio PA — 500 g (Synth);

. Hidréxido Sédio Lentilhas PA — 500 g (Qhemis);

. Lixas d’agua Carbureto de Silicio para politriz - granulagbes 400;
1200, 2500 e 4000 (Buehler);

. Meio de cultura Blood Agar Base (Oxoid Ltda.);

. Meio de cultura Brain Heart Infusion (Acumedia Manufactures Inc);

. Pedra Pomes em p6 — Herjos (Vigodent);

. Resina Acrilica Incolor — Jet (Classico);

. Sangue desfibrinado de carneiro (Ebefarma Biolégica e Agropecuaria
Ltda.);

. Sodio cloreto P. A. A. C. S. (CAQ - Casa da quimica Ind. e Com.
Ltda.);
. Suspensao de abrasivo de diamante - 1um (Buehler);

. Tampao Tris (Merck);
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Timol — 100 g (Qhemis).

4.1.2 Instrumentos e vidrarias

Alca de Drigalsky;

Baixa rotacéo e Peca reta (Kavo);

Béquer graduado — 600 mL (Satelit);

Caneta para retroprojetor;

Cureta Mc Call - n° 13-14 (Golgran);

Disco Flexivel Diamantado Mono Face (KG Sorensen);

Disco Diamantado para eixos de 1/2" - didametro 76 mm (Buehler);
Erlenmeyer graduado — 1L e 6 L (Satetit);

Frascos graduados com tampa rosqueavel — 100 mL (Boeco);
Jarra Anaerdébica Acrilica (Permution);

Lamparina Inox (Konnen);

Limas endodénticas tipo Hedstréen - n° 50 (Maillefer);
Micropipetas - 05-50 yL e 100-1000 pL (Boeco);

Pipeta graduada de vidro - 10 mL (Satelit);

Placas de Petri 100 x 15 mm (Perfecta);

Pinga anatémica - 16 mm (Golgran);

Ponta maxicut para peca reta (Edenta);

Provetas graduadas — 50 mL, 250 mL, 1 L e 2L (Satelit);

Tubos de ensaio — 20 x 150 mm (Pyrex);

4.1.3 — Material de uso permanente

Agitador de tubos - A 162 (Marconi);

Aparelho de cortes seriados - Isomet 1000 (Buehler);
Autoclave vertical - AV 60 (Phoenix);

Balanca de preciséo - BG 400 (Gehaka);
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. Camara de fluxo laminar vertical - PA 115 (Pachane);
. Contador de col6nias - CP 600 Plus (Phoenix);

. Embutidora — Pre30Mi (Arotec);

. Estufa bacteriolégica - MA 0324 (Marconi);

. Estufa para secagem e esterilizagdo - MA 033 (Marconi);
. Microdurémetro - Micromet 5103 (Buehler);
. Microondas de dupla emissao de ondas - Sensor Crisp 38 (Brastemp);

. pHmetro portatil - PG-1400 (Gehaka);
. Politriz - Aropol 2V (Arotec);
. Ultra-som - Ultrasonic 1440 Plus (Odontobras).

4.2 Método

4.2.1 Obtencgéo e preparo das amostras de esmalte

4.2.1.1 Preparo dos dentes

Foram selecionados 20 dentes incisivos bovinos, tendo como
critério de escolha a qualidade aparente do esmalte, como auséncia de
trincas e hipoplasias. Os dentes foram limpos com o auxilio de curetas do
tipo Mc Call para remog¢ao do tecido periodontal remanescente e, em
seguida, foram imersos em agua destilada (Figura 1). O seccionamento das
raizes dos dentes bovinos foi realizado por meio de disco diamantado,
montado em peca reta, sob baixa rotacdo e com irrigagao indireta de agua
destilada. O tecido pulpar coronario foi removido com limas endodénticas do
tipo hedstréen. Em seguida, as coroas passaram por um processo final de
limpeza e polimento, em torno equipado com escova de cerdas pretas e
mistura de pedra pomes e agua. As amostras foram, entdo, imersas em agua

destilada e armazenadas em refrigerador a 5°C, até a sua utilizagéo.
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FIGURA 1 — DENTE BOVINO.

4.2.1.2 Obtencao das amostras de esmalte

As coroas foram fixadas em placas de madeira (4 x 4 cm e 5
mm de espessura) com godiva de baixa fusdo, aquecida em chama de
lamparina, com a face vestibular voltada para cima. As placas de madeira,
por sua vez, foram individualmente acopladas na maquina para cortes de
precisdo. A face vestibular de cada coroa foi seccionada longitudinalmente,
por meio de um disco diamantado montado na maquina de cortes, sob
refrigeracdo com agua destilada. Foram realizados dois cortes longitudinais,

com distancia de 4 mm entre cada corte (Figura 2).

FIGURA 2 - SECCIONAMENTO LONGITUDINAL DA
COROA DO DENTE BOVINO.
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As porc¢des laterais de cada coroa foram removidas das placas
de madeira, e a por¢des centrais, com larguras de 4 mm, foram novamente
seccionadas na sua regido mais plana, por meio de dois cortes transversais,
espacados 4 mm um do outro. Dessa forma, para cada coroa, foi obtido um
fragmento dental, contendo esmalte proveniente da face vestibular, com
dimensdes 4 x 4 mm (Figura 3). Estes 20 fragmentos dentais foram
armazenados em agua destilada e, posteriormente, utilizados para a

realizagao dos testes de microdureza Knoop.

FIGURA 3 — FRAGMENTO DENTAL (4 X 4 MM).

As porcdes laterais dessas coroas foram utilizadas para a
obtenc&o de amostras contendo apenas esmalte dental, utilizadas nos testes
microbiologicos. Para isso, o tecido dentinario foi, removido por meio de
ponta maxicut montada em peca reta sob baixa rotacéo e refrigeracédo com
agua destilada (Figuras 4A e 4B).

FIGURA 4 — PORQAQ LATERAL DA COROA ANTES (A) E
APOS A REMOCAO DO TECIDO DENTINARIO (B).
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As porgdes laterais das coroas contendo apenas esmalte
foram, entdo, novamente seccionadas por meio de disco diamantado,
possibilitando a obtengdo de 40 amostras de esmalte, que foram, em
seguida, armazenadas em agua destilada e reservadas para a realizagc&o

dos testes microbiolégicos (Figura 5).

FIGURA 5 — AMOSTRAS DE ESMALTE RESERVADAS PARA
REALIZACAO DOS TESTES MICROBIOLOGICOS.

4.2.3 Avaliagdo Microbiologica

4.2.3.1 Preparo dos materiais microbiologicos

O meio de cultura BHI (infusdo de cérebro e coracao), que se
constitui de um caldo nutriente que propicia o crescimento de varios tipos de
microrganismos, sendo considerado um meio de cultura ndo seletivo*®, foi
preparado segundo as recomendagdes do fabricante para a incubacao das
amostras de esmalte dentario bovino. Apoés o seu preparo, uma aliquota de
10 mL foi pipetada e dispensada, individualmente, em tubos de ensaio
devidamente identificados, datados, os quais foram esterilizados em

autoclave vertical a 121°C por 15 minutos (Figura 6).
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FIGURA 6 — TUBOS DE ENSAIO
CONTENDO O MEIO BHI.

Apoés esse procedimento, os tubos de ensaio, eram tampados e
resfriados, lentamente, até atingirem a temperatura ambiente. Finalmente, os
tubos foram armazenados em refrigerador a 5°C até a sua utilizagdo nos
procedimentos experimentais.

A solucao salina utilizada nas diluicées seriadas foi preparada
pela diluicdo completa de 8,5 g de cloreto de sédio em 1 L de agua destilada.
Apoés a dissolugao, 4,5 mL da solugao salina resultante, na concentracéo de
0,15 mol, foi distribuida em tubos de ensaio. A seguir, esses tubos foram
tampados com algodao e levados em esterilizados em autoclave vertical a
121°C por 15 minutos. Apds a sua esterilizagdo, os tubos de ensaio foram
resfriados lentamente até atingirem a temperatura ambiente. Finalmente, os
tubos de ensaio contendo solugéo salina foram armazenados em refrigerador
a 5°C até a utilizagdo nos procedimentos experimentais. O meio de cultura
utilizado neste estudo foi o Blood Agar Base enriquecido com sangue
desfibrinado de carneiro, na concentracado de 5%. O meio Blood Agar Base
foi proporcionado, manipulado e esterilizado segundo as recomendacbes do

fabricante. Ap6s o preparo e resfriamento do meio de cultura, uma aliquota
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de sangue desfibrinado de carneiro, equivalente a 5% da quantidade de meio
Blood Agar Base, foi adicionada ao meio ainda na fase liquida. A solugéo
resultante foi vertida em placas de Petri esterilizadas em estufa a 175°C por

2 horas, na quantidade de, aproximadamente, 20 mL por placa (Figura 7).

