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RESUMO

Infeccdo cruzada é um termo amplamente discutido entre os profissionais da
area de saude e compreende a passagem de agente etiolégico de doenca de um
individuo para outro susceptivel. A saliva e o sangue sdo fluidos biolégicos de alto
potencial de transmissdo infecciosa em ambientes odontolégicos. Deste modo, as
principais doengas infecciosas relacionadas a atuagdo do Cirurgido-Dentista sao:
Herpes Simples, Hepatites e AIDS. A recomendacao aos profissionais é que adotem
medidas de seguranca durante o atendimento aos pacientes, atuando como se
todos fossem portadores de microrganismos com potencial para causar doenca
infecciosa. Portanto, o objetivo do presente estudo foi de investigar a presenca ou
auséncia de vestigio de tecido sanguineo em 50 limas endodénticas, visivel a olho
humano ou ndo, apds a realizacdo de tratamentos endoddnticos e apds os
processos de limpeza e esterilizacdo, realizados na Clinica de Graduagédo da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas.
Para a deteccao de sangue presente no material odontolégico analisado, empregou-
se um composto amplamente conhecido e utilizado pela policia cientifica em cenas
onde ocorreram crimes violentos: Luminol. Os resultados observados por cada
examinador foram tabulados e submetidos a analise estatistica, utilizando o teste
Friedman, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Destas limas, 31 nao
apresentaram vestigios de sangue, 8 apresentaram discreta presenca de sangue e
11 apresentaram presenca consideravel de sangue quando analisadas a olho
humano. Por outro lado, apo6s utilizar a solugdo de Luminol para a deteccdo de
sangue, 16 limas endoddnticas ndo apresentaram vestigios, 19 apresentaram leve
presenca, e 15 apresentaram presenca consideravel de sangue. Apds 0 processo de
esterilizacdo, todas as limas mostraram-se isentas de sangue. Concluiu-se que a
solucdo de Luminol é eficaz na deteccdo de sangue presente nas limas
endoddnticas. Mais ainda, que é de fundamental importancia a detec¢do de sangue
em instrumentos utilizados na pratica odontolégica, principalmente apds o processo
de esterilizagdo, uma vez que o sangue € um material biolégico com alto potencial

de transmissao infecciosa.

Palavras-chave: biosseguranca, endodontia, infeccao.
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ABSTRACT

Cross-infection is a widely discussed term among health professionals and
comprises passing etiological agent of disease from one individual to another
susceptible. Saliva and blood are biological fluids with high potential of infectious
transmission in dental environments. Thus, the major infectious diseases related to
the performance of the Dental Surgeon are: Herpes Simplex, Hepatitis and AIDS.
The recommendation for professionals is to adopt security measures for patient care,
acting as if they were all carriers of microorganisms with potential to cause infectious
disease. Therefore, the aim of this study was to investigate the presence or absence
of traces of blood tissue in 50 endodontic files, visible to the human eye or not, after
performing endodontic treatment and after the cleaning and sterilization performed in
the Clinic of Graduation at Piracicaba Dental School, State University of Campinas.
For the detection of blood in the analyzed dental material, was used a widely known
and used compound by forensic at scenes where violent crimes occurred: Luminol.
The results obtained by each examiner were tabulated and statistically analyzed
using the Friedman test, with significance level of 5 % (p<0.05). Of these files, 31
showed no traces of blood, 8 showed a slight presence of blood and 11 showed
considerable presence of blood when analyzed by the human eye. Moreover, after
using the Luminol solution for the detection of blood, 16 endodontic files had no
traces, 19 showed a slight- and 15 showed a considerable- presence of blood. After
the sterilization process all files showed to be free of blood. It was concluded that the
Luminol solution is effective in the detection of blood present in endodontic files.
Moreover, it is crucial to detect blood in instruments used in dental practice,
especially after the sterilization process, since the blood is a biological material with

high potential of infectious transmission.

Keywords: biosecurity, endodontics, infection.
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1. INTRODUCAO

Entende-se por infeccdo cruzada, a passagem de agente etiol6gico de doenca
de um individuo para outro susceptivel. Na pratica odontoldgica ha quatro possiveis
vias de infeccdo cruzada. Sao elas, do paciente para o pessoal odontoldgico, do
pessoal odontoldgico para pacientes, de paciente para paciente através do pessoal
odontolégico e de paciente para paciente por meio de agentes como instrumental,
equipamentos e pisos (Samaranayake, 1993).

