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VIANA, PGS. Influéncia de diferentes métodos de esterilizacdo de esmalte dental
sobre sua morfologia, composi¢cdo quimica, estrutura e formacdo de biofilmes in
vitro. Araraquara, 2013. 153 f. Tese (Doutorado em Reabilitacdo Oral - Protese) —
Faculdade de Odontologia, Campus de Araraquara, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”

Resumo

O processo de esterilizagéo deve preservar as propriedades do esmalte utilizado nas
pesquisas in vitro e in situ. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos
métodos de esterilizagdo Irradiacdo por micro-ondas - IM, Irradiacdo gamma - 1G,
Oxido de etileno — OE e Autoclave — AU sobre as propriedades do esmalte. O
estudo foi realizado em duas fases. Na fase 1, 50 espécimes de esmalte bovino
foram divididos em cinco grupos (n=10): IM, IG, OE, AU e controle (n&o esterilizado).
Foram realizadas avaliacbes quanto a morfologia (Microscopia Eletrénica de
Varredura — MEV superficial e em secc¢do transversal), composi¢cao quimica (Energia
Dispersiva de raios-X — EDS e Espectroscopia Fotoeletronica por raios-X - XPS) e
estrutura (Raman e Ressonancia Magnética Nuclear - RMN). Na fase 2, 360
espécimes de esmalte bovino foram divididos em quatro grupos (n=90): IM, IG, OE e
AU. Biofilmes monoespécie (Actinomyces naeslundii e Streptococcus sanguis) e
biofilmes mistos foram formados e avaliados, para cada grupo experimental, quanto
ao numero de unidades formadoras de colbnias por mililitro (UFC/mL; n=10),
atividade metabdlica (reducdo do 2 metoxi 4 nitro 5 sulfofenil 5 fenilalanina
carbonil 2H tetrazolium hidroxido - XTT; n=10) e biomassa total (cristal violeta;
n=10). A andlise estatistica dos dados foi realizada para as avaliacbes Raman, XPS,
UFC/mL, XTT e cristal violeta com a=0,05. Os resultados indicaram que o método I1G
ndo promoveu alteracbes sobre a morfologia, composicdo quimica e estrutura do
esmalte. Os grupos IM e EO promoveram pequenas alteracdes na morfologia
superficial, composicdo quimica e estrutura. O grupo AU resultou em severas

alteracdes na morfologia superficial e em secgcao transversal, com pequena



influéncia sobre a composicédo quimica e estrutura do esmalte. Os biofilmes de S.
sanguis ndo apresentaram diferencas significantes entre os grupos. Os biofilmes de
A. naeslundii apresentaram valores maiores de UFC/mL e biomassa no grupo AU e
a atividade metabdlica foi maior no grupo IG. Pode ser concluido que os métodos de
esterilizagdo promovem alteragbes nas propriedades do esmalte e, dessa forma, a
selecdo do método de esterilizacdo deve ser realizada de maneira criteriosa,
considerando os efeitos causados as propriedades do esmalte.

Palavras chave: Esmalte dentario, Esterilizagdo, Anélise quimica, Biofilmes.



VIANA, PGS. Influence of different methods of dental enamel sterilization under
morphology, chemical composition, structure and biofilms formation in vitro.
Araraquara, 2013. 153 f. Tese (Doutorado em Reabilitagdo Oral - Prétese) —
Faculdade de Odontologia, Campus de Araraquara, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho

Abstract

The sterilization process should preserve the enamel properties of specimens used
for in vitro and in situ studies. The aim of this study was to evaluate the influence of
sterilization methods Microwaving — M|, Gamma irradiation — GI, Ethylene oxide —
EO and Steam autoclave SA on the enamel properties. This study was conducted
into 2 phases. For phase 1, 50 specimens of bovine enamel were assigned into 5
groups (n=10): MI, GI, EO, SA and control (no sterilization), evaluated regarding
morphology (Scanning Electron Microscopy — SEM superficial and cross-section),
chemical composition (X-ray energy dispersive spectroscopy — EDS and X-ray
photoelectron spectroscopy — XPS) and structure (Raman and Nuclear Magnetic
Resonance — RMN). For phase 2, 360 bovine enamel specimens were assigned into
4 groups (n=90): MI, GI, EO and SA. For each group, biofims were grown as
monospécies (Actinomyces naeslundii and Streptococcus sanguis) and multispecies,
evaluated regarding counting forming units (CFU/mL), metabolic activity (reduction of
2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium

hydroxide - XTT) and biomass (violet crystal assay). Statistical evaluation was
performed for data from XPS, Raman, CFU/mL, XTT assay and violet crystal assay.
The results indicated that Gl group produced no alterations on the morphology,
chemical composition and structure of the enamel. Ml and EO groups promoted
slightly alterations on morphology, chemical composition and structure. The SA
group caused severe morphological changes on surface and in depth and small
alterations on chemical composition and structure. There were no differences among
groups for S. sanguis biofilms. A. naeslundii biofilms showed higher values of
CFU/mL and biomass for SA group and higher metabolic activity in GI group. It can
be concluded that enamel properties could be influenced by the sterilization methods,



thus, the selection of the sterilization method must be based on the effects caused on

enamel properties.

Keywords: Dental enamel, Sterilization, Chemical analysis, Biofilms.
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1 INTRODUCAO

Desde meados do século XX, a utilizacdo de espécimes de esmalte
dental para a realizagdo de estudos in vitro e in situ tem possibilitado o
desenvolvimento e aprimoramento de produtos de uso odontoldgico tais como
agentes clareadores, dentifricios, solu¢des fluoretadas, entre outros. As pesquisas
utilizando modelos de biofilmes in vitro desenvolvidos sobre espécimes de esmalte
tém possibilitado a avaliagdo fisiologica e patologica da evolugdo dos biofilmes

dentais %2728

e, também, a avaliacdo da efetividade de novos agentes de controle
de placa %% de maneira muito préxima do que acontece na cavidade oral ?%. O
desenvolvimento do biofilme dental inicia-se com a formacédo da pelicula salivar, que
consiste na adsorcao das proteinas salivares sobre a superficie do esmalte, seguida
pela adesdo de microrganismos denominados colonizadores iniciais, que
desempenham um papel fundamental na adesédo dos microrganismos subsequentes
e formagcéo do biofilme dental *°.

Os espécimes de esmalte designados para os estudos sédo obtidos a
partir de dentes extraidos, fonte potencial de microrganismos patogénicos, devendo
ser esterilizados antes da sua utilizacdo com o objetivo de prevenir a propagacéo de

% e, ainda, promover a

doencas entre académicos, pesquisadores e voluntarios
obtencédo de espécimes livres de contaminacao para a realizagdo de estudos in vitro.
Dentre os métodos de esterilizacdo comprovadamente eficazes, destacam-se a
irradiacdo gamma, o oxido de etileno e a autoclave. Entretanto, esses métodos
apresentam algumas limitagcbes quanto a sua utilizacdo. Apesar de eficientes, a
irradiacdo gamma e o 6xido de etileno apresentam alto custo dos equipamentos e
necessitam de funcionarios especializados para a realizagdo do procedimento de
esterilizacdo. Além disso, a ocorréncia de escurecimento do esmalte tem sido

45,91

relatada apés a utilizacdo da irradiacdo gamma e 0 Oxido de etileno teve sua

efetividade questionada quando utilizado para a esterilizacdo de dentes integros %,
A esterilizacdo por autoclave tem sido considerada mais acessivel, no entanto,
alguns estudos revelaram danos a estrutura dental apds sua utilizacdo, como
alteracdes na coloracdo e na estrutura mineral dos dentes, o que poderia

comprometer os resultados dos estudos ** °.
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A irradiacdo por micro-ondas € capaz de inativar diversos
microrganismos, incluindo os indicadores de esterilizagcdo Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa 2. Esse método
tem sido utilizado para a inativacdo de microrganismos patogénicos presentes em
materiais destinados a experimentos microbiolégicos ®°, instrumentos utilizados em
procedimentos médicos e odontolégicos ®, proteses dentarias "* e, recentemente,
em espécimes de esmalte dental "°. Em estudo anterior, a utilizacdo da irradiacdo
por micro-ondas (3 min a 650 W) resultou na completa desinfeccdo dos espécimes
de esmalte bovino sem que ocorressem alteracbes na microdureza superficial, ou
influéncia sobre os processos de desmineralizacdo e de remineralizacado do esmalte.
Este método apresenta uma série de vantagens em relacdo aos demais protocolos
de esterilizaco, tais como facil acesso e baixo custo . No entanto, as anélises
realizadas até o momento sédo consideradas medidas indiretas da composi¢cao do
esmalte e, portanto, analises mais especificas devem ser realizadas com a
finalidade de identificar e quantificar possiveis alteracdes na composi¢cao quimica do
esmalte dental em decorréncia do processo de esterilizacdo, assim como a
comparacao deste método com os demais existentes.

Considerado o tecido mais mineralizado do corpo humano, o esmalte
dental é constituido por 96% de material inorganico, 3% de agua e menos de 1% de
material organico (proteinas ndo colagenas, tais como enamelinas e amelogeninas)
2187 "0 esmalte dental tem sido considerado por diversos pesquisadores como uma
apatita, que contém COs, Na e Mg como principais impurezas 2% A
microestrutura do esmalte é constituida por cristais ordenados em forma de prismas,
unidos por uma matriz formada por proteina e 4gua. A superficie externa do esmalte
apresenta-se mais mineralizada que a subsuperficie, podendo ser caracterizada por
cristais de apatita dispostos paralelamente uns aos outros e perpendicularmente a
superficie do esmalte *°. Alteracdes morfoldgicas ocorridas na superficie externa do
esmalte podem promover condicbes favoraveis ao acumulo de bactérias e ao
aumento no risco de desenvolvimento de lesdes de carie, uma vez que a estrutura
original do esmalte foi alterada °***. Tendo em vista que as caracteristicas fisicas,
estruturais, fisiologicas e funcionais dos tecidos duros séo estritamente relacionadas
& sua composicdo quimica e ultraestrutura , é provavel que as alteracdes sofridas
pelo esmalte dental em decorréncia do procedimento de esterilizagdo possam estar

associadas as alteracbes na sua morfologia e/ou composicdo quimica,
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possivelmente relacionadas a alteracdes na concentracdo e/ou na presenca dos
componentes, tais como calcio, fésforo e de grupamentos tais como o fosfato e o
carbonato, conforme relatos de Taube et al. °, 2010.

De acordo com a literatura especializada, os primeiros relatos de
estudos realizados para avaliar o efeito dos métodos de esterilizagdo sobre as
propriedades do esmalte consistiam em técnicas simples e sem critérios
metodolégicos controlados. Em 1990, Pantera et al. ** sugeriram a utilizacdo da
esterilizagdo dental por meio de autoclave (121°C por 40 min), uma vez que este
método se apresentou efetivo microbiologicamente e ndo promoveu alteracdes nas
caracteristicas dos dentes humanos. Neste trabalho, a avaliagdo realizada pelos
autores foi subjetiva, tendo sido a opinido dos alunos da Faculdade de Odontologia
considerada no momento da avaliacdo da presenca de fraturas, perda de
restauracdes ou influéncia sobre a realizacdo dos procedimentos endoddnticos em
treinamentos pré-clinicos.

Atualmente, dentre as técnicas disponiveis para o estudo dos tecidos
mineralizados, a analise por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem
sido utilizada por diversos pesquisadores para avaliar as alteragcées estruturais
ocorridas na superficie do esmalte, incluindo a sua exposicdo a agentes alcalinos

525 agentes clareadores %, adesivos 2°

e outros. Dessa forma, a MEV é
considerada um método de andlise qualitativo, quando utilizado para o estudo das
caracteristicas morfolégicas da superficie dos tecidos dentais. Adicionalmente, a
analise por meio de energia dispersiva de raios-X (EDS), utilizada em conjunto com
a MEV, tem sido frequentemente empregada para avaliagdo da composi¢cao quimica
do esmalte dental ?°. EDS possibilita a analise da subsuperficie do esmalte, podendo
fornecer informacfes sobre a composi¢cdo quimica elementar a uma profundidade
maior que 1 um °%. No entanto, dependendo do equipamento utilizado, ambas as
técnicas podem requerer que 0s espécimes sejam recobertos por uma camada de
carbono ou ouro, fato que, muitas vezes, impossibilita a realizacdo de estudos
longitudinais. Além destas técnicas, a ressonancia magnética nuclear (RMN)
também tem sido utilizada na caracterizacao estrutural de tecidos mineralizados,
apresentando elevada especificidade na avaliacédo estrutural e dinamica de fosfatos
organicos e inorganicos °. Porém, a RMN é um método destrutivo, requerendo a

trituracdo do espécime para a realizacao da andlise.
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Dentre as técnicas de caracterizacdo quimica que possibilitam a
preservacdo do espécime, a andlise por XPS consiste em um método de andlise
superficial altamente especifico e que pode ser realizado diretamente sobre os
espécimes de esmalte. XPS tem sido utilizada na caracterizacdo quantitativa da
composicdo quimica do esmalte **, assim como na avaliacéo das interacdes entre

8 agentes alcalinos " e laser Er:'YAG *. Também

esmalte dental e adesivos
considerada uma técnica conservadora, a espectroscopia Raman pode ser realizada
diretamente sobre o espécime, sendo capaz de realizar analises com elevada
especificidade bioquimica, sem que haja necessidade de preparacdo destrutiva da
superficie **. Essatécnica de analise por meio de luz detecta vibracées moleculares,
fornecendo informagBes a respeito da composi¢cdo quimica e da estrutura dos

55

materiais analisados *°, tendo sido utilizada na avaliagdo do esmalte dental em

25
|

estudos envolvendo detecgcdo de lesGes causadas por erosdo dental <>, lesbes

iniciais de carie **, danos causados por agentes clareadores >>°’

, interacdo do flaor
com os tecidos dentais #° e efetividade de lasers no controle de céries *'.

A composi¢do quimica da superficie do esmalte tem sido citada como
um fator contribuinte na variagdo das condi¢cdes de formacdo da pelicula salivar e,
subsequentemente, na adesdo dos microrganismos colonizadores iniciais do
biofilme 3. Dentre os microrganismos responsaveis pela colonizac&o inicial da placa,
0 Streptococcus sanguis representa 45% daqueles encontrados até 4 h apés a

higienizacdo oral .

O microrganismo Actinomyces naeslundii também é
considerado um colonizador inicial e pode representar cerca de 30% do total de
bactérias pioneiras na colonizacdo do biofiime dental ' Este microrganismo
apresenta receptores com capacidade de ligacdo a pelicula salivar e, ainda, um
mecanismo de ligacdo especifico com o S. sanguis, por meio do receptor 1 Gn ¥,
desempenhando um papel importante nos estagios iniciais de formacdo do biofilme
19.

Dessa forma, além da avaliagdo detalhada das possiveis alteracdes
guimicas e morfolégicas do esmalte dentario decorrentes do processo de
esterilizagéo, o seu efeito sobre a adesdo desses microrganismos e formagao do
biofilme inicial deve ser avaliado visando identificar se os métodos se esterilizagdo
apresentam alguma influéncia ou interferéncia sobre este processo. Possiveis
alteracées do esmalte poderiam influenciar e/lou comprometer os resultados dos

estudos in vitro e in situ que avaliam a formacéo e o desenvolvimento de biofilmes
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orais sobre espécimes de esmalte. A realizacdo desses estudos consiste na etapa
qgue precede a realizacdo de experimentos in vivo e, portanto, € desejavel que os
espécimes de esmalte utilizados ndo sofram alteracdes durante o processo de
esterilizacdo. Entretanto, de acordo com a literatura especializada, ainda ndo ha
relatos sobre a influéncia dos métodos de esterilizacdo de esmalte dental sobre a
formacao do biofilme oral.

Dentre as andlises realizadas para a avaliacdo de biofilmes, a técnica
de quantificagdo de UFC/mL tem sido amplamente utilizada. Esta técnica requer
uma metodologia simples e é capaz de fornecer informagbes a respeito da
guantidade dos microrganismos viaveis presentes nos biofilmes. Recentemente, a
utilizagcdo de métodos colorimétricos tem sido empregada na complementacdo das
analises relacionadas aos biofilmes. Dentre estes métodos de avaliacdo, destacam-
se 0 ensaio de reducdo do 2 metoxi 4 nitro 5 sulfofenil 5 fenilalanina carbonil 2H
tetrazolium hidroxido (XTT) e o cristal violeta. A realizacdo do ensaio de XTT
possibilita a quantificacdo da atividade metabdlica celular e, indiretamente, a

57,15

viabilidade do biofilme , enquanto a utilizacdo do cristal violeta proporciona

informacdes referentes a quantificacdo da biomassa total do biofilme '

Estas
analises quantitativas podem ser utilizadas complementarmente, contribuindo com
informacdes relevantes com relagédo ao efeito de diferentes métodos de esterilizagdo

de esmalte sobre a adeséo e formacao de biofilme oral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Uma revisdo da literatura abrangendo os trabalhos publicados
utilizados para a discussdo dos resultados obtidos pelo presente estudo, foram

revisados e constam a seguir.

2.1 Métodos utilizados para esterilizagcdo de esmalte dental

Os efeitos causados pelos métodos de desinfeccdo e esterilizagédo
sobre a morfologia do esmalte e a sobre a capacidade de adeséo resina-esmalte

foram avaliados in vitro por Shaffer et al. ®®

(1985). Vinte dentes humanos foram
utilizados para a realizagdo dos experimentos. As superficies vestibulares foram
polidas com lixas de granulacdo 240 e 600. Foram utilizados quatro grupos (n=5): | -
imersdo em glutaraldeido 2% durante 24 h sob temperatura de 23°C; Il - imersdo em
hipoclorito de sodio sob temperatura de 23°C durante 24 h; Il - autoclave durante 20
min a 127°C; IV - controle ndo esterilizado. As analises de morfologia do esmalte
foram realizadas com a utilizacdo de MEV e a adesao a resina foi avaliada por meio
de testes resisténcia ao cisalhamento. Os testes estatisticos ANOVA e Tukey foram
utiizados para a analise dos dados referentes ao teste de resisténcia ao
cisalhamento. Os resultados obtidos nao indicaram diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos com relagdo a resisténcia ao cisalhamento. A andlise
por meio de MEV (aumento de 500x) néo indicou diferencas significantes entre os
grupos experimentais e o grupo controle, tendo sido observadas nos espécimes
caracteristicas de normalidade do esmalte. Os autores concluiram que os métodos
avaliados ndo promoveram efeitos adversos a superficie do esmalte dental.

De acordo com Chandler ° (1990), apesar do 6xido 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 esterilizacdo 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 reducgéo significativa da

disponibilidade de 6xido de etileno num futuro proximo. Dessa forma, de acordo com
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0 autor, a utlizagdo do Oxido de etileno como método de esterilizacdo ndo é
recomendavel e, para o desenvolvimento de pesquisas envolvendo espécimes
dentais, outros métodos de esterilizacdo deveriam ser utilizados. Com o objetivo de
se determinar a viabilidade de métodos alternativos de esterilizagdo de esmalte,
esse autor analisou alteragdes ocorridas na morfologia superficial e na microdureza
de amostras de esmalte bovino submetidas ao processo de esterilizacdo por oxido
de etileno, autoclave (132°C por 15 min) 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 esterilizagdo, tendo sido, em
seguida, preparadas para analise em microscopio eletrdnico de varredura com
aumento de 500x. Para a avaliagdo da microdureza, dezoito amostras de esmalte
bovino de 3 x 4 mm foram polidas e divididas e trés grupos (n=6): oxido de etileno,
autoclave e irradiagdo gamma. Antes e apds o0 processo de esterilizacdo, cada
amostra foi submetida ao teste de microdureza Knoop, realizando seis indentagcbes
na superficie do esmalte, sob carga de 50 gf. Os resultados obtidos por este estudo
indicaram que os métodos de esterilizacdo avaliados ndo produziram alteracfes
significantes na morfologia superficial das amostras de esmalte bovino. A
esterilizagdo por meio de autoclave produziu uma diminuicdo significativa da
microdureza superficial do esmalte bovino, enquanto nenhuma alteracdo foi
observada nos grupos submetidos a esterilizagdo por 6xido de etileno e irradiagédo
gamma. Portanto, o método de esterilizagdo de amostras de esmalte por meio de
irradiacdo gamma apresenta-se como o0 substituto mais apropriado para o 6xido de
etileno.

A utilizagdo de dentes extraidos, de origem humana ou bovina, como
fonte de substrato para a realizacdo de estudos in situ, foi abordada por Mellberg *°
(1992). De acordo com o autor, os estudos in situ, podem ser divididos em dois
tipos: 0s que avaliam os fatores que afetam a formacdo das lesdes de carie ou a
remineralizagdo 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 sdo considerados a fonte mais apropriada de substrato para a
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realizacdo de pesquisas in situ que envolvam ambos o0s processos de
desmineralizagdo e remineralizagdo. No entanto, cada substrato apresenta
vantagens e limitacdes. Portanto, fatores como a disponibilidade, necessidade
diminuicdo dos fatores de variacdo e de padronizagdo das amostras, técnicas
analiticas utilizadas, reprodutibilidade dos resultados e, também, a experiéncia
pessoal do pesquisador, devem ser considerados no momento da escolha entre
dentes de origem humana ou bovina.

White e Hays #* (1995), relatam que os dentes humanos extraidos sdo
considerados uma fonte potencial de microrganismos patogénicos. A vascularizacao,
presente nos tecidos pulpares e perirradiculares dos dentes, torna possivel a
presenca de virus e muitos outros patdgenos transmitidos pela via sanguinea. Dessa
forma, os autores sugerem gue o0s dentes extraidos destinados as pesquisas devam
ser esterilizados antes da sua utilizacdo. Para avaliar a efetividade do éxido de
etileno na esterilizagdo de dentes extraidos, os autores realizaram um estudo
microbiolégico, utilizando molares extraidos de origem humana. 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
perfuracdo, uma solugéo contendo endosporos de Bacillus subtilis, microrganismo
indicador de esterilizagéo, 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 éxido de etileno a 30°C durante 250 min (n=22), Il — tratamento com
Oxido de etileno a 63°C durante 130 min (n=10) e Ill — controle ndo esterilizado
(n=10). Apos 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 presenca de
crescimento microbiano, evidenciada pela turvacéo do meio, foi avaliada. Os meios
de cultura que apresentaram crescimento foram semeados em placas contendo o
meio TSB (Trypticase Soy Broth). A presenca de endosporos viaveis de B. subtilis foi
verificada pelo desenvolvimento de coldnias de pigmentacdo vermelha. Os
resultados obtidos por este estudo indicam que nenhum dos dois tratamentos com
oxido de etileno foi capaz de esterilizar todos os dentes testados. Endosporos
vidveis de B. subtilis foram encontrados em mais de 60% das amostras submetidas

ao tratamento com Oxido de etileno. Foi possivel concluir que o 6xido de etileno nao
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pode ser considerado um método efetivo de esterilizagdo de dentes extraidos
integros.

Um artigo de revisdo de literatura realizada por Zero ** (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
avaliacao utilizadas e, ainda, consideragdes sobre a importancia da validacéo de tais
estudos. Os tipos de estudo in situ foram divididos em 3 categorias: 0os que
posicionam 0s espécimes de esmalte em aparelhos removiveis, 0os que fixam o0s
espécimes de esmalte aos dentes naturais dos pacientes e os estudos realizados
com espécimes seccionados (fixos ou removiveis). Os fatores que exercem grande
influéncia sobre os resultados de destes estudos estao relacionados aos parametros
experimentais e sua dificuldade de padronizagéo. A selecdo dos pacientes deve
considerar fatores demograficos como idade, género e etnia, estado geral de saude,
hébitos alimentares e caracteristicas da saliva (fluxo e composicdo). O tipo de
estudo in situ deve considerar 0os objetivos da pesquisa, maximizando a relevancia
clinica, minimizando os fatores de variacdo e mantendo um alto padrédo ético. A
definicdo do tipo de substrato dental (origem humana ou bovina), do método de
esterilizacdo e das técnicas de avaliagdo do substrato que serdo utilizados,
apresenta grande influéncia sobre os resultados. Dessa forma, o autor conclui que o
aumento na padronizacdo dos parametros experimentais € essencial para a
manutencao do alto nivel de relevancia clinica destes estudos.

Diferentes métodos de esterilizacdo de dentes extraidos foram
abordados por DeWald '® (1997), em um artigo de revisdo, que abordou os efeitos
causados por estes procedimentos aos dentes utilizados em 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
oxido de etileno ndo provocou alteracfes na permeabilidade dentinaria ou na forca
de adesdo dos materiais restauradores aos tecidos dentais, entretanto, foi
considerado um meétodo de esterilizagdo 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 padronizacdo do tempo de imersdo necesséario para esterilizar os dentes. A
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esterilizagdo por meio de autoclave ndo provocou alteracdes na forca de adesédo ou
na permeabilidade da dentina. A irradiagdo gamma nao promoveu alteragcdes na
estrutura dental, apesar disso, ndo foram encontrados estudos especificos de
adesdo dentinéria envolvendo este método de esterilizacdo. Dessa forma, os dentes
utilizados em pesquisas que envolvam teste de adesé&o devem ser esterilizados por
meio de autoclave.

Amaechi et al. ? (1998), desenvolveram um estudo com o objetivo de
avaliar a efetividade de métodos de esterilizacdo de espécimes de esmalte dental
utilizados em testes de cariogenicidade intraorais, e seus efeitos sobre a
desmineralizagdo do esmalte. Coroas de 20 incisivos bovinos foram seccionadas
verticalmente em cinco porgdes. Cada porgcao foi designada para um dos cinco
grupos: | — controle — nédo esterilizado, Il — irradiagdo gamma (25 kGy por 5 dias), Il
— autoclave (121°C por 15 min), IV — hipoclorito de sédio 12% (pH 12,5 por 24 h) e V
— povidine de iodo 7,5% (pH 5,3 por 24 h). Apés a esterilizacdo, todos os espécimes
foram imersos em caldo nutriente e incubados 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, todos o0s
espécimes foram imersos em solucao desmineralizante (pH 4,5) para a producéo de
lesdes de carie. Os espécimes foram preparados, analisados em microscoépio de luz
polarizada e submetidos a microrradiografias transversais para a quantificagcdo da
perda mineral e profundidade das lesGes. Os resultados obtidos indicaram que o
crescimento microbiolégico ocorreu apenas nas amostras do grupo controle,
demonstrando a eficacia dos métodos de esterilizagdo utilizados. A analise em
microscopio de luz polarizada, com aumento de 450x, comprovou a presenca de
lesbes de cérie nas amostras de todos os grupos. Alteracbes macroscopicas na
superficie do esmalte foram observadas nos grupos povidine de iodo (lesbes
brancas), hipoclorito de sodio (clareamento) e irradiagdo gamma (escurecimento do
esmalte). Apesar disso, nenhum dos grupos apresentou diferenga estatisticamente
significante nos valores de perda mineral e profundidade de lesdo quando
comparados ao grupo controle. Os autores concluem que todos os métodos de
esterilizac@o avaliados séo 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 irradiagdo gamma.



25

Diferentes métodos de esterilizacdo foram avaliados por Amaechi et al.
1(1999), quanto a sua influéncia sobre a estrutura dos espécimes de esmalte bovino
com cérie artificial. As lesbes de carie foram induzidas em 40 incisivos bovinos, que
foram distribuidos em quatro grupos (n=10), com 0s seguintes protocolos de
esterilizagédo: | — irradiacdo gamma (dose de 25 kGy por 5 dias), Il — autoclave
(121°C por 15 min), Ill — solugdo de hipoclorito de sédio 12% (24 h) e IV — solugéo
de povidine de iodo 7,5% (durante 24 h). ApGs os procedimentos de esterilizacéo,
testes microbiol6gicos foram realizados para comprovar a eficacia dos métodos
utilizados. Os espécimes dos grupos controles e experimentais foram,
individualmente, colocados em tubos de ensaio contendo caldo nutriente BHI e
incubados a 37°C durante 7 dias em condicfes de aerobiose e anaerobiose. Apos
este periodo, o crescimento de microrganismos foi avaliado pela presenca ou
auséncia de turvacdo nos meios de cultura. Os meios de cultura que apresentaram
turvacdo foram diluidos, semeados em placas de agar sangue e novamente
incubados. A presenca de microrganismos viaveis foi verificada por meio do
crescimento de coldnias nas placas semeadas. Posteriormente, 0s espécimes dos
grupos controles e esterilizados foram analisados em microscoépio de luz polarizada
e submetidos a microrradiografias transversais, para quantificagdo da perda mineral
e da profundidade das lesdes. Os resultados obtidos demonstraram que o
crescimento microbiolégico ocorreu apenas nas amostras dos grupos controle,
comprovando a eficdcia dos métodos de esterilizagcdo utilizados. A andlise realizada
em microscoépio de luz polarizada, com aumento de 450x, constatou a presenca de
lesbes de carie em todas as amostras e ndo revelou alteracdes na morfologia
superficial das lesdes das amostras esterilizadas em relacdo aquelas dos grupos
controles. No entanto, os espécimes do grupo esterilizado por meio de autoclave
apresentaram aumento significativo nos valores de perda mineral e profundidade da
lesdo. O grupo esterilizado por hipoclorito de sédio apresentou aumento significativo
da perda mineral e clareamento das amostras e das lesdes. A esterilizagdo por meio
de irradiagdo gamma alterou a coloracdo dos espécimes de esmalte e das lesbes
para a cor creme. Embora ndo tenha sido significativo, foi observado um aumento na
perda mineral dos espécimes do grupo esterilizado com povidine de iodo em relagéo
ao grupo controle. Considerando a quantidade de efeitos adversos causados pelos
demais métodos, a irradiagdo gamma mostrou-se o método mais aceitavel de

esterilizagdo para espécimes de esmalte utilizados em testes de cariogenicidade.
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Dando continuidade a esse estudo, Amaechi et al. * também em 1999,
avaliaram a capacidade da irradiacdo gamma de esterilizar espécimes de esmalte
bovino sem causar danos estruturais. Incisivos bovinos foram utilizados para a
obtencdo de 160 espécimes de esmalte, divididos em 8 grupos (n=20), sendo um
controle - ndo irradiado e sete grupos experimentais, submetidos a diferentes doses
de irradiacdo gamma: 2248, 2856, 3264, 3672, 4080, 4488 ou 4896 Gy,
respectivamente. Diferentes doses de irradiagdo gamma foram obtidas pela variagao
no tempo de exposicdo dos espécimes. Apés a irradiagdo, 0s grupos controle e
experimentais tiveram seus espécimes de esmalte imersos, individualmente, em
tubos de ensaio contendo caldo nutriente e incubados a 37°C por 7 dias em
condicBes de aerobiose e anaerobiose. O crescimento microbiolégico foi avaliado
pela presenca ou auséncia de turvacdo nos meios. Na presenca de turvacao, 0s
meios foram diluidos, semeados em placas agar sangue, incubados e submetidos a
contagem de UFC/mL. Em seguida, lesdes de céarie foram produzidas em cada
espécime e a perda mineral foi quantificada por meio de microrradiografias
transversais. Os resultados indicam que n&o ocorreu diferenga 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 alteragao da
coloragdo do esmalte para cor creme. Além disso, 0s testes microbioldgicos
demonstraram que nao ocorreu esterilizagdo 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 os espécimes sem causar danos a
integridade estrutural do esmalte bovino.