FIGURA 7 — PLACA DE PETRI
CONTENDO O MEIO AGAR SANGUE.

As placas de Petri foram, individualmente, fechadas e mantidas
na camara de fluxo laminar até que fosse observada a solidificacdo do meio
de cultura, quando, entdo, as placas de Petri foram devidamente
identificadas, datadas e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24
horas. Estes procedimentos foram realizados com o objetivo de verificar a
esterilizacdo das placas de Petri e do meio de cultura. Ap6s a incubacéo,
seriam descartadas deste estudo todas as placas que apresentaram
quaisquer indicios de crescimento microbiano, ndo tendo este fato ocorrido
em nenhuma placa. A seguir, a parte inferior de cada placa de Petri foi
externamente dividida em quadrantes com o auxilio de caneta retroprojetor,
facilitando posteriormente, os procedimentos de semeadura (diluicdo seriada
por quadrante). Finalmente, as placas de Petri foram armazenadas em
refrigerador a 5°C para serem utilizadas nos procedimentos de semeadura

das amostras de esmalte dentario bovino.
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4.2.3.2 Desinfeccao dos fragmentos de esmalte

As 40 amostras de esmalte dentario bovino que estavam
armazenadas em agua destilada foram divididas, aleatoriamente, em dois
grupos (n=20): irradiado e controle. As amostras do grupo irradiado foram
colocadas individualmente em béqueres contendo 200 mL de agua destilada
estéril. Em seguida, cada béquer foi posicionado, individualmente, no prato
giratério do forno de microondas e irradiado a 650 W durante 3 minutos®®
(Figura 8).

FIGURA 8 — IRRADIAGAO EM MICROONDAS
A 650 W POR 3 MINUTOS.

As amostras grupos (irradiado e controle) foram,
individualmente, transferidas com o auxilio de pinga estéril, para os tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio de cultura BHI estéril. Cada tubo de ensaio
foi vigorosamente agitado em agitador de tubos por 1 minuto. As amostras
foram, entdo, assepticamente transferidas para outros tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura BHI estéril. Cada tubo de ensaio foi
vigorosamente agitado em agitador de tubos por 1 minuto. Os tubos de
ensaio que continham apenas o caldo BHI foram incubados em condi¢gdes de
anaerobiose, por meio de jarras de anaerobiose (Figura 9), enquanto os

demais foram incubados em condi¢des de aerobiose (Figura 10).
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FIGURA 9 — TUBOS DE ENSAIO PREPARADOS
PARA INCUBACAO EM ANAEROBIOSE.

FIGURA 10 — TUBOS DE ENSAIO PREPARADOS
PARA INCUBAGCAO EM AEROBIOSE.

Todos os tubos (n=80) foram igualmente submetidos a
incubacdo em estufa bacteriolégica a 37°C por 7 dias. Decorrido esse
periodo, foi observada a presenca ou auséncia de turvagcdo no meio de
cultura, sendo que a presenca de turvagdo no meio de cultura indicava o

crescimento de microrganismos.
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Independentemente da presenca de turvacdo do meio de
cultura, todos os tubos de ensaio foram vigorosamente agitados por 1 minuto
em um agitador de tubos para que as células microbianas fossem
suspendidas. Uma aliquota de 500 uL de cada tubo foi pipetada e transferida
para tubos de ensaio contendo 4,5 mL de solugéo salina estéril. Os tubos
foram agitados novamente por 30 segundos e uma nova aliquota de 500 pL
foi removida e colocada em outro tubo de ensaio contendo 4,5 mL de
solugado salina. Esse procedimento foi realizado cinco vezes para cada
amostra e, desta forma, as diluigdes seriadas de 10 a 10”° foram obtidas®.
As quatro Ultimas diluicdes seriadas (102,10, 10* e 10°) foram separadas e
uma aliquota de 25 yL de cada uma dessas dilui¢gdes foi transferida para um
dos quadrantes de uma placa de Petri, contendo o meio de cultura Blood
Agar Base enriquecido com sangue desfibrinado de carneiro. Uma alca de
Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solu¢ao sobre o meio de cultura
em cada quadrante da placa. E importante enfatizar que os procedimentos
de semeadura foram realizados em duplicatas. As placas referentes aos
tubos de ensaio incubados em meio anaerdbico foram incubadas a 37°C por
7 dias sob condigBes anaerdbicas, enquanto as demais placas de Petri foram

submetidas a incubagéo a 37°C por 48 horas sob condi¢des aerdbicas.

4.2.3.3 Contagem de microrganismos

Apds o periodo de incubacgao, todas as placas de Petri foram
submetidas a contagem de colbnias em contador de coldnias digital. As
placas de Petri foram posicionadas sobre o aparelho e um dos quadrantes da
placa que apresentava valores entre 30 e 300 foi selecionado. A seguir, a
ponta do contador foi posicionada, individualmente, sobre cada uma das
colénias formadas para realizagdo da contagem. Os numeros de unidades

formadoras de colénias por mL (ufc/mL) foram, entdo, calculados e
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comparados para verificagcdo da efetividade do método de esterilizagcéo

testado.

4.2.4 Avaliagdo das propriedades do esmalte

4.2.4.1 Preparo dos corpos de prova

Os 20 fragmentos dentais com dimensées de 4 x 4 mm,
reservados para os testes de microdureza, foram removidos da agua
destilada e secos com folhas de papel absorvente. Cada fragmento dental foi
fixado, por meio de adesivo instantdneo, a matriz metalica de uma
embutidora e, entéo, individualmente incluidos em 7g de resina acrilica, sob
pressao de 150kgf/cm? durante 7 minutos em aquecimento e outros 7
minutos de resfriamento. Durante este procedimento, 2 amostras foram
excluidas do estudo devido a presencga de trincas na superficie do esmalte.
Dessa forma, foram obtidas 18 amostras de esmalte bovino com somente a

face vestibular dos fragmentos dentais exposta ao meio externo (Figura 11).

FIGURA 11 — AMOSTRA DE ESMALTE
INCLUIDA EM RESINA ACRILICA.
Em seguida, as amostras incluidas em resina acrilica foram
polidas em politriz, sob refrigeracdo com agua destilada. A sequéncia de

lixas d’agua utilizada foi de: granulagao 400 (1 minuto) e granulagbées 1200,
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2500 e 4000* (2 minutos cada), tendo sido, entre cada lixa, realizada
limpeza dos corpos-de-prova em ultra-som com agua destilada por dois
minutos. O acabamento final foi realizado com disco de papel feltro e
suspensao de diamante de 1um®® (2 minutos).

Cada amostra foi acoplada a maquina para cortes de precisao e
seccionada longitudinalmente em duas por¢des, de maneira que a superficie
de esmalte exposta fosse dividida ao meio, permitindo a obtencdo de dois
corpos-de-prova contendo uma superficie de esmalte com dimensdes de 2 x

4 mm (Figura 12).

FIGURA 12 — DEL[MITAQAO DA AMOSTRA PARA
A REALIZACAO DO SECCIONAMENTO.

Os corpos-de-prova provenientes de uma mesma amostra de
esmalte bovino eram, entdo, destinados a um dos dois grupos (n=18):
Controle e Irradiado. As amostras do grupo Controle foram mantidas em
agua destilada até a realizacao do teste de microdureza. No caso do grupo
Irradiado, as amostras foram, individualmente, imersas em béqueres
contendo 200 mL de agua destilada estéril e submetidas a irradiagéo por

microondas durante 3 minutos a 650 W*° (Figura 13).
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FIGURA 13 — AMOSTRA REFERENTE AO GRUPO IRRADIADO
PREPARADA PARA A IRRADIACAO POR MICROONDAS.

4.2.4.2 Avaliagéo da microdureza superficial do esmalte

Para a realizacao dos testes de microdureza superficial nas
amostras dos grupos Controle e Irradiado, os corpos-de-prova foram secos
com auxilio de papel absorvente e posicionados, individualmente, no
aparelho microdurémetro, equipado com diamante Knoop. Foram realizadas
5 indentacdes, sob carga de 25 gf por 05 segundos’, na regido central da
amostra de esmalte, mantendo-se a distancia de 100 um entre as
indentacdes.