A saliva e 0 sangue sao materiais biologicos de alto potencial de transmissao
infecciosa em ambientes odontoldgicos. As principais doencas infecciosas
relacionadas a atuacao do Cirurgido-Dentista sdo Herpes Simples — cujo virus é o
mais comumente transmitido na pratica odontolégica e seu tratamento € apenas
paliativo, Hepatites e AIDS. As infec¢des provocadas por virus sdo as mais graves e
de maior preocupacédo quando contraidas. Crawford, em 1982, concluiu em uma
pesquisa realizada nos Estados Unidos que 45% dos profissionais da area
odontolégica se contaminaram no trabalho, sendo 70% infec¢oes respiratérias, 14%
infeccoes dos dedos e méaos e 9% infeccdes oculares.

Em 1982, Mac Ghee comprovou que o virus da Hepatite B (HBV), um dos mais
resistentes agentes infecciosos, permanece viavel em instrumento contaminado,
seco, por mais de duas semanas. O HBV pode ser transmitido por diversas vias —
saliva e sangue, por exemplo — e, no sangue, apresenta-se em altas concentragoes,
sendo assim, pequenas quantidades deste material biolégico (0,000025mL) podem
ser perfeitamente capazes de transmitir o virus. Este virus também pode ser
transmitido pelo leite materno, secrecdo vaginal, sémen, exsudato de Ulceras
mucosas e demais liquidos organicos (Fantinato, 1992).

|dentificada pela primeira vez no ano de 1980, a Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida, AIDS, corresponde a uma doenga progressiva que pode
provocar a destruicdo do sistema imunoldgico do individuo e caracteriza-se por uma
infeccao crdnica cujo agente etiologico é o HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana).
As principais manifestacées da doenca séo febre, fadiga, diarreia, perda de peso
superior a 10% da massa corporal, infeccbes oportunistas, neoplasias malignas e
deméncia relacionada a AIDS, porém, o aparecimento de algum destes sintomas
isoladamente ndo é um indicativo de doenga (Thomazini, 2005). Segundo o
Ministério da Saude (2000), a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida foi registrada
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em 184.506 individuos no periodo de 1982 até Fevereiro de 2000 e o grupo etario
mais atingido, em ambos o0s sexos é o de 20 a 39 anos. Sangue e sémen Sao 0s
maiores responsaveis pela transmisséo do virus, apesar de secre¢cées como saliva,
suor, lagrima e urina também possam apresentar quantidades virais.

Cottone e Molinari (1991) recomendam aos profissionais que adotem medidas
de seguranca durante o atendimento aos pacientes, agindo como se todos fossem
portadores de microrganismos com potencial para causar doenga infecciosa
(Medidas de Precaucdes Padrdo ou Universal). Atualmente, diversos métodos de
desinfeccao e esterilizacdo sao utilizados para garantir a manutencdo da cadeia
asseptica (Miller, 1993; Graziano, 2000), dentre eles, agentes desinfectantes como o
Glutaraldeido, Formaldeido, Alcoois, lodo e Fenol Sintético — em seus variados
niveis de desinfeccao e também agentes esterilizantes como a Autoclave (onde se
utiliza o vapor d’agua saturado sob pressdo e a esterilizacdo ocorre a uma
temperatura de 121°C por um periodo de 15 a 30 minutos) e Forno Pasteur (utiliza-
se de calor seco para a oxidacao de microrganismos). Ha ainda testes de
esterilidade que garantem a eficacia do equipamento utilizado. Pensando nisso, a
solucao de Luminol deve ser encarada como uma aliada para sugerir a auséncia de
tecido biolégico, especialmente sangue, em instrumental odontol6gico, preservando
a saude de pacientes e profissionais da area.

O Luminol (5-Amino-2,3-di-hidro-1,4-ftalazinadiona) (IUPAC), primariamente
desenvolvido pelo quimico alemao, H. O. Albrecht (1928) foi o primeiro composto
utilizado para auxiliar na deteccdo de manchas de sangue na década de 1930
(Menezes; Monteiro, 2010); bastante popular pela eficacia em detectar sangue,
(Monteiro, 2010) €& um composto que apresenta Otimas propriedades
quimiluminescentes mediante oxidagdo, as quais sdo caracterizadas por emitir luz
azulada (Menezes, 2010) quando em contato com o material biol6gico. A reacao
luminosa do presente composto em meio aquoso basico da-se na presenca de um
reagente oxidante, podendo ser o Perdxido de Hidrogénio (H20z), o Oxigénio (O2) ou
o Acido Hipocloroso (HOCI) e, usualmente, de um metal de transigdo ou certos ions
inorganicos (Navarrete et al., 2006). O grupo Heme, presente no sangue, mesmo
em pequenas concentragdes, é capaz de agir como catalisador no processo de
oxidacao do Luminol, em solucdo alcalina (Gross; Harris; Kaldum, 1999; Leite;
Fatibello-filho; Rocha, 2004; Barni et al., 2007).