A realizagdo de estudos in situ para o desenvolvimento de pesquisas
de cariogenicidade foi abordada por Clasen e Ogaard ? (1999). Neste artigo de
revisdo, foram utilizados estudos de desmineraliza¢éo in situ publicados até o inicio
1999, com o objetivo de avaliar como os resultados das pesquisas podem ser
influenciados pelo método de esterilizagdo e pelo tipo substrato dental utilizado. As
técnicas de avaliagdo das alteracdes no conteudo mineral das amostras de esmalte
foram utilizadas para a avaliagdo. A microrradiografia transversal é considerada
padrdo ouro para a andlise da desmineralizagdo, devido a maior precisdo na
determinacao do contetdo mineral, porém requer destruicdo controlada do espécime
para a realizacdo da analise. Dessa forma, técnicas alternativas como a microdureza

superficial em seccdo longitudinal também tem sido utilizadas. A utilizacdo de
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esmalte proveniente de dentes bovinos foi considerada vantajosa e de boa
reprodutibilidade. Dentre os métodos de esterilizacdo, a utilizacdo do 6xido de
etileno ndo foi recomendada devido a sua toxicidade e aos relatos contestando sua
eficdcia. 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 realizacdo de estudos envolvendo
desafios cariogénicos.

Toro et al. ®® (2000), considerando a importancia da esterilizacdo de
espécimes de esmalte utilizados nas pesquisas in situ, realizou um estudo para
avaliar a influéncia dos métodos de esterilizagcdo sobre os espécimes de esmalte
com lesdes de carie submetidos a ciclagem de pH acrescida de flior. Os espécimes
de esmalte foram esterilizados por meio de autoclave ou exposi¢cdo ao Oxido de
etileno, e tiveram seu comportamento comparado aos espécimes imersos em
solugéo desinfetante a base de alcool. Os espécimes de esmalte foram obtidos a
partir de dentes humanos, submetidos ao processo de inducéo de lesGes de cérie
por meio de imersdo em solucdo desmineralizante. Em seguida, os espécimes foram
divididos em 3 grupos (n=24): | — esterilizagdo por meio de autoclave, Il —
esterilizagdo por meio de oxido de etileno e Il — desinfeccdo por meio de imerséo
em solucdo de etanol 70% (10 min). ApOs este procedimento, todas todos os
espécimes foram submetidos a ciclagem de pH com adicao de flior. Posteriormente,
o flior presente nos espécimes de esmalte foi quantificado por meio de bidpsia e
foram realizadas microrradiografias transversais para a analise do conteudo mineral
e profundidade das lesdes. Os resultados obtidos indicam que a absor¢édo de flor
foi estatisticamente diferente nos 3 grupos. Os dados obtidos pelas
microrradiografias demonstram que o0s espécimes do grupo esterilizado em
autoclave apresentaram alterac6es no desenvolvimento das lesdes de cérie. Deste
modo, considerando que a imersdo em solugdo de formalina ou etanol 70%
promovem apenas desinfecc¢do, e que a utilizacao de autoclave ocasiona alteragoes
no comportamento do esmalte, foi recomendado que a esterilizacdo de espécimes
de esmalte para estudos in situ seja realizada por meio de 6xido de etileno.

A efetividade de diferentes métodos de desinfeccdo/esterilizacao
dental foram avaliados por Dominici et al. ?° (2001). Cento e dez molares higidos
humanos foram selecionados para a realizacdo do estudo e armazenados em

solucéo salina tamponada. Os dentes foram submetidos a um processo de abertura
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coronaria e tiveram o tecido pulpar removido. Esporos de B. stearothermophilus,
microrganismo considerado resistente a altas temperaturas, foram utilizados para
verificar a efetividade dos métodos de esterilizacdo testados. Os dentes foram
inoculados com uma aliquota contendo o microrganismo, selados com material
restaurador e incubados por 20 h em tubos de ensaio contendo solugao salina
estéril. Os dentes foram, entdo, divididos em onze grupos (n=10), Sete grupos foram
submetidos a desinfeccdo por imersdo em solucdo durante uma semana: | — solucéo
salina estéril (controle), Il — NaOCI 5,25%, Ill - NaOCI 2,6%, IV - NaOCl 1%, V —
formalina 10%, VI - glutaraldeido 2% e VII — amdnia quaternaria 0,28%. Os demais
grupos foram submetidos a: VIl — formalina 10 % (imersao por 2 dias), IX - formalina
10 % (imerséo por 4 dias), X — autoclave (115,5°C por 20 min) e X| — autoclave
(115,5°C por 40 min). Ap6s o processo de desinfeccaol/esterilizagdo os dentes
foram, assepticamente, secionados e transferidos individualmente para tubos de
ensaio contendo meio de cultura. A presenca de crescimento de microrganismos
(turvacgédo) foi verificada apds 48 h. Os resultados obtidos demonstraram que apenas
0s procedimentos por meio de autoclave (40 min) ou imersdo em formalina 10% (1
semana) foram efetivos na inibigdo do crescimento microbiano em 100% dos
espécimes avaliados. De acordo com a andlise estatistica, estes dois métodos
mostraram-se significativamente melhores que os demais métodos de esterilizagdo
dental avaliados.

Recomendacdes para a prevencdo e controle da propagacgdo de
doencas infecciosas, a que sdo submetidos os profissionais da area de saude em
ambiente odontoldgico, foram feitas pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) ?°(2003). Os dentes extraidos que contenham restauracées de améalgama e
que forem destinados a finalidades educacionais ou de pesquisas, podem ser
desinfectados por meio da imersdo em solu¢des quimicas germicidas, no entanto, o
potencial de infeccdo é apenas reduzido por meio deste procedimento. Dessa
maneira, dentes que ndo contenham restauracfes de amalgama devem ser
esterilizados, tendo sido sugerida a utilizacdo de autoclave com ciclo de 40 min,
procedimento considerado efetivo na inativagdo dos microrganismos patogénicos,
porém, que promove altera¢des estruturais nos tecidos dentais.

Rodrigues et al. ®

(2004), avaliaram a influéncia do método de
esterilizacdo por irradiacdo gamma sobre a microdureza e resisténcia a

desmineralizacdo do esmalte dental. Trinta molares de origem humana foram
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seccionados longitudinalmente e as metades foram divididas, igualmente, em dois
grupos: | - controle — n&o irradiado e Il - irradiacdo gamma (25 kGy por 14 h e 49 min
a 27°C). Apos a irradiacao, as por¢cdes foram novamente seccionadas, e 0S grupos
subdivididos em espécimes polidos (controle e irradiado) e nao polidos (controle e
irradiado). O teste de microdureza superficial Knoop foi realizado nos espécimes
polidos dos grupos controle e irradiado, por meio de 5 indentacdes (25 gf por 5 s).
Em seguida, para avaliar a resisténcia a desmineralizagdo, todos os espécimes
foram submetidos 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 irradiagdo gamma produziu
alteracdo na colorac¢do do esmalte em todos os espécimes esterilizados. No entanto,
nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes nos valores de
microdureza superficial e perda mineral, quando os espécimes esterilizados foram
comparados com aqueles dos grupos controle. A perda mineral foi significativamente
maior nos espécimes polidos, tendo esse efeito ocorrido independentemente da
esterilizagdo. Dessa forma, foi concluido que a esterilizacdo de espécimes de
esmalte dental por meio da irradiagdo 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 dental. Sessenta dentes de
origem humana foram divididos em seis grupos (n=10) e submetidos aos seguintes
tratamentos: | — formalina 10% (por 7 dias), Il — perdxido de hidrogénio 3% (por 7
dias), Il — hipoclorito de sédio 2,6% (por 7 dias), IV — dgua em ebulicdo (100°C por
20 min), V — autoclave (121°C por 30 min) e VI — solugéo salina por 7 dias (controle).
Em seguida, os dentes foram imersos, individualmente, em caldo nutriente e
incubados a 37°C por 48 h. Apés este periodo, o crescimento de microrganismos foi
verificado pela presenca ou auséncia de turvagao nos meios de cultura. Os meios de
cultura que ndo 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 peroxido de hidrogénio 3% promoveu desinfeccdo 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

desinfeccaol/esterilizacdo dos dentes extraidos que ndo contenham restauracdes de
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amalgama deve ser realizada por meio de autoclave, e que o0s dentes que
contenham amalgama devem ser esterilizados por meio de formalina.

Diferentes métodos comumente utilizados na desinfecgéo/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): | — formalina 10%, Il — peréxido de
hidrogénio 3%, Ill — NaOCI 5,25%, IV — glutaraldeido 2%, V — timol 0,1%, VI — agua
em ebulicdo (20 min), VII — autoclave (121°C por 30 min) e VIl — solugéo salina
(controle). Ap6s o processo de desinfeccdo/esterilizacdo, os dentes foram,
individualmente, transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultura TSB e incubados a 37°C por 48 h. Apés o periodo de incubacdo, o
desenvolvimento de microrganismos foi avaliado pela presenca de turvagcdo nos
meios de cultura, sendo a auséncia de turvacdo considerada indicadora da
efetividade dos métodos de desinfeccdo ou esterilizagdo dental avaliados. Os
resultados obtidos constataram que o desenvolvimento de microrganismos foi
observado em todos os tubos referentes ao grupo controle e ao grupo submetido a
imersdo em solugdo de timol (0,1% por 7 dias). A utilizagdo dos métodos de
imersao em glutaraldeido (2% por 7 dias), agua em ebulicdo (20 min) e peréxido de
hidrogénio (3% por 7 dias), promoveram desinfeccdo das amostras. A eficiéncia na
esterilizagdo de 100% das amostras avaliadas foi obtida apenas nos grupos
referentes aos métodos autoclave (121°C por 30 min), hipoclorito de sodio (5,25%
por 7 dias) e formalina (10% por 7 dias). Com base nos resultados observados, a
escolha do método de esterilizacdo dental deve ser criteriosa e levar em
consideracao além da sua efetividade, as desvantagens relacionadas a utilizacao de
cada método.

Thomas et al. ®

(2007), avaliaram a influéncia do método de
esterilizagdo por oxido de etileno na resisténcia a desmineralizagdo de espécimes de
dentina e esmalte. Para isso, molares e pré-molares de origem humana foram
utilizados para a obtencéo de 32 espécimes de esmalte e 32 espécimes de dentina,
com dimensdes de 3,2 x 3,2 x 1,5 mm. Para cada tecido, 4 blocos de resina
contendo 8 espécimes dentais foram confeccionados, de maneira que apenas uma
face de cada espécime ficasse exposta. Dezesseis espécimes de cada tecido foram
esterilizados com 6éxido de etileno e outros dezesseis espécimes foram reservados

como grupo controle (sem esterilizacdo). Para andlise da influéncia da esterilizagéo
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sobre a perda mineral e a profundidade de leséo, os espécimes foram submetidos a
desmineralizacdo por 2 semanas, tendo sido, em seguida, analisados por meio de
microrradiografias transversais. Os resultados obtidos demonstram que a
esterilizacdo por meio de Oxido de etileno ndo alterou a resisténcia a
desmineralizagdo da dentina. Entretanto, a profundidade das lesbes de esmalte foi
significativamente diminuida nas amostras do grupo submetido a esterilizagdo por
meio de O6xido de etileno. Apesar disso, 0s autores consideraram esse efeito
irrelevante para a realizagcéo de estudos in situ que envolvam desafios cariogénicos.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da esterilizacdo por meio de
irradiagdo gamma sobre as propriedades nano-mecanicas da dentina e do esmalte,
foi realizado um estudo por Brauer et al. ’ (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 Il — irradiacdo gamma (35 kGy por 200 h).
ApoOs a irradiagdo, as coroas dos dentes foram seccionadas oclusalmente, polidas e
submetidas a quatro sequéncias de 6 nanoindentagdes (2 na face vestibular e 2 na
face lingual), sob carga de 400 uN em dentina e 2000 uN em esmalte. O médulo de
elasticidade e a dureza de cada tecido foram calculados a partir dos valores obtidos
pelas nanoindentagdes. Os resultados obtidos para esmalte e dentina demonstraram
gue nado ocorreu diferenca estatisticamente significante entre os grupos, tanto em
relacdo ao modulo de elasticidade quanto em relagdo a dureza. Dessa forma, a
esterilizagdo de dentes por meio da irradiagdo gamma nao provoca alteragdes nas
propriedades nano-mecanicas do esmalte e da dentina.

Viana et al. ®

(2010), realizaram um estudo onde a eficacia da
irradiagdo por micro-ondas na desinfeccdo do esmalte dental foi avaliada, assim
como seu efeito sobre a microdureza superficial (SMH) e microdureza em secg¢ao
transversal (TMH) do esmalte higido, desmineralizado e remineralizado. Quarenta
espécimes de esmalte bovino foram distribuidos em dois grupos (n = 20): controle
(n&o irradiado) e micro-ondas. Os espécimes foram imersos em agua e irradiados
(650 W durante 3 min.) Os espécimes foram imersos em meio TSB e incubadas a
37°C durante 7 dias sob condicbes de aerobiose e anaerobiose. Foi realizada
avaliacdo da efetividade por meio de contagem de UFC/mL. Para isso, foram
realizadas diluicbes seriadas e plaqueamento em placas de agar sangue, que foram
incubadas em condicbes de aerobiose e anaerobiose. Outros 20 espécimes de

esmalte (4 x 4 mm) foram incluidos em resina acrilica, polidos e seccionados em
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duas metades: um dos fragmentos foi reservado como controle, enquanto o outro foi
irradiado por meio de micro-ondas. SMH e TMH do esmalte higido foram analisadas
para ambos o0s grupos. A perda mineral do esmalte também foi indiretamente
avaliada por meio do célculo do DeltaKl. A TMH foi, ainda, avaliada apés ciclos de
desmineralizagdo e remineralizagdo. Os dados foram analisados estatisticamente
pelo teste t de Student pareado (alfa = 0,05). Nao foi observado desenvolvimento de
microrganismos nas placas referentes aos espécimes irradiados por meio de micro-
ondas, no entanto, uma quantidade elevada de microrganismos foi observada nos
espécimes do grupo controle. Ndo foram observadas diferencas significativas nas
avaliacoes de SMH, TMH e DeltaKl entre os grupos de controle e de micro-ondas.
Os autores concluiram que a irradiagdo por micro-ondas durante 3 min a 650 W foi
eficaz para a completa desinfeccédo dos espécimes de esmalte bovino, sem afetar a
SMH e a TMH do esmalte higido, desmineralizado e remineralizado.

2.2 Efeitos dos métodos de esterilizacao

O efeito da umidade no processo de esterilizacdo por 6xido de etileno
foi avaliado por Gilbert et al. ** (1964). As células bacterianas desidratadas em
niveis considerados ponto critico ndo reagem de maneira uniforme a esterilizagdo
por 6xido de etileno. A porcentagem de células resistentes ao efeito letal de 6xido de
etileno apés a dessecagcdo é frequentemente muito pequena, com valores que
variam de 0,1 a 0,001%. No entanto, 5% de células resistentes foram observadas
gquando os microrganismos foram secos e, posteriormente, imersos em caldo. A
presenca de matéria organica, aumentou a porcentagem de células que se tornam
resistentes ao oxido de etileno apos a desidratacdo. O fenémeno é produzido pela
exposicdo das células ao vacuo ou a uma atmosfera quimicamente desidratada.
Apesar disso, esta resisténcia ndo consiste em uma mudanga permanente, porque
as células resistentes podem tornar-se rapidamente suscetiveis se forem
umedecidos com agua. Por outro lado, a simples exposicdo a uma alta umidade
relativa (UR), ou seja, condi¢cbes de 75 a 98%, ap0s dessecacédo requer 6 e 4 dias,
respectivamente, para ultrapassar esta resisténcia. Estudos que avaliaram as
condi¢cdes de umidade mostraram que h4 menos agua em células bacterianas que

foram dissecadas e, em seguida, equilibradas com valores elevados UR
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sucessivamente até 100% de umidade relativa, do que em células que nao foram
dessecadas, mas foram secas naturalmente até serem equilibradas com os mesmos
valores UR.

Os efeitos dose dependentes da inalagdo de 6xido de etileno sobre a
espermatogénese foi avaliada em ratos por Mori et al. *° (1991). Foram utilizados
ratos wistar machos, que foram expostos ao O6xido de etileno (EO), em
concentracdes de 50, 100 ou 250 ppm, durante 6 h por dia, cinco dias por semana,
durante 13 semanas. A influéncia da relagéo dose efeito referente a inalagcdo de EO
sobre a espermatogénese foi avaliado. Os parametros utilizados foram o peso dos
testiculos e do epididimo, alteracdes histopatologicas, alteracdes de atividade do X
lactato desidrogenase (LDH X) no testiculo, contagens de espermatozéides e
anomalias na cabeca dos espermatozoéides e no epididimo. A concentracdo de 250
ppm promoveu uma diminui¢do no peso do epididimo, pequenas degeneragfes em
tubulos seminiferos, diminuicdo da contagem de espermatozoides e aumento do
namero de espermatozoides com cabeca de anormal na cauda do epididimo. Estas
alteracdes n&o foram observadas em doses mais baixas. Foi realizada a
classificagdo do tipo de dano observado na cabecgas dos espermatozoides, tendo
sido classificados em tipos imaturos e tipos teratic. Foi observado que o nimero de
cabecas imaturas aumentou apenas em 250 ppm. Por outro lado, na comparacao
realizada com o grupo de controle, o tipo teratic apresentou aumento quando as
doses de 50 e 100 ppm de oxido de etileno foram utilizadas. Assim, a inalagédo
subcronica de EO em baixas concentracdes afeta a espermatogénese em ratos.

Em 1992, Korystov * realizou um trabalho onde alguns estudos sobre
a contribuicdo dos efeitos diretos e indiretos da radiagéo ionizante no processo de
morte celular foram discutidos. A contribuicdo de efeitos indiretos sobre a ocorréncia
de danos celulares normalmente é avaliada por meio de componentes exdgenos
secos ou congelados, visando interceptar radicais de agua. No entanto, de acordo
com o autor, a quantificagdo da contribuicdo dos efeitos diretos e indiretos da
radiacdo sobre a inducdo de inativacdo celular, causados por serie de métodos,
ainda deve ser estabelecida. Os autor descreve um estudo em que os efeitos diretos
da irradiagcdo, avaliados por meio de diferentes métodos, desempenham um papel
importante no processo de morte celular, podendo ser considerados tédo importantes
guanto os efeitos indiretos. Além deste trabalho, os autor comenta outro estudo, no
qgual o aumento da sensitividade a radiacdo foi observado em células secas. Para
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explicar estes resultados foi proposto que a mudancga na radiossensitividade poderia
estar associada ndo somente a desidratacdo, mas também a outros efeitos
adversos. A presenca destes efeitos tem sido considerada como de menor
importancia quando comparados aos efeitos indiretos. O autor concluiu que néo foi
possivel fazer uma estimativa qualitativa dos efeitos diretos e indiretos da radiacgéo,
devido as discrepancias observada nos dados obtidos pelos estudos avaliados. Para
realizar uma avaliacdo qualitativa, os autor sugeriu que os estudos devem ser
planejados levando em consideragdo a necessidade de uma selecdo preliminar de
métodos e condicdes experimentais, buscando minimizar a variabilidade dos
resultados, fato ndo observado nos estudos avaliados.

O efeito da irradiagdo por meio de micro-ondas na esterilizacdo de
instrumentais cirdrgicos contaminados com C. albicans foi avaliado por Rosaspina et
al. ®2(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 &gua
destilada. Esses recipientes foram irradiados a 600 W por 1, 3, 5, ou 6 min. As
amostras do grupo controle foram preparadas similarmente as irradiadas, sendo
esterilizadas em estufa por 2 h a 140°C ou em autoclave por 20 min a 121°C.
Amostras adicionais foram imersas em banho de agua fervente durante os mesmos
tempos determinados para as exposi¢cbes as micro-ondas. Além disso, algumas
foram preparadas para andlise em MEV. As laminas de bisturi e de microscopia
foram colocadas em contato com placas de Petri contendo agar trypic soy e
incubadas a 37°C por 48 h. Os resultados demonstraram esterilizacdo das amostras
apos 2 min de irradiacdo por micro-ondas. A anélise em MEV revelou que alteragfes
causadas pelas micro-ondas para o microrganismo estudado foram proporcionais ao
tempo de exposicdo testado. Quando amostras contaminadas foram colocadas em
banho de agua fervente por 9 min, foi verificada inativacdo microbiana, embora nédo
tenham sido observadas modificagbes na morfologia celular dos microrganismos. Foi
sugerido que as micro-ondas produziram efeito letal inicial sobre os microrganismos
sem provocar alteragdes em sua morfologia celular. A desintegracédo celular foi
observada em tempo de exposicdo prolongado. Como as alteracdes morfoldgicas
obtidas apos a exposi¢cdo as micro-ondas foram completamente diferentes daquelas
verificadas apds o tratamento em banho de agua, os autores concluiram que, além

de um efeito proporcionado pelo aumento de temperatura, as micro-ondas também
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exerceriam um efeito mais complexo no corpo celular dos microrganismos. Esse
efeito, segundo os autores, ainda precisa ser avaliado.

Atmaca et al. ®> (1996), avaliaram o efeito da irradiacéo por micro-ondas
e da aplicacdo de calor convencional na reproducdo de bactérias. Cepas de S.
aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e Pseudomonas acidovorans foram cultivadas
em suspenséo, e o numero de UFC/mL de cada espécie foi determinado e utilizado
como controle. Uma aliquota de 1 mL de cada suspensédo bacteriana foi irradiada
por micro-ondas a 550 W por 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25 e 30 s. Em
seguida, cada suspenséo foi diluida e cultivada em placas a 37°C por 24 h e os
valores de UFC/mL foram calculados. A temperatura da suspensao bacteriana foi
determinada por meio de um termémetro digital antes e apds a irradiacdo. O
experimento foi realizado cinco vezes para cada espécie bacteriana e para cada
tempo de exposicdo. Também foram realizados experimentos com aplicacdo de
calor convencional durante 16, 20, 25 e 30 s, tempos em que a contagem de
bactéria foi significativamente reduzida. Suspensfes de 5 mL de cada espécie
bacteriana também foram irradiadas durante 14, 16, 18, 20, 25 e 30 s. Os resultados
demonstraram que a reducao na contagem de bactérias apoés a irradiacdo por micro-
ondas foi estatisticamente significante em relagdo ao controle. A diminuicdo na
contagem de bactérias expostas ao calor convencional foi significativa em relacdo as
amostras irradiadas por micro-ondas. Porém, diferentemente ao observado com as
amostras irradiadas, a aplicacdo de calor convencional por 30 s resultou em
sobrevivéncia bacteriana, de modo que tempos adicionais de 1 e 2 min de aplicagao
de calor convencional também foram avaliados. O aumento do volume das
suspensdes exacerbou o efeito destrutivo das micro-ondas, uma vez que, apés a
irradiacao, os valores de UFC/mL das suspensdes de 5 mL foram significativamente
inferiores que a das suspensfes de 1 mL. Os autores concluiram que o efeito da
irradiacdo por micro-ondas na inativacdo de bactérias é diferente do efeito térmico e
gue o conteudo de liquido no meio desempenha uma funcéo importante na absor¢éo

da energia originada pela irradiacao por micro-ondas.
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2.3 Analises das propriedades do esmalte

A variagdo na composicédo do esmalte dental foi avaliada por Robinson
et al. *° (1971), por meio do secionamento de espécimes de esmalte polidos.
Técnicas de micro-amostragem e micro-analiticas foram utilizadas para determinar a
distribuicdo de calcio, fosforo e de proteinas em secc¢des individuais de esmalte. Os
valores absolutos de célcio, fosforo e de proteinas observados foram variaveis,
porém consistentes, apresentando indices de 30 a 40% de célcio, 13 a 23% de
fésforo, e 0,002 a 0,015 moles de amino &cidos/100 pg de esmalte. Os valores
médios de calcio (37,5%), fosforo (17,5%) e da razdo Ca/P (2,1), coincidiram com 0s
valores citados na literatura. O volume de tecido ocupado pelos minerais e 0
significado dos padrbes de distribuicdo, assim como a composicdo estao
diretamente envolvidos no processo de formacédo da carie em esmalte.

Weatherell et al. 8 (1974), realizaram um trabalho no qual Vvarios
estudos envolvendo andlises de composi¢do quimica do esmalte humano foram
discutidos. O objetivo foi reunir um conjunto de informagdes a respeito das variacbes
existentes na composicdo quimica dos dentes humanos. Dentre os tdpicos
abordados, os padrbes de distribuicdo dos componentes nos tecidos dentais
mostrou que, o conteudo mineral do esmalte e a concentracdo de componentes,
apresentam diferencas quando a superficie do esmalte € comparada ao esmalte
proveniente das por¢des mais internas, proximo a juncdo esmalte-dentina. As
densidades de calcio, fosfato e a concentracdo de flior diminuem, enquanto as
concentracbes de magnésio carbonato e cloro aumentam da superficie para o
interior do esmalte. Também foi discutido a estabilidade do padrdo quimico do
esmalte apos sua formacéo, de maneira que, as alteracdes observadas neste tecido
podem ser atribuidas a fatores externos, como desgaste, carie e acdo de agentes
guimicos externos. Outros topicos como a concentracdo de fldor na superficie do
esmalte, alteragbes quimicas ocorridas devido a presenca pontos de
desmineralizacdo no esmalte (lesbes esbranquicadas) e, ainda, o processo
envolvido na remineralizagdo do esmalte cariado também foram abordados.

A variacdo de temperatura em alta resolucdo do fosfato de célcio foi
avaliada com a utilizacdo de RMN por Rothwell et al. ®® (1980). As técnicas, RMN-
MAS (rotacdo em torno do angulo méagico) *'P e aprimoramento de prétons, foram
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utilizadas para caracterizar os seguintes compostos: hidroxiapatita, Ca;o(OH)2(POa4)s
e suas formas nado estequiométricas CaioF2(PO4)s; CagH2(PO4)s5H.0; CaHPOy;
CaHPO,4.2H,0; Ca(H2P0,),.H,0O; Ca(H.PO,), e, esmalte dental (utilizado como
exemplo de tecido mineralizado). Os desvios quimicos do 3P isotrépico
apresentaram uma tendéncia de deslocamento, indicando protonagéo do fosfato. O
deslocamento quimico anisotropico foi pequeno nos grupos PO,3, porém,
significativamente maior para os grupos HPOs%e H,PO,, onde o modo axial
assimétrico dos tensores de deslocamento de largura 100 a 130 ppm foram
observados. Para o CagH2(P0O4)s.5H,0, um aumento largura do pico resultou na
mudanca da anisotropia dos grupos HPO,? em -165°C, sugerindo que componentes
atdmicos ou moleculares foram parcialmente resfriados. Sob temperatura ambiente,
0s espectros das amostras sintéticas de hidroxiapatita ndo estequiométrica
apresentaram de Ca/P reduzidos com valor de 1,33, que se assemelham aos da
hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P = 1,67). Por serem ndo estequiométricas, estas
amostras apresentam compostos adicionais, com propor¢des Ca/P inferiores a 1,6.
Um sistema envolvendo disponibilidade de Ca?*, em uma estrutura de hidroxiapatita
com uma perda concomitante de ions OH e, da adicdo de protons, parece mais
consistente com os resultados obtidos por NMR. Estes prétons adicionais nao
aparentam ser grupos HPO,?. Espectros obtidos sob temperatura de 180°C
forneceram evidéncias dos deslocamentos relacionados ao fosfato protonado na
estrutura da hidroxiapatita.

! realizado em 1982, diversas

No estudo de Nelson e Featherstone °
apatitas sintéticas carbonadas foram avaliadas por meio de IR, Raman, difracdo de
raios-X (DRX) e analises quimicas, comparando hidroxiapatita estequiométrica e
esmalte dental. As apatitas sintéticas foram preparadas por precipitacdo aquosa e
por reacdo em estado solido, sob elevadas temperaturas. Foi descrito um método
para a determinacdo dos tipos de carbonato na apatita, utilizando cromatografia
gasosa. Este estudo demonstrou que o carbonato pode existir em dois locais
distintos cristalograficamente na estrutura cristalina de apatita. Este resultado
consiste em um mecanismo de substituicdo de carbonato por fosfato, em que quatro
grupos carbonato substituem trés grupos fosfato. fons do tipo sédio e hidroxila foram
relacionados ao processo de substituicdo com carbonato na estrutura de apatita. As

propor¢cdes de soédio/carbonato e calcio/fésforo observadas confirmaram este
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mecanismo. Substituicbes deste tipo podem explicar o modo predominante de
substituicdo por carbonato ocorrido nas apatitas bioldgicas.

Em 1988, Belton et al. °, realizaram um estudo em que a técnica de
RMN 3P de estado foi utilizada na avaliacdo de fosfatos de célcio inorganicos
sintéticos. RMN 3P de estado solido foi utilizada para examinar um conjunto de
amostras sintéticas de fosfato de célcio. Uma amostra especifica, de componentes
multiplos, apresentou um comportamento distinto, com espectro indicado alteracdes
com o tempo. Um dos componentes foi identificado como sendo de monetita. A
capacidade para distinguir entre as unidades de fosfato protonadas e né&o-
protonadas provou ser efetiva na interpretacdo de espectros para este tipo de
amostra. A largura das linhas tem sido considerada uma caracteristica do grau de
cristalinidade da amostra em fosfatos de calcio amorfos (ACP). A maturacdo do
ACP, juntamente com os efeitos na cristalinidade promovidos na ACP pela
introducao de carbonato foram monitorizados por RMN.

Em 1990, Ruse et al. ®, desenvolveram um estudo onde as andlises,
XPS e de espectroscopia de ions e massa secundaria (SIMS), foram realizadas em
espécimes de esmalte com diferentes procedimentos de obtenc¢&o: higidos e néo
polidos, higidos e polidos e amostras trituradas, provenientes da face vestibular de
incisivos bovinos jovens. Estes espécimes foram expostos a quatro diferentes
tratamentos: (1) imersdo em 35 % de H,O, por 60 min, (2) imersdo em 37% de
H3PO, durante 60 s, (3) imersdo em 35% de H,O, por 60 min, em agua destilada
durante 2 min e em 37% de H3PO, durante 60 s, (4) imersédo em 37% de H3PO,
durante 60 s, em agua destilada durante 2 min e em 35% de H,O, durante 60 min.
Espécimes de esmalte ndo tratados e hidroxiapatita sintéticas foram utilizados como
controle para todos os tratamentos avaliados. As andlises indicaram que a
exposicdo a 35% de H,O, por si sO, apesar de aumentar o contetdo de nitrogénio,
nao produziu nenhuma outra alteracdo significativa na composicdo elementar de
todas as superficies de esmalte avaliadas. A exposicdo a 37% de HzPO4, no
entanto, produziu uma redugdo acentuada nas concentracdes de célcio e fosforo e
um aumento nas concentracdes de carbono e nitrogénio, apenas em espécimes
higidos e ndo polidos, apresentando, também, uma diminuigdo na concentragdo de
carbono nas amostras polidas. Estes resultados sugerem que a diminuicdo na forca
de adesiva de resina relatada para o esmalte tratado com 35% de H,O, nédo é
causada por uma alteragcdo na composi¢cdo elementar das superficies de esmalte.
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Os resultados também indicaram que, uma camada rica em componentes organicos,
nao afetada pelo condicionamento acido, pode estar presente na superficie dos
espécimes higidos e ndo polidos dos incisivos bovinos jovens. Esta camada pode
ser removida pelo processo de polimento ou pela trituragdo do espécime. A
presenca desta camada deve ser considerada quando dentes bovinos jovens forem
utilizados em estudos para a avaliagao da adesividade de resinas.

Featherstone et al. % (1993) realizaram um estudo onde as apatitas
contendo Na, Mg, e de COs;, similares aos minerais do esmalte dental, foram
sintetizados por precipitacdo a partir de solugdes aquosas. Os padroes de DRX
mostraram apenas reflexdes de apatita, que foram ligeiramente mais amplas do que
as do esmalte. As imagens de raios-X de Guinier mostraram reflexées difusas, a
partir das quais ndo foi possivel determinar parametros de rede. O espectro de
absorcao infravermelho (IR) das amostras sintéticas foi praticamente idéntico ao do
esmalte dentario. No entanto, apdés o aquecimento das amostras durante 30 min,
sob temperatura de 300 e 600°C, nenhum pico de absorcao foi encontrado no
espectro em 2.340 cm™, assim como no espectro de IR referente ao esmalte dental
ap0s o aguecimento.