4.2.4.3 Avaliacédo da perda mineral do esmalte

Apds a realizacdo da analise de microdureza superficial, as
amostras foram isoladas com duas camadas de esmalte para unhas? de
maneira que apenas a regido vestibular da superficie de esmalte (8 mm?)

ficasse exposta (Figura 14).
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FIGURA 14 — AMOSTRA DE ESMALTE PREPARADA
PARA PROCEDIMENTO DE CICLAGEM DE PH.

Os grupos foram submetidos a um processo de
desmineralizagédo e remineralizagéo, realizado por meio de ciclagem de pH,
tendo o modelo de ciclagem utilizado sido proposto por Featherstone et al.?°
e descrito por Vieira et al.”®. A solugdo desmineralizadora, de pH 4.3, foi
composta por 2 mM calcio, 2 mM fosfato e 75 mM acido acético, tendo sido
aplicada na proporgéo de 5 mL/mm? de superficie de esmalte exposta (40 mL
por amostra). A solugdo remineralizadora, composta de 1.5 mM calcio, 0.9
mM fosfato, 150 mM KCI e 20 mM tampao TRIS, com pH 7.0, foi aplicada na
proporcgdgo de 2.5 mbL/mm? (20 mL por amostra). As solugbes
desmineralizadora e remineralizadora foram preparadas, no inicio do
experimento, pela adicdo dos reagentes em agua deionizada, de acordo com
cada protocolo. Cristais de timol foram adicionados, visando evitar o
desenvolvimento de microorganismos e, entdo, as solugbes foram
armazenadas em refrigerador. O processo de ciclagem das amostras foi
realizado, individualmente, por meio de frascos com tampa rosqueavel. Ao
inicio de cada ciclo, cada amostra foi transferida para um frasco contendo 40
mL da solugcédo desmineralizadora. Em seguida, os frascos eram tampados e
mantidos a 37°C, em estufa, durante 6 horas. Decorrido este periodo, a
solugao contida no frasco era descartada e as amostras eram transferidas

para novos frascos, contendo 20 mL da solugéo remineralizadora. Apds o
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fechamento dos frascos, estes eram mantidos em estufa a 37 °C por 18
horas. Agua deionizada foi utilizada para irrigar as amostras entre as trocas
de solugdo. As amostras foram submetidas ao processo de ciclagem durante
5 dias e, em seguida, permaneceram por mais 48 horas em solugé&o
remineralizadora.

ApOs o processo de ciclagem, a resisténcia a desmineralizacéo
foi verificada por meio de avaliagdo da microdureza em secc¢ao longitudinal.
A camada de esmalte de unhas que isolava a face seccionada foi removida
de cada corpo-de-prova por meio de sequiéncia de polimento, realizada para
possibilitar a realizacdo do teste de microdureza. Foram utilizadas lixas d’
agua de granulacdo 400 (1 minuto) e granulagdes 1200, 2500 e 4000%° (2
minutos cada), montadas em politriz. Entre cada troca de lixa, as amostras
foram imersas em agua destilada e mantidas em ultra-som, durante dois
minutos. O acabamento final foi realizado com disco de papel feltro e
suspensao de diamante de 1um, por 2 minutos. A face secionada de cada
corpo-de-prova foi posicionada no aparelho microdurbmetro para a
realizacao de 3 séries em 7 profundidades, localizadas no centro da amostra,
separadas lateralmente por 100 pm. As indentagdes foram feitas a 10, 30,
50, 70, 90, 110 e 300 um de distancia da superficie externa do esmalte. A
carga utilizada foi de 25 g¢f, durante 5 segundos’. A média dos valores de
microdureza obtidos para cada profundidade foi calculada para cada
amostra, tendo esse valor sido convertido em % de volume mineral de
acordo com a formula proposta por Featherstone®. Os valores de contetido
mineral do esmalte natural (AZ4) e os valores de perda mineral (AZ;) foram
calculados a partir de graficos contendo os valores de % de volume mineral x
profundidades (um), elaborados para cada amostra. Os maiores valores
obtidos em % de volume mineral foram utilizados como parametro para o

calculo do conteudo mineral do esmalte natural. O calculo da porcentagem
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de perda mineral® foi obtido de acordo com a expressdo: [% AZ =
100%(AZy/AZ4)].

4.3 Analise estatistica

Para determinar a efetividade das microondas na desinfeccao
das amostras de esmalte avaliadas, foi calculado o numero de
microrganismos viaveis, em valores de ufc/mL, obtido com e sem o
procedimento de desinfecgéo pela irradiagdo por microondas. E importante
ressaltar que, para cada duplicata, a contagem do numero de coldnias foi
realizada para cada uma das diluicbes semeadas. Foram considerados
somente os valores entre 30 e 300 colbnias, sendo escolhido o numero de
colénias referente a uma unica diluicdo que representasse um valor entre a
variacao considerada. Apds a obtengcdo desse valor em cada duplicata, o
namero de unidades formadoras de colb6nias por mililitro (ufc/mL) foi
calculado. Para esse calculo, utilizou-se a férmula a seguir:

Numero de coldnias X 10"

ufc/mL =
q

Nessa férmula, n equivale ao valor absoluto da diluigéo (2, 3, 4,
ou 5) e q equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicdo
semeada nas placas. No presente estudo, q = 0,025 ja que foram pipetados
25 pL para cada diluigdo. Os valores de ufc/mL obtidos foram deixados em
notacdo cientifica e foi obtida entdo a média aritmética dos valores das

duplicatas de cada amostra.
Os dados obtidos pelos testes de microdureza superficial e
microdureza em secc¢do longitudinal, apresentaram distribuicdo normal e

homogénea, portanto o teste t de Student, do tipo pareado, foi utilizado para
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a andlise estatistica destes dados, com a = 0,05. Os programas GMC ' e
XLSTAT versdo 2009.2.03% foram utilizados para a realizacdo dos testes

estatisticos.



Resultado



5 RESULTADO

Apds 7 dias de incubagdo a 37°C, os dados obtidos pela
inspecao visual realizada nos tubos de ensaio contendo o meio BHI,
indicaram que o crescimento de microorganismos (presenca de turvagédo no
meio de cultura) ocorreu em todos os tubos de ensaio referentes as amostras
do grupo controle, para ambas as condi¢cdes, de aerobiose e anaerobiose
(Figura 16). Nao ocorreu desenvolvimento de microorganismos em nenhum

dos tubos de ensaio referentes aos grupos irradiados (Figura 17).

FIGURA 16 - TUBO DE ENSAIO CORRESPONDENTE AO GRUPO
CONTROLE COM PRESENCA DE TURVACAO DO MEIO.

FIGURA 17 - TUBO DE ENSAIO CORRESPONDENTE AO GRUPO
IRRADIADO COM AUSENCIA DE TURVAGCAO DO MEIO.

Os resultados obtidos pela contagem de ufc/mL (Tabela 1) nas
placas de agar sangue confirmaram os resultados obtidos anteriormente pela

inspecgéo visual, constatando a ocorréncia de desenvolvimento de coldnias
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viaveis de microorganismos apenas nas placas referentes aos grupos
controle (Figuras 18A e 18B).

FIGURA 18A- PLACA CORRESPONDENTE O GRUPO
CONTROLE APOS O PERIODO DE INCUBACAO.

FIGURA 18B- PLACA CORRESPONDENTE O GRUPO
IRRADIADO APOS O PERIODO DE INCUBACAO.

Tabela 1 - Valores de média das contagens (ufc/mL) dos microrganismos
para os grupos Controle e Irradiado, nas duas condi¢gdes de incubagao
(n=20)

Grupo

Controle Irradiado

aerobiose anaerobiose aerobiose anaerobiose

422 x 10° 566 x 10° 0 0

* Os valores originais de ufc/mL encontram-se no Apéndice 1 (Tabela Al)
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Tabela 2 - Valores de média (+ DP; n = 18) de microdureza superficial, perda

mineral (AZ) e porcentagem de perda mineral (% AZ) dos grupos Controle e

Irradiado
Microdureza AZ % AZ
superficial (% vol. mineral x (% vol. mineral x
Grupo
(kg/mmz)* I-Im)** um)***
Controle 279,39+ 60,05 1249,63 + 371,59 5,14 £ 1,56
Irradiado 286,98 + 56,04 1193,93 £ 501,60 4,92 +£1,93

Teste t Student:*P=0,69; **P=0,64; ***P=0,66

Os resultados de microdureza superficial e porcentagem de
perda mineral, apresentados na Tabela 2, indicaram que nao ocorreu
diferenca estatisticamente significante entre os valores obtidos pelos grupos

Controle e Irradiado.