Deste modo, a luminescéncia se da no momento em que elétrons excitados
apds absorverem energia suficiente, emitem radiacdo luminosa ao retornarem ao
seu estado fundamental, sem que haja grande perda dessa energia, dissipando-se
na forma de calor (Dias, 2001; Menezes 2010). Tal energia eletromagnética é
emitida por moléculas de comprimento de onda especifico, localizado entre o
infravermelho (800 nm) e o ultravioleta (400 nm) (Santos; Santos; Costa, 1993;
Ferreira; Rossi, 2002). Ja no processo de quimiluminescéncia, a energia necessaria
para que ocorra a excitacdo do elétron e posterior radiacdo luminosa, provém de
uma reagao quimica (Leite et al., 2004), sendo assim, a luminosidade se da devido a
quebras de ligacbes ricas em energia presentes na molécula que reagem ou se
formam a partir de rearranjos moleculares. O tempo de reagcdo e duragdo da
quimiluminescéncia é variavel, podendo durar de menos de um segundo a
aproximadamente um dia (Ferreira; Rossi, 2002).

Desta forma, parece-nos de fundamental importancia testar a eficacia do
Luminol em detectar sangue nos instrumentais odontolégicos, antes e apds o

processo de esterilizagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

O controle de infecgdo tem se tornado uma preocupacao frequente entre os
profissionais da area odontoldgica. A prevencao da infecgdo cruzada no consultério
odontolégico tem sido um grande desafio para os Cirurgides-dentistas (Silva &
Jorge, 2002; Galvani et al., 2004). Estudos sobre a contaminacdo microbiana de
superficie vém sendo realizados ao longo de varias décadas mostrando que
melhoras significativas nos procedimentos de controle de infec¢do levaram a uma
reducado do nivel de contaminacdo microbiana (Hazelkorn, 1996; Molinari, 2003).
Cirurgibes-dentistas estdo expostos a uma ampla variedade de microrganismos
presentes no sangue e na saliva dos pacientes (Cottoni et al., 1991; American
Dental Association, 1996; Jorge, 2002, Farinassi, 2007, Askarian et al., 2007). A
contaminagcao agrava-se nos consultorios pelo uso de equipamentos que produzem
aerossois, através dos quais 0os microrganismos podem ser lancados e espalhados
até aproximadamente 1 metro ao redor do campo operatério (Askarian et al., 2007).
O aerossol salivar é considerado um importante veiculo nas transmissdes de
doencas infecciosas em consultérios odontoldgicos (Cristina, 2008). As
enfermidades mais citadas na literatura sédo: hepatite B, hepatite C, tuberculose,
herpes, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), sifilis, parotidite virética
(caxumba), rubéola, influenza (gripe) e varicela (catapora) (Guandalini, 1997; Brasil,
2000; Carvalho, 2003; Thomas et al., 2008).

A partir da década de 1980, com o aparecimento da AIDS, cresceu a
preocupacao dos cirurgides-dentistas com a problematica das infecgdes, direta e
cruzada, que podem acometer o profissional, paciente e equipe auxiliar. Maior
importancia passou a ser dada no sentido de reduzir o risco de transmissdo de
doencas passiveis de contdgio durante a pratica odontolégica. Para um efetivo
controle da infecgdo cruzada € necessaria a adogdo do principio das precaugdes
universais (ADA, 1996; Ministério da Saude, 2000), que considera todos os fluidos
corporais potencialmente infectados por virus HBV e HIV ou outros patdgenos,
devido ao fato de que a identificagcdo destes pacientes nem sempre é possivel; ou
por ndo saberem da sua situagcao devido ao longo periodo de incubacao ou por nao
quererem revelar sua situagéo ao profissional (CDC, 2003).



O cirurgido-dentista e a sua equipe podem desempenhar um papel importante

no atendimento global dos portadores de HIV/AIDS e como agentes de informacgéo e
orientacdo para a comunidade, devendo (Brasil, 2000):

o Garantir o atendimento dentro das normas de biosseguranga

preconizadas.

o Estar atento as manifestagcbes bucais relacionadas com a infeccao
pelo HIV/AIDS.
o Orientar e fazer o encaminhamento do paciente ao servico de saulde,

em caso de suspeita de infeccao pelo HIV/AIDS.

o Dar continuidade aos procedimentos de rotina odontolégica.
o Interagir com a equipe multiprofissional.
o Manter-se atualizado sobre a epidemia no que diz respeito aos

aspectos técnicos, clinicos, éticos e psicossociais.

. Garantir um tratamento digno, humano e sigiloso.

o Identificar as suas limitagbes e trabalha-las de forma que nao
prejudique a relacao profissional/paciente.

o Incorporar em seus procedimentos terapéuticos cotidianos acbes de
prevencao e principios de solidariedade.