8 realizaram um estudo utilizando a

Em 1997, Wentrup-Byrne et al.
técnica de mapeamento microscépico por Raman, para examinar a distribuicdo de
componentes minerais e organicos na seccao transversal de um dente humano. A
distribuicéo relativa dos ions de carbonato e fosfato, bem como os componentes da
matriz organica, foram tracadas utilizando mapas de grupos funcionais. A
distribuicdo dos componentes organicos foi examinada utilizando a banda de
estiramento C-H entre 2.880 a 2.700 cm™. As distribuices de fosfato e carbonato
foram determinadas utilizando as respectivas vibracdes simétricas de alongamento,
vs (PO) em 961 cm™ e vs (CO) em 1.070 cm™. Mapas referentes a juncdo esmalte-
dentina, de elevada resolucdo (10 um), mostraram que a quantidade de fosfato é
menor nesta regido. Uma série de espectros a 2 cm™, foram utilizados para o ajuste
da curva da banda de vs (CO), visando determinar a concentracdo de ions carbonato
tipo B na hidroxiapatita. Esta andlise revelou que a concentracdo de carbonato
parece ser maior nas proximidades da juncdo esmalte-dentina quando comparada a
superficie externa do esmalte. Os resultados revelam que a realizagdo da
deconvolucdo da banda envelope do vs (CO) e v 55 (PO) de alongamento assimétrico

7

do fosfato, € mais complicada do que havia sido relatado por outros estudos. A
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vantagem mapeamento Raman do grupo funcional é que, além de identificar os
componentes quimicos, esta andlise possibilita a obtencdo de in formacdes valiosas
sobre a microestrutura, incluindo a distribuicdo dos componentes em toda a
superficie, e, em particular, na interface esmalte-dentina. A preparacdo dos
espécimes é minima, sem necessidade de aplicagdo de agentes quimicos,
possibilitando a obtencdo de informacgéo diretamente relacionadas as propriedades
fisicas e a funcdo bioldgica de tais tecidos.

De acordo com Tsuda e Arends 8" (1997), a técnica de espectroscopia
de Raman permite a obtencdo de espectros vibracionais de minerais, por meio da
analise da luz difusa (IR e de extremo-IR), provocada pela excitacdo laser
monocromatica. O método possui véarias vantagens sobre a absorcdo de IR,
incluindo a preparacdo simples das amostras, andalise simples dos espectros e
resposta linear & concentracdo de minerais. Nos sistemas de micro Raman, as
amostras sdo posicionados sob um microscépio optico, e podem ser avaliadas com
uma resolucéo lateral de aproximadamente 1 mm. Neste artigo foram revisados as
aplicacoes de microespectroscopia Raman com transformada de Fourier (FT
Raman) e espectroscopia Raman proximo ao IR (FTIR) para o estudo dos tecidos
duros dentais e do calculo dental. Uma atencéo especial foi dada aos componentes
minerais do esmalte, dentina, célculo dental, e fluoreto de calcio formados no
esmalte. Os resultados da utilizacdo de micro Raman, equipado laser Ar, mostrou
gue o CaF; formado no esmalte apds o tratamento APF é detectavel e pode ser
diferenciado do CaF, puro. Por meio desta técnica, a orientagdo dos cristalitos do
esmalte também pode ser determinada. Um espectrdbmetro Raman com
transformada de Fourier e laser diodo de Nd: YAG (1.06 mm) podem ser utilizados
para obter sinais de Raman livres de fluorescéncia em materiais biolégicos e, para a
identificagcdo de componentes minerais presentes no calculo dental.

Penel et al. *® (1998), realizaram um estudo dos modos vibracionais
PO, e CO3 em apatitas sintéticas e biolégicas por meio de micro Raman. Os modos
vibracionais, referentes ao carbonato e ao fosfato, de diferentes apatitas sintéticas
carbonadas e apatitas biologicas, foram comparadas com o0s da hidroxiapatita,
avaliadas por micro Raman. A banda v1 do fosfato em 960 cm™ apresentou um
discreto deslocamento, devido a substituicdo do carbonato em ambos os pontos A e
B. O espectro da apatita carbonada exibiu duas bandas PO4® vlem 947 e 957 cm™.

N&o foram observadas alteracdes significativas nas regides referentes aos modos v2
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e v4 do fosfato em todas as amostras carbonadas. A regido correspondente ao PO,*
v3 aparentou ser mais afetada pela carbonatacao, tendo sido duas bandas principais
observadas, tal como no espectro referente a hidroxiapatita, porém, de baixa
intensidade. Os espectros de fosfato de todas as apatita bioldégicas foram
consistentes com o tipo A e B de apatita carbonada. No espectro do esmalte, foram
observadas duas bandas em 3.513 e 3.573 cm™, possivelmente devido a dois
diferentes ambientes de hidroxila. Duas bandas distintas foram identificados, devido
ao modo de v1 do carbonato, dependendo do local da substituicdo de carbonato (A
ou B), em 1.107 e 1.070 cm™, respectivamente. Os resultados, comparados com 0s
dados de infravermelhos ja relatados, sugerem que mesmo niveis baixos de
substituicdo do carbonato de podem induzir a modificagbes do espectro da
hidroxiapatita. O aumento no nimero de substituicdes, no entanto, ndo proporciona
qgualquer outra alteracdo. O espectro da dentina e do 0sso mostraram uma forte
semelhanca ao nivel micrométrico. Este estudo demonstrou, por meio de Raman, a
existéncia de fosfato &cido em tecidos biologicos de composicdo mineral. Os
contetidos de HPO,?e CO3? aumentaram do esmalte para a dentina e, da dentina
para o tecido 0sseo. No entanto, esses dois fendbmenos ndo parecem estar
relacionados.

Ainda em 1997, Sonju Clasen e Ruyter ® realizaram um estudo onde,
a determinagdo quantitativa do tipo A e B de carbonato em esmalte humano,
deciduo e permanente, foi avaliada por meio de FTIR. Tem sido demonstrado que a
progressdo da carie parece ser mais rapida nos dentes deciduos do que nos
permanentes. Varios fatores influenciam a progressdo da céarie, podendo ser
considerados as variagdes na composicao quimica dos dois tipos de esmalte. O ion
carbonato é conhecido por ocupar duas posi¢cdes diferentes na estrutura
hidroxiapatita do esmalte, a hidroxila de posicao (A) e o fosfato de posicéo (B). O
carbonato apresenta importancia quimica diferente para cada posicdo ocupada.
Neste estudo, foi realizada a determinacdo quantitativa do carbonato nas duas
posicdes (tipo A e tipo B), no esmalte proveniente dos dentes deciduos e
permanentes, por meio de FTIR. As curvas de calibracdo, realizadas com
hidroxiapatitas sintéticas carbonadas nas duas posi¢Bes, foram utilizadas para
determinar a quantidade de carbonatos de tipo A e do tipo B, em ambos os tipos de
esmalte. O esmalte deciduo apresentou muito mais carbonato do tipo A do que o
esmalte permanente. O teor de carbonato total (soma dos tipos A e B) também foi
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significativamente mais elevado nos dentes deciduos quando comparados ao
esmalte permanente. Andlise por meio de TG realizada nas amostras de esmalte,
confirmou as determinacdes de carbonato quantitativas obtidas por FTIR. A
diferenca no teor de carbonato entre esmalte deciduo e permanente pode ser um
dos fatores que atuam contribuindo para a rapida progressédo da carie em dentes
deciduos.

Robinson et al. *®

(2000) estudaram as alteracdes quimicas envolvidas
no processo de destruicdo esmalte pela carie. Os autores consideraram este
processo complexo, sendo atribuido a uma seérie de fatores. Primeiramente, a
hidroxiapatita substituida, principal componente do esmalte dental, pode se
comportar de uma maneira muito complexa, durante a dissolugdo do esmalte. Este
fato se deve ndo s6 a sua capacidade de aceitar ions dos substituintes, mas
também, pela grande variedade de espécies de fosfato de célcio que podem
constituir a fase dissolucdo. Além disso, a composi¢do (grau de substituicdo) e as
alteracbes ao longo do esmalte devido ao ataque do processo de cérie tem sido
observadas da superficie para o interior. Tanto a superficie, quanto as zonas
positivamente birrefringentes da lesao, ilustram claramente que a destruicdo por
carie ndo é um processo simples. A dissolucéo seletiva de minerais solUveis ocorre
e existe a probabilidade de reprecipitacdo. O papel do flior neste momento é crucial,
na medida em que ele ndo somente protege o esmalte em si, mas também, a sua
presenca na solucao, indica que espécies fluoretadas insoliveis podem se formar
muito facilmente, incentivando redeposi¢cdao. De acordo com 0s autores, outros
estudos devem ser realizados para definir o papel dos materiais organicos, no
entanto, existe a possibilidade real de ocorréncia de ambas, inibicdo de reparacéo e
facilitacdo da redeposicdo. A presenca de fldor em lesBes profundas parece
constituir uma perspectiva de melhora da reparacdo. A elucidacdo do papel dos
componentes organicos também pode esclarecer supostos mecanismos de
estimulacdo e reparacgdo ou de protecdo do conteudo mineral do esmalte.

Panda et al. >3 (2003), utilizaram as técnicas FTIR, DRX, SEM e RMN
de estado solido para avaliar carbonato-hidroxiapatita constituidas por
nanoparticulas sintetizados pela técnica de gel hidréxido. Hidroxiapatitas
nanocristalinas (AH), Caio(PO4)s(OH),, foram sintetizadas por meio de uma técnica
de conversao de precipitados utilizando gel hidroxido sob temperaturas mais baixas,
como 80°C. A cristalizagdo da HA em estrutura hexagonal (grupo espacial: P63/m),
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foi realizada com parametros estruturais de tamanho de cristalito de cerca de 17 nm
para amostras aquecidas a 80°C. As micrografias obtidas mostraram cristais
hexagonais, com particulas de dimensdes médias de aproximadamente 50 x 20 nm
nas amostras aquecidas a 80°C. A andlise da estrutura por DRX, FTIR, *H e *'P
RMN-MAS indicaram a existéncia de uma desordem estrutural na superficie das
particulas. Aparentemente, pontes de hidrogénio ndo se formaram devido a falta de
parametros de ligagcdo adequados ou, ainda, de formas muito fraca ligacéo dipolar. A
desordem estrutural foi atribuida as interacdes quimicas entre os grupos fosfato,
com adsorcdo de agua na superficie, ou de grupos hidroxila na superficie das
nanoparticulas.

A caracterizacdo espectroscopica de superficies de esmalte irradiadas
com o laser Er: YAG laser foi avaliada por Mine et al. *’ (2006). O objetivo deste
estudo foi investigar o efeito da irradiacdo por laser sobre a superficie do esmalte.
Superficies polidas de esmalte bovino foram irradiadas com o laser Er. YAG e
avaliadas por meio de XPS. Na superficie de esmalte referente ao grupo controle, a
analise possibilitou a deteccdo dos picos principais correspondentes aos
componentes carbono (1s C) e nitrogénio (N 1s), bem como calcio (Ca 2s, Ca 2p, Ca
3s, Ca 3p), fosforo (P 2s, P 2p) e oxigénio (O 1s). ApOs a irradiacdo, a andlise XPS
revelou que a intensidade do pico C 1s foi ligeiramente diminuida, enquanto a da N
1s foi diminuida, porém, abaixo do limite de deteccdo. A avaliagdo dos espectros de
alta resolugcédo do C 1s correspondentes a superficie dos espécimes irradiados pelo
laser Er: YAG, mostraram que os componentes C-O/C-N, C=0/-CON=, -COO-, e
COs”, atribuidos & composicdo especifica esmalte e, também, a contaminacdo usual
por carbono, apresentaram-se relativamente reduzidos. As energias de ligacado do
Ca 2p e do P 2p e arazao Ca/P referentes ao esmalte irradiado, foram consideradas
diferentes do esmalte do grupo controle (n&o irradiado). Foi também demonstrado
que o laser Er: YAG promoveu alteracdes de superficie compativeis a efeitos de
ablacdo dos componentes inorganicos da apatita do esmalte dental.

Liu e Hsu *? (2007), realizaram um estudo para avaliar os efeitos do
laser sobre a composi¢cdo quimica do esmalte, utilizando FT-Raman. Foram
preparadas 12 janelas (1 x 1 mm), em seis incisivos deciduos livres de carie. A
analise FT-Raman foi realizada antes e depois do tratamento com laser Er: YAG (5,1
Jlem?, 2 Hz, durante 5s). Visando avaliar a significancia estatistica dos efeitos do

laser, os picos referentes ao fosfato v1, carbonatos dos tipos A e B e, ainda,
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componentes organicos foram analisados estatisticamente por meio do teste t de
Student pareado. A intensidade normalizada do carbonato tipo B diminuiu
significativamente de 0,117 para 0,106 (P = 0,029), ao passo que a intensidade
normalizada de carbonato do tipo A permaneceu inalterada (P = 0,467). Com
relagcdo aos componentes organicos, a intensidade padronizada dos picos diminuiu
significativamente em 2.940 cm™ e nas faixas de 1200-1600 cm™, apresentando
valores de P = 0,005 e P <0,001, respectivamente. A cristalinidade do esmalte,
avaliada pela a largura de banda de fosfato vl, ndo sofreu alteragcdo apos o
tratamento com laser (P = 0,477). O tratamento com laser pode proporcionar efeito
preventivo na formacéo de céarie sobre o esmalte, por meio da reducéo de carbonato
e modificacdo de matérias organicas. Os autores concluiram que o tratamento com
laser pode proporcionar efeito preventivo no esmalte frente ao desenvolvimento de
carie, por meio da reducdo de carbonato e da modificacdo de componentes
organicos.

Por meio de um estudo realizado em 2007, Antonakos et al. *,
utilizaram micro-Raman e espectroscopia de infravermelho (IR) para o estudo de
hidroxiapatita sintética carbonada do tipo B (CHAp), fluorapatita carbonada natural
(CFap) e hidroxiapatita substituida por silicio (SiHAp). Verificou-se que enquanto a
substituicdo de carbonato do tipo B predomina nas apatitas carbonadas (CAps), a
substituicdo do tipo A também esta presente. A substituicdo envolvendo carbonato
do tipo B causa um alargamento do PO v1 (modo de alongamento), que tem sido
associado a uma desorganizacdo atdbmica e reducdo na simetria local em CAps
provenientes do C (6 h) e do C (3 h). Por meio de IR, foi observado um
deslocamento de aproximadamente 15 cm™ no PO, v3 (modo de alongamento),
indicando descarbonacdo do CFap. Essa mudanca, foi atribuida ao aumento dos
comprimentos de ligagdo do PO, no plano espelho, quando o carbonato deixa a
estrutura apatita. Os resultados obtidos confirmam o mecanismo de substituicao
proposto pelos autores. As razdes referentes as intensidades das bandas CO; v2 e
PO, vl (IR), correspondentes as amostras com diversos contetudos de carbonato,
possibilitou a medida do grau de carbonacao das CAps.

Gerth et al. # (2007), realizaram um estudo com o objetivo de
desenvolver um modelo de estrutura molecular de dentes humanos apés a
exposicdo ao fluor. Este estudo utilizou como métodos XPS, RMN-MAS e Raman,
para avaliar hidroxiapatita sintética em p6 (HAp), amostras de esmalte humano em
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poé e espécimes de esmalte humano tratado in vitro com fluoreto de amina. Os
resultados apresentaram a caracterizacdo estrutural completa dos produtos de
fluoretacdo. Uma composicao de trés camadas contendo hidroxido de calcio, fluoreto
de célcio e um tipo de apatita foram identificadas. A camada superficial de CaF;
parece ter atuado como um reservatorio fldor, incluindo uma camada de Ca(OH);
com efeito antimicrobiano. Ca(OH), é um agente terapéutico bem conhecido. No
entanto, até agora ndo haviam sido realizadas descri¢cdes da sua atuagdo como um
produto da reacdo apos a aplicacao tépica de flior. Abaixo da camada de Ca(OH)s,
apatitas resistentes a acidos (FAp), foram detectadas e atingiram diretamente o0s
espécimes de HAp. A composi¢do de trés camadas foi identificada e considerada
uma ferramenta para a compressao da influéncia da aplicacdo de fluoreto nos
mecanismos patogénicos da cérie dental. Cada componente, neste modelo de
estrutura recentemente sugerido, tem uma funcéo especifica, que esclarece como a
fluoretagéo topica do esmalte reduz a cérie dental e influencia os seus mecanismos
patogénicos.

Tseng et al. "® (2007), realizaram a caracterizacdo por NMR das
unidades de fosfato existentes em dentina de rato. Espécimes de dentina foram
obtidos a partir de incisivos de ratos do tipo wistar, de diferentes idades. Uma série
de técnicas fisicas foram empregadas na caracterizacdo dos espécimes, com
particular destaque para a RMN em estado sélido 3'P. A estrutura da dentina de rato
apresentou cristalitos de apatita envolvidos por uma matriz amorfa. Os autores
relataram que, 19% dos cristais de apatita apresentavam grupos hidroxila,
distribuidos proximo a superficie dos cristais. A regido interna dos cristalitos
apresentou deficiéncia em grupos hidroxila. De acordo com a idade dos ratos, varias
alteracdes na composi¢ao quimica foram observadas na dentina: (i) o teor de 4gua e
a quantidade fosforo diminuiram na matriz amorfa, (ii) a quantidade de espécies de
fésforo nos cristais de apatita foi mantida e (iii) a perda de espécies de fosforo foi
acompanhada por uma perda de calcio com teor similar.

A composi¢do quimica da superficie do esmalte dental humano foi
avaliada por meio de XPS pelos autores Lou et al. ** (2008). A composicdo quimica
da superficie do esmalte dental tem sido postulada como um fator contribuinte para
a variacdo da forca de adesao dos brackets aos dentes e, por conseguinte, a
probabilidade de falha no suporte durante o tratamento ortodontico. Este estudo

investigou, de maneira sistematica, a composicdo quimica das superficies de
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adesdo de 98 de pré-molares humanos por meio de XPS, visando avaliar as
diferengcas de composicdo existentes entre os primeiros pré-molares direito e
esquerdo. Os principais elementos detectados, em todas as amostras, foram célcio,
fosforo, oxigénio, nitrogénio e carbono. A composicéo da superficie foi considerada
altamente varidvel entre as amostras e varios elementos foram considerados
altamente correlacionados. N&o foi encontrada diferenca estatisticamente
significante na composicdo quimica dos primeiros molares superiores direito e
esquerdo (P > 0,05). Os autores concluiram que o conhecimento da composi¢ao
guimica da superficie do esmalte pode facilitar a realizacdo de estudos futuros que
utilizam estas informagdes para avaliar a adesividade ao esmalte dental.

Em 2009, De Sant'anna et al. *’, realizaram um estudo onde, por meio
da utilizacdo de FT-Raman, foram avaliadas as mudancas na composi¢do quimica
do esmalte, induzidas pela terapia com laser diodo infravermelho de baixo nivel e
um creme indutor de absor¢do de luz superficial, avaliados antes e apds o desafio
cariogénico. Para a realizacdo deste estudo, vinte e quatro molares deciduos livres
de carie, extraidos ou esfoliados, foram divididos em seis grupos: grupo controle
(sem tratamento, n = 8); tratamento com laser infravermelho 810 nm a 100 mW/cm?
durante 90 s (L, n = 8); irradiagdo com laser diodo infravermelho (810 nm a 100
mW/cm? por 90 s) e creme indutor (IVL, n = 8); creme indutor (IV, n = 8); irradiac&o
com laser diodo infravermelho (810 nm a 100 mW/cm? por 90 s) e agente indutor
IVLF fluorado (n = 8) e do agente indutor fluorado (IVF, n = 8). As amostras foram
analisadas através de espectroscopia FT-Raman, antes e apds a ciclagem de pH
(desafio cariogénico). Os resultados indicaram uma reducgéo significativa induzida
pelo laser e, possivel modificacdo do teor organico da matriz do esmalte tratada com
o laser diodo de baixo nivel (o L, IVL, e grupos IVFL). Os autores concluiram que a
técnica FT-Raman pode ser utilizada para a deteccao de alteracbes de composicao
e estruturais, observadas nas fases minerais e nas fases organicas do esmalte
tratado com laser e utilizado em desafios cariogénicos.

Em 2010, Cheng et al. **, avaliaram o efeito de compostos quimicos de
Galla chinensis sobre a remineralizacdo do esmalte. Foram utilizados espécimes de
esmalte bovino, sobre os quais foram formadas de lesdes iniciais in vitro. Os
espécimes contendo as lesdes foram submetidos a um processo de ciclagem de pH,
durante 12 dias. Cada ciclo diario incluiu aplicagbes com duracdo de 4 x 1 min,
utilizando um dos quatro tratamentos: Grupo A: 1.000 ppm F (NaF, controle
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positivo); Grupo B: agua deionizada (DDW, controle negativo) e Grupo C: 4.000 ppm
de extrato aquoso bruto de G. chinensis (GCE), Grupo D: 4000 ppm de acido gélico.
Os espécimes de esmalte foram analisados por MEV, EDS e DRX. Os resultados
indicaram que a morfologia da superficie do esmalte diferiu em cada grupo. A
composicdo mineral foi considerada semelhante a da hidroxiapatita, porém, as
dimensdes dos cristalitos de esmalte, em diferentes grupos, foram significativamente
distintas. Além disso, as propor¢cbes de Ca/P também foram consideradas
significativamente menores no grupo CGE. Os autores concluiram que o GCE pode
afetar a concentracdo de ions minerais da camada superficial e, em seguida,
modificar a remineralizagdo da carie dental inicial, apresentando um mecanismo que
parece ser diferente entre GCE e &cido galico.

A caracterizacdo morfoldgica e quimica do esmalte dental exposto a

agentes alcalinos foi avaliada por Taube et al. ™

(2010). Neste estudo, as alteracdes
morfolégicas e quimicas do esmalte dos dentes expostos aos agentes alcalinos, com
ou sem agentes surfactantes, foram avaliados. Além disso, os efeitos quimicos da
presenca placa e de pelicula (camada organica) na superficie também foram
investigados. O estudo foi realizado utilizando varias técnicas: FTIR, XPS, DRX e
MEV. Por meio da andlise XPS foi observado que, a exposi¢do a soluc¢des alcalinas,
resultou numa remoc¢do macica de carbono presente na superficie do dente. Com
base nos resultados da analise FTIR, ndo foram observadas reagfes de substituicdo
entre fosfato, carbonato e ions hidroxila na apatita do esmalte. Por meio da
avaliacdo por MEV, degradacdo e perda de substancia foram observadas na
superficie do esmalte referente as amostras expostas. A analise por meio de DRX
indicou que nao foram encontradas alteragcbes na cristalinidade da apatita do
esmalte entre as amostras. Os resultados deste estudo indicaram que a exposi¢cao a
solucdes alcalinas resulta em uma degradacao da superficie do esmalte, que difere
muito da erosdo acida. A erosdo ou a substituicdo quimica nos cristais de apatita
nao pode der diferenciada. Perda significativa de carbono orgéanico foi observada na
superficie do esmalte em todas as amostras expostas. A degradacdo da camada
organica protetora, na superficie do esmalte, pode aumentar profundamente os
riscos de desenvolvimento de cérie e erosao dental a partir de alimentos e bebidas
acidas.

61
l.

Rodriguez-Vilchis et a (2011), avaliaram por meio de microscopia

de forca atdbmica (AFM), MEV e EDS, as alteragcbes morfoldgicas e estruturais
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ocorridas no esmalte dental humano ap0és irradiacdo com laser Er: YAG. Um estudo,
havia demonstrado que irradiagdo por meio de laser Er: YAG, ndo promoveu
aumento na resisténcia do esmalte desafio acido e, ainda, produziu alteracfes
morfolégicas indesejaveis a superficie do esmalte, tais como crateras e fissuras.
Cingquenta e duas amostras de esmalte humano foram distribuidas em quatro grupos
(n = 13): | - controle (sem irradiagao por laser), II, Il e IV foram irradiados com o
laser de Er: YAG 100 mJ (12,7 J/cm?), com 100 mJ (7,5 J/cm?), e 150 mJ (11 J/cm?)
respectivamente, a 10 Hz, com utilizacdo de jato de &gua. As alteracdes
morfoldgicas foram observadas por AFM e SEM. Por meio de EDS, as porcentagens
referentes aos componentes calcio, fosforo, oxigénio e cloro foram determinadas (%
em peso), nas crateras resultantes e na sua periferia. Testes estatisticos de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis foram realizados (P < 0,05) para distinguir diferencas
significativas entre 0os grupos. As imagens AFM mostraram fissuras com
profundidades entre 250 nm e 750 nm para os Grupos Il e IV, respectivamente,
tendo sido as larguras das fendas de 5,37 um e 2,58 um. O interior das fendas
apresentou uma superficie aspera. As micrografias revelaram alteracfes
morfolégicas. A analise EDS detectou diferencgas significativas nos teores de Ca, P e
Cl na cratera e na sua periferia. A andlise por meio de AFM mostrou trincas com
formato triangular. As micrografias de MEV mostraram que a presenca de crateras
foi evidente, tendo sido observadas em todas as amostras irradiadas. Nao foi
possivel estabelecer um padrédo quimico caracteristico nas crateras.

A correlacdo do teor de carbonato na microestrutura do esmalte,
(quimica e cristalina) e as propriedades mecénicas, foram avaliadas por meio de
anélises de mapeamento linear por micro Raman e nanoindentacéo, por Xu et al. %
(2012). Foi realizado um mapeamento desde a superficie exterior do esmalte até o
interior, proximo a juncdo esmalte-dentina, nas regides cervical, cuspide lingual e
cispide bucal. A intensidade do pico carbonato em 1.070 cm™ aumentou
progressivamente, do exterior para o interior esmalte. Além disso, a largura do pico
de fosfato, medido por meio do célculo largura total a meia altura (FWHM) do pico
em 960 cm™, também aumentou, passando de ~ 9 cm™ no esmalte exterior para ~
13 cm™ no esmalte adjacente a juncdo esmalte-dentina. Esta alteracdo indicou uma
diminuicdo no grau de cristalinidade da hidroxiapatita do exterior para o interior do
esmalte. Apesar disso, 0 médulo de Young diminuiu de 119 + 12 para 80 + 19 GPa

entre a superficie do esmalte exterior e a do interior, com uma concomitante
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diminuicdo da dureza do esmalte, de 5,9 £+ 1,4 para 3,5 + 1,3 GPa. Também foram
observadas correlagbes significativas entre teor de carbonato e a cristalinidade,
associadas as propriedades mecanicas. Como o contetdo de carbonato aumentou,
houve uma diminuigdo associada na cristalinidade, tendo sido estas alteracdes
correlacionadas com a diminui¢cdo da resisténcia e da dureza. Coletivamente, estes
resultados sugeriram que o conteudo de carbonato do esmalte e a mudanca
associada na estrutura do cristal da hidroxiapatita, ou seja, do grau de cristalinidade,
podem acarretar em efeito direto sobre as propriedades mecéanicas do esmalte. A
combinagcao de micro Raman e nanoindentagcédo provou ser uma abordagem eficaz
para avaliar a microestrutura do esmalte e suas propriedades associadas.

A microestrutura do esmalte de incisivos bovinos foi avaliada por Wang
et al. 3 (2012). De acordo com o autor, dentes bovinos tém sido considerados um
excelente substituto para dentes humanos utilizados em pesquisas na area de
Odontologia. O objetivo do estudo foi avaliar a microestrutura do esmalte de dentes
bovinos, analisando os arranjos de prismaticos e interprismaticos e, detalhando suas
relagbes espaciais. Oito incisivos bovinos foram utilizados para a obtencao de 77
espécimes, com as mesmas dimensdes no sentido longitudinal, seccionados no
sentido paralelo a juncdo esmalte-dentina. Todas as superficies seccionadas foram
tratadas 1 M HCI por 10 s, visando expor os prismas e interprismas, antes da
observacéo por MEV. Os prismas de esmalte paralelos foram localizados em todo o
esmalte exterior, na regido cervical e na regido incisal dos incisivos bovinos. O
esmalte interno da porgdo vestibular e o cingulo lingual apresentaram bandas de
Hunter-Schreger, com as caracteristicas de cruzamento entre os grupos, planos
prismaticos e interprismaticos. Foi observado que as estruturas interprismaticas
aparentaram ser mais espessas no esmalte interno do que no exterior de esmalte.

Spizzirri et al. " (2012), realizaram um estudo comparativo, para a
determinar o conteudo de carbonato em dentes humanos, usando espectroscopia
Raman. A determinacdo do conteudo de carbonato presente nas apatitas dentais,
tais como esmalte e dentina, tem sido considerada importante para o estudo da
dindmica de céarie dental e defeitos do desenvolvimento destes tecidos.
Tradicionalmente, estas determinacdes eram realizadas por digestdo acida, seguida
por afericdo da liberacdo do gas didxido de carbono. Considerada uma alternativa
frente a este método, a espectroscopia Raman foi utilizada para a determinacéo de
carbonato em apatitas sintéticas carbonadas, com pelo menos quatro métodos
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analiticos publicadas até agora. No entanto, esses métodos ndo foram aplicados a
apatitas biologicas. O objetivo deste estudo comparativo foi testar a adequacéo
destes quatro métodos na determinacdo do tipo B de carbonato no esmalte e na
dentina humanos. Também foi apresentado um método para a determinacéo do teor
de carbonato do tipo A em esmalte, utilizando a técnica de Raman. Os espectros de
Raman foram obtidos a partir de 10 espécimes de esmalte e dentina, analisados
com cada um dos quatro métodos, utilizando ajuste Unico ou ajuste mdaltiplo da
banda PO4° v1. Cada um dos métodos resultou em uma determinacéo diferente
para o teor de carbonato, quando os mesmos dados de foram utilizados. A
determinacdo da concentracdo de carbonato de tipo B, por meio do método FWHM
da banda PO,® v1, foi considerada como sendo a que apresenta maior
concordancia com (i) os resultados (utilizando o método de digestdo com acido) de
dentes selecionados a partir da mesma amostra da populagao e (ii) dos valores
previamente relatados para ambos esmalte e dentina. A utilizagdo de um modelo de
ajuste multiplo das bandas espectrais proporciona maior precisdo de determinagéo
(particularmente no caso da dentina).

2.4 Desenvolvimento de biofilmes

Os mecanismos de desprendimento de biofiime em um leito liquido
fluidizado foram avaliados por Chang et al. *° (1991). O processo envolvendo a
fluidificacdo do leito oferece vantagens aos biofilmes aderidos sem a ocorréncia de
obstrucdo dos poros. No entanto, a taxa de desagregacéo do biofilme, devido ao
atrito e a hidrodindmica particula-a-particula, é pouco compreendida no caso dos
biofiimes formados em leito fluidificado. Neste trabalho, um leito fluidificado foi
realizado em duas fases do biofilme, operando sob um carregamento superficial
constante (0,09 mg de carbono organico total/cm? por dia), e com uma altura de leito
(H), velocidade de fluidos (U), e concentracdo de particulas de suporte medida em
C(p). Medidas diretas foram realizadas para o coeficiente especifico da taxa de
perda do biofilme (b(s)) e o acumulo total de biofilme (X(f)L(f)). Um modelo
hidrodinamico permitiu a determinacdo independente da densidade de biofilme
(X(F)), da espessura do biofilme (L(f)), do stress de cisalhamento liquido (tau), e do

namero de Reynolds (Re). A analise dos resultados de regressdo multipla mostrou
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gue o aumento do atrito das particulas para particulas, foi proporcional ao C(p). O
aumento da turbuléncia, descrito por Re, fez com que os biofilmes passassem de
mais densos para mais finos. O coeficiente de taxa de desagregacao especifica (b
(s)) aumentou a medida foi observado o aumento do C(p). Praticamente os 6 valores
sdo maiores do que o previsto pelo modelo anterior, derivado de biofilmes
desenvolvidos sobre superficies lisas e nao fluidificadas. Portanto, a turbuléncia e o
atrito do leito de fluidizacdo parecem ser mecanismos de desprendimento de
biofilmes dominantes.