Os valores originais de microdureza superficial encontram-se no Apéndice 2.
Os valores originais de encontram-se no Apéndice 3.
Os valores originais de % AZ encontram-se no Apéndice 4.
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6 DISCUSSAO

Os dentes extraidos de origem humana sdo comumente
considerados a fonte mais apropriada de substrato dental para a realizagc&o

de estudos in situ®>®,

Entretanto, considerando a necessidade de
padronizagdo das amostras, a utilizagdo dos dentes humanos extraidos
apresenta algumas limitacdes®>’%®°. A sua composicdo ndo é uniforme e
pode ser influenciada por condi¢cdes ambientais (dieta, exposicao ao fluor,
experiéncia de carie), idade e fatores genéticos, que dificultam a obtencao de
uma amostra homogénea®>®°. O tamanho relativamente pequeno dos
dentes humanos torna necessaria a utilizacdo de varios dentes para a
obtencédo de amostras, o que pode influenciar os resultados dos estudo®®°,
Além disso, a dificuldade de obtencdo de dentes integros e em quantidade
suficiente também dificulta a utilizacdo do substrato de origem humana®. A
maioria dos dentes de origem humana utilizados em pesquisas € constituida
por molares e pré-molares®, que apresentam a maior parte de sua superficie
convexa, o que dificulta a obtencdo de amostras de esmalte com superficies
planas e espessura uniforme, necessarias para a realizacao de estudos que
utilizam métodos de avaliagdo como a microdureza superficial®'*>"8.
Pesquisas realizadas in situ com a utilizacdo de amostras de
esmalte provenientes de dentes humanos s&o consideradas de grande
relevancia clinica®®. Entretanto, a escolha do substrato a ser utilizado nas
pesquisas in situ deve levar em consideracdao sua disponibilidade, a
necessidade de padronizagdo das amostras, os métodos de analise
utilizados e a reprodutibilidade dos resultados®. Dessa forma, incisivos
bovinos, cuja anatomia &€ semelhante aquela dos incisivos humanos, tém

sido amplamente utilizados na obtengdo de amostras de esmalte®*?2"°%8

e,
embora este procedimento ndo esteja isento de criticas, possui humerosas

vantagens. Os incisivos bovinos s&o facilmente obtidos em grande
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quantidade e boas condigdes®’®%. Considerando suas maiores dimensdes
e superficie relativamente plana, varios blocos de esmalte podem ser obtidos
do mesmo dente?"*°***®  proporcionando a obtencdo de grupos
homogéneos®?'%°7289 Os dentes bovinos apresentam composicdo quimica
relativamente uniforme, menor concentragao de fluor e ndo possuem lesdes
de carie anteriores, o que diminui a variagédo na resposta ao tratamento e
promove resultados mais coerentes. No entanto, os dentes bovinos
apresentam maior porosidade que os dentes humanos e, consequentemente,
desenvolvem lesdes de carie mais rapidamente®'°>’2. Apesar disso, esta
caracteristica ndo é considerada uma desvantagem nos estudos in situ, pois
faz com que o tempo necessario de manutencdo da amostra de esmalte na
cavidade bucal dos pacientes seja menor®’. Além disso, as lesdes de carie
produzidas no esmalte bovino sdo as que apresentam maior semelhanca
com as lesdes produzidas em esmalte humano, tanto na distribuicdo mineral
quanto nas alteracdes estruturais®°.

Os estudos realizados in vitro limitam-se a utilizacédo do
substrato dental em procedimentos laboratoriais, que simulam as condi¢des
existentes na cavidade bucal. Os estudos in vivo utilizam dentes
naturalmente presentes na cavidade oral dos pacientes como substrato. Ja
os estudos in situ utilizam amostras de esmalte provenientes de dentes
extraidos, acopladas a dispositivos removiveis intra-orais ou fixadas
diretamente nos dentes do paciente®*®°. Os estudos in situ tém o objetivo de
mimetizar o desenvolvimento e a prevengéo das lesées de carie no ambiente
oral®®’2. Dessa forma, os modelos in situ representam um estagio
intermediario entre os modelos laboratoriais in vitro, altamente controlados, e

728 Entretanto, virus, bactérias e

as aplicacbes em situagdes clinicas
esporos provenientes dos dentes extraidos podem ser transmitidos aos
pacientes que participam dos estudos in situ?>. Dessa forma, a esterilizagao

de amostras de esmalte, previamente a sua utilizagcdo em estudos in situ, &
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considerada essencial, uma vez que este substrato constitui uma fonte de
contaminagdo em potencial, expondo voluntarios ao risco de
contaminagao® 121420507583 'parg isso, ¢ importante considerar a diferenca
entre esterilizacéo e desinfeccéo. Esterilizacdo é o processo pelo qual todas
as formas de microorganismos sdo eliminadas. Desinfec¢do € a destruigédo
da maioria, mas nao necessariamente de todos o0s microrganismos,
particularmente esporos microbianos altamente resistentes®*®’.
Conseqlentemente, € desejavel que os substratos de dentes extraidos com
finalidades de pesquisa sejam esterilizados antes de sua utilizagéo,
principalmente aqueles destinados aos estudos in situ, onde as amostras de
esmalte, provenientes de dentes extraidos, s&o posicionadas na cavidade
oral dos pacientes. Além disso, 0 método de esterilizacédo, além de ser eficaz,
nao deve comprometer a integridade estrutural das amostras de esmalte,
nem influenciar o desenvolvimento das lesdes de carie produzidas in vitro e
in situ?.

No presente estudo, o desenvolvimento de microorganismos
nos tubos de ensaio contendo o meio BHI, referentes as amostras dos
grupos controle e irradiado, foi avaliado por meio de inspegao visual, onde a
presenca (turvacdo do meio) ou auséncia de crescimento microbiologico foi
observada. A quantificagdo dos microorganismos em ufc/mL foi efetuada por
meio da semeadura em placas com o meio agar sangue. No grupo controle,
onde nenhuma das amostras de esmalte foi submetida a irradiagdo por
microondas, foi observado crescimento microbiologico tanto em condigbes de
aerobiose quanto em condi¢cdes de anaerobiose. Os resultados obtidos por
meio de inspecéo visual foram confirmados pelas semeaduras em placas,
estando de acordo com as observacdes de Amaecha et al.?, em 1999 e
Amaechi et al.®, em 1998, cujos resultados demonstraram, ainda, que os
microorganismos identificados foram principalmente Staphyloccocus aureus

e bacill?*. Nao foi observado crescimento microbiolégico em nenhuma das
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culturas referentes as amostras do grupo submetido a irradiagdo por
microondas. Estes resultados demonstram que a irradiacao por microondas
por 3 minutos a 650 W resultou em esterilizacdo de todas as amostras de
esmalte bovino. Os resultados obtidos por outros estudos tém demonstrado
que a irradiacdo por microondas é capaz de inativar diversos

microorganismos, incluindo os indicadores de esterilizagdo®® (C.

albicans'3:255:58.71,6668,70.79,81 S aureus'>6/5866-67.71.7379.84.86 P
aeruginosa'> %887 o B gy ptjlis194°47:56.5886.73.84) & gutros microorganismos
patogénicos (E. coli'349.67.69.79 S epidermis 3496, B

66-67,87

stearothermophilus®**"%  H. simplex 49.66,69)

e K. pneumoniae
Os mecanismos pelos quais as microondas promovem
inativacdo  dos  microrganismos ainda ndo foram  totalmente

esclarecidos''%4”. Alguns autores consideram a existéncia de efeitos nzo

térmicos sobre a atividade metabdlica de diferentes
microrganismos®'7:1923.2847.59.67-688  anquanto  outros sugerem  efeitos

31,38,45,79,86

térmicos Os efeitos térmicos sdo aqueles induzidos por um

movimento cinético associado ao aumento da temperatura, ndo sendo
diretamente causados pelo campo eletromagnético das microondas’'’3"4%:8¢,
Os efeitos ndo térmicos resultariam da interagcdo do campo eletromagnético
com as moléculas das células, produzindo alteragbes celulares que néo
poderiam ser explicadas somente por uma agao térmica®#*?%% Hiti et al.*®
relataram que as células com alto conteudo de agua possuem maior
interacdo com o campo eletromagnético, o que explicaria a ocorréncia da lise
celular em uma temperatura menor que aquela encontrada em um processo
puramente térmico®. Em estudo recente, foi observado que a irradiacéo por
microondas produziu alteragcbes da integridade e permeabilidade da
membrana e parede celular do microorganismo C. albicans, comprometendo
0 seu metabolismo ao ponto de causar morte celular’®. Segundo Carrol,

Lopez'’, a energia gerada pelas microondas pode causar uma oscilagdo
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muito rapida na célula microbiana e, consequentemente, o limite elastico da
estrutura celular poderia ser excedido'. Em outro estudo, alteracdes
ocasionadas a estrutura e/ou aos componentes moleculares de esporos de
B. subitillis foram significativamente distintas daquelas atribuidas somente ao
aumento da temperatura’. Dependendo do meio circundante dos
microrganismos, algumas moléculas organicas no citoplasma celular
poderiam ser aquecidas seletivamente pelas microondas, gerando no seu
interior uma temperatura maior que no meio circundante, o que resultaria no
efeito bactericida da irradiagdo por microondas'. Provavelmente, a
combinagdo dos mecanismos acima mencionados promoveu a inativagdo
dos microorganismos presentes nas amostras de esmalte bovino, durante a
irradiacao por microondas.