Souza et al. (2000), analisaram 100 pacientes portadores do virus HIV, no
periodo de 1996/97 quanto a presenca de manifestagcdes orais nesses pacientes.
Vinte e seis pacientes eram do sexo feminino e setenta e quatro do sexo masculino.
A idade média dos pacientes variou de 24 a 67 anos no sexo masculino e 17 a 48
anos do feminino. Foram encontradas algumas manifestagdes orais sendo as mais
frequentes a candidiase. (homens — 79,7%; mulheres — 80,7%), gengivite e
periodontite (homens — 79,7% mulheres — 73,0%), leucoplasia pilosa (homens —
6,7%; mulheres - 3,8%), herpes labial (homens — 5,4% mulheres — 7,6%) e sarcoma
de Kaposi (homens — 6,7%). Verificou-se que 62,2% dos homens eram homo ou
bissexuais e 100% das mulheres eram heterossexuais. Os homens tiveram maior
prevaléncia de alteracdo bucal. Lemos et al. (2000), mostraram que 0s cirurgides
dentistas devem estar atentos as possiveis manifestagdes bucais da infec¢do pelo
HIV, pois estas sdo as lesdes mais precoces da manifestacdo da doenca. Dentre
elas, a gengivite e a periodontite associadas a infeccdo pelo HIV exibem
caracteristicas clinicas especiais e necessitam de tratamentos especificos. A
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gengivite associada ao HIV revela inflamacao na gengiva marginal livre, podendo ser
observado eritema em forma de banda, enquanto que, a periodontite associada ao
HIV assemelha-se as formas de doenca periodontal agressiva observada na
populagdo em geral, porém, ocorre em pacientes sem histéria de doenca
periodontal.

Segundo McCarthy, Koval, John, MacDonald (1999), a maioria dos Cirurgides-
Dentistas cumprem com uso das luvas, mascaras, 6culos de protecao e imunizacao
contra HBV através da vacina; entretanto, muitos ndo utilizam uma série completa
de procedimentos de controle de infeccdo recomendados para minimizar o risco de
infeccdo cruzada na pratica odontolégica. E importante ressaltar que a crescente
preocupacao com a transmissdo de microrganismos patogénicos presentes no
sangue, tais como os virus de hepatite e o HIV, e o aumento da resisténcia destes a
medicamentos, o controle de infeccdo recomendado deve melhorar (McCarthy et al.,
1999; Prospero et al., 2003).

O Luminol, primariamente desenvolvido pelo quimico aleméao, H. O. Albrecht
em 1928 foi o primeiro composto utilizado para auxiliar na detecgcdo de manchas de
sangue na década de 1930 (Menezes; Monteiro, 2010); bastante popular pela
eficacia em detectar sangue, (Monteiro, 2010) é um composto que apresenta 6timas
propriedades quimioluminescentes mediante oxidagdo, as quais sao caracterizadas
por emitir luz azulada (Menezes, 2010). A solugdo de Luminol tem sido usada para a
deteccdo de sangue oculto por mais de 40 anos. Um reagente Unico é aplicado, em
meio aquoso basico, contendo um agente oxidante (perdxido de hidrogénio ou
perborato de sddio). O oxigénio liberado a partir da quebra deste agente reage com
Luminol para formar 3-aminoftalato instavel que emite luz a 454 nm, até a sua
deterioracao (Barni et al., 2007). Quando aplicado em sangue a quimiluminescéncia
azul é produzida. O reagente deve ser aplicado sob total escuriddo porque esta
quimiluminescéncia ndo € brilhante o suficiente para ser vista sob iluminacao
ambiente (Budowle et al., 2000). Existem varias formulagdes, as mais comuns sendo
as descritas por Grodsky (Grodsky et al., 1951) e Weber (Weber, 1966). Em 2006,
uma formulacdo otimizada foi criada por Blum et al. (2006). A partir dai criou-se o
Bluestar ® Forensic, uma formulacdo comercial da solu¢gdo de Luminol de f&cil
criagdo com propriedades quimioluminescentes melhoradas (Dilbeck, 2006).

Bancirova (2011) mostrou que a quimiluminescéncia produzida pela reagcéo da

solucdo de Luminol com sangue diluido mais de 1:1.000 foi detectavel utilizando
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fluorbmetro Fluoroskan Ascent FL embora a solu¢cdo de sangue diluida apareceu
incolor. No entanto, a presenca de antioxidantes comum em muitas bebidas e
alimentos (por exemplo, cha, vinho, cerveja, café, legumes e fruta) pode afetar a
reacao de quimiluminescéncia e, portanto, a deteccdo de sangue. Amostras de cha
preto e chi verde pareceram diminuir a emissdo quimioluminescente produzida
usando diferentes solugdes com propriedades quimioluminescentes (Grodsky,
Weber e por Bluestar ® Forensic), no entanto, a capacidade de deteccao utilizando
Bluestar® Forensic foi o0 menos afetado. A capacidade dos chas preto e verde de
diminuir significativamente a intensidade da luz produzida pela reacao da solucao de
Luminol durante o primeiro minuto apés a injecdo da mistura de propriedade
quimioluminescente, usando as formulacées Grodsky e Weber foi mais pronunciada
no cha verde e é tempo-dependente para ambos os antioxidantes contidos nos chas.