Uma revisdo da literatura, abordando o tema adeséo de
microrganismos durante a formacdo do biofiime dental, foi realizada por
Kolenbrander et al. * (1993). Os autores relataram que a relacdo entre a
coagregacao e o surgimento de determinadas bactérias no biofilme dental j& havia
sido parcialmente esclarecido. A adesdo dos microrganismos denominados
colonizadores tardios a pelicula adquirida, quando ocorre, € considerada do tipo
inespecifica. Tem sido descrito que o0s colonizadores tardios coagregam,
principalmente, com Fusobactérias, e esta coagregacdo € mediada por
colonizadores iniciais. Os colonizadores iniciais, por sua vez, apresentam
propriedades diferentes, de maneira que, muitos aderem diretamente a pelicula e
exibem extensas coagregacdes inter e intragenéricas. Todos 0s colonizadores
iniciais coagregam com Streptococcus e/ou Actinomyces, que juntos consistem em
mais de 90% dos microrganismos viaveis no inicio da formac¢do do placa. O autor
conclui que mais estudos precisam ser realizados para esclarecer a atuacdo das
adesinas no processo de coagregacao.

Em 1997, a utilizacdo de enxaguatorios bucais para o desprendimento
de bactérias aderidas ao biofilme formado o esmalte dental in vitro foi avaliado por
Landa et al “°. Tem sido descrito que, a maneira como o biofilme se desenvolve
protege 0s microrganismos contra ataques ambientais, tais como agentes
antimicrobianos ou a acao de detergentes. A ades&o da biofilme dental ao esmalte
ocorre por meio da adesao da colonizadores iniciais. Se esta adesao é interrompida,
a toda o biofiime dental se desprende. Experimentos de perfusdo realizados em
camara de fluxo indicaram que a utilizacdo dos enxaguatoérios (Corsodyl e Scope)
ndo promoveu o desprendimento de bactérias aderidas a pelicula formada no
esmalte, enquanto a utilizacdo de enxaguatério Plax ou de seus componentes

detergentes, estimulou o desprendimento de varias espécies bacterianas aderidas a
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pelicula do esmalte. Apos experimentos de perfusdo em camara de fluxo, realizados
com 0s enxaguatoérios, foi observado um ligeiro desprendimento adicional de
bactérias aderidas na interface de passagem de liquido e ar. Apds a perfusdo com o
enxaguatorio Plax, no entanto, um numero significativo de bactérias aderidas tiveram
0 seu desprendimento estimulado na interface liquido e ar, indicando que Plax
promoveu enfraguecimento da forca de adesao. A capacidade do enxaguatério Plax,
ou de seus componentes detergentes, de remover a placa bacteriana nem sempre
foi evidenciada a partir de experimentos in vivo, tendo sido os relatos sobre a sua
eficacia clinica inconsistentes. Os autores sugerem que, provavelmente, os agentes
antimicrobianos ou detergentes sdo incapazes de penetrar na placa e alcancar as
bactérias aderidas ao biofilme.

A influéncia das proteases de Enterococcus faecalis e da proteina de
coldgeno de ligacdo (Ace), na adesdo a dentina, foram abordadas no estudo de
Hubble et al. 3 (2003). Enterococcus faecalis tem sido considerado como um
patégeno que persiste em canais radiculares medicados. Neste estudo, foi avaliada
a hipbétese de que as proteases de E. faecalis, serina e gelatinase, e a proteina de
ligacdo ao colageno (Ace) podem contribuir para a adesdo deste microrganismo ao
canal radicular. MEV foi utilizada para examinar a ligagdo da dentina a quatro cepas
de E. faecalis: OG1RF, tipo selvagem e, mutantes de trés derivados OG1RF,
TX5128, TX5243 e TX5256 deficientes em serina e gelatinase, serina, e Ace,
respectivamente. Para cada cepa de microrganismo, 20 espécimes correspondentes
a metades de raiz foram expostos a 3 x 10° e a 5 x 10° células/mL durante 6 h. As
analises das bactérias aderidas foram realizadas em 50 campos para cada
espécime de raiz. A andlise estatistica revelou que a adesdo de OGI1RF foi
significativamente maior do que as cepas mutantes (P < 0,001), enquanto as
diferencas significativas ndo foram detectados entre os mutantes da protease. Os
dados indicam que a protease serina auxilia na adesdo de E. faecalis a dentina,
enquanto o papel da gelatinase ndo pode ser esclarecido .

Hosoya et al. *° (2003), realizaram um estudo in vitro com a finalidade
de avaliar a influéncia do clareamento dental sobre a aderéncia de Streptococcus
mutans ao esmalte. Foram utilizados terceiros molares (n=70), que tiveram a parte
coronal cortada pela metade. As por¢cdes foram designadas ao grupos experimentais
e controles. Os grupos experimentais foram submetidos aos seguintes tratamentos:

(A) esmalte submetido ao clareamento por 1, 3 ou 5 vezes com ou sem
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condicionamento, (B) condicionamento sem clareamento. (C) controle. Todas as
amostras referentes ao grupo controle foram mantidas intactas em solugéo salina
fisiologica. Foi realizada a afericdo da rugosidade superficial do esmalte (Ra), nos 35
pares de amostras. O microrganismo S. mutans foi inoculado em meio de cultura
TSB contendo 3% de glicose, incubado durante 72 h antes da adicdo dos outros 35
pares de amostras. Por meio de MEV, o numero de colonias de S. mutans foi
guantificado e analisado estatisticamente. Quando comparados aos controles, o
esmalte clareado apresentou aumento no numero de coldnias de S. mutans. A
realizacdo de tratamentos de clareamento consecutivos aumentou a adesao
bacteriana. Os valores mais elevados de quantificagdo de colonias foram
encontrados nos grupos referentes a todos os tratamentos de clareamento (p <
0,01). Comparados aos controles, os grupos avaliados apresentaram aumento nos
valores de rugosidade apos o condicionamento. No entanto, ndo foi encontrada
correlagdo linear entre o ndmero de colénias de S. mutans e os valores de
rugosidade. Os autores concluiram que tanto a rugosidade superficial quanto a
adesdo de S. mutans podem ter seus valores aumentados apos o clareamento,

A modulagdo por guanosina ciclico-di-monofosfato em estruturas da

superficie celular de bactérias foi avaliada por Jenal *

(2004). De acordo com este
estudo, o nucleotideo ciclico de (c-diGMP) foi reconhecido nos anos 1980 como um
composto de sinalizacdo parece estar envolvido no controle da condensacéo dos
radicais de glicose em polimeros de celulose. Dados mais recentes de varias
espécies bacterianas sugeriram que a c-diGMP pode ter uma funcdo geral como
mensageira secundéria na modulagdo do crescimento bacteriano em superficies.
Este mecanismo poderia incluir a regulacdo de componentes de adesao celular e
atuar na preparagdo das células para a ocorréncia de interacdes célula-célula e de
interacdes do tipo célula-superficie.

33 realizaram um trabalho onde

Em 2004, Katsikogianni e Missirlis
estudos a respeito dos mecanismos de adesdo bacteriana sobre superficies de
biomateriais, fatores que afetam a adesdo, técnicas utilizadas para estimar
interacdes bacterianas e os modelos desenvolvidos para avaliar a aderéncia, foram
discutidos. De acordo com os autores, 0 processo de adesao bacteriana inclui uma
fase de interacdo fisico-quimica inicial e uma fase tardia, que consiste em interacdes
moleculares e celulares. Tem sido considerada processo complexo, influenciado por

muitos fatores, incluindo as propriedades bacterianas, as caracteristicas da
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superficie dos materiais, os fatores ambientais, tais como a presenca de proteinas
do soro e as condi¢cdes de fluxo associadas. Foram descritas duas categorias
relevantes de técnicas tem sido empregadas para avaliar as interacdes bacterianas.
A primeira consiste nas que utilizam fluido atuando contra as bactérias aderidas,
nesta técnica a porcentagem de bactérias que se desprendem pode ser
contabilizada. A segunda técnica envolve a manipulacdo de bactérias em varias
configuracbes, por meio da aplicacdo de forca e, mais especificamente,
proporcionando um embasamento para a analise tedrica das interacdes envolvendo
receptores. As teorias de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), da
abordagem termodinamica e da teoria DLVO estendida também foram revisadas.

Os efeitos provocados pela utilizagdo de materiais adesivos no
revestimento de superficies de dentina radicular e sua influencia sobre a adesao de
biofiimes foram avaliados, em 2008, por Daneshmehr et al. **. O emprego de
materiais adesivos no selamento de superficies radiculares expostas tem sido
considerado uma abordagem promissora no controle da carie de dentina radicular. O
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do revestimento da superficie com adesivos
sobre a inibicdo da adesédo de biofilmes de Streptococcus mutans. Dentina radicular,
proveniente de dentes bovinos, foi seccionada, polida com lixas de carbureto de
silicio de granulag&o 600 e utilizada para a obtencdo dos espécimes. Trés adesivos,
Hybrid Bond (HB), Reactmer Bond (RB) ou Agite One (SO) foram utilizados,
individualmente, no revestimento das superficies de dentina, seguindo as instrucdes
dos fabricantes. A superficie de dentina sem recobrimento serviu como controle. A
rugosidade superficial das superficies dentina revestidas e néo revestidas foi
avaliada por meio de medi¢cbes em microscopio a laser. Biofilmes in vitro de S.
mutans foram desenvolvidos na superficie de cada espécime, durante 20 h. Foi
realizada a quantificacdo de microrganismos e de glucanos insoliveis em &gua
presentes no biofiime. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se
ANOVA e de Tukey (P < 0,05). Todos os grupos correspondentes as superficies
revestidas apresentaram susceptibilidade significativamente menor quanto a adesao
do biofilme, quando comparados a dentina radicular n&o revestida (P < 0,05). Entre
0s grupos revestidos, SO apresentou menor suscetibilidade ao desenvolvimento do
biofilme. Os trés materiais adesivos avaliados podem ser considerados efetivos para
o revestimento de superficie radicular. O adesivo com liberacdo de flior, SO,
demonstrou grande potencial para resistir a formacgao do biofilme.
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A bioades&o inicial a materiais dentarios foi avaliada por Miiller et al. *°

(2010). A adsorcédo de albumina do soro bovino (BSA) sobre superficies de esmalte
dental e de materiais dentérios, foi investigada por espectroscopia de forca de
varredura. Este método atua fornecendo forcas de adesdo, que podem ser medidas
em funcdo do tempo de contato entre a proteina e a superficie, levando em
consideracdo pH, habilidade e ponto isoelétrico da superficie. Os materiais
ceramicos e compositos avaliados apresentaram indices semelhantes aos da
aderéncia sobre o esmalte dental. Um forte aderéncia foi encontrada nas superficies
mais hidrofébicas, isto €, o ouro, o titnio, o poli metacrilato de metila (PMMA), e poli
tetrafluoroetileno (PTFE). Em superficies hidrofilicas, a adesdo foi influenciada
principalmente pelas forcas eletrostaticas entre a camada de proteinas e a
superficie. No entanto, a alteracdo conformacional da BSA com valores de pH
superiores a 8, foi considerada um fator importante. Na superficie altamente
hidrofobica de PTFE, a estrutura da interface espacial entre PTFE e a agua
desempenharam um papel importante na regulacédo da adeséo de BSA.

As metodologias e os modelos de pesquisa utilizados em estudos de
erosdo foram discutidos no artigo de Shellis et al. "° (2011). Este artigo resume 0s
pontos de destaque discutidos no Seminario de Metodologia em Pesquisa Erosao
em Zurique, realizado no de 2010. O objetivo deste trabalho foi oferecer orientagao
para o desenvolvimento e aplicagcdo de ambos modelos in vitro e in situ, utilizados
em pesquisa de erosdo dental. As perspectivas para 0s ensaios clinicos também
foram discutidas. Todos os modelos de pesquisa de erosdo exigem uma série de
opcOes sobre as condicdes experimentais, desenho do estudo e técnicas de
medicdo e, esses aspectos gerais, foram discutidos em primeiro lugar. Entre os
modelos in vitro (de exposi¢cdo Unica ou mdultipla), os modelos simples podem ser
utilizados para a avaliagdo de produtos quanto ao seu potencial erosivo. Os modelos
mais elaborados de ciclagem de pH podem ser utilizados para simular a erosao in
vivo. Contudo, os modelos in vitro fornecem informacdo limitada sobre a erosédo
intraoral. Por meio da utilizacdo de modelos in situ, é possivel avaliar o efeito de
desafios erosivos em condi¢des intraorais, sendo atualmente, considerados o
método de escolha para a realizacdo de avaliacbes em curto prazo, envolvendo
produtos de baixo potencial erosivo ou produtos terapéuticos destinados a

prevencdo. Os autores concluem que, no futuro, os ensaios clinicos irdo permitir
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avaliacbes de longo prazo. Possiveis metodologias para tais ensaios foram

discutidas.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo tem como objetivos avaliar o efeito de diferentes
métodos de esterilizacdo de esmalte bovino sobre:

1. A morfologia do esmalte, avaliada por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), realizadas na superficie e em seccéo transversal;

2. A composicdo quimica elementar do esmalte, avaliada por meio de
espectroscopia fotoeletronica por raios-X (XPS) e por meio de energia
dispersiva de raios-X (EDS);

3. A estrutura do esmalte, avaliada por meio de espectroscopia Raman e por
meio de ressonancia magnética nuclear (RMN);

4. A viabilidade dos biofilmes de S. sanguis, A. naeslundii e biofilme misto,
avaliado por meio de UFC/mL;

5. A atividade metabdlica dos biofilmes de S. sanguis, A. naeslundii e biofilme
misto, avaliado por meio de ;

6. A formacao de biomassa total dos biofilmes de S. sanguis, A. naeslundii e

biofilme misto, avaliado por meio de cristal violeta.
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA

Os materiais e a metodologia utilizados para o desenvolvimento deste
estudo foram descritos a seguir.

4.1 Materiais

Agua destilada;

Agua Mili Q;

Acetona a 0,4 mM (Qhemis);

Alcool Metilico Anidro (J T BAKER);

Acriflavina neutra (Sigma);

Alca de Drigalski estéril descartavel (Biosystems);

Alca descartavel para inoculacdo de microrganismos (Redplast);
Cloreto de sédio (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda.);
Cristal violeta (Merck KGaA);

Cultura de Actinomyces naeslundii ATCC 51655 (ATCC);
Cultura de Streptococcus sanguis IAL 1832 (Instituto Adolfo Lutz);
Cubetas para espectrofotdmetro (Biosystems);

Dentes bovinos (Frigorifico Friburdogue - Bariri — SP);
Envelopes para esterilizagcao (amcor);

Filtro com membrana 0,22 ym para seringa (TPP);

Fluoreto de sadio (Vetec);

Frasco coletor universal transltcido estéril 80 mL (Prolab);

Fucsina basica (Sigma-Aldrich);

AN N N N N N N W N U N N N D N N N

Lixas d’agua carbureto de silicio nas granulagdes 400, 1200, 2500 e 4000
(Buehler);

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

Meio de cultura Mitis Salivarius Agar (Difco);

Meio de Trypticase Soy Agar TSA (Acumedia);

Meio Trypticase Soy Broth TSB (Acumedia);

Menadiona (Sigma);

AN N N NN

Microtubos graduados (Eppendorff);
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Pedra Pomes em p6 Herjos (Vigodent);

Placa de cultura com 24 pocos estéril (TPP);

Placa de cultura com 96 pocos estéril (TPP);

Placas de Petri descartaveis (TPP);

Ponteiras descartaveis para micropipeta (Axygen);

Pipetas soroldgicas descartaveis estéreis 25 mL (Biosystems);
Saches para geracédo de ambiente de CO, GASPAK EZ (BD);
Sangue desfibrinado de carneiro (Silvio Bertinatto da Cunha - ME);
Seringas descartaveis estéreis 10 mL (BD);

Sistema de filtragdo a vacuo 250 mL com membrana 0,22 um (TPP);
Sadio cloreto P. A. A. C. S. (CAQ - Casa da quimica Ind. e Com. Ltda.);
Solucédo de salina fosfatada tamponada - PBS;

Telutito de Potéassio (Sigma);

Tubos Falcon de 50 mL (Corning);

XTT (Sigma).

4.2 Instrumentos
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Béquer graduado 10 mL, 500 mL, 1 L (Vidrolabor);

Cureta Mc Call - n°® 13-14 (Golgran);

Disco flexivel diamantado dupla face (KG Sorensen);

Disco Diamantado para eixos de 1/2" - diametro 76 mm (Buehler);
Erlenmeyer graduado 2 L (Vidrolabor);

Escova de cerdas pretas para torno de bancada,

Jarra Anaerobica Acrilica Gaz Pack EZ (BD);

Limas endodonticas tipo Hedstréen - n® 50 (Maillefer);
Micropipetas Discovery 20-200 uL, 100-1000 uL, 5 mL, 10 mL (HTL);
Pinca anatdmica - 16 mm (Golgran);

Pinca clinica (Golgran);

Pipetador automatico Swiftpet (HTL);

Ponta maxicut para peca reta (Edenta);

Provetas graduadas 50 mL, 250 mL, 1 L e 2 L (Satelit).
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4.3 Equipamentos
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Agitador de tubos do tipo vértex (Vision);

Aparelho de cortes seriados Isomet 1.000 (Buehler);
Autoclave vertical AV 60 (Phoenix);

Peca reta de baixa rotacao (Kavo);

Balanca de precisdo BG 400 (Gehaka);

Balanca analitica AW220 (Shimadzu);

Bomba a vacuo 089-CAL (Fanem);

Banho maria (Nova Etica);

Camara de anaerobiose Whitley MG 500 (DW Scientific);
Céamara de oxido de etileno (Ferlex);

Centrifuga para microtubos (Fanem);

Centrifuga para tubos 5810 R (Eppendorf);

Contador de colbnias - CP 600 Plus (Phoenix);

Dessecador a vacuo 554 (Biosystems);

Detector EDS Dry (Thermo Scientific NORAN SYSTEM 7);
Espectrofotometro SP-220 (Biospectro);

Espectrofotometro ELISA (Thermo Plate);

Espectrometro comercial XPS (UNI-SPECS UHV);
Espectrometro Micro Raman LabRAM - HR-800 (Jobin Yvon Horiba);
Espectrometro RMN Varian Unity (INOVA);

Estufa bacterioldgica TE-392/2 (Tecnal);

Estufa bacterioldgica de CO; (LaboVen);

Estufa para secagem (Tecnal);

Evaporador Sputter coater SCDO050 (BAL-TEC);

Freezer -80°C (Revco);

Incubadora de bancada com agitacao orbital TE 420 (Tecnal);
Irradiador Cobalto 60 220N (Gammacell);

Micro-ondas de dupla emissao de ondas - Sensor Crisp 38 (Brastemp);
Microscopio eletronico de varredura FEG JSM-7500F (Jeol);
pHmetro portétil - PG-1400 (Gehaka);

Politriz Metaserv (Buehller);
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Refrigerador (Bosh);

Rugosimetro Mitutoyo SJ 400 (Mitutoyo Corporation);
Sistema de purificacdo de agua ultra pura (Mega Purity);
Torno de bancada (Bethil);

AN N NN

Ultrassom - Ultrasonic 1440 Plus (Odontobras).

4.4 Fase 1. Caracterizacdo morfoldgica, elementar e estrutural do
esmalte dental submetido aos diferentes métodos de

esterilizacéao

Os procedimentos utilizados para a realizagdo dos experimentos
relacionados a Fase 1 foram descritos a seguir.

4.4.1 Preparo dos dentes

Foram selecionados 10 dentes incisivos bovinos, tendo como critério
de escolha a qualidade aparente do esmalte, incluindo auséncia de trincas e
hipoplasias. Os dentes foram limpos com curetas do tipo Mc Call, o tecido pulpar foi
removido com limas endodénticas do tipo Hedstréem e as raizes removidas com o
auxilio de disco diamantado flexivel montado em peca reta sob baixa rotacdo. Em
seguida, as coroas passaram por um processo final de limpeza e polimento, em
torno de bancada equipado com escova de cerdas pretas e mistura de pedra pomes
e agua. As coroas dentais foram, entdo, utilizadas para a obtencao de espécimes de
esmalte, nas dimensdées de 5 x 5 mm. Cada coroa dental foi submetida ao
seccionamento em sua porgcdo central com o auxilio de um aparelho de cortes
seriados Isomet 1000, equipado com dois discos diamantados de 1/2", espacados 5
mm um do outro, de maneira que seis fragmentos dentais medindo 5 mm x 5 mm de
superficie de esmalte fossem obtidos. O tecido dentindrio de cada espécime foi
planificado por meio de polimento em politriz Metaserv, sob velocidade de 100 rpm,
com a utilizacdo de lixas de carbureto de silicio na granulagdo 600. O procedimento
de obtencado dos espécimes esté ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Desenho esquematico ilustrando a obtencdo dos espécimes utilizados na Fase 1:
A Coroa dental. B Seccionamento. C Fragmentos dentais com dimensdes de 5 x 5 mm de

superficie de esmalte. D Espécimes de esmalte com dimensbes de 5 x 5 mm de superficie

de esmalte.
5mm
—
1% 5mm
[ > 3i4 q > |;‘, >
5
A B C D

Os espécimes foram imersos em agua destilada e submetidos a banho
ultrassonico durante 15 min. Em seguida, foram imersos em frascos contendo agua
destilada (pH 7,0) e armazenados sob refrigeracdo a 5°C, até a sua utilizacdo. A
manipulagdo dos dentes bovinos foi realizada com o pesquisador devidamente
paramentado, com jaleco, luvas, gorro, mascara e Oculos de protecdo, visando
reduzir o risco de contaminacao.

Para a realizacdo desta fase do experimento, cinco espécimes de
esmalte provenientes de cada coroa foram selecionados e distribuidos em cinco

grupos, (n=10), de acordo com o delineamento experimental descrito na Figura 2.

4.4.2 Andlise estrutural do esmalte por meio de espectroscopia Raman

A analise Raman foi realizada com o auxilio do espectrdmetro Micro
Raman (Figura 3). Foram utilizados 10 espécimes de esmalte em cada grupo e as
avaliacOes foram realizadas em duas etapas: | — pré-esterilizagdo (controle) e Il —
pos-esterilizacdo. Os espécimes foram secos em temperatura ambiente,
armazenados, individualmente, em microtubos e reservados. Previamente a
realizacdo das analises, o equipamento foi calibrado com um padréo de silicio, com

obtencdo de um pico de referéncia em 520,8 cm™ %,
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Figura 3 — Espectrébmetro utilizado nas analises Raman.

No momento da andalise Raman, os espécimes foram posicionados,
individualmente, no espectrdmetro Micro Raman, equipado com laser HeNe. A forca
de incidéncia utilizada foi de 50 mW, com diametro de 400 ym e aumento de 50x.
Os espectros localizados entre 100 e 1300 cm™ foram utilizados na avaliacdo dos
componentes inorganicos. A regido central de cada espécime foi selecionada para a
anélise. Os espécimes foram submetidos & uma exposicdo de 50 s 8 num total de
trés espectros. A média dos trés espectros foi considerada para a analise dos dados

A analise Raman de compostos padrbes para carbonato e fosfato
também foi realizada. Dessa forma, os compostos carbonato de célcio Ca,CO3; e
fosfato de sddio dibasico Na,HPO, foram selecionados para esta analise. Uma
aliquota de p6 de cada um destes componentes foi cuidadosamente compactada
sobre uma lamina de vidro e submetida a avaliacio Raman. Conforme os
experimentos realizados nos espécimes de esmalte, 0 mesmo equipamento e
parametros foram utilizados.

Os gréficos referentes aos espectros foram utilizados para a realizacéo
do célculo das areas dos picos correspondentes componentes identificados, por
meio do programa ORIGIN 7.5. As areas dos picos foram calculadas por meio de
equacdes do tipo Lorentz e Gauss ® e os resultados forma expressos emau . cm™,
Para uma adequada comparagdo entre o0s espécimes, o célculo das razdes
correspondentes a cada componente identificado / pico referéncia também foi

realizado para cada espécime.
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4.4.3 Analise da composicao quimica elementar do esmalte por meio de

espectroscopia fotoeletronica por raios-X (XPS)

Para esta analise, quatro espécimes de esmalte foram utilizados em
cada grupo e as avaliagBes foram realizadas em duas etapas: | — pré-esterilizacdo
(controle) e Il — pés-esterilizacdo. As analises XPS foram realizadas utilizando um
espectrometro XPS (Figura 4) operando a 250 W com radiacdo Mg Ka (1253,6 eV).

A area analisada foi de 5 x 5 mm para cada espécime, tendo sido
avaliados sob condicbes de ultra alto vacuo de 107 Pa. Foram obtidos espectros
totais (energia de passagem de 45 eV) e espectros de alta resolucdo referentes a
todos os elementos detectados, usando energia de passagem de 10 eV. A
composi¢cdo da camada superficial (<5 nm) foi determinada pelas proporcdes das
areas relativas de picos elasticos, corrigidas pelos fatores de sensitividade dos
elementos correspondentes. A analise estrutural (estados quimicos do elemento) foi
realizada por meio da deconvolugdo das intensidades espectrais utilizando uma

funcdo do tipo Voigtiana "

. Para a analise XPS, a identificacdo dos estados
quimicos dos elementos foi realizada por meio da deconvolugdo dos picos
observados nos espectros obtidos. Os elementos foram quantificados por meio das
areas dos picos dos espectros de alta resolucéo e os dados foram obtidos na forma

de % concentracéo atdmica (at.%).

Figura 4 — Espectrémetro utilizado nas analises XPS.



66

4.4.4 Esterilizacdo dos espécimes de esmalte

Os espécimes referentes a cada um dos quatro grupos experimentais
(n=10) foram esterilizados. Os espécimes do grupo IM foram colocados,
individualmente, em béqueres contendo 200 mL de &agua destilada estéril. Em
seguida, cada béquer foi posicionado no prato giratério do forno de micro-ondas

convencional (Figura 5) e irradiado durante 3 min a 650 W, com 70% de poténcia "°.

Figura 5 — Aparelho utilizado para a irradiagdo por micro-ondas .

BRASTEMR

<D

Cada espécime do grupo IG foi posicionado dentro de um envelope
proprio para a realizagdo do procedimento de esterilizacdo. Cada envelope foi
identificado e enviado para esterilizacdo por meio de irradiagdo gamma pelo Centro
de Tecnologia das Radiacdes - CTR do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares - IPEN, situado em S&o Paulo — SP. Os envelopes foram posicionados
no irradiador (Figura 6).

Figura 6 — Irradiador utilizado para a esterilizagédo por irradiagdo gamma.
-

[
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O procedimento de esterilizac&o foi realizado sob temperatura de 27°C
e a fonte de energia utilizada foi Cobalto-60, na dose de 1,75 Gy/h, durante 16 h e 8
min, totalizando 25 kGy 2.

Os espécimes do grupo OE foram embalados individualmente em
envelopes apropriados para a realizagdo do procedimento de esterilizagao,
identificados e enviados para a realizacdo da esterilizagdo por 6xido de etileno pela
empresa ACECIL Central de Esterilizagdo Comércio e Inddstria Ltda., situada em
Campinas — SP. Os espécimes embalados foram submetidos ao processo de
esterilizac@o por 6xido de etileno (Figura 7).

Figura 7 — Equipamento utilizado para esterilizacdo por meio de 6xido de etileno.

Fonte: http://www.acecil.com.br/infraestrutura.htm

A proporcgédo dos gases utilizada foi de 30% EtO e 70 % CO., utilizando
vacuo inicial de 400 a 450 mm/hg, com tempo de espera de 10 a 20 min, fase de
carga de 10 a 20 min até que a presséao atingisse 0,5 kg/cm2. O tempo de exposi¢ao
foi de 3,5 h, sob temperatura de 45 a 55°C, durante 30 min e concentragéo de EtO
de 600mg/L. Decorrido este periodo, os espécimes foram submetidos ao processo
de purificacdo por meio de 3 lavagens com nitrogénio .

Os espécimes do grupo AU foram, individualmente, acondicionados em
envelopes préprios para a realizagdo do procedimento de esterilizagdo, identificados
e posicionados na autoclave (Figura 8). Os espécimes foram submetidos ao ciclo de
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aguecimento até atingirem a temperatura de 121°C sob pressdo de 15 Ibs. As
condi¢cbes de temperatura e pressdo foram mantidas durante os 30 min referentes
ao processo de esterilizagdo. Em seguida, a temperatura e a pressao foram
gradualmente reduzidas até que a temperatura ambiente fosse atingida °°.

Os espécimes referentes ao grupo controle foram secos em
temperatura ambiente, armazenados individualmente em microtubos e reservados
até o momento de sua utilizacdo. Ap6s os procedimentos de esterilizacdo dos
espécimes, as analises Raman e XPS pos-esterilizagdo foram realizadas, com a

mesma metodologia descrita anteriormente.

Figura 8 — Autoclave utilizada no procedimento de esterilizag&o.

4.4.5 Analise morfolégica da superficie do esmalte por meio de

microscopia eletronica de varredura (MEV)

Apés a esterilizacao e realizagdo das analises Raman e XPS, todos 0s
espécimes de cada grupo foram avaliados quanto a sua morfologia superficial por
meio de MEV. Os espécimes foram fixados em suportes metalicos por meio de fita
dupla face de carbono e, entdo, submetidos ao preparo para analise em MEV. Este
processo consistiu na secagem dos espécimes em dessecador a vacuo durante 24 h
sob temperatura de 25°C. Em seguida, os espécimes foram recobertos por uma
camada de carbono com espessura de 10 nm por meio de um evaporador (Figura 9)
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equipado com gas argdnio. Os parametros utilizados foram tensdo de corrente de 3
Kv, corrente de 15 pA e tempo de exposicao de 80 s.

Figura 9 — Preparo dos espécimes para a realizacdo de MEV: A Espécimes fixados nos
suportes metalicos. B Posicionamento dos suportes metéalicos no aparelho evaporador. C

Espécimes recobertos por Carbono.

O microscopio utilizado para as analises foi o MEV-FEG (Figura 10),
sob vécuo de 9,6 . 10™ e aceleracéo de voltagem de 2 kV. Toda a superficie dos
espécimes foi avaliada e as regibes representativas de cada amostra foram
fotografadas nos aumentos de 1.000x, 5.000%, 10.000%, 20.000%, 50.000x e
100.000x%, de maneira que, para cada espécime avaliado, duas imagens de regides
distintas fossem obtidas para cada um dos aumentos selecionados.

Figura 10 — A Microscopio utilizado nas analises MEV e EDS. B Posicionamento dos

espécimes na camara de vacuo do microscopio.




70

4.4.6 Analise elementar do esmalte por meio de energia dispersiva de
raios-X (EDS)

Apés a realizacdo da obtencdo das imagens por MEV na superficie, os
espécimes foram utilizados para a avaliacdo EDS. O equipamento utilizado foi o
detector EDS Thermo, modelo Dry, equipado com o programa NORAN SYSTEM 6,
acoplado ao MEV FEG. Os parametros selecionados incluiram aumento de 200x,
aceleracdo de voltagem de 12 kV e tempo de exposi¢cao de 3 min. Os espécimes 1 a
10 de cada um dos grupos avaliados foram submetidos a analise por EDS. Para
cada espécime avaliado, espectros foram obtidos em duas regides diferentes foram
realizadas para cada espécime.