Dentre os métodos de desinfeccdo ou esterilizagcdo existentes,
a imersdao em solugdes a base de hipoclorito de sodio, formol, iodine-
povidine, glutaraldeido ou clorexidina, comumente utilizadas na esterilizacao
de instrumentos quando os métodos fisicos sdo incompativeis, também séao
utilizadas para a esterilizacdo de esmalte dental*>?"%"*3 No entanto, a
imersdo das amostras de esmalte nestas solu¢cdes apresenta eficacia
compativel com um alto nivel de desinfeccdo em lugar de verdadeiros
resultados de esterilizagdo?'. A imersao por 24 h em solugdo de hipoclorito
de sodio 12% ou de iodine-povidine 7,5% promoveu a esterilizagdo de
amostras de esmalte bovino®>. No entanto, a imersdo de dentes humanos
em solugéo de hipoclorito de sodio 2,6% por 7 dias foi considerada ineficaz
como método de esterilizagdo ou desinfecgao®. O tratamento com solucéo
de peroxido de hidrogénio 3% por 7 dias promoveu apenas desinfecgio®®2.
Da mesma forma, a utilizacdo do glutaraldeido e certos halégenos contra
Micobacterium tuberculosis ndo demonstrou ser um método eficiente de

21,53

desinfecgao Considerado eficiente para a esterilizagdo de dentes

utilizados por estudantes ou por pesquisadores, a imersdo em solucédo de
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formol € um método amplamente utilizado?*?"#3°°*3 A imersdo em solucéo
de formalina tem sido indicada como método de esterilizagdo para os dentes
que contenham restauracdes de amalgama®®“®. Apesar da esterilizagao de
dentes extraidos de origem humana ter sido obtida pela imersdo em solugé&o

de formalina 10% por 7 dias?#%°3

, hdo existe uma padronizagao do tempo de
armazenamento®*. Além disso, o formol é uma substancia perigosa, irritante
e possui potencial carcinogénico®“®®. E importante salientar, ainda, que
alguns destes agentes de imersdo podem ter um efeito direto sobre a
superficie dos blocos de esmalte ou permanecer no interior das amostras e

interferir  na execugcdo do experimento*?'.

Alteragbes morfologicas
superficiais foram observadas nas amostras de esmalte esterilizadas por
iodine-povidine (lesbes brancas) e hipoclorito de sédio (clareamento). Da
mesma forma, aumentos significativos da perda mineral e clareamento do
esmalte e das lesdes de carie produzidas in vitro foram observados apés a
esterilizacdo por meio de hipoclorito de sédio 12% por 24 h?.

A utilizagado do oxido de etileno como método de esterilizagdo
de dentes extraidos tem sido relatada, tendo a concentracdo de 1% sido
considerada efetiva para a esterilizacdo de amostras de esmalte bovino”.
Sua forma de atuacao é considerada de grande eficacia, considerando que o
gas pode penetrar em locais relativamente inacessiveis. No entanto, a
utilizacdo do oOxido de etileno como método de esterilizagdo tem sido
diminuida desde a década de 70, devido a sua alta toxicidade?""2. Este gas é
considerado altamente toxico e sua mistura com ar, em grandes propor¢oes,
pode se tornar explosiva. A sequéncia de utilizagdo normalmente envolve
uma fase de pré-umidificacdo sob vacuo, e assim, uma camara especial para
criar um ambiente com alta umidade é necessaria. Tal equipamento é
raramente encontrado fora de grandes centros hospitalares e o processo de
esterilizacdo demanda muitas horas, além disso requer treinamento técnico

especializado®. Adicionalmente, o processo de esterilizagdo com gas deve



101

ser realizado em etapas e exige um periodo para purificagcao/ retirada dos
gases de no minimo 72 h”®. Além disso, a utilizagdo de 6xido de etileno tem
sido relatada como ineficaz para a esterilizacao de dentes contaminados com
esporos de Bacillus subtilis®*®. Em um estudo realizado em 1995, White,
Hays® concluiram que o éxido de etileno ndo é um método confiavel de
esterilizacdo de dentes humanos, pois a exposicdao ao oxido de etileno, sob
condi¢des consideradas de esterilizagdo, ndo pode ser considerada capaz de
esterilizar os tecidos internos dos dentes. Dessa forma, os autores sugerem
que outros métodos de esterilizagcdo sejam utilizados para assegurar a
eliminagdo dos patdgenos de origem sanguinea que podem estar presentes
nos dentes extraidos utilizados em pesquisas®®.

Considerando a importancia da preservacdo da camada
superficial do esmalte para a realizagdo de testes de cariogenicidade,
possiveis alteragbes sofridas nessa regido em decorréncia do processo de
irradiagdo por microondas apresentam relevancia e, dessa forma, este
estudo realizou uma andlise do seu efeito sobre a microdureza superficial de
amostras de esmalte bovino. A avaliagdo por meio de microdureza de
superficie & considerada uma técnica altamente sensivel e que apresenta
reprodutibilidade, sendo utilizada na avaliagdo dos estagios iniciais do
processo de carie em estudos de desmineralizacdo de esmalte realizados in
vitro e in situ”*%®*. No entanto, os dados obtidos pela realizacéo dos testes
de microdureza de superficie ndo fornecem detalhes a respeito das
alteracbes ocorridas abaixo da camada superficial de esmalte. Tais
informacdes apresentam importancia particularmente para os estudos que
avaliam a dinamica do desenvolvimento de caries no ambiente intra-oral.
Portanto, o presente estudo também avaliou as amostras de esmalte por
meio de microdureza em secc¢éo longitudinal, visando determinar se a
resisténcia a desmineralizacdo das amostras poderia ser influenciada pela

esterilizacdo por microondas. Dentre os métodos de avaliagdo mineral
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existentes, a microrradiografia transversal é considerada o padrdo ouro, pois
€ capaz de fornecer dados precisos sobre as alteragées no conteudo mineral
das amostras. No entanto, a analise das amostras de esmalte por meio de

microrradiografias requer a destruigdo da amostra® 7%

e impossibilita
andlises longitudinais, do tipo pré e pos-tratamento na mesma amostra.
Sendo assim, técnicas indiretas de analise do conteido mineral tém sido
utilizadas na avaliagdo das amostras submetidas a processos de
desmineralizacdo, abrangendo analises de microdureza superficial e
longitudinal. Os testes de microdureza Knoop s&o considerados altamente
sensiveis®®, e capazes de avaliar estagios iniciais da desmineralizagao
esmalte-dentina ou remineralizagdo do esmalte’ por meio de analises
indiretas do conteudo mineral. Os valores de volume mineral e microdureza
apresentam uma relacao linear’* e os dados obtidos por meio de testes de
microdureza podem ser convertidos em porcentagem de volume mineral®,
permitindo o calculo da perda mineral (AZ), parametro utilizado em estudos
envolvendo processos de desmineralizacdo®’®. Os resultados de
microdureza superficial e porcentagem de perda mineral ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle e irradiado,
sugerindo que a esterilizagdo por meio de irradiagdo por microondas nao
promoveu alteragcdes no conteudo mineral das amostras de esmalte bovino.
Resultados contrastantes tém sido relatados para as amostras de esmalte

2,21

esterilizadas por meio de autoclave““’. Este equipamento € acessivel a todos

0s pesquisadores da area de odontologia e € considerado um método de

esterilizacdo de esmalte eficiente e rapido®>212448,

Entretanto, quando
realizado a 132°C por 15 minutos, uma diminuigdo da microdureza superficial
do esmalte bovino foi relatada?®'. Aumento significativo na perda mineral e na
profundidade das lesbes de carie produzidas in vitro também foi observado
em amostras de esmalte esterilizadas em autoclave a 121°C por 15 minutos®.