Seashols et al. (2013) fizeram uma comparagdo entre 0s compostos
Hemascein ® (Hemascein, 2010), Bluestar ® e Luminol. Coletaram sangue venoso
de acordo com protocolos de protecao a seres humanos utilizando VACUTAINERS®
(BD, Franklin Lakes, NJ). Foram utilizadas amostras sem aditivos e com EDTA para
impedir a coagulacdo. Foi utilizado também sangue sintético para fins de testes
presuntivos (Prod. #3674) obtido a partir de Evidente® (Union Hall, VA). Tanto as
amostras de sangue com aditivos e sem aditivos, bem como as amostras de sangue
sintético sofreram diluicbes seriadas adicionando-se agua tipo | partindo das
amostras puras até obter diluicdo de 1:1.000.000 (puro, 01:05, 01:10, 1:100, 1:500,
1:1000, 1:5000, 1:10.000, 1:50.000, 1:100.000, 1:500.000 e 1:1.000.000). Descobriu-
se que todos os trés reagentes sdo altamente sensiveis ao sangue latente e que
todos tém sensibilidades que sao dependentes da superficie (superficies duras
porosas € nao porosas, bem como tecidos de diferentes absorbancias). O
tratamento do sangue com EDTA nao influenciou significativamente a sensibilidade
de deteccao de sangue e, portanto, um aceitavel analogo para o sangue nao tratado
em investigacao forense de deteccéo de sangue.

Gross et al. (1999) concluiram que as manchas de sangue tratadas com
Luminol produziram resultados verdadeiros e precisos utilizando-se o método de
PCR. Portanto, o Luminol pode ser usado para localizar vestigios de sangue em
zonas que foram lavadas, bem como a examinar grandes &reas em um curto
periodo de tempo, sem comprometer o0 potencial para a tipagem subsequente de
DNA pelo método de PCR.



Estudos recentes mostram a capacidade da solugdo de Luminol em detectar
tracos de sangue depositado no solo apds seis anos de exposicao ao ar livre. Este
experimento foi iniciado no ano de 2004. Pesquisadores fizeram marca¢des com
sangue no chdo em formato de x, deixando-o sob as condigbes locais e testando
com solugdo de Luminol a cada dois meses para verificar o tempo de permanéncia
de vestigios. Quando finalizado, 2010, ainda era possivel perceber tracos hematicos
no local com a aplicagcao do reagente (Gabel; Shimamoto; Stene; Adair, 2011).

Tendo em vista que o sangue € um material biolégico com alto potencial de
transmissdo infecciosa, e que os instrumentais odontolégicos entram em contato
com o mesmo, é de fundamental importancia a utilizacao de substancias, como o
Luminol, para a confirmacdo da remocdao do mesmo apds o processo de
esterilizacéo.



3. PROPOSICAO

O presente estudo tem por objetivos:

1) Avaliar a eficacia da solugdo de Luminol frente a presenca ou auséncia de
vestigios de tecido sanguineo em limas endodénticas, visivel a olho humano ou néo,
apoés a realizagao do tratamento endodéntico e ap6s os processos de desinfeccao e
esterilizacdo por meio de autoclave em intervengdes odontolégicas realizadas na
Clinica de Graduagao da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Universidade
Estadual de Campinas.

2) Avaliar a capacidade de seguidas deteccées de tecido sanguineo pela
solugdo de Luminol quando esta é aplicada em superficies contendo o material

bioldgico.



4. MATERIAIS E METODOS

Numero de amostras e padronizacao

Para a realizacdo deste estudo, desenvolvido na Clinica de Graduacao e no
Laboratério de Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas, foram coletadas 50 limas endodénticas (Limas
Anatémicas Finais — LAF). A LAF corresponde a ultima lima endodéntica que,
durante o preparo quimico-mecanico, ultrapassou o forame apical em 1 mm,
atingindo assim a regido periapical do dente. Por esta ser uma regido ricamente
vascularizada, pode ocorrer a contaminagao do instrumental endodéntico com tecido

sanguineo.