4.4.7 Analise morfolégica da seccao transversal do esmalte por meio de
MEV

Trés espécimes referentes a cada grupo experimental (IM, IG, OE e
AU) e trés espécimes referentes ao grupo controle, provenientes do mesmo dente,
foram selecionados para a realizacdo de MEV em seccdo transversal. Para a
realizacdo desta andlise, os espécimes foram congelados em nitrogénio liquido e,
em seguida , com auxilio de pinca anatbmica, foram fraturados em seccéo
transversal. Os espécimes foram, entdo, fixados nos suportes metalicos por meio de
fita dupla face de carbono (elemento condutor), de maneira que a superficie
fraturada ficasse voltada para o meio externo e, em seguida, foram submetidos ao
procedimento para recobrimento com uma camada de carbono, conforme descrito
anteriormente. ApOs o recobrimento, os espécimes foram analisados no microscoépio
MEV-FEG, sob vacuo de 9,6 . 10 e aceleracdo de voltagem de 2 kV. Toda a regi&o
de fratura foi avaliada e imagens representativas de cada amostra foram obtidas nos
aumentos de 30x, 500%, 2000x e 10.000%, de maneira que, para cada espécime
avaliado, duas imagens de regides distintas foram obtidas para cada um dos

aumentos selecionados.
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4.4.8 Andlise estrutural do esmalte por meio de ressonancia magnética
nuclear (RMN)

ApOs a realizacdo da andlises MEV e EDS, trés espécimes referentes
a cada grupo experimental e trés espécimes referentes ao grupo controle,
provenientes do mesmo dente, foram selecionados para a realizacdo da andlise
estrutural por meio de RMN. O tecido dentinario remanescente foi removido de cada
espécime, por meio de ponta maxicut montada em peca reta, sob baixa rotacéo e
irrigagdo com agua destilada, de maneira que o espécime obtido apresentasse
apenas esmalte dentario. Em seguida, para possibilitar a realizacdo desta andlise,
com o auxilio de um almofariz e pistilo, cada espécime de esmalte foi triturado,
transferido e compactado no suporte de espécimes do equipamento de RMN.

Figura 11 — Espectrometro utilizado para a realizacdo da anéalise de RMN.

Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente no
espectrometro RMN de 500 MHz (11,7T) (Figura 11). As medidas de alta resolucéo
MAS (rotac&o em torno do angulo magico) do P foram realizadas em 202,09 MHz.
Para a realizagao das medidas, foi utilizada uma sonda de 4 mm MAS, com rotagéo
de 14 kHz. Os dados do 3P foram coletados com um simples pulso de excitacdo
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(w/2) de 2,4 ps e com tempo de relaxacdo de 90 s. Todas as amostras foram

referenciadas a partir da solugéo de H3;PO4 85%.

4.5 Fase 2: Avaliacdo da influéncia dos diferentes métodos de

esterilizagcdo sobre a formacgéo do biofilme in vitro

Os procedimentos utilizados para a realizagdo dos experimentos
relacionados a Fase 2 foram descritos a seguir.

4.5.1 Preparo dos espécimes de esmalte para a Fase 2

Foram selecionados 150 dentes incisivos bovinos, tendo como critério
de escolha a qualidade aparente do esmalte, incluindo auséncia de trincas e
hipoplasias. Os dentes foram limpos com curetas do tipo Mc Call, o tecido pulpar foi
removido com limas endodénticas do tipo Hedstroem e as raizes removidas com o
auxilio de disco diamantado flexivel montado em peca reta sob baixa rotacdo. Em
seguida, as coroas passaram por um processo final de limpeza e polimento, em
torno de bancada equipado com escova de cerdas pretas e mistura de pedra pomes
e agua.

As coroas de dente bovino previamente preparadas foram utilizadas
para a obtencdo de 360 espécimes de esmalte bovino, nas dimensfes de 4 x 4 x 1
mm (Figura 12A-D).

Figura 12 — Desenho esquemaético ilustrando a obtencé@o dos espécimes utilizados na Fase
2: A Coroa dental. B Seccionamento. C Fragmentos dentais com dimensfes de 4 x 4 mm. D

Espécime de esmalte obtido ao final da sequéncia de polimento.

4 mm

4 mm

= = = A
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A obtencéo destes espécimes foi realizada com o auxilio do aparelho
de cortes seriados Isomet 1000, equipado com dois discos diamantados, espacados
4 mm um do outro. Cada coroa dental foi submetida ao seccionamento em sua
porcao central para a obtencao de seis fragmentos dentais medindo 4 mm de altura
por 4 mm de largura. A face vestibular foi planificada e o tecido dentinério de cada
espécime foi removido por meio de polimento em politriz com a utilizacdo de lixas de
granulacao 600 sob velocidade de 100 rpm.

A padronizacdo da espessura em 1 mm foi realizada com o auxilio de
uma matriz metélica desenvolvida especialmente para este estudo (Figura 13A).

Figura 13 — A Matriz metélica. B Posicionamento do fragmento de esmalte na matriz. C
Aspecto do espécime apds polimento inicial. D,E,F Aspecto do espécime apés a finalizacao

da sequéncia de polimento.

Os espécimes foram posicionados, individualmente, no nicho existente
na matriz (Figura 13B), com dimensdes de 4 mm de altura x 4 mm de largura x 1
mm de espessura e, com 0 auxilio da politriz sob velocidade de 100 rpm, foram
submetidos aos procedimentos de polimento com lixas de carbureto de silicio de
granulacdo 600 e 1200 até que os espécimes de esmalte apresentassem espessura
proxima ao nivel da matriz, ou seja, ~1 mm (Figura 13C). Ainda utilizando a politriz
sob velocidade de 100 rpm, os espécimes de esmalte foram polidos com lixas de
granulacdo 2500 durante 30 s e lixa de granulacdo 4000 durante 1 minuto. Apds a
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finalizacdo do processo de polimento (Figuras 13 D-F), os espécimes foram imersos
em agua destilada e submetidos a lavagem em ultrassom durante 15 min e,
posteriormente, armazenados em agua destilada (pH 7,0) sob refrigeracdo de 5°C,

até a sua utilizagéo.

4.5.2 Afericao da rugosidade superficial

A afericdo da rugosidade superficial dos espécimes de esmalte foi
realizada com o objetivo de distribuir os espécimes de maneira homogénea entre 0s
grupos, de acordo com os valores meédios de rugosidade superficial, obtidos
previamente a realizagdo dos procedimentos de esterilizacdo. Para a realizacdo das
medidas, foi utilizado um rugosimetro (Figura 14), com precisdo de leitura de 0,01
gm, comprimento de leitura de 2,4 mm, velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s e raio
da ponta ativa de 5 um **.

Figura 14 — A - Rugosimetro utilizado para as medidas de rugosidade.

O equipamento foi calibrado previamente a realizacdo das medidas. Os

bY

espécimes foram secos a temperatura ambiente, posicionados no suporte de



75

espécimes do equipamento e, em seguida, cada face do espécime (vestibular e
lingual) foi submetida a duas leituras de rugosidade perpendiculares entes si. A
médias destes valores (dois para a face vestibular e dois para a face lingual) foi
considerada como valor final da rugosidade de cada espécime Ra (um). Todas as
leituras foram realizadas pelo mesmo operador.

No momento da afericdo da rugosidade, os espécimes de esmalte que
apresentaram valor final de rugosidade entre 0,05 e 0,08 ym foram selecionados. Os
espécimes foram distribuidos nos respectivos grupos por meio de estratificacéo,
onde, as médias dos valores de rugosidade final obtidas para cada grupo foram
equivalentes, com valores de 0,075 um. Em seguida, os espécimes foram
esterilizados por meio do respectivo método, conforme descri¢ao ilustrada na Figura
15.

Figura 15 — Delineamento experimental da Fase 2: A - Distribuicdo dos grupos
experimentais. B - Formacg&o do biofilme inicial: monoespécie e misto. C - Avaliagbes:
UFC/mL, Ensaio de XTT e Cristal violeta.
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4.5.3 Reativagédo dos microrganismos

Para a realizacdo deste estudo, as cepas selecionadas foram A.
naeslundii (ATCC 51655) e S. sanguis (IAL 1832). Os biofilmes formados sobre os
espécimes de esmalte foram do tipo monoespécie (S. sanguis ou A. naeslundii) e
misto (S. sanguis + A. naeslundii). O microrganismo S. sanguis foi adquirido junto ao
banco de cepas do Instituto Adolfo Lutz, situado em S&o Paulo - SP. O
microrganismo A. naeslundii foi cedido gentilmente pela Profa. Dra. Altair Antoninha
Del Bel Cury da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, UNICAMP.

A cultura referente ao microrganismo S. sanguis encontrava-se
liofilizada. A ampola contendo o microrganismo foi aberta, 1 mL de meio BHI foi
adicionado e a solugdo foi homogeneizada com auxilio de uma micropipeta. Em
seguida, uma aliguota de 100 uL foi aspirada e adicionada a um tubo falcon
contendo 10 mL de meio BHI. O tubo contendo o meio de cultura e o microrganismo
foi homogeneizado em agitador do tipo vortex por um minuto e, em seguida,
incubado a 37°C durante 24 h em estufa com 5% CO.,

Decorrido o periodo de incubacdo, o tubo contendo a cultura de S.
sanguis foi homogeneizado em agitador do tipo vortex e uma aliquota de 100 pL foi
removida e, em seguida, adicionada sobre uma placa de petri contendo o meio agar
sangue. Com auxilio de uma alca de Drigalski, a aliquota foi distribuida sobre toda
extensdo do meio de cultura e, em seguida, a placa foi incubada por 48 h nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Apds o periodo de incubacdo, a placa
contendo o microrganismo foi utilizada para o procedimento de cultivo em nova
placa contendo o meio 4gar sangue.

Para isso, uma alca de inoculagdo com extremidade do tipo circular,
referente a 1 L, foi deslizada sobre a cultura do microrganismo semeado na placa
de petri, por meio de movimentos suaves no sentido horizontal, promovendo a
remocdo de parte das colbnias. Esta aliquota, referente a aproximadamente 1 uL, foi
adicionada sobre uma placa de petri contendo o meio de cultura agar sangue. Em
seguida, com o auxilio da mesma al¢a, a aliquota foi cuidadosamente espalhada por
toda a extensdo do meio de cultura (Figura 16). A placa foi, entdo, incubada por 48 h

a 37°C em estufa com 5% CO».
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A cultura referente ao microrganismo A. naeslundii estava armazenada
em meio skin milk. O microtubo contendo a cultura em meio skin milk foi removido
das condicdes de refrigeracdo -80°C e reservado até atingir a temperatura ambiente.
Em seguida, os mesmos procedimentos realizados para 0 microrganismo S. sanguis

foram realizados para o A. naeslundii, conforme descrito anteriormente.

Figura 16 — Procedimento de cultivo do microrganismo em nova placa de cultura. A — Placa
de cultivo obtida apds 48 h de incubacdo. B — Obtencao da aliquota de 1 pL. C — Aliquota de
1 uL utilizada para cultivo em nova placa. Placa contendo o meio agar sangue apos o

espalhamento da aliquota do microrganismo.

Decorrido o periodo de incubacdo, as placas referentes as culturas de
S. sanguis e A. naeslundii foram utilizadas para o preparo de culturas de estoque
destinadas ao armazenamento sob refrigeracdo de -80°C no banco de cepas do
Laboratério de Microbiologia Aplicada da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP.

Para o preparo das culturas de estoque, uma aliquota de
aproximadamente 1 uL foi obtida para cada microrganismo por meio de uma alca de
inoculacdo com extremidade circular de 1 pL, conforme descrito anteriormente. A
aliquota referente a cada microrganismo foi, individualmente, acrescentada a um
tubo contendo 10 mL de meio BHI. Os tubos contendo os meios de cultura e as
aliquotas referentes a cada microrganismo foram homogeneizados em agitador
orbital do tipo vortex por 1 minuto. Os tubos foram, posicionados em uma jarra de
anaerobiose e um sache gerador de ambiente com 5% de CO, foi acrescentado a
jarra, que foi fechada e, em seguida, incubada sob agitacéo orbital de 75 rpm a 37°C
durante 24 h.

Apbés o periodo de incubacdo, as culturas referentes a cada

microrganismo foram submetidas ao procedimento de lavagem de células. Para isso,
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0s tubos contendo as culturas foram homogeneizados em agitador do tipo vortex por
15 s e centrifugados a 4.000 rpm durante 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e 10 mL de PBS foram adicionados a cada tubo. Os tubos contendo os
microrganismos foram homogeneizados em agitador do tipo vortex e novamente
centrifugados a 4.000 rpm durante 5 min.

Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e 10 mL do meio
skin milk foram adicionado ao tubo correspondente ao A. naeslundii, enquanto 10
mL de BHI foram adicionado ao tubo correspondente ao S. sanguis. Os tubos
contendo 0s microrganismos e 0S respectivos meios de cultura foram
homogeneizados em agitador do tipo virtex durante 1 minuto e aliquotas de 500 uL
foram adicionadas a microtubos devidamente identificados. Finalmente, aliquotas de
200 pL de glicerol foram adicionados a cada cultura presente nos microtubos, que
por sua vez, foram homogeneizados em agitador do tipo vortex durante 1 min. Os
tubos foram, entdo, ordenadamente posicionados em uma caixa de especifica para
microtubos que foi, em seguida, armazenada no freezer -80°C.

Considerando que durante a realizacdo de experimentos envolvendo
cultivo de biofilmes mistos, as condi¢cdes de incubacdo devem ser favoraveis ao
desenvolvimento de ambos microrganismos, foi realizada a avaliacdo das condi¢cbes
ideais de incubagao para o desenvolvimento do A. naeslundii e do S. sanguis. Dessa
maneira, as condicbes de incubagcdo em estufa com 5% CO; e em camara de
anaerobiose com 85% N3, 10% H; e 5% CO, foram avaliadas.

Para possibilitar esta avaliacdo, foi realizada a reativacdo dos
microrganismos provenientes das culturas de estoque previamente congeladas a
-80°C. As culturas de estoque referentes ao A. naeslundii e ao S. sanguis foram
removidas das condi¢cbes de refrigeracdo e reservadas até atingirem temperatura
ambiente. Em seguida, os microtubos contendo as culturas de estoque foram
homogeneizados em agitador do tipo vértex durante 1 min e uma aliquota de 100 L
de cada cultura foi, individualmente, adicionada a placas contendo o meio agar
sangue. Com auxilio de uma alca de inoculacdo, cada aliquota foi distribuida sobre
toda extensdo do meio de cultura, tendo sido este procedimento realizado em
duplicata. As placas correspondentes a cada microrganismo foram incubadas por 48
h a 37°C em estufa com 5% CO; e em camara de anaerobiose.

Visando reestabelecer o metabolismo dos microrganismos, ao final do

periodo de incubacdo, realizou-se o cultivo em novas placas contendo o meio agar
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sangue. Foi utilizada uma alca de inoculagcdo com extremidade do tipo circular,
referente a 1 uL, que foi deslizada sobre a cultura previamente incubada, por meio
de movimentos suaves no sentido horizontal, de maneira que parte das col6nias
fosse removida. Esta aliquota, referente a aproximadamente 1 uL, foi adicionada
sobre uma nova placa contendo o meio de cultura agar sangue.

Em seguida, com o auxilio da mesma algca, a aliquota foi
cuidadosamente espalhada por toda a extensédo do meio de cultura. As novas placas
correspondentes as culturas previamente incubadas em estufa com 5% de CO;
foram novamente incubadas nas mesmas condicdes por 48 h. O mesmo
procedimento foi realizado para as placas correspondentes as culturas previamente
incubadas em camara de anaerobiose.

Decorrido o periodo de incubag¢do, uma avaliagdo visual foi realizada
nas placas provenientes das duas condicbes de incubacdo, com o objetivo de
identificar possiveis diferencas com relagdo ao crescimento dos microrganismos. Por
meio desta avaliagdo visual, foi possivel constatar que ndo haviam diferencas em
relacdo ao crescimento do microrganismo A. naeslundii, cujas placas apresentaram
colonias semelhantes em quantidade e tamanho. No entanto, o crescimento do
microrganismo S. sanguis foi expressivamente menor nas condi¢des proporcionadas
pela camara de anaerobiose, apresentando colénias menores e em menor
desenvolvimento na placa quando comparadas aquelas placas incubadas em estufa
com 5% CO,. Dessa forma, a incubacdo em estufa com 5% de CO; foi selecionada
como condi¢cdo de incubacdo em todos os experimentos envolvendo o cultivo de

biofilmes.

4.5.4 Curva de crescimento dos microrganismos

Com o objetivo de estabelecer o tempo ideal de incubacdo overnight
de cada microrganismo no momento da obtencdo do in6culo para formacdo do
biofilme, foi realizado um experimento para a obtencdo da curva de crescimento de
cada microrganismo.

Para a realizagcdo deste experimento, foram utilizadas as placas
contendo as culturas dos microrganismos A. naeslundii e S. sanguis previamente

utilizadas na avaliagéo da condicdo de incubacao, descrita anteriormente. As placas
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contendo as culturas correspondentes a cada microrganismo, previamente
incubadas por 48 h a 37°C em estufa com 5% CO., foram utilizadas para a obtencao
de uma aliquota correspondente a aproximadamente 1 pL, obtida por meio de al¢ca
de inoculacdo, conforme descrito anteriormente. Estas aliquotas foram, individual e
delicadamente, distribuidas sobre o meio de cultura, ocupando toda a extensédo da
placa. As placas correspondentes a cada um dos microrganismos foram incubadas
por 48 h a 37°C em estufa com 5% CO..

Apébs o periodo de incubacéo, as placas contendo as culturas foram
utilizadas para a obtencao de aliquotas de aproximadamente 4 uL referentes a cada
microrganismo. Para isso foi utilizada uma al¢ca de inoculagdo com extremidade
circular correspondente a 1 yL. A alca foi posicionada na porcao referente ao maior
diametro da placa e, em seguida, suavemente deslizada sobre a cultura do
microrganismo, em linha reta, de maneira que atingisse de extremidade a outra da
placa. Esta aliquota, correspondente a aproximadamente 1 uL, foi adicionada a um
tubo falcon contendo 40 mL de meio TSB.

Esta sequéncia foi realizada quatro vezes, de maneira que, ao final,
fosse obtido um tubo com 40 mL de meio TSB e 4 uL da cultura correspondente ao
microrganismo. O procedimento foi realizado em triplicata, para os dois
microrganismos. Os tubos contendo as aliquotas correspondentes as culturas dos
microrganismos em meio TSB foram homogeneizados em agitador do tipo vértex
durante 1 min e incubados por 48 h, a 37°C em estufa com 5% CO..

Decorrido o periodo de incubagdo, os tubos contendo as culturas
referentes aos microrganismos avaliados foram homogeneizados em agitador do
tipo vortex durante 1 minuto e, em seguida, 2 mL referentes a cada uma das cultura
foram adicionados a novos tubos contendo 30 mL de meio TSB. Neste momento, o
meio de cultura contendo cada microrganismo foi homogeneizado em agitador do
tipo vortex durante 1 min e uma aliquota de 3 mL foi acrescentada a uma cubeta e
utilizada para leitura da densidade 6tica (DO) em espectrofotdmetro com filtro de 600
nm (tempo 0). Os tubos contendo as culturas foram incubados nas mesmas
condicbes descritas anteriormente e novas leituras de DO foram realizadas em
espectrofotometro com filtro de 600 nm, aproximadamente a cada hora decorrida do
tempo de incubacgdo. Os valores de DO foram observados até que a multiplicacao

dos microrganismos nao apresentasse mais aumento nos valores de DO (platd).
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A importancia deste experimento consistiu na determinacdo do tempo
ideal de incubag&do dos microrganismos no momento da obtengdo do in6culo. O
tempo selecionado correspondeu ao momento que precede o platd, no qual a
multiplicagdo celular encontra-se extremamente ativa, caracterizando a fase de
crescimento exponencial.

Os dados obtidos por este experimento indicaram que o periodo de
incubacéo ideal para o S. sanguis foi de 14 h e para o A. naeslundii foi de 20 h
(Figura 17).

Figura 17 — Curva de crescimento obtida para os microrganismos S. sanguis e A. naeslundii.
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Apés a determinacdo das condi¢cdes e do tempo de incubacao, foi
realizado um experimento para estimar o numero de microrganismos viaveis
presentes nos inéculos de S. sanguis e A. naeslundii. As culturas dos
microrganismos semeadas em placas com o meio agar sangue, previamente
incubadas por 48 h a 37°C em estufa com 5% de CO,, foram utilizadas para a
obtencdo de novas culturas em placas agar sangue, por meio de aliquotas de 1 pL,
conforme descrito acima.

Apés o periodo de incubacéo, aliquotas de aproximadamente 4 pL,
referentes ao cultivo de cada um dos microrganismos, foram obtidas e adicionadas,
conforme descrito anteriormente, a um tubo falcon contendo 40 mL de meio TSB. Os
tubos contendo as aliquotas dos microrganismos e o meio TSB foram
homogeneizados em agitador do tipo vortex durante 1 min e incubados por 48 h a
37°C em estufa com 5% COa.
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Decorrido o periodo de incubacdo, cada cultura proveniente dos
microrganismos foi homogeneizada em agitador do tipo vértex durante 1 minuto.
Aliquotas de 2 mL referentes a cada cultura foram obtidas e adicionadas a novos
tubos contendo 30 mL de meio TSB, que por sua vez, foram homogeneizados em
agitador do tipo vortex durante 1 min. O tubo correspondente a cultura do
microrganismo A. naeslundii foi incubado por 20 h a 37°C em estufa com CO, 5% e
o tubo correspondente a cultura do S. sanguis foi incubado, nas mesmas condigdes,
durante 14 h.

Decorrido o periodo de incubacdo, as culturas em TSB foram
homogeneizadas em agitador do tipo vortex durante 1 minuto e centrifugadas por 5
min a 4.000 rpm. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e 10 mL de
PBS estéril foi adicionada ao tubo contendo o pellet referente a cada microrganismo.
Os tubos foram homogeneizados em agitador do tipo voOrtex durante 1 min e
novamente centrifugados por 5 min a 4.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
10 mL de PBS estéril foram adicionados, homogeneizados em agitador do tipo
vortex durante 1 minuto e um novo ciclo de centrifugagéo foi realizado por 5 min a
4.000 rpm.

Em seguida, 30 mL de TSB foram adicionados a cada pellet,
homogeneizados em agitador do tipo vortex durante 1 min e, em seguida, uma
aliquota de 3 mL foi adicionada a uma cubeta, realizando, em seguida, a leitura de
DO em espectrofotdmetro com filtro de 600 nm. As leituras de DO a 600 nm
corresponderam a 1,5 para o S. sanguis e 2,0 para o A. naeslundii. Posteriormente,
os tubos contendo as culturas foram novamente homogeneizados em agitador do
tipo voOrtex durante 1 min e uma aliquota de 100 pL foi obtida desta cultura e
acrescentada a um microtubo contendo 900 pL de PBS estéril (diluicdo 10™). Este
microtubo foi homogeneizado em agitador do tipo vortex durante 1 min e 100 uL da
solucdo resultante foram obtidos e acrescentados a um novo microtubo contendo
900 L de PBS estéril (diluicdo 107). Este procedimento foi repetido outras duas
vezes, para a obtencéo das diluicdes 102 e 10™.

Apés a realizagdo das diluicdes seriadas, os microtubos referentes as
diluicdes 10 a 10™ foram homogeneizados em agitador do tipo vértex durante 1
minuto e utilizados para a obtencdo de aliquotas de 25 pL provenientes de cada
microtubo. Uma placa contendo o meio agar sangue, devidamente delimitada em
guadrantes, foi utilizada para o plagueamento, de maneira que as aliquotas
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correspondentes a cada diluicdo foram posicionadas sobre cada um dos quadrantes.
Com auxilio de uma alca de inoculagdo, as aliquotas foram delicadamente
distribuidas em seus quadrantes e, em seguida, a placa foi incubada em estufa com
CO, 5% a 37°C por 48 h. Os plagueamentos foram realizados em duplicata.

Apés o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem de colbnias. As
placas foram posicionadas no contador de colonias e a quantificacao foi realizada
visualmente, contabilizando o niumero de colbnias presentes em cada quadrante.
Para o calculo das UFC/mL, somente os valores entre 30 e 300 coldnias foram
considerados, tendo sido escolhido o numero de colénias referente a diluicdo
selecionada como representativa do desenvolvimento dos microrganismos. Apos a
obtencéo desse valor em cada duplicata, o niumero de UFC/mL foi calculado. Para

esse calculo, foi utilizada a férmula a seguir:

Numero de coldnias x 10"
UFC/mL =

q

Onde: n = valor absoluto da diluicéo (1, 2, 3, ou 4); q = quantidade (mL)
pipetada. A média aritmética dos valores de UFC/mL obtidos a partir das duplicatas
foram tabulados e transformados em Logio.

O experimento foi realizado 3 vezes e a média dos resultados obtidos
por estes experimentos foi considerada como valor final de UFC/mL dos in6culos.

4.5.5 Coleta e preparacéao da saliva

A saliva selecionada para a realizacao dos experimentos de biofilme foi
a saliva total humana e ndo estimulada. Foi solicitada avaliacdo do protocolo de
pesquisa pelo CONEP, que emitiu o certificado de autorizacdo n° 64896 em
30/07/2012 (Anexo A).

O doador selecionado, género feminino, 32 anos, estava ciente das
condicdes da pesquisa, apresentava-se saudavel e ndo fez uso de antibibticos
durante a realizagdo dos experimentos e nos 6 meses que precederam a realizacao

da pesquisa. Dessa maneira, saliva ndo estimulada foi coletada de um unico doador,
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as 6:00 h, no dia da realizacdo de cada experimento envolvendo a formacédo de
biofilme.

Com o auxilio de um tubo falcon estéril posicionado em um frasco com
gelo, o doador coletou a saliva pela manha, em jejum e antes de escovar os dentes
por um periodo de 30 min. A aliquota de saliva foi centrifugada por 30 min a 10.000
rom sob temperatura de 4°C. Decorrida a centrifugacdo, a saliva foi filtrada em
membrana de 0,22 pym e utilizada imediatamente ®° (Figura 18). Duas aliquota de
100 uL referentes a saliva filtrada foram plaqueadas em meio agar sangue e
incubadas em condi¢cdes de aerobiose e anaerobiose a 37°C durante 48 h para
verificar a auséncia de contaminacao.

Uma aliquota de saliva filtrada foi utilizada para afericdo do pH por
meio de um pHmetro portatil, cujos valores obtidos variaram de 6,9 a 7,0 em todos

0s experimentos realizados.

Figura 18 — A — Aliquota de saliva obtida pelo doador. B — Aliquota de saliva apés

centrifugacéo. C — Filtragem do sobrenadante da saliva.

4.5.6 Formacao do biofilme in vitro

Conforme delineamento experimental descrito na Figura 15, as culturas
de biofilme in vitro foram realizadas para os 4 grupos experimentais, de maneira
gue, em cada grupo experimental, foram realizadas culturas monoespécie de A.
naeslundii (n=30) e de S. sanguis (n=30) e, ainda, cultura mista dos dois
microrganismos (n=30). Os indculos padronizados referentes a cada microrganismo

foram obtidos conforme descrito no item anterior.
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Utilizando uma pinga estéril, cada espécime de esmalte esterilizado foi,
individualmente, inserido em um dos 24 pocos da placa de cultura e, em seguida,
com auxilio de micropipeta, 300 uL de saliva fresca filtrada foram acrescentados a
cada poco. A placas foram, entdo, incubadas em agitador orbital a 75 rpm (37°C)
durante 30 min para formac&o da pelicula adquirida de saliva *°.

Apods 30 min, com o auxilio de uma micropipeta, a saliva foi aspirada
de cada poco e descartada, em seguida, 500 pL do in6culo padronizado referente a
cada microrganismo foi dispensado, cuidadosamente, sobre cada espécimes de
esmalte. Para o caso das culturas monoespécie, in6culos contendo A. naeslundii ou
S. sanguis foram dispensados. No caso das culturas mistas, 500 pL referentes ao
in6culo de cada microrganismo foram, cuidadosamente, dispensados sobre cada
espécime. As placas foram posicionadas em jarras de anaerobiose e um sache
gerador de ambiente com 5% de CO, foi acrescentado a jarra, que foi fechadae, em
seguida, incubada sob agitagéo orbital de 75 rpm a 37°C durante 90 min, tempo este
correspondente & fase de adesdo dos microrganismos a superficie do espécime %.

Decorrida a fase de adeséo dos microrganismos, com o auxilio de uma
micropipeta, o indculo foi aspirado de cada poc¢o e descartado e, em seguida, 0s
espécimes foram submetidos, cuidadosamente, a duas lavagens com 500 pL
solucao PBS estéril para a remog¢ado de microrganismos nao-aderidos ou fracamente
aderidos ®. Finalmente, aliquotas de 500 uL do meio de cultura TSB foram, entéo,
adicionadas cuidadosamente sobre cada espécime e as placas foram novamente
incubadas, nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, durante 6 h, para

promover a fase de formacéo inicial do biofilme *? (Figura 19).

Figura 19 — Esquema ilustrando a sequéncia realizada para cultivo dos biofilmes.
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Decorrido o periodo de incubacéo, com o auxilio de uma micropipeta, o
meio de cultura foi aspirado de cada poco e descartado e, em seguida, 0s
espécimes foram submetidos, cuidadosamente a duas lavagens com 500 uL de PBS

estéril para remocdo dos microrganismos fracamente aderidos %°. Os espécimes
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referentes a cada tipo de biofilme foram utilizados para a realizacdo das avaliacdes
conforme descrito a seguir (Figura 20).

Visando verificar a auséncia de contaminacado do meio de cultura e do
espécime, para cada grupo experimental avaliado, um controle negativo (po¢o com
saliva + meio de cultura) e um controle positivo (espécime + saliva + meio de
cultura) também foram incubados, nas mesmas condi¢cdes dos biofilmes, para cada
experimento realizado. A auséncia de contaminacdo pode ser confirmada pela
auséncia de turvacdo do meio de cultura e por meio de avaliagbes de UFC/mL e por
XTT.

Figura 20 — Desenho esquematico ilustrando a distribuicdo dos grupos e o posicionamento
dos espécimes nas placas de 24 poc¢os durante a realizacdo de um experimento para cultivo

dos biofilmes.
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4.5.7 Avaliagcdo dos microrganismos viaveis por meio de UFC/mL

Para o desprendimento dos microrganismos aderidos ao biofilme, cada
espécime de esmalte foi, individualmente, transferido para um microtubo contendo 1
mL de PBS estéril em temperatura ambiente. Com o auxilio de um agitador do tipo
vortex, cada microtubo foi agitado por 2 min e, em seguida, 100 puL da solucdo
resultante foi aspirada e transferida para um novo microtubo contendo 900 pL de
PBS estéril (diluicdo 10™). Em seguida, procedimentos de diluicbes seriadas foram
realizados sucessivamente até a obtencdo da diluicdo 10, conforme descrito
anteriormente.

Apés os procedimentos de diluicdo seriada, aliquotas de 25 pL,
referentes a cada diluicdo (10" a 10™) foram plaqueadas em duplicatas, conforme
descrito anteriormente no item 4.3.4. Os meios de cultura utilizados foram CFAT
para o A. naeslundii, o0 meio MSA para o S. sanguis (Figura 21), considerados
especificos para o desenvolvimento destes microrganismos °2. No caso do biofilme
misto, aliquotas de 25 pL foram obtidas de cada diluicdo selecionada e plaqueadas
em duplicatas nos meios especificos para A. naeslundii e para S. sanguis. Todas as
placas foram incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C, durante 48 h. Os

experimentos foram realizados em trés ocasides distintas.

Figura 21 — Meios de cultura especificos. A - MSA (Streptococcus). B - CFAT (A.

naeslundii).
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Apés o periodo de incubacdao, foi realizada a contagem de colbnias. As
placas foram posicionadas no contador de colonias e a contagem foi realizada
visualmente, contabilizando o nimero de colbnias presentes em cada quadrante. O
célculo das UFC/mL foi realizado conforme descrito anteriormente, considerando
somente os valores entre 30 e 300 coldnias. A média aritmética dos valores de

UFC/mL obtidos a partir das duplicatas foram tabulados e transformados em Log;o.