Testes de microdureza, realizados antes e ap0s a esterilizagdo em autoclave,
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sugerem que o calor umido e a pressao podem ser responsaveis pelas
modificages ocorridas nas amostras de esmalte?’. O aumento da extenséo
das indentagbes foi amplamente significante e, em alguns casos, as
indentagbes foram tdo extensas quanto aquelas esperadas apdés um
experimento de desmineralizagdo intra-oral’'. Dessa forma, ao contrario da
irradiagdo por microondas, o processo de esterilizacdo de esmalte dental em

21,48,50,75-76

autoclave pode causar efeitos como a reducdo da microdureza e

alteracdes nas propriedades do esmalte, comprometendo os resultados dos

estudos de remineralizagao?®"">"®

, podendo esses efeitos influenciar, ainda,
os resultados de adesdo ao esmalte de sistemas adesivos®. Durante a
irradiacao por microondas, as amostras sdo imersas em 200 mL de agua que
atinge a temperatura de ebulicdo apdés 90 segundos, permanecendo nesta
temperatura até o final dos 3 minutos de irradiacdo’®. Assim, as variagées
ambientais a que as amostras sdo submetidas durante a irradiagdo por
microondas n&o sao tdo severas quanto aquelas provocadas pelo processo
de esterilizacdo em autoclave, contribuindo para a auséncia de efeitos
nocivos sobre as propriedades do esmalte submetido a esterilizacédo por
microondas.

A irradiacdo gamma tem sido considerada o método mais
apropriado para a esterilizagdo de amostras de esmalte utilizadas em
desafios cariogénicos®*?'®° A radioesterilzagdo é frequentemente utilizada
para esterilizar itens hospitalares sensiveis ao calor*?'. As propriedades
nano-mecanicas do esmalte ndo foram alteradas apds a esterilizagdo por
meio de irradiacdo gamma nas doses de 7 ou 35 kGy'*. Da mesma forma, a
utilizacdo da dose de 25 kGy também ndo promoveu alteragcbes na
microdureza superficial das amostras de esmalte bovino?' ou de esmalte
humano®, além de n3o ter alterado a profundidade das lesées de carie ou a
perda mineral de amostras de esmalte®. Entretanto, tem sido sugerido que,

apesar de ndo promover altera¢cdes na microdureza do esmalte, a radiagcéo
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ionizante pode influenciar a resposta do esmalte aos desafios cariogénicos"’.
Isso pode ser aceitavel desde que todas as amostras de esmalte utilizadas
no experimento tenham recebido um tratamento de irradiagdo idéntico,
podendo, entretanto, invalidar as comparagées com outros estudos em que
as amostras de esmalte foram submetidas a doses diferentes de irradiacéo
gamma?'. Tem sido observado, ainda, que a irradiagdo gamma promoveu
alteracdes na coloragdo das amostras e das lesdes de carie artificiais>>%°. As
alteracbes na coloragdo do esmalte podem ter sido provocadas pela
desnaturagdo dos componentes organicos presentes no esmalte, em
decorréncia do processo de irradiagdo?. A preservacdo da cor do esmalte
pbde ser obtida apenas com a reducdo na dose de irradiagdo gamma para
4,08 kGy?. Além disso, os relatos de utilizacdo da irradiacdo gamma
abrangem diferentes tempos de exposicdo das amostras®*'*?"%° mesmo
quando a dose de irradiacdo utilizada é a mesma®*2"'®°. Uma das limitacdes
para utilizagdo da irradiagdo gamma como método de esterilizagdo de
esmalte esta relacionada ao fato dos equipamentos estarem disponiveis,
geralmente, em grandes industrias. Para a utilizagdo deste método,
normalmente, os pesquisadores enviam o material a ser esterilizado para
uma empresa especializada, envolvendo custo de utilizagdo. A empresa
pode exigir uma quantidade minima de material para que seja
economicamente viavel realizar o processo de esterilizagdo®'. Além disso, a
esterilizacdo por meio de irradiagdo gamma consiste em um processo longo,
que pode variar de 15 a 200 horas para ser concluido®*'*®. Se o processo
de esterilizacao for realizado com cobalto, sdo necessarias 24 h adicionais?’.
Dessa forma, as limitagcbes relatadas para esse método de esterilizagdo
podem constituir-se em fatores que inviabilizam a sua utilizagao pela maioria
dos pesquisadores.

De acordo com os resultados do presente estudo, a

esterilizacdo de amostras de esmalte por microondas pode ser considerada
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um método microbiologicamente efetivo, seguro, rapido, requer apenas um
aparelho de microondas de uso doméstico e agua, apresenta baixo custo e
nao utiliza fonte de energia radioativa. Apesar dos resultados favoraveis do
presente estudo, sdo necessarias, ainda, outras analises para se determinar
a influéncia da irradiacdo por microondas sobre a composicdo e
microestrutura do esmalte dental, fatores fundamentais na aderéncia de
microorganismos e formacao de biofilme oral na sua superficie. Além disso,
analises comparativas da irradiagdo por microondas com outros métodos
efetivos de esterilizacdo de esmalte devem ser realizadas nos estudos

futuros.



Conclusdo



7 CONCLUSAO
Com base na metodologia do presente estudo, foi possivel

concluir que:

1. A irradiagdo por microondas a 650 W por 3 minutos foi efetiva na
esterilizacdo de amostras de esmalte bovino.

2. A microdureza superficial e a resisténcia a desmineralizagdo das
amostras de esmalte bovino nao foram influenciadas pela irradiagédo por

microondas a 650 W por 3 minutos.



Referéncias



8 REFERENCIAS*

1. Abuabara A, Santos AJS, Aguiar FHB, Lovadino JR. Evaluation of
microleakage in human, bovine and swine enamels. Braz Oral Res.
2004;18:312-6.

2. Amaecha BT, Higham SM, Edgar WM. Effect of sterilisation methods
on the structural integrity of artificial enamel caries for intra-oral cariogenicity
tests. J Dent. 1999;27:313-6.

3. Amaechi BT, Higham SM, Edgar WM. Efficacy of sterilisation methods
and their effect on enamel demineralisation. Caries Res. 1998;32:441-6.

4. Amaechi BT, Higham SM, Edgar WM. The use of gamma irradiation
for the sterilization of enamel for intra-oral cariogenicity tests. J Oral Rehabil.
1999;26:809-13.

5. Arends J, Ten Bosch JJ. Demineralization and remineralization
evaluation techniques. J Dent Res. 1992;71(Spec No0):924-8.

6. Arends J, Ruben JL, Inaba D. Major topics in quantitative
microradiography of enamel and dentin: R parameter, mineral distribution
visualization, and hyper-remineralization. Adv Dent Res. 1997;11:403-14.

7. Argenta RMO, Tabchoury CP, Cury JA. A modified pH-cycling model
to evaluate fluoride effect on enamel demineralization. Pesq Odontol Bras.
2003;17:241-6.

8. Atmaca S, Akdag Z, Dasdag S, Celik S. Effect of microwaves on
survival of some bacterial strains. Acta Microbiol Immunol Hung.1996;43:371-
8.

9. Attin T, Betke H, Schippan F, Wiegand A. Potential of fluoridated
carbamide peroxide gels to support post-bleaching enamel re-hardening. J
Dent. 2007;35:755-9.

*De acordo com o estilo Vancouver.
Disponivel no site: HTTP://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html



110

10. Banting DW, Hill SA. Microwave disinfection of dentures for the
treatment of oral candidiasis. Spec Care Dentist. 2001;21:4-8.

11.  Baysan A, Whiley R, Wright PS. Use of microwave energy to disinfect
a long-term soft lining material contaminated with Candida albicans or
Staphylococcus aureus. J Prosthet Dent. 1998;79:454-8.

12.  Berrocal MIL, Gonzalez JMM, Rodriguez MD Carriches CL. Sterilizing
effects of the erbium: yag laser upon dental structures: an in vitro study. Med
Oral Patol Oral Cir Bucal. 2006;11:158-61.

13. Border BG, Rice-Spearman L. Microwaves in the laboratory: effective
decontamination. Clin Lab Sci. 1999;12:156-60.

14. Brauer DS, Saeki K, Hilton JF, Marshall GW, Marshal SJ. Effect of
sterilization by gamma radiation on nano-mechanical properties of teeth. Dent
Mater. 2008;24:1137-40.

15.  Campanha NH, Pavarina AC, Brunetti IL, Vergani CE, Machado AL,
Spolidorio DM. Candida albicans inactivation and cell membrane integrity
damage by microwave irradiation. Mycoses. 2007;50:140-7.