Descricao do preparo quimico-mecanico utilizado na FOP-UNICAMP

O preparo quimico-mecanico preconizado pela FOP-UNICAMP é dividido em
duas fases. A primeira fase tem por objetivo a descontaminagao dos tercos cervical
e médio. O comprimento de trabalho provisério (CTP) é determinado pelo
comprimento aparente do dente (CAD) menos 04 mm (CPT = CAD — 04 mm). Neste
momento, as limas endodbnticas sdo calibradas no CPT e realiza-se a
instrumentacao até atingir a lima endodéntica de numero 35. Apés a utilizacdo das
limas endodénticas, emprega-se as brocas de Gates-Glidden #5, #4, #3, #2 sem
promover excessiva forca apical. Com o localizador eletrénico € mensurado o
comprimento real do canal (CRC) com auxilio de uma lima endodéntica que mais se
ajusta ao forame apical (zero do localizador apical). Esta lima endodéntica recebe o
nome de Lima Anatémica Inicial (LAl), determinando o comprimento real de trabalho
(CRT). Obtendo-se paténcia do forame apical, realiza-se o alargamento deste, com
trés limas subsequentes a LAI. A ultima lima endoddntica utilizada para ampliar o
forame apical é denominada Lima Anatdmica Final (LAF). A partir dai realiza-se o
step-back. Trés limas de calibre superior a LAF deve ser instrumentadas no interior
do canal radicular promovendo recuo de 01 mm em relacdo a lima endodéntica
utilizada anteriormente. Terminado o step-back, realiza-se uma limpeza criteriosa do
conduto radicular utilizando solucao fisioldgica estéril e EDTA 17% por trés minutos.
Realiza-se o processo de secagem com cones de papel absorvente e inicia-se a
obturacéo dos canais radiculares.
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Primeira fase do experimento

Na fase inicial do experimento, as limas endoddnticas foram recolhidas
imediatamente ap6s a instrumentagdo endoddntica, sem que houvesse qualquer
processo de lavagem e/ou desinfecgdo. Estas foram armazenadas individualmente
em frascos de vidro com tampas rosqueaveis estéreis até 0 momento em que foram
examinadas por trés examinadores distintos. Estes atestaram a presenca ou

auséncia de manchas de sangue visivel a olho humano.

Segunda fase do experimento

Posteriormente, numa camara escura, o instrumental foi encoberto com
solucdo de Luminol a fim de evidenciar tecido sanguineo, caso este estivesse
presente. Em caso positivo, a superficie do instrumental ficaria pigmentada por uma
tonalidade azul fluorescente, perceptivel quando em ambiente onde ha auséncia de
luminosidade. Em caso negativo, nenhuma alteragao na superficie do material seria

observada nestas mesmas condicoes.

Terceira fase do experimento

Nesta fase do experimento, as limas foram lavadas e submetidas aos
procedimentos de desinfeccao e esterilizagdo em autoclave, obedecendo aos
principios de biosseguranca. As limas foram esterilizadas em frascos de vidro
previamente esterilizados com tampa rosqueavel (a fim de promover a entrada de
vapor d’agua no momento da esterilizagao).

Concluida a fase de limpeza e esterilizacdo das amostras, deu-se inicio a
terceira fase do estudo, onde as limas endodoénticas, teoricamente aptas a futuras
intervengbes clinicas, foram novamente submetidas ao teste com solucdo de
Luminol. Nesta etapa, as limas anatdmicas finais foram recolhidas dos tubos
autoclavados e, novamente submetidas ao teste com solucdo de Luminol, sob as
mesmas condicbées de luminosidade previamente descritas. Esperou-se que o
composto ndo detectasse sangue no instrumental odontolégico ap6s o processo de

esterilizacao.

Obtencao dos dados da pesquisa
Todos os dados obtidos referentes ao nimero de limas utilizadas no estudo,

didmetro da Lima Anatémica Final (LAF), presenca ou auséncia de sangue visivel a
11



olho humano, presenca ou auséncia de sangue detectavel por Luminol, presenca ou
auséncia de sangue detectavel por Luminol apds o processo de autoclave foram

registrados em planilha como apresentada na tabela 01.

Cuidados referentes ao manuseio do material contaminado

O individuo que manipulou o material contaminado durante os testes utilizou
todo o equipamento de protecdo individual — luvas, mascara, gorro, Oculos de
protecdo e jaleco descartavel — para impedir a sua contaminagdo com
microrganismos provenientes de sangue, saliva, fluidos organicos, secregdes e

excregdes possivelmente presentes no instrumental odontolégico estudado.

Testes complementares envolvendo a solug¢ao de Luminol

Paralelamente, ainda com o objetivo de se comprovar a eficacia do Luminol,
foram preparadas laminas de vidro contendo uma pequena gota de sangue humano
em cada uma destas laminas. Cada peca, em momentos distintos, recebeu
aplicacédo da solugdo de Luminol. Desta maneira, foi possivel atestar a eficacia da
solucao de Luminol apés os periodos de um, trés, cinco, sete, quinze, trinta, cento e
oitenta, trezentos e sessenta e cinco, quinhentos e quarenta e setecentos e trinta
dias. Este material foi armazenado em condicbes de temperatura e umidade
ambientes, recipiente fechado e com os devidos cuidados para nao haver
manuseios por pessoas nao autorizadas.