4.5.8 Avaliacdo da atividade metabdlica dos microrganismos por meio
de ensaio de XTT

Para a avaliacdo do metabolismo dos microrganismos presentes nos
biofilmes, os espécimes foram submetidos ao ensaio de reducdo de XTT. Para o
ensaio, duas solugbes foram utilizadas: a solugdo de XTT e a solugdo de
menadiona. A solucdo de XTT foi preparada utilizando-se agua ultra pura a uma
concentracdo de 1 mg/mL. A solucdo obtida foi mantida a -80°C até o momento do
experimento. A solugcdo de menadiona foi preparada em acetona a 0,4 mM,
imediatamente antes da sua utilizacao.

Os espécimes foram transferidos para uma placa de cultura com 24
orificios contendo 2 mL da seguinte solucdo: 158 pyL de PBS estéril a 200 mM de
glicose, 40 pL de solugdo de XTT previamente preparada e 2 pyL de solugéo de
menadiona previamente preparada. As placas foram embaladas em papel aluminio
para evitar o contato com a luz e incubadas a 37°C por 3 h. Apés esse periodo, a
solugdo presente em cada orificio foi homogeneizada com o auxilio de uma
micropipeta. A seguir, uma aliquota de 1 mL, referente a solucdo presente em cada
poco, foi transferida para um microtubo e centrifugada a 5.000 rpm durante 2 min,
visando a precipitacdo das células. Ao final do processo de centrifugacéo, 200 yL do
produto da degradacdo do XTT (sobrenadante) foram transferidos, em duplicatas,
para uma placa de 96 pocos. A leitura da absorbancia foi realizada em

espectrofotdmetro de ELISA com filtro 492 nm *° (Figura 22).
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Figura 22 — Afericdo da absorbancia para o teste de XTT.

4.5.9 Avaliacdo da biomassa total dos biofiimes por meio de cristal

violeta

Para a quantificacdo da biomassa total, com o auxilio de picas clinicas
estéreis, os espécimes foram transferidos para novas placas de cultura de 24 pocos
e, com o auxilio de uma micropipeta, aliguotas de 500 uL de etanol foram
adicionadas, cuidadosamente, aos pog¢os contendo 0s espécimes de esmalte
provenientes dos trés tipos de biofilmes. Apdés 15 min, com o auxilios de picas
clinicas, os espécimes foram cuidadosamente removidos do etanol e reservados
durante 20 min para que o etanol remanescente na superficie de cada espécime
pudesse evaporar.

Em seguida, com o auxilio de pinc¢as clinicas, cada espécime foi imerso
500 pyL do corante cristal violeta na concentracdo de 1%. Decorridos 5 min, os
espécimes foram submetidos a 3 lavagens com 500 puL de PBS estéril. Em seguida,
os espécimes foram removidos do PBS e reservados durante 15 min para que o
PBS remanescente evaporasse. Finalmente, com o auxilio de pingas clinicas, cada
espécime foi imerso em 500 pL de &cido acético na concentracdo de 33% e, apos
suave agitacdo, com o auxilio de uma micropipeta, uma aliquota de 200 pL referente
a cada poco foi transferida, em duplicata, para uma placa de 96 pocos. A placa
contendo as aliquotas referentes a cada espécime foi posicionada no aparelho
espectrofotdmetro sob densidade 6ptica de 570 nm para afericdo da absorbancia %
(Figura 23).
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Figura 23 — Afericdo da absorbancia para o teste cristal violeta.

4.6 Analise dos dados

Os dados obtidos na Fase 1 pelas analises Raman, XPS e na Fase 2
pelas avaliagbes UFC/mL, XTT e cristal violeta foram submetidos a andlise
estatistica. Métodos nado paramétricos foram aplicados pois, com 4 ou 10
observagbes em cada grupo, foi considerado invidvel avaliar ou supor alguma
distribuicdo para os dados. O nivel de significancia dos testes foi de 5%, ou seja,
diferencas ou efeitos foram considerados significantes quando o nivel descritivo dos
testes (valor de P) foi menor que 0,05. Os Softwares utilizados para a realizagéo da
analise estatistica foram SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao
19 e analise de variancia nao parameétrica (ANOVA np)

O pico POs? vl em 960 cm™, caracteristico do esmalte dental, foi
utilizado como referéncia para o ajuste de linha de base “°, assim como para o
célculo das razdes referentes aos compostos identificados pelas analises Raman.
Identificado pela analise XPS, o pico referente ao C 1s foi submetido a deconvolucao
de seus componentes para detectar a porcentagem de COj3, que foi utilizada para o
célculo da razdo CO3/P. A razdo Ca/P também foi calculada, por meio dos espectros
referentes ao Ca 2p e P 2p.

Para os dados correspondentes as avaliagbes Raman e XPS, uma
analise exploratéria inicial utilizando testes ndo paramétricos de Wilcoxon e Kruskal-
Wallis foi realizada para as comparacdes pré e pos-esterilizagdo e entre grupos,
respectivamente. Visando avaliar se o comportamento de um grupo, pré e pos-

esterilizagéo, foi diferente do comportamento do outro grupo, o efeito da interagao
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entre grupo e tempo (grupo x tempo) também foi verificado, tanto para os dados
Raman quanto XPS, aplicando-se ANOVA np de dados ordinais com medidas
repetidas.

As micrografias obtidas por meio das avaliacées de MEV da superficie
e da seccao transversal do esmalte foram submetidas a analise qualitativa. A andlise
foi realizada por dois pesquisadores, um ciente a respeito da identificagdo dos
grupos (IM, 1G, EO, AU e controle) e outro cego (ciente apenas da distribuicdo dos
espécimes em grupos |, I, 1ll, IV e V). Inicialmente, cada pesquisador realizou a
avaliacdo das imagens correspondentes aos espécimes do mesmo grupo e,
posteriormente, realizou a comparagédo das imagens entre os diferentes grupos. A
avaliacao final foi realizada pelos dois pesquisadores.

Os graficos obtidos por meio da analise EDS foram utilizados para a
identificacdo dos elementos presentes nos espécimes de esmalte. A analise foi
realizada de forma qualitativa, inicialmente comparando-se 0s espécimes de cada
grupo e, posteriormente, realizando comparagdes entre 0S grupos experimentais e
controle.

Os graficos provenientes da andlise de RMN foram analisados com o
auxilio do programa DMFit. Foi realizado o célculo de largura meia altura (FWHM)
referente a cada um dos picos, por meio da utlizacdo da funcdo mista
gaussiana/lorentziana, utilizando o melhor ajuste das curvas experimentais. Os
gréficos foram, ainda, avaliados quanto ao desvio quimico, expresso em ppm.

Para os dados obtidos por meio das avaliagbes de UFC/mL (L0g10),
XTT e cristal violeta (valores de DO expressos em nm), testes ndo paramétricos de
Kruskal-Wallis foram utilizados para comparacdo entre os grupos. Quando
diferencas significativas entre os grupos foram observadas, multiplas comparacdes
(seis) entre pares de grupos foram feitas aplicando-se corre¢ao de Bonferroni.
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5 Resultados

Os resultados obtidos pelos experimentos realizados nas Fases 1 e 2

foram descritos em seguida.

5.1 Fase 1: Caracterizagcdo morfoldgica, elementar e estrutural do
esmalte dental submetido aos diferentes métodos de

esterilizacao

Os resultados obtidos pelos experimentos da Fase 1 foram descritos a

sequir.

5.1.1 Raman

Os espectros obtidos por meio das analises Raman possibilitaram a
identificag@o de picos referentes aos compostos caracteristicos do esmalte dental
PO, v1, PO43 v2, PO, v4, COs? v1 . Em todos os espécimes foi identificada a
presenca dos grupos fosfato e carbonato. Foi possivel identificar quatro modos
vibracionais referentes ao grupo fosfato, sendo PO,* vl em 962 cm™, PO,* v2
apresentando dois picos em 430 cm™ (1) e 449 cm™ (2), PO, v3 em 1026 cm’e
PO, v4 apresentando trés picos em 581 cm™ (1), 594 cm™ (2) e 611 cm™ (3). Para o
carbonato, apenas um modo vibracional foi identificado em 1070 cm™ (CO3? v1).
Espectros representativos das andlises pré e poés-esterilizacdo em cada grupo
podem ser observados nas Figuras 24 e 25.

A realizagdo da analise do padrdes carbonato e fosfato, possibilitou a
confirmagédo da identidade dos picos. Todos os modos vibracionais descritos acima
estavam presentes em todos os espécimes avaliados na andlise pré-esterilizacao.
Na analise pés-esterilizacdo, foi observada a manutencédo de todos os picos, nédo
tendo sido identificado o surgimento de henhum novo pico Nos espectros.
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Figura 24 — Espectros representativos das analises Raman pré e pos-esterilizacdo. A —

Irradiac@o por micro-ondas. B — Irradiagdo gamma.
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Figura 25- Espectros representativos das analises Raman pré e pos-esterilizagdo. A - Oxido

de etileno. B - Autoclave.
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Quanto ao deslocamento dos picos no espectro, a comparagao pré e
pos-esterilizacdo, realizada para cada grupo, ndo indicou deslocamentos, de uma
forma geral, com excecdo dos espécimes utilizados nas andlises XPS, que
apresentaram um deslocamento de 4 cm™ para a esquerda, em todos os picos do
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espectro. Este comportamento foi observado em todos os espécimes submetidos a

analise XPS (n=4) e esta representado na Figura 26.

Figura 26 — Espectros representativos do pico PO, vl obtidos para todos os grupos

avaliados pela analise Raman (n=10). A — Pré-esterilizacdo. B - Pos-esterilizacao.
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Com relagéao as intensidades dos picos, o fosfato v1 foi identificado
como pico de maior intensidade, tendo sido utilizado como referéncia para o ajuste
de linha de base dos espectros. O fosfato v3, entretanto, apresentou intensidade
muito reduzida, préxima aos indices de ruido do espectro e, dessa forma, ndo foi
considerado no momento da quantificacdo das é&reas dos picos. Os valores
referentes as razdes correspondentes aos componentes identificados/ fosfato v1
constam na Tabela 1.

De acordo com as comparacdes realizadas entre as razfes obtidas pré
e poés-esterilizacdo para cada grupo (teste de Wilcoxon), apenas o0s valores
correspondentes a razéao pico 2 do fosfato v4/ fosfato vl apresentaram alteragbes
estatisticamente significantes nos grupos AU (reducdo apds esterilizacdo) e IM
(aumento apoOs esterilizacdo). As demais razbes ndo apresentaram alteracdes
significativas considerando as comparacfes entre pré e pos esterilizacdo, assim
como entre grupos (P > 0,05).
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Tabela 1 — Médias (DP) das razbes correspondentes aos componentes identificados

na andlise Raman pré e pos-esterilizacdo para os diferentes grupos

(n=10).
. Grupo Valor
Componente Periodo M G P OE AU de P
PO,°v4 (1) Pré 0,038(0,012) 0,038 (0,012) 0,032 (0,009) 0,024 (0,009) 0,072
PO,3 vl P6s 0,030 (0,013) 0,038 (0,013) 0,026 (0,006) 0,028 (0,005) 0,154
Valor de P 0,093 0,959 0,139 0,214
PO,3v4 (2 Pré 0,017 (0,004) 0,019 (0,004) 0,018 (0,002) 0,025 (0,013) 0,528
PO,3 vl P6s 0,021 (0,009) 0,02 (0,01) 0,017 (0,006) 0,016 (0,004) 0,344
Valor de P 0,007* 0,878 0,386 0,050*
PO,3v4 (3)/ Pré 0,036 (0,014) 0,040 (0,016) 0,032 (0,011) 0,025 (0,003) 0,263
PO,3 vl P6s 0,033 (0,011) 0,046 (0,02) 0,031 (0,014) 0,027 (0,006) 0,084
Valor de P 0,721 0,114 0,333 0,767
PO,3v2 (1) Pré 0,020 (0,009) 0,018 (0,008) 0,018 (0,007) 0,016 (0,008) 0,545
PO,3 vl Pos 0,040 (0,039) 0,030 (0,042) 0,027 (0,028) 0,015 (0,008) 0,067
Valor de P 0,241 0,799 0,959 0,799
PO,2v2(2) Pré 0,088 (0,026) 0,101 (0,031) 0,111 (0,043) 0,096 (0,026) 0,533
PO,3 vl P6és 0,098 (0,037) 0,128 (0,047) 0,101 (0,054) 0,088 (0,025) 0,277
Valor de P 0,646 0,093 0,508 0,285
COs* v1/ Pré 0,031 (0,005) 0,039 (0,019) 0,037 (0,013) 0,037 (0,013) 0,559
PO, vl P6és 0,039 (0,013) 0,049 (0,014) 0,041 (0,014) 0,043 (0,013) 0,487
Valor de P 0,093 0,093 0,575 0,139

No sentido vertical: * Indica diferenca estatisticamente significante entre pré e pos-

esterilizacao (teste de Wilcoxon, P < 0,05).

A Tabela 2 apresenta os resultados correspondentes a analise ANOVA

np para avaliacdo efeitos significativos de tempo (pré e p0Os esterilizacéo), grupo e
também da interagdo grupo x tempo. Na Tabela 3 estdo descritos os valores P dos
contrastes para as medidas que apresentaram efeitos significativos de interacao ou
de grupo.



97

Tabela 2 — Valores correspondentes aos efeitos relativos da interagao entre grupo e

tempo para a avaliagcdo Raman.

Periodo Grupo Valor de P

Elemento (n=4) IM IG OE AU Grupo Tempo Interagéo

PO.°v4 (1)) Pré 0,660 0,614 0,525 0,341
0,106 0,123  0,050*

PO, vl P6s 0,439 0,638 0,358 0,427

PO,*v4(2) Pré 0,433 0,544 0,511 0,629
. ) 0,694 0,210  0,001*

PO, vl P6s 0,590 0,543 0,368 0,383

PO,*v4(3)/ Pré 0541 0,576 0,500 0,331
. ) 0,030* 0,542 0,555

PO, vl P6s 0,530 0,699 0,450 0,373

PO,*v2(1)/ Pré 0559 0,490 0,518 0,406
, ) 0,012* 0,834 0,390

PO, vl P6s 0,723 0,454 0,504 0,348

PO,2v2 (@) Pré 0,410 0,523 0,570 0,509
. ) 0,414 0,913 0,210

PO, vl P6s 0,464 0,673 0,430 0,423

COs% v1/ Pré 0,313 0,436 0,459 0,462
. ) 0,393 <0,001* 0,375

PO, vl P6s 0,485 0,720 0,530 0,596

* Estatisticamente significante (ANOVA np medidas repetidas; P < 0,05).

Tabela 3 — Efeitos de interacdo (avaliacdo dos contrastes - valores de P)
correspondentes as razbes dos compostos identificados por meio da

analise Raman.

Razbes
PO, v4 (1) PO PO v4 (2) . )
4 va (1) PO, ¢ vA@N posua@Ey POS V2 ()
vi POs~ v1 PO, vl PO, vl

Grupos Pré Pés Pré Pés 4 4
AU x IM 0,010* 0,923 0,133 0,107 0,070 0,001*
AU x IG 0,033* 0,074 0,504 0,249 0,005* 0,253
AU x OE 0,124 0,463 0,334 0,898 0,209 0,158
IM x IG 0,723 0,173 0,358 0,751 0,404 0,030*
IM x OE 0,270 0,524 0,493 0,098 0,609 0,149
IG x OE 0,484 0,022* 0,771 0,224 0,172 0,670

AU 0,331 0,014~ - _

IM 0,045* 0,002* - -

Pré x P6s
1G 0,734 0,982 - -
OE 0,050* 0,296 - -

* Estatisticamente significante (ANOVA np medidas repetidas; P < 0,05).



98

Por meio dos dados apresentados na Tabela 2, foi possivel observar
gue as razobes fosfato v4 (1)/ fosfato vl e fosfato v4 (2)/ fosfato vl apresentaram
efeitos significativos de interagcdo grupo x tempo, ou seja, 0S comportamentos dos
grupos apoés a esterilizacdo foram diferentes. A comparacdo entre 0s grupos pre-
esterilizag&o indicou valores significativamente menores de fosfato v4 (1)/ fosfato v1
no grupo AU quando comparado aos grupos IM e IG (Tabelas 1 e 3). A razéo fosfato
v4 (1)/ fosfato v1 apresentou reducao significante apos a esterilizacdo nos grupos IM
e OE. AplOs a esterilizagdo, os valores correspondentes a razdo fosfato v4 (2)/
fosfato v1 apresentaram reducgao significativa no grupo AU e aumento significativo
no grupo IM (Tabelas 1 e 3).

As razbes fosfato v4 (3)/ fosfato vl e fosfato v2 (1)/ fosfato v1
apresentaram efeito significativo somente entre grupos (Tabela 2). O grupo AU
apresentou menores valores de fosfato v4 (3)/ fosfato v1 que o grupo IG, tanto antes
como apoés esterilizacdo. Da mesma maneira, 0 grupo IM apresentou maiores
valores de fosfato v2 (1)/ fosfato vl, quando comparado aos grupos AU e IG
(Tabelas 1 e 3). A razdo fosfato v2 (2)/ fosfato vl ndo apresentou efeitos
significativos tanto entre os grupos como entre os tempos. A razdo carbonato v1/
fosfato vl apresentou efeito significativo apenas entre tempos, ou seja, todos 0s

grupos apresentaram aumento significativo apos esterilizacéo (Tabela 3).

5.1.2 XPS

Os resultados obtidos pela analise XPS mostraram que composicéo
quimica da superficie do esmalte foi semelhante entre os grupos avaliados,
conforme pode ser observado na Figura 27. Os elementos identificados em maior
concentragdo na superficie do esmalte foram oxigénio (O), carbono (C), calcio (Ca),
fésforo (P) e nitrogénio (N), enquanto os elementos sddio (Na), magnésio (Mg) e
cloro (Cl) foram detectados em menores quantidades (< 0,5 % at.). A estatistica
descritiva dos elementos antes e ap0os procedimento de esterilizacdo

Os valores referentes as andlises XPS pré e pés-esterilizacdo para os
elementos C, P, Ca, N, O, composto CO3 (% at.) e razbes CO3/P e Ca/P séo

apresentados na Tabela 4.



Figura 27 — Espectros representativos das analises XPS pré e pos-esterilizacao.
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Tabela 4 —Médias (DP) da concentracdo atdomica (% at.) referentes aos elementos
identificados pelas analises XPS pré e pos-esterilizagdo para o0s
diferentes grupos (n=4).

Elemento  Periodo Grupo Valor de P
IM IG OE AU

Pré 30,75 (1,2) 31,73 (3,1) 33,28 (3,7) 34,30 (6,4) 0,846

¢ Pés 37,03 (5,0) 30,78 (2,2) 36,38 (4,8) 40,68 (3,8) 0,084
Valor de P 0,068 0,273 0,068 0,144

5 Pré 9,35(0,5) 9,28(0,8) 9,18(0,9) 9,00 (1,3) 0,959

Pés 8,33(1,3) 9,43(0,6) 9,23(1,1) 7,78 (1,1) 0,279
Valor de P 0,109 0,285 1,000 0,141

Pré 12,75 (0,5) 12,58 (1,0) 12,33 (1,0) 12,55 (1,6) 0,995

ca Pés 10,83 (1,9) 12,70 (0,7) 11,83 (1,1) 10,28 (1,6) 0,246
Valor de P 0,068 0,715 0,068 0,109

N Pré 4,30 (1,0) 4,23(0,4) 4,45(0,8) 3,18(0,2) 0,030*

Pés 570 (1,5) 4,18(0,4) 4,28(0,6) 5,58(2,3) 0,400
Valor de P 0,068 0,564 0,285 0,144

Pré 42,40 (1,4) 42,20 (1,8) 40,83 (2,4) 40,93 (3,5) 0,724

© Pés 38,15 (3,2) 42,98 (1,2) 38,58 (3,1) 35,70 (3,3) 0,080
Valor de P 0,068 0,197 0,068 0,144

Pré 0,98 (0,3) 1,03(0,4) 1,06 (0,2) 1,15(0,12) 0,897

©0s Pés 0,77 (0,3) 1,30(0,5) 0,88(0,4) 0,72 (0,06) 0,265
Valor de P 0,273 0,465 0,715 0,068

COP Pré 0,11 (0,07) 0,11 (0,1) 0,12 (0,02) 0,13 (0,06) 0,613

Pés 0,09 (0,1) 0,14 (0,1) 0,10 (0,05) 0,10 (0,04) 0,580
Valor de P 0,068 0,465 0,273 0,715

Ca/P Pré 1,37 (0,07) 1,36 (0,06) 1,35(0,1) 1,40 (0,06) 0,633

Pés 1,30 (0,08) 1,35(0,03) 1,32(0,1) 1,32 (0,04) 0,384
Valor de P 0,068 0,068 0,465 0,273

No sentido horizontal: * Indica diferenca estatisticamente significante entre grupos (teste
Kruskal-Wallis, P < 0,05).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, durante a

avaliacdo pré-esterilizacdo entre grupos, o elemento N apresentou valores de
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concentracao significativamente diferentes entre os grupos (teste Kruskal-Wallis, P <
0,05). Apés os procedimentos de esterilizagdo, a comparagcdo entre 0s grupos nao
apresentou diferengas significantes nas concentracdes de todos os elementos
quimicos avaliados. As avaliagcbes pré e pos-esterilizacdo para cada grupo também
nao apresentaram diferencas estatisticamente significantes (teste Wilcoxon, P >
0,05).

Os resultados da analise de variancia nao paramétrica (ANOVA np)
visando detectar efeitos significativos de interagdo grupo x tempo séo apresentados
na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores correspondentes aos efeitos relativos da interagao entre grupo e
tempo para a avaliacdo XPS.

Periodo Grupo Valor de P
Elemento (n=4) IM [€] OE AU Grupo Tempo Interagéo
Pre 0,305 0,363 0,457 0,484
C 0,204 0,003* <0,001*

Pés 0,645 0,305 0,617 0,824

Pré 0,602 0,582 0,531 0,500
P 0,654 0,050* 0,050*
Pés 0,383 0,621 0,555 0,227

Pré 0,629 0,594 0,566 0,578
Ca 0,699 0,001* 0,010*
Pés 0,320 0,645 0,438 0,230

Pré 0,434 0,512 0,535 0,098
N 0,601 0,001* 0,001*
P6os 0,758 0,504 0,512 0,648

Pré 0,695 0,664 0,512 0,551
O 0,113 <0,001* <0,001*
Pés 0,324 0,727 0,348 0,180

Pré 0,484 0,500 0,570 0,648
COs ) 0,658 0,342 0,121
P6s 0,352 0,695 0,484 0,266

Pré 0,445 0,453 0,578 0,656

COs/P 0,832 0,489 0,330
P6s 0359 0,625 0,492 0,391

Ca/P Pré 0,652 0,578 0,535 0,805

0,861 <0,001* 0,022*
Pés 0,254 0,496 0,395 0,285

* Estatisticamente significante (ANOVA np medidas repetidas; P < 0,05).

Os valores P dos contrastes para as medidas que apresentaram
efeitos significativos de interacdo grupo x tempo ou de grupo sé&o apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6 - Efeitos de interacdo (avaliacdo dos contrastes - valores de P)

correspondentes aos elementos identificados por meio da analise XPS.

Periodo Grupo Flemento

C P Ca N O Ca/P

AU x IM 0,413 0,664 0,810 0,034* 0,488 0,378

AU X IG 0,617 0,746 0,950 <0,001* 0,613 0,154

i AU x OE 0,915 0,905 0,962 <0,001* 0,872 0,178

Pre IM x 1G 0,650 0,906 0,827 0681 0,811 0,699

IM x OE 0,320 0,694 0,693 0,605 0,253 0,606

IG x OE 0,610 0,803 0,895 0,884 0,399 0,843

AU x M 0,291 0452 0,638 0652 0,348 0,795

AU X IG 0,291 0,011* 0,009* 0,547 <0,001* 0,022*

i AU x OE 0,237 0,117 0,318 0,597 0,356 0,625

Fos IM x IG 0,051 0,229 0,086 0,060 0,005* 0,045*

IM x OE 0,899 0,478 0,612 0,138 0,906 0,553

IG x OE 0,081 0,739 0,314 0,962 0,030* 0,650

Pré x Pos IM 0,004* 0,036* 0,008* 0,003* <0,001* 0,004*

Pré x Pos IG 0,117 0,379 0,427 0,857 0,157 0,388

Pré x Pos OE <0,001* 0,768 <0,001* 0,475 0,002* 0,257
Pré x Pos AU 0,138 0,112 0,044* 0,009* 0,085 <0,001*

* Estatisticamente significante (ANOVA np medidas repetidas; P < 0,05).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, os valores de CO3
e COs/P ndo apresentaram efeitos significativos de interacado grupo x tempo, como
também nédo apresentaram efeitos significantes entre 0os grupos e apds tratamentos.
Efeitos significativos de interacdo grupo x tempo foram observados para oS
elementos C, P, Ca, N, O e para a razdao Ca/P. A ocorréncia de tais efeitos
demonstrou que as alteracbes apds tratamento dependeram do método de
esterilizagao utilizado.

A avaliacdo pré-esterilizacao entre os grupos indicou que, dentre todos
0os elementos avaliados, efeitos estatisticamente significantes foram identificados
apenas para o elemento N, cuja concentragéo foi significativamente menor no grupo

AU em relagéo aos demais grupos (Tabelas 4 e 6).



103

Com relacdo as concentracdes dos elementos avaliadas apds a
esterilizagéo, ndo foram detectadas efeitos significativos nas concentragdes de C e
N entre os grupos avaliados (Tabela 6). As concentracdes dos elementos P, Ca e 0s
valores correspondentes a razdo Ca/P foram significativamente menores no grupo
AU quando comparado ao grupo IG (Tabelas 4 e 6). ApO0s a esterilizacao,
concentracdo significativamente maior de O foi observada no grupo IG quando
comparado aos demais grupos (Tabelas 4 e 6). Valores menores de Ca/P também
foram observados nos espécimes correspondentes ao grupo IM quando comparado
ao grupo IG (Tabelas 4 e 6). De acordo com a Tabela 6, as demais comparagdes
entre 0s grupos com relacdo aos demais elementos ndo foram estatisticamente
significantes (P > 0,05).

As concentracdes dos elementos quimicos, obtidas pré e pos-
esterilizagdo para cada grupo, revelaram diferentes comportamentos em cada
método de esterilizacdo avaliado. A composi¢do quimica elementar dos espécimes
referentes ao grupo IG ndo apresentou alteragdes significantes, da mesma forma,
ndo foram observadas diferencas significantes nos valores correspondentes a razdo
Ca/P (Tabela 6). Nos grupos IM e OE, foram observados aumento significativo nas
concentracOes de C e reducéo significativa nas concentracdes de O e Ca (Tabelas 4
e 6). Com relacdo aos grupos IM e AU aumento significativo foi observado nas
concentragbes do elemento N, assim como, redugdo significativa nos valores
correspondentes a razdo Ca/P (Tabelas 4 e 6). As concentragcfes dos elementos P e
Ca também apresentaram reducao significativa nos espécimes correspondentes ao
grupo IM e AU, respectivamente (Tabelas 4 e 6). Os valores correspondentes ao
composto CO3 e a razdo COs/P ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes em nenhum grupo (Tabela 6).

5.1.3 MEV superficial e em seccéo transversal

As micrografias selecionadas como representativas da superficie dos
espécimes de esmalte de cada um dos grupos avaliados sdo apresentadas na
Figura 28, A-E. As imagens correspondentes ao grupo controle mostram uma
superficie de aparéncia homogénea, predominantemente densa e lisa (Figura 28 A,
1.000x, 10.000x). Nos grupos experimentais, diferentes graus de alteracado puderam
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ser observados na superficie dos espécimes quando os grupos foram comparados
ao grupo controle, variando desde pequenas alteragcbes de normalidade até
pronunciadas alteragbes na superficie do esmalte. No grupo IG ndo foram
observadas alteracdes morfoldgicas significantes, fato que pode ser constatado na
Figura 28 B; 1.000x%, 10.000x. Um pequeno grau de alteracdo pdde ser observado
nos espécimes referentes ao grupo IM, caracterizado pela presenca de microtrincas
e pequeno grau de desorganizacdo na superficie dos prismas (Figura 28 C; 1.000x,
10.000%). Da mesma maneira, por meio das micrografias correspondentes ao grupo
OE (Figura 28 D; 1,000x, 10,000x), foi possivel observar a ocorréncia de
microtrincas e ligeira intensificagdo dos danos causados aos prismas quando
comparadas as imagens correspondentes ao grupo IM, IG e controle. De acordo
com as imagens obtidas pelos espécimes referentes ao grupo AU, as alteracfes
morfolégicas presentes na superficie do esmalte ficam evidentes. Pode ser
observado um desarranjo na superficie dos prismas, caracterizado por degradacgéo e
perda se substancia do esmalte. Trincas, regibes com perda de substancia e
prismas desocluidos foram observados ao longo de toda a superficie do esmalte e
em todos os espécimes referentes ao grupo AU (Figura 28 E; 1,000%, 10,000%). Nas
imagens referentes aos maiores aumentos, os grupos controle, IG, IM e OE
apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes, com a presenca de
agregados esféricos e de organizacdo uniforme (Figura 28 A-D, 50.000x). Nas
imagens referentes ao grupo AU, entretanto, as caracteristicas morfolégicas
observadas foram um pouco diferentes, de maneira que 0s cristais de esmalte
apresentam-se mais largos e estdo distribuidos de maneira irregular, tendo sido
observada a presenca de regides de maior porosidade (Figura 28 E; 50.000x).
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As micrografias representativas de cada grupo referentes ao esmalte
em seccao transversal sdo apresentadas na Figura 29 A-E. A morfologia referente
ao grupo controle pode ser observada na Figura 29 A, caracterizada por uma
superficie homogénea, predominantemente densa e lisa. As imagens referentes aos
grupos IG, Ml e OE apresentam caracteristicas semelhantes, ndo tendo sido
observadas alteracfes significativas quando comparadas ao grupo controle (Figura
29 B-D). No entanto, os espécimes do grupo AU apresentaram caracteristicas
morfolégicas diferentes dos demais grupos, tendo sido observada a presenca de
elevada rugosidade ao longo de toda a seccéo transversal (Figura 29 E).

5.1.4 EDS

Por meio dos resultados obtidos pelas andlises de EDS, foi possivel
observar a similaridade existente entre a composicdo elementar dos espécimes
referentes aos diferentes grupos avaliados (Figura 30 A-E).

Por meio do dados obtidos pela avaliagdo EDS, quatro elementos
principais puderam ser identificados em todos os espécimes avaliados, 0s quais séo
carbono (C), oxigénio (O), calcio (Ca) e fésforo (P). Os elementos sodio (Na),
magnésio (Mg), cloro (Cl) e zinco (Zn) também foram identificados, em
concentragfes menores em alguns dos espécimes avaliados. A avaliacdo qualitativa
realizada entre os espécimes de cada grupo ndo detectou diferencas na composi¢ao
elementar, da mesma forma, analise comparativa realizada entre os diferentes

grupos experimentais e o grupo controle também né&o indicou diferencas.
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Figura 30 — Espectros representativos das andlises EDS obtidos para os grupos avaliados.
A - Controle; B - Irradiacdo gamma,; C - Irradiacdo por micro-ondas; D - Oxido de etileno: E -

Autoclave.

A
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5.1.5 RMN

Por meio da interpretacdo dos graficos obtidos pela anédlise de RNM -
MAS, n&o foram encontradas diferencas significantes entre os grupos IM, IG, AU e
controle. No entanto, o valor de desvio quimico referente a amostra do grupo EO
indica uma leve alteragdo no ambiente quimico em torno do atomo P. Esta alteragcéo
foi identificada apenas para o grupo OE, tendo sido observado um pequeno aumento
na FWHM, indicando uma dispersdo nos valores de desvio quimico. Os espectros
referentes ao *'P obtidos para as amostras referentes a cada grupo experimental e

grupo controle podem ser observados na Figura 31.