16. Campos GM. GMC 2002. Ribeirdo Preto, School of Dentistry.
Available at: http://www.forp.usp.br/restauradora/gmc/gmc.html.

17. Carrol DE, Lopez A. Lethality of radio-frequency energy upon
microorganisms in liquid, buffered, and alcoholic food systems. J Food Sci.
1969;34:320-4.

18.  Ccahuana-Vasquez RA, Tabchoury CPM, Tenuta LMA, Del Bel Cury
AA, Vale GC, Cury JA. Effect of frequency of sucrose exposure on dental
biofilm composition and enamel demineralization in the presence of fluoride.
Caries Res. 2007;41:9-15.

19.  Celandroni F, Longo |, Tosoratti N, Giannessi F, Ghelardi E, Salvetti S,
et al. Effect of microwave radiation on Bacillus subtilis spores. J Appl
Microbiol. 2004;97:1220-7.



111

20. Centers of Disease and Control and Prevention. Guidelines for
infection control in dental health-care settings — 2003. MMWR. 2003;52(RR-
17):1-76.

21. Chandler NP. Preparation of dental enamel for use in intraoral
cariogenicity experiments. J Dent. 1990;18:54-8.

22. Cole EC, Robinson R. Test methodology for evaluation of germicides.
In: Ascenzi JM editor. Handbook of disinfectants and antiseptics. New York:
Marcel Dekker; 1996: p.1-13.

23. Culkin KA, Fung DYC. Destruction of Escherichia coli and salmonella
typhimurium in microwave-cooked soups. J Milk Food Technol. 1975;389:8-
15.

24. DeWald JP. The use of extracted teeth for in vitro bonding studies: a
review of infection control considerations. Dent Mater. 1997;13:74-81.

25. Dixon DL, Breeding LC, Faler TA. Microwave disinfection of denture
base materials colonized with Candida albicans. J Prosthet Dent.
1999;81:207-14.

26. Doherty UB, Benson PE, Higham SM. Fluoride-releasing elastomeric
ligatures assessed with the in situ carie models. Eur J Orthod. 2002;24:371-8.
27. Dominici JT, Eleazer PD, Clark SJ, Staat RH, Scheetz JP.
Disinfection/sterilization of extracted teeth for dental student use. J Dent
Educ. 2001;65:1278-80.

28. Dreyfuss MS, Chipley JR. Comparison of effects of sublethal
microwave radiation and conventional heating on the metabolic activity of
Staphylococcus aureus. Appl Environ Microbiol. 1980;39:13-6.

29.  Featherstone JDB, O’Really MM, Shariati M, Brugler S. Enhancement
of remineralization in vitro and in vivo, in Leach SA (ed): Factors relating to
demineralization and remineralization of the teeth, Proccedings of a workshop
1985. Oxford, IRL Press. 1986;23-34.



112

30. Featherstone JD, Ten Cate JM, Shariati M, Arends J. Comparison of
artificial caries-like lesions by quantitative microradiography and
microhardness profiles. Caries Res. 1983;17:385-91.

31.  Fitzpatrick JA, Kwao-Paul J, Massey J. Sterilization of bacteria by
means of microwave heating. J Clin Eng. 1978;3:44-7.

32.  Friedrich Jr. EG, Phillips LE. Microwave sterilization of Candida on
underwear fabric. A preliminary report. J Reprod Med. 1988;33:421-2.

33. Gilgrass TJ, Creanor SL, Foye RH, Millett DT. Varnish or polymeric
coating for the prevention of demineralization? An ex vivo study. J Orthod.
2001;28:291-5.

34. Gmir R, Giertsen E, van der Veen MH, de Josselin de Jong E, Ten
Cate JM, Guggenheim B. In vitro quantitative light-induced fluorescence to
measure changes in enamel mineralization. Clin Oral Invest. 2006;10:187-95.
35. Goodson LB, Glass RT, Bullard JW, Conrad RS. A statistical
comparison of denture sanitation using a commercially available denture
cleaner with and without microwaving. Gen Dent. 2003;51:148-51.

36. Gray JA. Kinetics of the dissolution of human dental enamel in acid. J
Dent Res. 1962;41:633-45.

37.  Griffith D, Nacey J, Robinson R, Delahunt B. Microwave sterilization of
polyethylene catheters for intermitent self- catheterization. Aust N Z J Surg.
1993;63:203-4.

38. Hiti K, Walochnik J, Faschinger C, Haller-Schober EM, Aspéck H.
Microwave treatment of contact lens cases contaminated with
Acanthamoeba. Cornea. 2001;20:467-70.

39. Hoffman PN, Hanley MJ. Assessment of a microwave-based clinical
waste decontamination unit. J Appl Bacteriol. 1994;77:607-12.

40. Hong SM, Park JK, Lee YO. Mechanisms of microwave irradiation
involved in the destruction of fecal coliforms from biosolids. Water Res.
2004;38:1615-25.



113

41. Hume WR, Makinson OF. Sterilizing dental instruments: evaluation of
lubricating oils and microwave radiation. Oper Dent. 1978;3:93-6.

42. |kawa JY, Rossen JS. Reducing bacteria in household sponges. J
Environ Health. 1999;62:1-5.

43. Isenberg, H. D. (ed.). 1992. Clinical microbiology procedures
handbook. American Society for Microbiology, Washington, D.C.

44.  Jasnow SB, Smith JL. Microwave sanitization of color additives used in
cosmetics: feasibility study. Appl Microbiol. 1975;30:205-11.

45. Jeng DKH, Kaczmarek KA, Woodworth AG, Balasky G. Mechanism of
microwave sterilization in the dry state. Appl Environ Microbiol. 1987;53:2133-
7.

46. Kielbassa AM, Hellwig E, Meyer-Lueckel H. Effects of irradiation on in
situ remineralization of human and bovine enamel demineralized in vitro.
Caries Res. 2006;40:130-5.

47. Kim SY, Jo EK, Kim HJ, Bai K, Park JK. The effects of high-power
microwaves on the ultrastructure of Bacillus subtilis. Lett Appl Microbiol. 2008;
47:35-40.

48. Kumar M, Sequeira PS, Peter S, Bhat GK. Sterilisation of extracted
human teeth for educacional use. Indian J Med Microbiol. 2005;23:256-8.

49. Latimer JM, Matsen JM. Microwave oven irradiation as a method for
bacterial decontamination in a clinical microbiology laboratory. J Clin
Microbiol. 1977;6:340-2.

50. Lee JJ, Nettey-Marbell A, Cook A Jr, Pimenta LA, Leonard R, Ritter
AV. Using extracted teeth for research. The effect of storage medium and
sterilization on dentin bond strengths. J Am Dent Assoc. 2007;138:1599-603.
51. Lewinstein |, Fuhrer N, Churaru N, Cardash H. Effect of different
peroxide bleaching regimens and subsequent fluoridation on the hardness of
human enamel and dentin. J Prosthet Dent. 2004;92:337-42.



114

52. Lin JJ, Cameron SM, Runyan DA, Craft DW. Disinfection of denture
base acrylic resin. J Prosthet Dent.1999;81:202-6.

53. Lolayekar NV, Bhat VS, Bhat SS. Disinfection methods of extracted
human teeth. J Oral Health Comm Dent. 2007;1:27-9.

54. Medeiros CL, Gonzalez-Lépez S, Bolafios-Carmona MV, Sanchez-
Sanchez P, Bolainos-Carmona J. Effects of phosphoric acid on bovine enamel
bleached with carbamide peroxide. Eur J Oral Sci. 2008;116:66-71.

55. Mellberg JR. Hard-tissue substrates for evaluation of cariogenic and
anti-cariogenic activity in situ. J Dent Res. 1992;71(Spec No0):913-9.

56. Mima EGO, Pavarina AC, Neppelenbroek KH, Spolidorio DMP,
Machado AL, Vergani CE. Effect of different exposure times of microwave
irradiation on the disinfection of a hard chairside reline resin. J Prosthodont.
2008;17: 312-7.

57.  Molinari JA, Runnells RR. Role of disinfections in infection control.
Dent Clin North Am. 1991;35:323-71.

58. Neppelenbroek KH, Pavarina AC, Spolidorio DM, Vergani CE, Mima
EGO, Machado AL. Effectiveness of microwave sterilization on three hard
chairside reline resins. Int J Prosthodont. 2003;16:616-20.

59.  Olsen CM. Microwaves inhibit bread mold. Food Eng. 1965;37:51-3.
60. Pickwell E, Wallace VP, Cole BE, Ali S, Longbottom C, Lynch RJ, et al.
A comparison of terahertz pulsed imaging with transmission microradiography
for depth measurement of enamel demineralisation in vitro. Caries Res.
2007;41:49-55.