Metade das laminas preparadas passou por testes sucessivos envolvendo o
Luminol. Deste modo, esperou-se que o sangue contido na lamina fosse evidenciado
pela solucdo de Luminol ndo apenas no primeiro contato, como também, em
contatos posteriores. A outra metade foi submetida ao processo de autoclavagem.
Desta maneira, esperou-se avaliar a capacidade do Luminol em evidenciar sangue

em material esterilizado.

Andlise Estatistica

Cada examinador atribuiu, em planilha com cabegalho idéntico ao da tabela 01,
escores variando de 0 a 2, nas colunas referentes a deteccao de sangue visivel a
olho humano, deteccdo de sangue por meio de solucdo de Luminol e deteccao de
sangue por meio de solugcao Luminol apds processo de esterilizagdo, sendo que os

escores apresentam o seguinte significado:
12



Para a coluna referente a deteccao de sangue visivel a olho humano:
Escore zero (0): Nao foi possivel identificar sangue a olho humano.
Escore um (1): Identificou leve presenca de tecido sanguineo a olho humano.
Escore dois (2): Identificou consideravel presenca de tecido sanguineo a olho

humano.

Para a coluna referente a deteccao de sangue por meio de solucao de Luminol:
Escore zero (0): Nao foi possivel identificar sangue na presenga de Luminol.
Escore um (1): Identificou levemente a evidéncia do Luminol.

Escore dois (2): Identificou consideravelmente a evidéncia do Luminol.

Para a coluna referente a deteccao de sangue por meio de solucao de Luminol
apos o processo de esterilizacao:

Escore zero (0): Nao foi possivel identificar sangue na presenga de Luminol
apos o processo de esterilizagao.

Escore um (1): Identificou levemente a evidéncia do Luminol apds o processo
de esterilizagao.

Escore dois (2): Identificou consideravelmente a evidéncia do Luminol apés o

processo de esterilizagao.

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software BioEstat 5.0.

Utilizou-se o teste de Friedman, com nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5. RESULTADOS

As médias de valores de escores atribuidos pelos examinadores referentes a
deteccdo de sangue visivel a olho humano, deteccdo de sangue por meio de
solucdo de Luminol e detecgdo de sangue por meio de solugdo Luminol apds
processo de esterilizacdo foram tabuladas em planilha no Excel2010 e submetidas
ao teste de Friedman com nivel de significancia de 5% (p<0,05). A andlise
estatistica, realizada em software BioEstat 5.0, mostrou diferencga significativa entre
grupos, ou seja, houve diferenga estatistica quando se comparou os escores (0, 1 e
2), e também ao comparar as etapas do estudo (detec¢ao de sangue visivel a olho
humano, deteccao de sangue por meio da solugao de Luminol e deteccao de sangue
por meio da solucao de Luminol ap6s o processo de esterilizacdo). Os resultados

estdo descritos na tabela 1, a seguir:

Tabela 1. Deteccéo de sangue visivel a olho humano, por meio de solugéo de Luminol
e apods processo de esterilizacao.

ESCORE SANGUE SANGUE SANGUE DETECTAVEL POR
VISIVELAOLHO ~ DETECTAVEL  LUMINOL APOS PROCESSO DE
HUMANO POR LUMINOL ESTERILIZAGAO
0 3182 16° 50 ©
1 8° 19¢ of
2 11° 15° of

Valores acompanhados por letras diferentes apresentam diferencgas estatisticas (p<0,05) entre si.

Em 52% das amostras (n=31) ndo foi possivel detectar presenga de sangue
quando analisadas a olho humano (escore 0). Em 16% das amostras (n=8) foi
observada presenca discreta de sangue quando analisadas a olho humano (escore
1). Em 22% das amostras (n=11) foi observada presenca evidente de sangue
quando analisadas a olho humano (escore 2). Quando as amostras foram
analisadas com auxilio da solugdo de Luminol em 32% das amostras (n=16) nao foi
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possivel detectar a presenca de sangue (escore 0). Em 38% das amostras (n=19)
foi possivel detectar presenga discreta de sangue com auxilio da solugdo de Luminol
(escore 1). Em 30% das amostras (n=15) foi possivel detectar presenca evidente de
sangue com auxilio da solucdao de Luminol (escore 2). Apds 0 processo de
esterilizacdo nao foi possivel detectar sangue em nenhuma das amostras.

A porcentagem de amostras em que nao era possivel a deteccao de sangue a
olho humano, 52%, caiu para 32% quando estas mesmas amostras foram
analisadas com auxilio da solugdo de Luminol. A porcentagem de amostras em que
a presenca de sangue foi levemente detectada a olho humano (16%), quando
analisadas com auxilio da solucdo de Luminol aumentou para 38%. A porcentagem
de amostras em que a presencga de sangue foi consideravelmente detectada a olho
humano (22%), quando analisadas com auxilio da solucdo de Luminol aumentou
para 30%.