Figura 31 — Andlise RMN do is6topo *'P-MAS. Espectros referentes as amostras dos

diferentes grupos.

2.7 ppm

2.9 ppm

Controle

Irradiagé@o por micro-ondas
Irradiacdo gamma

Oxido de etileno
Autoclave
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5.2 Fase 2: Avaliacdo da influéncia dos diferentes métodos de

esterilizacao sobre a formacgé&o do biofilme in vitro

Os resultados obtidos pelos experimentos da Fase 2 foram descritos a

sequir.

5.2.1 UFC/mL

De acordo com os resultados obtidos pelo experimento da curva de
crescimento dos microrganismos, pode-se afirmar que os inéculos apresentaram
valores de UFC/mL de 9,2 x 10 para o A. naeslundii e 1,4 x 10° para o S. sanguis.

As avaliacdes dos controles negativos e positivos, referentes as trés
ocasifes em que 0s experimentos envolvendo analise de UFC/mL, comprovaram a
auséncia de contaminacdo nos espécimes, no meio de cultura e na saliva. No caso
dos controles negativos, ndo foi observada a presenca de turvacdo do meio de
cultura em todas as ocasides, indicando a auséncia de contaminagao da saliva e do
meio de cultura. As placas contendo os meios de cultura correspondentes aos
plagueamentos dos controles positivos ndo apresentaram desenvolvimento de
microrganismos, comprovando a efetividade dos métodos de esterilizacdo de
esmalte. Da mesma forma, os plaqueamentos referentes as aliquotas de saliva
filtrada também ndo apresentaram desenvolvimento de microrganismos, indicando a
auséncia de contaminagéo na saliva.

Os dados referentes a quantificagdo dos microrganismos viaveis
presentes nos biofilmes avaliados nos diferentes grupos experimentais, expressos
em Log 10 sdo apresentados na Tabela 7.

De acordo com os resultados obtidos, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significantes entres os grupos com relagédo ao desenvolvimento dos
biofilmes monoespécie S. sanguis. A analise dos biofilmes monoespécie A.
naeslundii detectou diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos.
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Tabela 7 — Médias UFC/mL, expressas em Log 10 (DP), correspondentes aos
biofiilmes monoespécie e misto de acordo com os diferentes grupos

experimentais (n=10).

o Grupo
Biofilme P
IM IG OE AU

S.sanguis 6,56 (0,2)" 6,57 (0,4 6,69 (0,4 6,79 (0,3 0,233
A. naeslundii 6,64 (0,3)* 6,82 (0,1)* 7,00 (0,3)*® 7,09 (0,2)® 0,003
S.sanguis 6,57 (0,3)* 6,43(0,3)" 6,45 (0,4 6,77 (0,3 0,111
A.naeslundi 6,83 (0,2)" 6,74 (0,1)* 6,77 (0,3)*® 7,03 (0,2)® 0,006

Monoespécie

Misto

No sentido horizontal, letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (Kruskal-Wallis com correc@o de Bonferroni para 4 grupos, P <
0,05).

O grupo AU apresentou valores de UFC/mL significativamente
superiores aos do grupo IM e aos do grupo IG. No entanto, o grupo AU néo
apresentou diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo OE.
A comparacao realizada entre os grupos IM e IG, IM e EO, IG e EO também néo
apresentou diferengca estatisticamente significante. Os resultados referentes a
analise dos biofilmes misto ndo identificou diferencas entre os grupos quanto a
guantificacdo de S. sanguis. Apesar disso, a quantificagdo de A. naeslundii
proveniente dos biofilmes misto indicou diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos. Foi observado uma quantidade significativamente maior de
microrganismos viaveis no grupo AU quando comparado ao grupo IG e ao grupo IM.
Apesar disso, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes nas
comparacoes realizadas entre os grupos AU e EO, IM e IG,IMe EO e IG e EO.

522 XTT

As avaliacdes dos controles negativos e positivos, correspondentes as
trés ocasides em que os experimentos envolvendo ensaio de XTT, comprovaram a
auséncia de contaminacdo nos espécimes, no meio de cultura e na saliva. No caso
dos controles negativos, ndo foi observada a presenca de turvacdo do meio de
cultura em todas as ocasides, indicando a auséncia de contaminagao da saliva e do
meio de cultura. Da mesma forma, os plagueamentos referentes as aliquotas de

saliva filtrada também n&o apresentaram desenvolvimento de microrganismos,
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indicando a auséncia de contaminacédo na saliva. A avaliagdo XTT correspondente
aos controles positivos obteve médias de valores de absorbéancia inferiores a 0,05
nm, indicando a auséncia de atividade metabdlica e, portanto, efetividade dos
métodos de esterilizagao.

Os valores de DO, expressos em nm, referentes ao ensaio de XTT
realizado para andlise dos biofilmes nos diferentes grupos experimentais constam na
Tabela 8.

Tabela 8 — Médias de absorbancia (DP), expressas em nm, obtidas pelo ensaio de
XTT, referentes aos biofilmes monoespécie e misto de acordo com os
diferentes grupos experimentais (n=10).

Grupo
IM IG OE AU P

Biofilme

. S.sanguis 0,19 (0,1)* 0,20 (0,1)* 0,20 (0,1)* 0,15 (0,1)* 0,478
Monoespécie

A. naeslundii 0,14 (0,1)* 0,14 (0,2)* 0,15(0,1)* 0,13 (0,1)* 0,886

Misto S. sanguis e
0,28 (0,1)*® 0,34 (0,1)* 0,24 (0,2)*®* 0,17(0,1)® 0,011
A. naeslundii

No sentido horizontal, letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre

os grupos (Kruskal-Wallis com correcéo de Bonferroni para 4 grupos, P < 0,05).

Os resultados obtidos indicam que a avaliacao dos biofilmes referentes
as culturas monoespécie de S. sanguis e de A naeslundii ndo detectou diferencas
estatisticamente significantes entre o0s grupos. Diferencas estatisticamente
significantes foram observadas entre os grupos com relacdo a analise dos
resultados correspondentes ao biofilmes mistos. Os valores correspondentes a
atividade metabdlica dos biofilmes mistos foi significativamente maior no grupo IG
guando comparado ao grupo AU. Apesar disso, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nas comparagdes realizadas entre os grupos AU e IM,
AUeEO,IMelG,IMe EOelIG e EO.
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5.2.3 Cristal Violeta

As avaliagOes referentes aos controles negativos e positivos, utilizados
nas trés ocasides em que o0s experimentos envolvendo analise de biomassa total,
comprovaram a auséncia de contaminagdo nos espécimes, no meio de cultura e na
saliva. No caso dos controles negativos, nao foi observada a presenca de turvagao
do meio de cultura em todas as ocasides, indicando a auséncia de contaminagéo da
saliva e do meio de cultura. Da mesma forma, os plagueamentos referentes as
aliquotas de saliva filtrada também n&o apresentaram desenvolvimento de
microrganismos, indicando a auséncia de contaminagao na saliva. A avaliagdo por
meio de cristal violeta correspondente aos controles positivos obteve valores médios
de absorbancia inferiores a 0,05 nm, indicando a auséncia de formacao de biomassa
e, portanto, efetividade dos métodos de esterilizacao.

Os valores de DO, expressos em nm, referentes a avaliacdo de
biomassa total realizada nos biofilmes correspondentes aos diferentes grupos
experimentais sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Médias de absorbancia (DP), expressas em nm, obtidas pelo teste Cristal
violeta referentes aos biofilmes monoespécie e misto, de acordo com os

diferentes grupos experimentais (n=10).

Grupos
Biofilmes P
IM IG OE AU

S. sanguis 0,19 (0,1 0,19 (0,1)* 0,22(0,1)* 0,18 (0,1)" 0,920
Monoespécie

A.naeslundii 0,27 (0,1)* 0,17 (0,1)* 0,20(0,1)® 0,18 (0,1)® 0,052

S. sanguis e

Misto ~0240,1*® 017(0,0)" 0,18(0,1)* 0,27©0,1)° 0,006
A. naeslundii

No sentido horizontal, letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre

os grupos (Kruskal-Wallis com correcéo de Bonferroni para 4 grupos, P < 0,05).

De acordo com os resultados obtidos, os valores de biomassa
correspondentes ao biofilmes monoespécie de S. sanguis e de A. naeslundii ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos avaliados.
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No entanto, diferencas estatisticamente significante foram detectadas entre os
grupos experimentais avaliados quanto aos biofilmes mistos. Foi observado que o
grupo AU obteve indices de biomassa total significativamente maiores quando
comparado ao indice de biomassa obtido pelo grupo IG. Ndo foram identificadas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos AU e IM, AU e EO, IM e IG,
IMe EOeEOelG.
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6 DISCUSSAO

A esterilizacdo dos espécimes dentais deve ser realizada previamente
a sua utilizacdo em estudos in vitro e in situ, ndo deve danificar a estrutura do
esmalte e deve ser realizada respeitando-se, também, as normas éticas locais de
cada instituicdo de pesquisa °. Apesar disso, de acordo literatura, ainda ndo haviam
sido realizados estudos com a finalidade de comparar os diferentes métodos de
esterilizagéo IM, 1G, OE e AU com relacdo aos efeitos causados sobre a morfologia,
composicdo quimica e estrutura do esmalte dental e ainda, sobre o desenvolvimento
de biofilmes in vitro.

Estudos realizados com a utlizacdo de espécimes dentais
provenientes de dentes humanos tem relatado a existéncia de uma variagao inerente
na composi¢do quimica de dentes obtidos de diferentes regides da cavidade oral e,
ainda, de diferentes voluntarios ®*®%. Para possibilitar a adequada avaliagcédo da
composicdo quimica do esmalte, a utilizagdo de espécimes provenientes do mesmo
tipo de dente e da mesma regido da cavidade oral tem sido sugerida 2. Visando
reduzir a variabilidade da amostra de esmalte e com o objetivo de possibilitar a
adequada comparacdo do efeito de diferentes métodos de esterilizacdo sobre a
morfologia, composi¢cado quimica e estrutura do esmalte, um protocolo experimental
especifico foi delineado, no qual todos o0s grupos apresentaram espécimes
provenientes da mesma amostra de dentes.

Tendo em vista a homogeneidade do esmalte bovino quando

comparado ao esmalte humano °®*%

, 0 presente estudo avaliou espécimes de
esmalte provenientes de dentes bovinos. Adicionalmente, a superficie do esmalte foi
preservada em todos os espécimes utilizados nas analises quimicas, uma vez que
nao foram realizados procedimentos de polimento na superficie do esmalte.
Finalmente, para cada grupo, os mesmos espécimes foram utilizados nas cinco
avaliacoes realizadas (XPS, Raman, MEV, EDS e RMN).

A avaliagdo por meio de MEV é uma técnica amplamente utilizada em
pesquisas envolvendo a caracterizacdo da superficie de diversos materiais e, na
area de Odontologia, tem sido utilizada na avaliacdo da morfologia do esmalte dental
®l tendo a andlise por MEV sido escolhida por este estudo para a avaliacdo do

esmalte nas regifes de superficie e em secc¢do transversal. No presente estudo, as
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caracteristicas morfolégicas observadas nos espécimes provenientes do grupo
controle estdo de acordo com as caracteristicas observadas em espécimes de
esmalte referentes aos grupos controle (sem tratamento) em estudos que utilizaram
esmalte bovino %! e esmalte humano °.

De acordo com a avaliacdo morfologica do esmalte realizada nos
espécimes submetidos aos procedimentos de esterilizacdo, foi observado que a
esterilizagdo por meio de IG nao promoveu alteracdes no esmalte, tanto na
avaliacdo da superficie quanto na avaliagdo em profundidade. A irradiagdo gamma é
considerada um método de esterilizacao eficiente e que ndo promove alteracdes na
microdureza superficial e na resposta a desmineralizacdo do esmalte %79,
Embora uma alteracdo visivel na coloragdo dos espécimes tenha sido observada
apos o processo de esterilizacdo por meio de irradiacdo gamma, ndo foram
realizados testes especificos para afericdo dessa alteragdo. O efeito de
escurecimento do esmalte ap6s a exposi¢do a irradiacdo gamma tem sido descrito
como dose-dependente, de maneira que a utilizagdo de doses de irradiacao
superiores a 4,08 kGy tem sido associada a ocorréncia de alteracdo na coloragéo do
esmalte 3.

Os resultados obtidos para os espécimes provenientes do grupo IM
indicaram a ocorréncia de apenas pequenas alteracdes na superficie do esmalte,
ndo tendo sido observadas alteragbes morfolégicas em secgdo transversal. Foi
observada a presenca de microtrincas e exposicao de alguns prismas de esmalte
apos o processo de irradiacdo por micro-ondas, entretanto, nenhum outro sinal de
alteracdo pbde ser detectado. Em um estudo prévio, a irradiacdo por micro-ondas
durante 3 min a 650 W mostrou-se efetiva para a completa desinfeccdo de
espécimes de esmalte bovino, ndo promovendo alteragbes na microdureza
superficial e na microdureza em profundidade do esmalte higido, desmineralizado e
remineralizado °. Os efeitos deste método sobre a superficie do esmalte foram
muito similares ao grupo IG, tendo sido observadas apenas pequenas alteracdes na
morfologia superficial, como a presenca de alguns prismas expostos e algumas
microtrincas. Aparentemente, a temperatura atingida durante o processo de
irradiac&o por micro-ondas n&o foi suficiente para causar danos mais extensos *°.

Os espécimes do grupo OE apresentaram maior dano a superficie do
esmalte quando comparados aos espécimes provenientes dos grupos controle, I1G e
IM. Embora a presenca de trincas e prismas expostos tenha sido maior nos



119

espécimes do grupo OE, nenhuma alteracdo péde ser observada na avaliacdo das
micrografias de seccao transversal. De acordo com estudos de desmineralizagéo e
remineralizagcao, os efeitos causados pela esterilizacdo de esmalte por meio de OE
tem sido descritos como pequenos e nao significantes "2848°,

Por outro lado, alteragbes significativas puderam ser observadas nos
espécimes referentes ao grupo AU. As alteragBes observadas apds o processo de
esterilizagdo por autoclave foram uma combinacdo de prismas expostos, areas de
rugosidade e trincas ao longo de toda a superficie do esmalte. A avaliacdo das
micrografias de seccdo transversal revelou, ainda, que areas de rugosidade
puderam ser observadas em profundidade. Dessa forma, as alterac6es morfoldgicas
induzidas pelo processo de esterilizacdo em AU ndo estdo restritas apenas a
superficie do esmalte e podem ser consideradas mais agressivas quando
comparadas aos demais métodos avaliados no presente estudo. Amaechi et al. 2
[1998] relatou que o procedimento de esterilizacdo em autoclave, apesar de nao ter
aumentado a profundidade das les@es artificiais de carie, promoveu uma alteragédo
na aparéncia da superficie do esmalte. Adicionalmente, diversos autores tem
sugerido que o processo de esterilizacdo em autoclave pode causar danos ou

alteracbes a estrutura do esmalte 1%918:20.39.43.7284,86

, entretanto, esta é a primeira
vez que uma alteragéo significativa na morfologia do esmalte foi demonstrada.

Resultados contraditérios tem sido relatados em relacdo ao
procedimento de esterilizacdo em autoclave. A utilizagdo dos protocolos de
esterilizagdo de 121°C por 20 min ou de 132°C por 10 min ndo mostraram alteracoes
morfolégicas significativas no esmalte quando comparados ao controle n&o
esterilizado *®. Entretanto, a avaliagdo morfoldgica foi realizada em baixo aumento
(500x%). O efeito da autoclave sobre a estrutura do esmalte pode ser atribuido as
condicdes a que 0s espécimes sdo submetidos durante o processo de esterilizagdo
® onde a combinacdo de umidade, calor, press&do e o processo de secagem podem
ser 0s responsaveis pelas alteracbes morfoldgicas observadas que, no presente
estudo, sdo semelhantes aquelas de um outro estudo, produzidas no esmalte
irradiado pelo laser Er:YAG °.

Considerando que o diametro médio do Streptococcus mutans é 0,321
+ 0,007 um, as dimensdes das trincas, das areas de rugosidade e dos prismas
expostos podem ser considerados locais favoraveis para o acumulo de bactérias

cariogénicas como o S. mutans ®*. Portanto, as alteracées morfolégicas observadas
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na superficie do esmalte esterilizado por meio de AU podem influenciar os
resultados dos estudos que tem por objetivo avaliar o desenvolvimento de biofilmes
cariogénicos in vitro e in situ. Além disso, as trincas presentes na superficie de
esmalte podem agir como pontos de fragilidade, promovendo areas mais
susceptiveis ao ataque acido, favorecendo a desmineralizacdo em profundidade no
caso de estudos que promovem ciclagens de pH. Considerando os resultados
obtidos, estudos futuros sao ainda necessarios para detalhar os efeitos dos métodos
de esterilizagdo sobre a estrutura morfolégica do esmalte bovino.

O conteudo mineral do esmalte, assim como a concentragcdo de alguns
elementos, difere quando a superficie externa € comparada as por¢des mais
profundas do esmalte. A densidade do esmalte, bem como as concentracdes de
célcio, fosfato e de flior diminuem da superficie externa do esmalte em direcdo a
dentina, enquanto as concentracdes de magnésio, carbonato e cloro aumentam na
mesma direcdo . A técnica de EDS é considerada um método de andlise de
volume, cujo alcance abrange as camadas mais profundas do esmalte, tendo sido
utilizada no presente estudo para a avaliagdo qualitativa da composi¢cao elementar
da subsuperficie esmalte. E valido ressaltar que ndo existem na literatura relatos
prévios da determinacdo da composicdo quimica elementar do esmalte apos a
realizacdo de procedimentos de esterilizacdo. Os resultados das andlises EDS
mostraram que a composicdo quimica dos espécimes de esmalte foi semelhante
entre 0s grupos avaliados, de maneira que C, O, Ca e P foram detectados como
sendo 0s principais elementos presentes em todos os espécimes avaliados.

O valor referente a razdo Ca/P tem sido considerado como um

indicador do grau de mineralizacdo do esmalte .

Na hidroxiapatita pura
Caio(PO4)s(OH)2, 0 valor da razdo Ca/P é de aproximadamente 1,67, no entanto,
devido a presenca de impurezas ou substituicbes presentes no esmalte dental,
valores de razdo Ca/P de 1,48 a 1,41 tem sido relatados para espécimes de esmalte
441,75 - Considerado, também, como um componente de grande importancia na
constituicdo do esmalte, o carbonato pode influenciar a forma e o tamanho dos
cristais de hidroxiapatita, assim como as propriedades mecanicas do esmalte **%8,
Além disso, a razdo CO3/P tem sido considerada um indicador da susceptibilidade
do esmalte ao ataque &cido durante o processo de formacao da carie .

A presenca de valores reduzidos de Ca/P na superficie do esmalte

dental tem sido atribuida a diversos fatores, dentre eles, a adsorcédo de fosfatos a
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superficie dos cristais, substituicio de Ca*? por Na* e Mg*?, ou & incorporacdo de
outros elementos considerados impurezas ‘®. A conformac&o estrutural da apatita
pode ser modificada por diferentes substituicbes de fons ", podendo ser citados
como exemplos COs? por PO42 e OH", Na* por Ca*?, SiO4 por PO,* e F por OH ™.
Os resultados de XPS obtidos pelo presente estudo corroboram com estudos
75,44

prévios , onde os elementos detectados em maiores concentragcdes foram O, C,

Ca, P e N. Entretanto, conforme relatado por Lou et al. ** [2008], torna-se dificil
realizar comparacfes diretas quando a composicdo quimica é apresentada em
valores de porcentagem e o numero total de elementos detectados difere entre os
estudos. Assim, com excecdo dos estudos que avaliaram o mesmo numero de
elementos, a proporcionalidade de cada elemento pode variar entre os estudos **.

Os resultados obtidos por meio das analises XPS possibilitaram a
avaliacdo quantitativa das alteracfes presentes na composi¢cdo quimica elementar
do esmalte pré e pos-esterilizagdo. Durante a avaliagdo pré-esterilizacdo de todos 0s
componentes identificados, incluindo CO3; e as razbes CO3/P e Ca/P, nao foram
detectadas diferencas significantes entre 0os grupos, exceto para o elemento N, que
apresentou menor concentragao no grupo autoclave em relagédo aos demais grupos.
Tal diferenca ndo foi observada apds os procedimentos de esterilizacdo. Dessa
forma, a composicdo quimica elementar dos espécimes de esmalte que constituiram
a amostra utilizada pode ser considerada homogénea.

Durante a andlise estatistica inicial, ndo foram detectadas diferencas
significativas na concentracdo atbmica de cada elemento avaliado entre grupos pré
e pos-esterilizacdo. Visando avaliar se o comportamento de um grupo, antes e apos
tratamento, foi diferente do comportamento do outro grupo, o efeito da interacdo
entre grupo e tempo também foi verificado.

A razdo Ca/P obtida para os espécimes de esmalte variou de 1,35 a
1,40 ndo apresentando diferencas significantes entre o0s grupos antes dos
procedimentos de esterilizacdo. No entanto, apds os procedimentos de esterilizagéo,
os valores referentes a razdo Ca/P apresentaram efeito de interagcao grupo x tempo,
de maneira que o grupo IG apresentou valores significativamente maiores de Ca/P
que os grupos AU e IM.

Quando as concentragbes dos demais elementos foram avaliadas
quanto ao efeito de interacdo grupo x tempo poés-esterilizacdo, os grupos AU e IG
apresentaram diferencas significantes para os elementos Ca, P e O. Valores
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significativamente menores de Ca, P e O puderam ser observados no grupo AU
guando comparado ao grupo IG. Valores menores de O também puderam ser
observados no grupo IM quando comparado ao grupo IG. O grupo OE também
apresentou valores reduzidos de O quando comparado ao grupo IG. As
comparacoes entre os demais grupos e demais elementos néo indicaram efeitos de
interacao significantes na avaliacao pos-esterilizagao.

Para o grupo IG, nédo foram observadas alteragcdes na composicao
elementar, assim como nos valores de concentragcdo atomica de CO3; e nas razdes
COgs/P e Ca/P. Estes resultados demonstram que o processo de esterilizacdo por
meio de irradiagdo gamma preserva a composi¢ao original do esmalte. Embora este
método n&o produza nenhuma alteragdo significante na composicdo quimica
elementar superficial, uma alteracdo de cor, com escurecimento do esmalte foi
observada nos espécimes apds o0 processo de irradiacdo. Apesar disso, deve ser
destacado que a analise por meio de XPS permite detectar apenas a regido mais
superficial da estrutura do esmalte (~ 5 nm profundidade). Os raios gamma
apresentam elevados indices penetracdo nos espécimes irradiados e, € possivel
gue, os efeitos presentes na regido de subsuperficie, regido de maior conteudo
organico, podem néo ter sido detectados por meio das técnicas XPS.

O efeito da irradiagdo gamma sobre as proteinas colagenas tem sido
descrito **%!, de maneira que, devido ao direto efeito do processo radiacéo ionizante,
0 colageno pode ser danificado por quebras nas cadeias de polipeptidios,
predominantemente quando o colageno foi irradiado em condicbes com auséncia de
umidade. Porém, quando o colageno foi irradiado na presenca de agua, um efeito
indireto da irradiagdo gamma pode ocorrer por meio de uma reagéo do tipo cruzada
3881 Apesar disso, as técnicas de andlise utilizadas no presente estudo ndo foram
capazes de detectar nenhum efeito da irradiacdo gamma na composi¢do quimica
elementar do esmalte.

Na avaliacdo pré e pos-esterilizagdo, a ocorréncia de aumento nas
concentracdes de N foi observada por meio da analise XPS apos a esterilizacdo dos
espécimes dos grupos IM e AU. Tais alteragcbes podem ser atribuidas a alguma
influéncia sobre a matriz organica do esmalte. Apds o0s procedimentos de
esterilizagdo, aumentos de 33% e 75% foram observados nas concentragdes de N

dos grupos IM e AU, respectivamente. Valores de concentracdo de N aumentados
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em mais de 200% foram relacionados a exposicdo de componentes organicos na
superficie do esmalte bovino apés tratamento com H,O, por 60 min ®*.

O padrdo de distribuicdo das proteinas no esmalte apresenta uma
correlagdo inversa com as concentragfes de célcio e fésforo, de forma que as
variacbes no conteudo proteico poderiam ser associadas a variagfes distintas
observadas nas porcentagens de célcio e de fosfato *°. Este fenémeno pode ser
observado por meio dos efeitos ocorridos nos espécimes do grupo IM, cujas
concentracOes de Ca e P reduziram significativamente 15% e 11%, respectivamente
e nos espécimes do grupo AU, que apresentou reducado significativa de 18 % na
concentragéo de calcio. Apesar disso, 0 processo de irradiacdo por micro-ondas nao
se mostrou tdo agressivo quanto aqueles procedimentos de clareamento dental
cujos indices de alteracgéo incluiram aumento de P em 19% e reducdo de Ca em 5%.
Por outro lado, as presentes alteragBes observadas no conteddo organico do
esmalte sdo um indicativo de que algum dano ocorreu nos espécimes irradiados por
meio de micro-ondas e autoclave.

Conforme descrito anteriormente, o processo de esterilizacdo em
autoclave submete os espécimes de esmalte a condicdes umidade sob elevadas
temperatura e pressdo, que podem atuar como responsaveis pelas alteracdes
observadas na composi¢cdo quimica elementar da superficie do esmalte. O efeito da
irradiagdo por micro-ondas sobre os a concentracdo de elementos presentes em
componentes organicos e inorganicos do esmalte pode ser atribuido a uma
combinacao de efeitos térmicos e ndo térmicos, que sdo proporcionais ao tempo de
exposicado >,

O processo de irradiagdo por micro-ondas durante 3 min a 70% de
poténcia de 650 W, consiste em aproximadamente 2,1 min de efetiva irradiagao
intermitente. Isso significa que durante 0,9 min de todo o processo, nenhuma
irradiacdo de micro-ondas foi aplicada sobre os espécimes de esmalte, indicando
gue as variagbes ambientais ocorridas durante o processo de irradiacdo ndo séo tao
severas quanto aquelas presentes no processo de esterilizagdo em autoclave.

Também € importante mencionar que o tempo de radiacdo
ligada/desligada durante o processo de irradiacdo por micro-ondas é
eletronicamente controlado pelo circuito do aparelho de micro-ondas. Se os efeitos
das micro-ondas sobre os componentes organicos e inorganicos sao de natureza

térmica ou ndo térmica e, ainda, quais implicacdes especificas destes efeitos sobre
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a cristalinidade do esmalte sdo questdes que devem ser esclarecidas em estudos
futuros.

A avaliacdo pré e pos-esterilizacdo referente aos grupos OE e IM, foi
observado aumento significativo nas concentragbes de C em 9% e 20%,
respectivamente. Os grupos OE e IM apresentaram, ainda, reducéo significativa de
6% e 10% na concentracdo de O, respectivamente. Carbono e oxigénio tem sido
relacionados tanto a composicdo organica quanto a composi¢cado inorganica do
esmalte ***’. Os picos atribuidos a estes dois elementos, em conjunto, sdo C-O e
CO3, 0s quais sdo caracteristicos da composicdo especifica do esmalte. Os
componentes puramente inorganicos da apatita presente no esmalte (Ca e P),
parecem ter sido relativamente menos influenciados pela esterilizagédo por meio de
oxido de etileno, uma vez que o P ndo apresentou alteragdo neste grupo e a
reducdo de Ca, apesar de significante, foi de apenas 4%. Com relagcdo aos
elementos C e O, que apresentam-se em componentes organicos, uma maior
guantidade deles parece ter sido removida como resultado da utilizacado do processo
de esterilizagédo por oxido de etileno.

Embora n&o tenham sido observadas alteragcbes na resposta a
desmineralizagdo e na microdureza superficial do esmalte apos esterilizagdo com

oxido de etileno 1%3°

, 0S presentes resultados devem ser considerados como um
indicativo de que este método de esterilizacdo pode promover alguma alteracdo nos
componentes do esmalte. O O6xido de etileno é considerado um agente alquilante
altamente reativo e amplamente utilizado em processos de sintese quimica, de
esterilizacdo e em processos de fumigacéo *°. O processo de esterilizacéo ndo é
realizado sob condicdes de completa falta de umidade (condi¢bes anidras),
principalmente em sistemas do tipo sem evacuacao. Na prética, algum teor de vapor
esta presente no ar ao redor do material a ser esterilizado. Dessa forma, o0s
espécimes sdo submetidos a um teor de umidade que varia com a umidade relativa
da atmosfera gerada no equipamento, sendo estas condi¢des mantidas por todo o
processo de esterilizagao.

Além da importancia das condi¢cdes de umidade atmosférica durante o
processo de exposicdo ao o6xido de etileno, as condigcbes de umidade a que o0s
espécimes e, consequentemente, 0s microrganismos sao submetidos previamente
ao processo de exposicdo ao OE sdo consideradas ainda mais relevantes **. Os

mecanismos especificos que poderiam explicar as alteracfes ocorridas no esmalte
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apos a esterilizacdo por o6xido de etileno, observadas no presente estudo, ainda
precisam ser detalhadamente esclarecidos por meio de outros estudos, entretanto,
os resultados apresentados sao um indicativo de que alguma alteragdo ocorreu no
esmalte dental.

As condi¢gbes ambientais durante o processo de esterilizacdo por OE
incluem variagcbes de temperatura de 45 a 55°C, que ndo podem ser consideradas,
unicamente, como agressivas. As variacdes nas condicdes ambientais envolvidas
nos processos de pré e pos-exposicdo ao gas, entretanto, incluem variacdes nas
condicbes de umidade que, associadas a variagdo de temperatura, poderiam ser
consideradas responsaveis pelas alteragdes quimicas observadas no esmalte.

Apesar das alteragbes observadas nos demais elementos identificados
pela andlise XPS, ndo foram detectadas alteracbes nas concentragbes de
carbonato, assim como de COgs/P. A estrutura da hidroxiapatita pode conter ions
carbonato em dois locais, de forma que, ou substituem os ions OH" (tipo A), ou
substituem fons PO, (tipo B) "°. Ao substituir os grupos fosfato, o carbonato atua
como um componente crucial para os cristais de hidroxiapatita, resultando em
alteracdes na conformacgao estrutural e sendo associado a alteragbes nas
propriedades fisicas como o aumento da solubilidade ®. O contetdo de carbonato
no esmalte varia de 2 a 5 %, sendo considerado maior que o conteudo de material
organico e de magnésio e, atuando como um importante substituto na estrutura
cristalina do esmalte dental .

As propriedades mecénicas do esmalte dental apresentam uma
correlacdo direta com a composi¢cao elementar e o potencial associado aos efeitos
do carbonato ndo devem ser subestimados. A correlacdo do contetdo de carbonato
com as propriedades mecanicas do esmalte tem sido descrita, de forma que, o
aumento no conteudo de carbonato tem sido associado a diminuicdo da
cristalinidade, da dureza e do médulo de Young . Dessa forma, é interessante
observar que apesar das demais alteragfes detectadas, os niveis de carbonato e de
COg3/P foram mantidos inalterados em todos os grupos avaliados.

As propriedades mecénicas do esmalte também tem sido relacionadas
aos conteudos de Ca e P, de maneira que a diminui¢gdo nas concentracdes destes
componentes sdo associadas a diminuicdo nas propriedades mecanicas .
Considerando as avaliacdes pré e poés-esterilizacdo, reducdes significantes nos
valores de Ca/P puderam ser observadas nos grupos IM e AU. Tais resultados sao
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um indicio de que uma remocao seletiva de material inorganico ocorreu na superficie
do esmalte dos espécimes esterilizados por meio de autoclave e daqueles
submetidos a irradiacdo por micro-ondas.

O conteudo mineral do esmalte tem sido relacionado a densidade dos
cristais/prismas, que, por sua vez, é considerada ndo uniforme >®. A maior parte da
fase mineral do esmalte é considerada como sendo formada por hidroxiapatita
substituida, entretanto, outras fases minerais tem sido descritas, particularmente em
relacdo a ambos componentes magnésio e carbonato. Tais componentes podem
estar concentrados na interface entre os prismas ou na superficie dos cristais,
possivelmente como resultado do processo de recristalizagdo ocorrido durante a

fase de desenvolvimento do esmalte °%.