61. Pinto CF, Oliveira R, Cavalli V, Giannini M. Peroxide bleaching agent
effects on enamel surface microhardness, roughness and morphology. Braz
Oral Res. 2004;18:306-11.

62. Queiroz CS, Hara AT, Paes Leme AF, Cury JA. pH-Cycling models to
evaluate the effect of low fluoride dentifice on enamel de- and
remineralization. Braz Oral Res. 2008;19:21-7.



115

63. Rios D, Hondrio HM, Magalhdes AC, Delbem AC, Machado MA, Silva
SM, et al. Effect of salivary stimulation on erosion of human and bovine
enamel subjected or not to subsequent abrasion: an in situ/ex vivo study.
Caries Res. 2006;40:218-23.

64. Rodrigues JA, Marchi GM, Ambrosano GM, Heymann HO, Pimenta
LA. Microhardness evaluation of in situ vital bleaching on human dental
enamel using a novel study design. Dent Mater. 2005;21:1059-67.

65. Rodrigues LK, Cury JA, Santos MN. The effect of gamma radiation on
enamel hardness and its resistance to demineralization in vitro. J Oral Sci.
2004;46:215-20.

66. Rohrer MD, Bulard RA. Microwave sterilization. J Am Dent.
1985;110:194-8.

67. Rohrer MD, Terry MA, Bulard RA, Graves DC, Taylor EM. Microwave
sterilization of hydrophilic contact lenses. Am J Ophthalmol. 1986;101:49-57.
68. Rosaspina S, Salvatorelli G, Anzanel D, Bovolenta R. Effect of
microwave radiation on Candida albicans. Microbios. 1994;78(314):55-9.

69. Sanborn MR, Wan SK, Bulard R. Microwave sterilization of plastic
tissue culture vessels for reuse. Appl Environ Microbiol. 1982;44:960-4.

70. Sanita PV, Vergani CE, Giampaolo ET, Pavarina AC, Machado AL.
Growth of Candida species on complete dentures: effect of microwave
disinfection. Mycoses. 2008;52:154-60.

71.  Silva MM, Vergani CE, Giampaolo ET, Neppelenbroek KH, Spolidorio
DM, Machado AL. Effectiveness of microwave irradiation on the disinfection
of complete dentures. Int J Prosthodont. 2006;19:288-93.

72.  Sonju Clasen AB, Ogaard B. Experimental intra-oral caries models in
fluoride research. Acta Odontol Scand. 1999;57:334-41.

73. Tarantino L, Tomassini E, Petti S, Simonetti D'Arca A. L'impriego di un
apparecchio a microonde nella sterilizzazione di strumentario odontoiatrico:
possibilita e limiiti. Minerva Stomatol. 1997;46:561-6.



116

74. Ten Bosch JJ, Angmar-Mansson B. A review of quantitative methods
for studies of mineral content of intra-oral incipient caries lesions. J Dent Res.
1991;70:2-14.

75. Thomas RZ, Ruben JL, Ten Bosh JJ. Effect of ethylene oxide
sterilization on enamel and dentin demineralization in vitro. J Dent.
2007;35:547-51.

76. Toro MJ, Lukantsova LL, Wiliamson M, Hinesley R, Eckert GJ,
Dunipace AJ. In vitro fluoride dose—response study of sterilized enamel
lesions. Caries Res. 2000;34:246-53.

77. Vela GR, Wu JF. Mechanism of lethal action of 2,450-MHz radiation on
microorganisms. Appl Environ Microbiol. 1979;37:550-3.

78.  Vieira AE, Delbem AC, Sassaki KT, Rodrigues E, Cury JA, Cunha RF.
Fluoride dose response in pH-cycling models using bovine enamel. Caries
Res. 2005;39:514-20.

79. Watanabe K, Kakita Y, Kashige N, Miake F, Tsukiji T. Effect of ionic
strength on the inactivation of microorganisms by microwave irradiation. Lett
Appl Microbiol. 2000;31:52-6.

80. Watson PS, Sissons CH, Devine DA, Shore RC, Kirkham J, Nattress
BR, et al. Minimizing prion risk without compromising the microbial
composition of biofilms grown in vivo in a human plaque model. Lett Appl
Microbiol. 2004;38:211-6.

81. Webb BC, Thomas CJ, Harty DW, Willcox MD. Effectiveness of two
methods of denture sterilization. J Oral Rehabil. 1998;25: 416-23.

82.  White JM, Goodis HE, Marshall SJ, Marshall GW. Sterilization of teeth
by gamma radiation. J Dent Res. 1994;73:1560-7.

83. White RR, Hays GL. Failure of ethylene oxide to sterilize extracted
human teeth. Dent Mater. 1995;11:231-3.

84. Wu Q. Effect of high-power microwave on indicator bacteria for
sterilization. IEEE Trans Biomed Eng. 1996;43:752-4.



117

85. XL STAT - Statistical software for MS Excel. Available at:
http://www.xlstat.com.

86. Yeo CB, Watson IA, Stewart-Tull DE, Koh VH. Heat transfer analysis
of Staphylococcus aureus on stainless steel with microwave radiation. J Appl
Microbiol. 1999;87:396-401.

87. Young SK, Graves DC, Rohrer MD, Bulard RA. Microwave sterilization
of nitrous oxide nasal hoods contaminated with virus. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol. 1985;60:581-5.

88.  Zaura E, Buijs MJ, Ten Cate JM. The effects of the solubility of artificial
fissures on plaque pH. J Dent Res. 2002;81:567-71.

89. Zero DT. In situ caries models. Adv Dent Res. 1995,9:214-30.

90. Zero DT, Lussi A. Erosion-chemical and biological factors of
importance to the dental practitioner. Int Dent J. 2005;55(4 Suppl 1):285-90.



Apéndices



APENDICE 1

Tabela Al — Valores originais das contagens (ufc/mL x 10°) dos microrganismos

para as amostras dos grupos Controles e Irradiados

GRUPO
Controle Irradiado
Amostra aerobiose anaerobiose aerobiose anaerobiose
1 376 199 0 0
2 388 490 0 0
3 575 316 0 0
4 466 950 0 0
5 238 1016 0 0
6 440 1200 0 0
7 438 422 0 0
8 314 210 0 0
9 706 1200 0 0
10 416 678 0 0
" 336 321 0 0
12 356 594 0 0
13 272 213,8 0 0
14 420 476 0 0
15 260 600 0 0
16 362 361,6 0 0
17 988 1200 0 0
18 360 260,8 0 0
19 328 586 0 0
20 256 27,4 0 0
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Tabela A2 — Valores originais de microdureza superficial (kg/mm?) das amostras

dos grupos Controle e Irradiado

GRUPO

Amostra Controle Irradiado
1 282,88 194,16
2 184,62 277,02
3 2945 171,12
4 217,32 259,88
5 339,28 274,6
6 194,5 262,4
7 197,62 226,94
8 318,76 332,325
9 254,04 281,32
10 348,04 351,4
11 244,68 370,95
12 312,42 311,8
13 365,08 267,34
14 340,2 293,4
15 356,18 264,54
16 211,72 338,62
17 284,54 376,825
18 282,62 311,04
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Tabela A3 — Valores originais de perda mineral (% vol. mineral x um) das amostras

dos grupos Controle e Irradiado

GRUPO

Amostra Controle Irradiado
1 475,00 946,46
2 1494,90 820,39
3 964,22 699,13
4 966,04 1689,75
5 1487,83 2235,72
6 811,95 647,78
7 1485,24 805,55
8 1185,73 1375,98
9 1914,62 1284,08
10 759,26 884,14
11 1505,06 2219,92
12 1155,21 929,40
13 1719,05 1006,00
14 1603,46 1352,01
15 1344,56 1672,99
16 1167,15 703,88
17 1448,57 1460,21
18 1005,40 757,36
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APENDICE 4

Tabela A4 — Valores originais de porcentagem de perda mineral (% AZ) das

amostras dos grupos Controle e Irradiado

GRUPO
Amostra Controle Irradiado
1 24 4,9
2 6,6 3,7
3 4.4 3,2
4 5,1 7,0
5 5,6 8,6
6 2,9 2,6
7 5,7 3,4
8 4,4 6,2
9 8,7 5,5
10 3,4 3,9
11 6,0 8,9
12 4,2 3,5
13 6,7 3,9
14 6,5 5,3
15 5,2 6,4
16 4,6 3,0
17 6,3 5,8

18 3,8 2,8
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