Em regibes de trincas, uma estrutura
prismatica extremamente complexa tem sido descrita, incluindo um arranjo
prismatico deficiente, baixo teor mineral e alto conteido de proteinas e, portanto,
maior porosidade 2.

As trincas observadas ao longo da superficie do esmalte dos
espécimes autoclavados e, em menores propor¢cdes, para 0S espécimes
esterilizados por oxido de etileno e por meio de irradiacdo por micro-ondas, podem
atuar como canais para o processo de transferéncia de ions e facilitar o
deslocamento de fons provenientes das camadas mais internas do esmalte ..
Apesar da ligacdo existente entre Ca-CO; ser considerada fraca **, o processo de
esterilizagdo em autoclave, com elevadas temperatura e pressédo, ndo promoveu
substituicdo ou perda de carbonato presente nos cristais de hidroxiapatita
localizados na superficie do esmalte.

Variacbes de temperatura entre 300 a 600°C resultam em um
diminuicdo do tipo B de carbonato e o tratamento com temperatura de 900°C
promove a reducdo de ambos, carbonatos do tipo A e B %, No presente estudo, ndo
foi observada diminuicdo na concentragdo de carbonato nos espécimes submetidos
a esterilizacdo por AU. E provavel que a exposicdo dos espécimes de esmalte a
condicdes de temperatura de 121°C durante 30 min sob pressao de 15 libras nao
sejam suficientes para promover tal efeito.

O aumento na resisténcia a desmineralizacado tem sido relacionado a
diminuicdo no conteudo de carbonato, no entanto, o presente estudo néo realizou
avaliacoes das propriedades mecanicas ou de solubilidade, as quais poderiam
indicar se tais propriedades foram afetadas pelos processos de esterilizagéo.
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Estudos futuros sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos nas
alteracdes de composi¢cdo quimica observadas no presente estudo.

A andlise por meio de espectroscopia Raman tem sido utilizada para a
caracterizacdo da estrutura quimica/molecular de diversos materiais e tecidos e tem
se mostrado cada vez mais importante em pesquisas da area médica, devido a sua
elevada especificidade bioquimica ®. A anélise Raman também tem se mostrado
uma ferramenta valiosa para o estudo do esmalte dental, pelo fato de manter os
espécimes intactos apds a analise, possibilitando a realizacdo de outros testes e,
ainda, a realizacdo de medidas repetidas no mesmo espécime, como é necessario
em estudos de desmineralizagao/remineralizacdo ®’.

Em anélises realizadas em esmalte, o pico localizado em 960 cm™ tem
sido atribuido ao grupo fosfato v1 e o pico presente em 1070 cm™ tem sido atribuido
modo vibracional 1 do grupo carbonato (carbonato do tipo B). Estudos utilizando
hidroxiapatita, tem sugerido que mesmo pequenos niveis de alteracdo na
composicdo quimica (por exemplo substituicdo por carbonato) podem induzir
alteracbes na largura e na posicdo dos picos presentes no espectro Raman,
principalmente no caso dos modos v1 e v3 do fosfato °°.

Da mesma forma, as intensidades dos picos carbonato e fosfato tém
tido valores maiores atribuidos a superficie externa do esmalte, enquanto
intensidades menores tem sido encontradas nas por¢gdes mais internas do esmalte,
indicando uma reducdo no grau de cristalinidade da hidroxiapatita 2. Alteracées
ocorridas nas intensidades dos picos presentes no espectro Raman tem sido, ainda,
associadas a alteraces na orientac&o dos cristalitos do esmalte &',

De acordo com os resultados obtidos pela analise dos espécimes, foi
possivel identificar os picos caracteristicos do esmalte dental, incluindo um pico de
alta intensidade na regiso de 960 cm™, referente ao fosfato v1 e, ainda, PO4> v2, v3
e v4 e CO3? vl com menores intensidades ®’. Estes picos foram identificados em
todos os espécimes avaliados, tanto nas anadlises pré-esterilizacdo quanto nas
analises realizadas pdés-esterilizacdo. Devido a baixa intensidade apresentada pelo
componente fosfato v3 (1046 cm™), este n&o foi considerado no momento do célculo
das &reas integradas dos picos .

Durante a analise estatistica inicial dos dados Raman, cada razéo foi
avaliada entre grupos pré e poés-esterilizacdo. Por meio desta analise, diferencas

significativas foram observadas apenas para a razdo PO, v 4 (2)/ PO4* v1, nos
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grupos IM e AU, que apresentaram, respectivamente, aumento e reducao
significante nestes valores. O efeito da interacdo entre grupo e tempo também foi
verificado, com o objetivo de avaliar se o comportamento de um grupo, antes e apos
tratamento, foi diferente do comportamento do outro grupo.

Na avaliacdo pré-esterilizacdo dos efeitos significativos de interacao
grupo x tempo, os valores referentes a razao fosfato v4 (1)/ fosfato vl foram
significativamente menores no grupo AU quando comparado aos grupos IM e IG.
Apesar desta diferenca, durante a avaliagdo dos efeitos de interagcdo grupo x tempo
pos-esterilizacdo, a comparacdo entre os grupos indicou que este componente
apresentou valores significativamente menores no grupo OE quando comparado ao
grupo IG. A diferenga observada nos valores do componente fosfato v4 (1)/ fosfato
vl indica comportamento distinto dos espécimes de esmalte esterilizados pelos
métodos IG e OE. Considerando a avaliacdo dos efeitos pré e pds-esterilizacdo de
cada grupo, apenas os valores de fosfato v4 (1)/ fosfato vl apresentaram reducao
significante, observada nos grupos OE e IM.

A avaliacdo da razao fosfato v4 (2)/ fosfato v1, n&o identificou efeitos
de interacdo grupo x tempo tanto nas comparacdes pré-esterilizacdo quanto nas
comparacdes poés-esterilizacdo. Apesar disso, a avaliacdo pré e pos-esterilizacdo
para a razao fosfato v4 (2)/ fosfato v1, em cada grupo, indicou aumento significante
para o grupo IM e reducéo significante no grupo AU.

A avaliagdo da razao fosfato v4 (3)/ fosfato vl indicou diferenca
significante entre os grupos IG e AU, de maneira que o grupo AU apresentou valores
reduzidos deste componente quando comparado ao grupo IG tanto antes quanto
apos a esterilizacdo. Os resultados observados para os compostos fosfato v4 (1),
fosfato v4 (2) e fosfato v4 (3) indicaram uma possivel redu¢cdo dos componentes
inorganicos do esmalte apds a esterilizacdo por autoclave e por éxido de etileno e,
ainda, uma provavel substituicdo de fosfato v4 (1) por fosfato v4 (2) no grupo IM. O
Grupo IG nao apresentou alteragbes nos compostos avaliados, indicando uma
estabilidade deste método quanto a manutencdo da composi¢cao quimica e estrutura
do esmalte.

Alteracbes presentes no componente fosfato v4 podem ser
relacionadas as distor¢des triplas no modo flexional do O-P-O ou também chamado

de modo de flexdo do PO,3. As intensidades relativas dos picos referentes ao
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fosfato v4 tem sido associadas a cristalinidade do cristal apatita, de maneira que
quanto maior a organizacdo do cristal, maior a intensidade destes picos *. As
reducdes observadas nos valores de area dos picos PO, v4 referentes aos grupos
AU e EO podem ser um indicativo de que a cristalinidade do esmalte sofreu um
pequeno grau de alteracdo apOs os procedimentos de esterilizagdo por estes
métodos. Da mesma forma, a auséncia de alteracbes no grupo IG indica a
manutenc¢ao da organizacao cristalina do esmalte.

Com relacao a razéao fosfato v2 (1)/ fosfato v1, diferencas significativas
entre grupos foram observadas, de maneira que o grupo IM apresentou valores
significativamente maiores quando comparado aos grupos IG e AU. Vale destacar
que, enquanto os grupos IM e IG apresentaram aumento, o grupo AU apresentou
reducdo nos valores da razao fosfato v2 (1)/ fosfato v1. Este resultado pode ser um
mais um indicio da perda e PO4* no esmalte esterilizado por meio de AU.

A reducéo do pico fosfato v1 tem sido observada em estudos avaliando

lasers 1742

e tem sido atribuida desmineralizacdo do esmalte. Apesar disso, ndo
foram observadas alteragbes relacionadas a este modo vibracional do fosfato no
presente estudo. Com relacdo ao carbonato, diferencas significativas entre pré e
pos-esterilizacdo foram observadas apenas quando os grupos avaliados foram
considerados como um Unico grupo. Sendo assim as alteragbes observadas no
componente carbonato podem ser consideradas discretas e nao significativas entre
0S grupos.

AlteracOes relacionadas ao fosfato v1 influenciam as ligagGes do tipo
P-O simétricas, também conhecidas como modo de estiramento simétrico total do
grupo PO, tetraédrico %. No presente estudo, o componente fosfato v1 foi utilizado
como pico de referéncia, ndo tendo sido utilizado isoladamente como parametro de
comparacao. As alteragdes observadas no grupo IM, com reducéo significativa de
fosfato v4 (1), aumento significativo de fosfato v4 (2) e valores maiores de fosfato v4
(3) em relacdo aos grupos IG e AU podem ser um indicativo da ocorréncia da
substituicdo de fosfato v4 (1) por fosfato v4 (2) e/ou (3), com algum nivel de reducéo
na cristalinidade da apatita.

N&o foram identificados indicios de incorporacdo de carbonato na
estrutura da apatita para quaisquer grupos. O fato de n&o terem sido observadas

diferencas significantes nos valores relativos a raz&o carbonato v1/ fosfato vl
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indicam que ndo ocorreram alteragfes estruturais significativas nos espécimes
esterilizados pelos métodos avaliados. O aumento de carbonato tem sido
relacionado a alteracdo na estrutura fisica e na estabilidade quimica, promovendo
alteracdes como a expanséo ou contracao do eixo estrutural da apatita, no caso das
substituicbes do tipo A e B, respectivamente. No esmalte dental, aproximadamente
11% das substitui¢cdes por carbonato sao do tipo A, enquanto as do tipo B abrangem
89% dos reposicionamentos de fons 3. Os presentes resultados estdo de acordo
com estes relatos, uma vez que o pico COs? vl em 1070 cm™ tem sido atribuido ao
carbonato tipo B ¥’.

O presente estudo ndo realizou testes para avaliar se a solubilidade do
esmalte em meio acido foi comprometida. Relatos da literatura sugerem que o
aumento de carbonato esta relacionado com o aumento da susceptibilidade ao
desenvolvimento de céries e eroséo dental '*. Baixos niveis de carbonato tem sido
associados a menor solubilidade e maior resisténcia ao ataque acido produzido pelo
processo de formagdo da carie, por outro lado, 0 aumento na concentracdo de
carbonato tem sido relacionado a uma diminuicdo na dureza e na cristalinidade do

esmalte .

O presente estudo ndo observou alteragbes estatisticamente
significativas nos indices de carbonato entre os grupos avaliados, indicando que nao
ocorreu desmineralizagdo significativa na superficie do esmalte. Apesar disso, mais
estudos sdo necessarios para avaliar se as alteragcbes no conteudo de fosfato
apresentadas pelo presente estudo sao suficientes para promover alteragcdes na
solubilidade do esmalte em meio acido.

Também deve ser considerado o fato de que, apesar das alteracbes
detectadas pelo calculo das areas dos picos, existem indicativos de que a estrutura
do esmalte ndo foi severamente comprometida, uma vez que 0s espectros obtidos
pré e pos-esterilizagdo para cada grupo avaliado sdo muito semelhantes, de tal
modo que todos os picos identificados na analise pré-esterilizacdo estavam
presentes na andlise pos-esterilizagdo e, ainda, nado foram identificados novos picos
apos os procedimentos de esterilizagéo 42",

O deslocamento dos picos em 4 cm™ observado nos espécimes
submetidos, também, a analise por XPS, pode ser atribuido a um efeito adverso da
técnica, que utiliza fonte de raios X. Este efeito se mostrou mais pronunciado na

superficie dos espécimes do que os proprios procedimentos de esterilizacdo.
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Estudos complementares devem ser realizados com o objetivo de esclarecer este
efeito causado pela técnica de XPS.

Composto basicamente por hidroxiapatita carbonada, o esmalte dental
contém em sua estrutura grupos fosfato, carbonato e hidroxila. O esmalte apresenta
um elevado grau de ressonancia, caracterizado por bandas de absorcao na regiao
do infravermelho >*. Um pico de ressonancia centrado em 2,7 ppm, caracteristico do
grupo PO4* na fase cristalina da hidroxiapatita, tem sido observado em espécimes
de esmalte dental °®. De acordo com a literatura, a incorporacéo de fons carbonato a
hidroxiapatita pode promover o deslocamento quimico do 3P *3. A ocorréncia de um
pico de ressonancia centrado em 2,9 ppm tem sido atribuida a carbonatoapatita *°.

Por meio dos resultados obtidos pela analise de RMN, as amostras
referentes aos grupos controle, 1G, IM e AU apresentaram picos de ressonancia
centrados em 2,7 ppm, caracteristicos do grupo fosfato da fase cristalina da
hidroxiapatita. No entanto, a andlise da amostra referente ao espécime esterilizado
por meio de OE apresentou um desvio quimico, tendo sido o pico de ressonancia
centrado em 2,9 ppm. O valor de desvio quimico da amostra submetida a
esterilizagdo por meio de OE indica uma leve alteracdo no ambiente quimico em
torno do atomo P. Tal alteracdo tem sido relatada para a largura meia altura
(FWHM), da fase cristalina da hidroxiapatita relacionada a carbonatoapatita °3.
Somente a amostra esterilizada por OE apresentou um pegueno aumento na
FWHM, indicando uma dispersao nos valores de desvio quimico.

Devido ao elevado poder de penetracdo do Oxido de etileno no
esmalte, esta dispersédo pode estar associada ao grau de substituicdo dos grupos
carbonato na hidroxiapatita, promovendo um aumento na interacdo com o esmalte.
Em carbonatoapatitas do tipo B, tem sido observado que a substituicdo dos ions
PO,® por COs? estd associada a substituicdo de ions Ca™ por Na*. Tais
substituicdes tem sido relacionadas a alteragdes no morfologia e tamanho do cristal,

2176 Estas

assim como aumento da solubilidade do esmalte em meio &cido
interacdes podem ocorrer por meio da interacdo quimica entre os grupos fosfatos da
superficie com a agua adsorvida ou, ainda, devido a formagdo de grupos hidroxilas
® A utilizacdo de 6xido de etileno pode promover o aparecimento de camada
interfacial de 4gua estavel e influenciar as caracteristicas de superficie 3.

Nas amostras correspondentes aos espécimes submetidos aos demais

métodos de esterilizacdo, ndo foram detectados desvios quimicos, indicando que os
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possiveis efeitos promovidos por estes métodos sobre a estrutura devem estar
restritos a superficie, conforme observado pela analise Raman. As alteracdes
estruturais observadas na amostra referente ao grupo OE s&o um indicativo de que
este método promoveu uma alteracdo estrutural no esmalte. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para detalhar os mecanismos envolvidos nas alteracfes
estruturais observadas pelo presente estudo.

A formagdo do biofilme dental inicia-se instantaneamente apos a
higienizacdo oral, por meio da adsor¢cdo de componentes salivares a superficie do
esmalte, seguida pela adesao do microrganismos colonizadores iniciais, que por sua
vez propiciam a adesao dos demais microrganismos que constituem o biofilme
dental. Os mecanismos envolvidos no processo de adeséo consistem em ligagbes
fisico-quimicas e moleculares entre os microrganismos e o esmalte. Conhecidas
também como ligagbes inespecificas, as ligacdes fisico-quimicas iniciam-se pela
atracdo inicial entre microrganismos e superficie, seguida de adesédo e,
posteriormente, conexao.

Devido a presenca dos grupos fosfato na constituicdo da hidroxiapatita,
0 esmalte dental apresenta uma forca de atragcdo predominantemente negativa.
Sobre esta superficie, se forma uma camada de hidratagdo, composta por ions
célcio de carga positiva. Sobre esta camada, por sua vez, componentes salivares e
microbianos sédo adsorvidos por meio forcas fisicas, como as gravitacionais e forcas
de Van der Waals e, ainda, por meio de interacdes hidrofobicas.

As interacdes moleculares, também conhecidas como especificas,
ocorrem logo apoés a interagdo inespecifica. Neste momento, estruturas presentes
nos microrganismos como cdapsula, pili, fimbrias e adesinas interagem com a
pelicula adquirida formada no substrato por meio de proteinas salivares como as
mucinas, glicoproteinas, aglutininas e ainda, com receptores polissacarideos
provenientes de varios tecidos presentes na cavidade oral e em outros
microrganismos *°. Este processo promove uma conexdo seletiva que acarreta na
firme adesdo dos microrganismos ao substrato. A ocorréncia destes eventos
caracteriza a fase de formagcéo do biofilme %,

Os microrganismos que iniciam a adesdo sdo constituidos,
principalmente, por bactérias gram positivas, que incluem Actinomyces naeslundii e

36

Streptococcus sanguis O A. naeslundii tem sido descrito por apresentar o

receptor fimbria tipo 1, que parece mediar a adesdo a pelicula salivar. A adesina
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SsaB, atribuida ao S. sanguis tem sido relatada como responsavel pela sua
congregac&o com o A. naeslundii *. Os polissacarideos presentes na parede celular
do S. sanguis também tem sido descritos como receptores de congregacéo *. Um
estudo realizado com diversos microrganismos observou que a adeséo A. naeslundii
e S. sanguis a pelicula adquirida formada sobre o esmalte foi superior a adesao de
outros microrganismos como o S. mutans.

A fase de adesdo dos microrganismos e formacéo inicial do biofilme
pode ser influenciada por fatores como as propriedades inerentes ao
microrganismos, fatores ambientais e pelas caracteristicas superficiais do substrato
33 Dentre os fatores que podem influenciar as caracteristicas superficiais do
substrato no momento da adesdo dos microrganismos, podem ser citadas
composicdo quimica, energia livre de superficie, hidrofobicidade, rugosidade
superficial e morfologia. Alguns autores relataram que superficies rugosas parecem
promover indices maiores de formacdo e maturacdo do biofilme e superficies com
elevada energia livre de superficie tem sido relacionadas ao maior acumulo de
biofilme e maior forca de adesdo dos microrganismos. Apesar destes dois fatores
apresentarem interacdo, tem sido sugerido que a rugosidade da superficie parece
influenciar mais a formacdo do biofime do que a energia livre de superficie *3. O
aumento da rugosidade tem sido relacionado ao aumento na adesdo de

microrganismos, fato observado por Hosoya et al. *

[2003] em superficies tratadas
por um agente clareador.

De acordo com os resultados obtidos pela quantificacdo de UFC/mL,
nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os diferentes
grupos durante a avaliacdo dos biofilmes monoespécie de S. sanguis. No caso do
biofilme monoespécie de A. naeslundii, 0 grupo AU apresentou valores de UFC/mL
significativamente superiores aos grupos IM e IG, ndo apresentando diferenca
significativa em relacdo ao grupo OE. Também néo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos IM e OE, IM e IG e entre IG e OE. Este resultado indica
gue os espécimes esterilizados por meio de autoclave apresentaram um ndmero
maior de A. naeslundii viaveis quando comparados aos espécimes esterilizados por
irradiagdo gamma ou irradiagdo por micro-ondas. Apesar disso, os biofilmes de A.
naeslundii formados nos espécimes esterilizados por AU ndo apresentam diferencas
guando comparados aos espécimes esterilizados por OE.
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Na avaliacdo do desenvolvimento de biofilmes multiespécie, a
guantificacdo do microrganismo A. naeslundii apresentou diferenca estatisticamente
significante nos grupo AU quando comparado aos grupos IG e IM, nao tendo sido
observadas diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos AU e EO, IM e
EO e, IM e IG. Este resultado indica que os biofilmes mistos desenvolvidos sobre
espécimes de esmalte esterilizados por AU apresentaram uma quantidade maior de
A. naeslundii vidveis quando comparados aos espécimes esterilizados por |G ou por
IM. No caso da quantificacdo de S. sanguis nos biofilmes mistos, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos avaliados.

Estes resultados estdo de acordo com os relatos da literatura, que
atribuem maiores indices de formacao de biofilme a superficies com irregularidades
quando comparadas a superficies lisas *3. Esta observacédo pode ser atribuida ao
aumento da area de superficie proporcionado pelas regides irregulares, que pode
promover uma maior area de colonizacdo, favorecendo a adesédo e formacgédo de
biofilme. Este efeito tem sido descrito como marcante apos incubagéo a longo prazo
13.

Considerando os resultados das avaliacdes morfologicas do esmalte
apresentados neste estudo, os espécimes esterilizados por meio de autoclave
apresentam  caracteristicas morfolégicas distintas dos demais grupos.
Provavelmente, a presenca de areas de rugosidade, trincas e prismas expostos
atuaram como fatores favoraveis ao acumulo do A. naeslundii. Apesar disso, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significantes nos biofiimes de S.
sanguis entre os diferentes grupos avaliados. Esta observacéo pode ser atribuida ao
fato de que, as irregularidades presentes nos espécimes esterilizados por autoclave,
de alguma maneira, foram mais favoraveis ao desenvolvimento do A. naeslundii
(bacilo) do que do S. sanguis (coco). Um estudo que avaliou o desenvolvimento de
biofiimes de S. sanguis formados sobre diferentes substratos, relatou que, em um
biofiilme de 6 h, estes microrganismos ocupavam cerca de 1% da superficie do
esmalte bovino.

Dessa forma, é provavel que a porcentagem de cobertura de superficie
atingida pelo S. sanguis no presente estudo seja semelhante aquela relatada por
Chin et al. *%, 2006, uma vez que ambos substratos sdo esmalte bovino e os indculos
utilizados foram semelhantes (1 x 10° células/mL). Uma porcentagem pequena de
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ocupacdo da superficie pelo S. sanguis pode ter influenciado para que diferencas
significantes ndo fossem detectadas entre os grupos avaliados no presentes estudo.

A avaliacdo da atividade metabdlica dos microrganismos por meio do
ensaio de XTT mostrou que nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos na avaliagdo dos biofilmes monoespécie de S. sanguis.
Da mesma forma, os biofiimes monoespécie de A. naeslundii também néao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos quanto aos
valores de atividade metabdlica. Na avaliacdo referente aos biofilmes mistos, no
entanto, a atividade metabdlica dos microrganismos foi significativamente maior para
0 grupo IG quando comparado ao grupo AU, nao tendo sido observadas diferencas
entre os grupos AU e IM, AUe OE,OE e IG e, IG e IM.

Este resultados indicam que a atividade metabdlica dos
microrganismos referentes aos biofilmes mistos desenvolvidos em espécimes de
esmalte esterilizados por IG foi maior que a atividade metabdlica observada no
grupo AU. Dentre os fatores que podem influenciar o metabolismo dos
microrganismos, as condi¢cdes de fluxo presentes durante a formacdo do biofilme
podem ser destacadas *. A superficie dos espécimes de esmalte esterilizados por
meio de IG apresentam discretas alteracdes morfologicas, ndo sendo observadas
areas de rugosidade ou microtrincas. Dessa forma, o biofiime formado sobre o
esmalte esterilizado por IG esta exposto as condigdes de fluxo do ambiente, uma
vez que a superficie do esmalte ndo oferece condi¢Bes adicionais de protecdo ao
microrganismos. Biofilmes formados nestas condi¢cbes tem sido descritos como mais
finos e mais densos que os biofilmes formados em superficies protegidas *°.

Sendo assim, é provavel que os microrganismos presentes no biofilme
misto do esmalte esterilizado por IG apresentem taxas de metabolismo elevadas em
funcdo da necessidade de formar um biofilme mais resistente as condi¢6es de fluxo.
A obtencdo de menores taxas de crescimento com elevada atividade metabdlica tem
sido descrita como caracteristica estrutural de biofilmes formados em ambientes
com elevados fluxo e forcas de cisalhamento *3. Um nimero maior de ligacées entre
0S microrganismos e o substrato também sido descrito para biofilmes formados em
ambientes com elevadas condicdes de fluxo 3 Os valores de atividade metabdlica
reduzidos observados para o biofilme formado em espécimes do grupo AU
comparados aos do grupo IG podem ser considerados como néo esperados.
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Considerando os resultados obtidos pela quantificagdo de UFC/mL, o
grupo AU apresenta um namero maior de microrganismos viaveis que o grupo IG e,
apesar disso, 0 grupo IG apresentou valores de atividade metabdlica superiores.
Este resultado pode ser atribuido ao fato de que, apesar dos microrganismos
apresentarem-se em maior numero, as condi¢cdes oferecidas pelo substrato,
provavelmente, favoreceram a colonizac¢do. Trincas e areas de rugosidade podem
ter atuado como locais protegidos das condi¢des de fluxo do ambiente, o que exigiu
um esforco metabdlico menor durante o processo de formacdo do biofilme. Um
estudo complementar deve ser realizado para avaliar morfologicamente se este
comportamento esta de fato ocorrendo.

De acordo com as avaliagbes de estrutura e composicdo quimica
realizadas pelo presente estudo, o esmalte esterilizado por meio de autoclave
apresenta niveis reduzidos de fosfato, calcio e fosforo quando comparado ao
esmalte esterilizado por irradiacdo gamma. A deficiéncia nestes componentes
também pode estar influenciando o metabolismo dos microrganismos presentes no
biofiilme misto. A adsor¢cdo de bactérias ao substrato pode ser direcionada por
gradientes de concentracdo de difusdo (quimiotaxia) ou por fatores quimicos de
adesdo a superficie (haptotaxia), como por exemplo aminoacidos, agucares e
oligopeptideos **. A ocorréncia de quimiotaxia tem sido relacionada a maioria dos
microrganismos e pode atuar na modulagdo do desenvolvimento dos
microrganismos nas superficies, por meio da regulacdo dos componentes celulares
de adesao, que podem influenciar nas interacdes entre microrganismos e entre
microrganismos e superficie 2.

Os resultados referentes a quantificacdo de biomassa total
provenientes da avaliagcdo por cristal violeta indicaram que nao foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos avaliados quanto aos
biofilmes monoespécie, tanto de S. sanguis quanto de A. naeslundii. No entanto, a
avaliacdo dos biofilmes mistos revelou uma diferenca estatisticamente significante
entre os grupos AU e IG, com indices maiores de formacao de biomassa presentes
no grupo AU. N&o foram observadas diferencas significantes nos valores de
biomassa entre os grupos AU e OE, AU e IM, IM e IG, IM E OE e, IG e OE. Estes
resultados indicam que os biofilmes mistos de A. naeslundii e S. sanguis formados

nos espécimes de esmalte esterilizados por meio de autoclave apresentaram uma
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maior formacdo de biomassa quando comparados aos biofilmes mistos referentes
aos espécimes esterilizados por irradiagdo gamma.

A biomassa total € constituida por microrganismos viaveis, inviaveis,
fragmentos celulares e por polissacarideos “°. As irregularidades presentes na
superficie dos espécimes de esmalte referentes ao grupo AU, possivelmente,
proporcionaram um ambiente protegido das condi¢des de fluxo intenso e das forgas
de cisalhamento que atuam desprendendo o biofilme, possibilitando, assim, a
formacdo de uma quantidade maior de biomassa total quando comparado aos
demais grupos. As alteracdes morfologicas promovidas pela esterilizacdo do esmalte
por irradiagdo gamma n&o acarretam em irregularidades superficiais significativas
como é o caso dos espécimes esterilizados por AU. Dessa forma, o biofilme misto
formado sobre os esmaltes esterilizados por IG foi exposto as condi¢coes de fluxo do
ambiente, que implicam na formagdo de um biofiilme mais denso e mais fino e,
consequentemente, com menores valores de biomassa total.

Tem sido relatado que composi¢cdo quimica superficial do substrato
influencia a adesao e proliferagdo dos microrganismos. O substrato que contenha
grupos funcionais como metil, &cido carboxilico e tri (6xido de etileno) pode ter a
hidrofobicidade e a carga da superficie alteradas e, assim, alterar a aderéncia dos
microrganismos. Tem sido relatado que o 6xido de etileno atua fornecendo um
padrdo para a nucleagdo da agua, que consiste em camada interfacial de agua
estavel que, por sua vez, impede o contato direto entre 0s microrganismos e a
superficie 3, apesar disso, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
espécimes esterilizados por 6xido de etileno e aqueles esterilizados pelos demais
métodos avaliados no presente estudo.

N&o foram realizadas, neste estudo, avaliagcdes de outros fatores que
possam influenciar o desenvolvimento dos biofilmes, como a hidrofobicidade da
superficie e a atuacdo das forcas eletrostaticas. No entanto, a superficie do esmalte
polido tem sido descrita como hidrofilica, de carga negativa e fortemente
influenciada por forcas eletrostaticas no momento da ades&o de proteinas *°. Estas
propriedades podem estar sendo influenciadas pelas alteragcbes de morfologia,
composicdo quimica e estrutura observadas no presente estudo. Dessa forma, mais
estudos sdo necessarios para detalhar os efeitos dos métodos de esterilizagdo sobre
as propriedades do esmalte dental, assim como para detalhar os mecanismos de
acédo envolvidos nestas alteracgoes.
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As analises realizadas neste estudo proporcionaram um conhecimento
detalhado a respeito da influéncia dos métodos de esterilizacdo sobre a morfologia,
composicdo quimica elementar, estrutura do esmalte e, ainda, sobre a formacao de
biofilme in vitro. O conhecimento do comportamento dos espécimes de esmalte
frente aos processos de esterilizagdo ira facilitar o processo de selecdo do método
de esterilizagdo mais apropriado de acordo com a caracteristica a ser avaliada em
cada estudo, diminuindo a variabilidade e aumentando a confiabilidade dos
resultados.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

1.

A esterilizagdo por autoclave promoveu danos severos sobre a
morfologia do esmalte bovino, enquanto a utlizagdo de
irradiagdo gamma nao produziu alteracbes e, ainda, que 0s
métodos de irradiacdo por micro-ondas e Oxido de etileno
causaram apenas pequenas alteragdes morfoldgicas.

A composicdo quimica elementar do esmalte foi preservada nos
espécimes esterilizados por irradiacdo gamma, no entanto,
perda mineral nos espécimes esterilizados por autoclave e um
comprometimento dos componentes organicos e inorganicos
foram observados nos espécimes esterilizados por irradiacdo
por micro-ondas e 6xido de etileno, respectivamente.

A estrutura da superficie do esmalte apresentou perda de
fosfato nos espécimes esterilizados por 6xido de etileno e, de
maneira mais abrangente, nos espécimes esterilizados por
autoclave. Substituicbes envolvendo o componente de fosfato
foram observadas nos espécimes submetidos a irradiacdo por
micro-ondas.

O desenvolvimento de biofilmes de S. sanguis ndo apresentou
diferencas significantes entre os grupos. No entanto, um valor
significativamente maior de UFC/mL de A. naeslundii foi
observado nos biofilmes do grupo autoclave quando comparado
aos grupos irradiacdo por micro-ondas e irradiacdo gamma,
tanto para os biofilmes monoespécie quanto para os do tipo
misto.

N&o foram observadas diferencas significantes nos valores de
atividade metabdlica entre os grupos na avaliacdo dos biofilmes
monoespécie. Entretanto, atividade metabdlica mais intensa foi
observada no esmalte esterilizado por irradiagio gamma
guando comparado com o método autoclave.
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6. A formacdo de biomassa total n&o foi significativamente
diferente entre o0s grupos na avaliagdo dos biofilmes
monoespécie. Os biofilmes mistos, no entanto, mostraram
indices maiores de biomassa no esmalte esterilizado por

autoclave quando comparado ao grupo irradiagdo gamma.
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