O gréfico a seguir apresenta a relagdo entre o numero de limas estudas e os
escores quando as amostras foram analisadas a olho humano, com auxilio de
Luminol antes do processo de esterilizagdo e apds o processo de esterilizagdo. A
partir da analise do grafico é possivel perceber a diferenca observada em relacao a
deteccao de sangue com e sem auxilio de Luminol nas trés etapas distintas do
estudo.

N A—
0 50
M
E 40 P
R m N3o foi possivel identificar
0 3 Y sangue
D m |dentificou leve presenca
E 20 d .' de sangue
L 10 % |s—mm —a— Identificou consideravel
| I presenca de sangue
S OLHONU LUMINOL LUMINOL

(antes) (depois)

Grafico 1. Deteccdo de sangue em limas endoddnticas com e sem auxilio

da solugédo de Luminol em momentos distintos.
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A solucado de Luminol foi capaz de evidenciar tecido sanguineo em laminas de
vidro, ndo apenas imediatamente ap6s a aplicacdo de sangue nas laminas, como
também nos periodos de 4, 7, 15, 30, 90, 180, 365 e 540 dias depois de

armazenadas em condi¢gdes de temperatura e umidade ambientes.
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6. DISCUSSAO

A presente pesquisa evidenciou que em amostras onde ndo foi possivel a
deteccado de sangue a olho humano (52% dos casos) tornou-se menor (32% dos
casos) quando a solu¢ao de Luminol foi empregada como coadjuvante. Porém, este
estudo ndo teve como objetivo testar a eficacia da solu¢gao de Luminol em evidenciar
sangue apos sofrer diluicdo. Por outro lado, quantidades de sangue eram variaveis
dependendo do caso em que foi a lima endoddntica foi coletada. O estudo de
Fregeau et al. (2000) corrobora estes dados, ja que verificou que manchas de
sangue que nao sao visiveis a olho nu podem ser detectaveis por Luminol, o qual
pode ser usado para detectar a presenca de quantidades muito pequenas de sangue
ou de manchas de sangue diluidas para um nivel de 1:10°.

Seashols et al. (2013) concluiram que o sangue associado ao EDTA nao causa
grandes impactos em relagéo a sensibilidade de detecgdo de sangue com auxilio do
Luminol. Embora a técnica endoddntica realizada na Faculdade de Odontologia de
Piracicaba da UNICAMP preconize a aplicacdo de EDTA 17% para otimizar a
remocao de debris resultantes da instrumentacdo dos canais radiculares, este
processo ocorreu apenas na etapa final do tratamento, apds realizada a coleta das
limas endodénticas. Deste modo, a presenca de EDTA n&o interferiu nos resultados
deste estudo.

Segundo Vidotto e Queiroz (2011) o hipoclorito presente na maior parte dos
alvejantes domésticos também pode levar a producdo de resultados positivos
ilusérios. Em contrapartida, pesquisas demonstraram que a luminescéncia gerada
pelo hipoclorito ndo possui 0 mesmo comprimento de onda (430 £ 3 nm) daquela
gerada pelo grupo heme do sangue (455 £ 2 nm) e o tempo de duracédo da emissao
de luz e sua forma de extingdo ndo sdo compativeis, uma vez que, a luminescéncia
produzida pelo sangue decresce com o passar do tempo, enquanto aquela advinda
do hipoclorito dissipa-se da superficie em que se encontra (Creamer et al., 2003).
No presente trabalho, ndo houve esta interferéncia, uma vez que a clorexidina gel
2% foi utilizada como substancia quimica auxiliar, e ndo o hipoclorito de sédio.

Quando ainda se encontra dentro do organismo, a hemoglobina permanece
protegida pelos eritrocitos que possuem mecanismos (enzimaticos e nao
enzimaticos) para evitar sua desnaturacdo, mantendo os ions ferro na forma Fe2+.

Ao deixar o corpo, 0 sangue passa a estar exposto a uma série de processos

17



degradativos, passando por hemdélises e reacdes de oxirreducao catalisadas em um
primeiro momento por enzimas de sua prépria estrutura celular e, também, por
aquelas presentes em microrganismos que se encontram no ambiente (Barni et al.,
2007). Apesar do sangue sofrer processo de degradagdo quando em ambiente
externo ao corpo humano, ainda nao foi possivel, por meio deste estudo, determinar
exatamente o0 periodo em que ions ferro, necessarios para processo de
quimiluminescéncia da solugdo de Luminol, permanecem viaveis nas condicbes a
que foram submetidos. Isto porque até o periodo testado de exposi¢cdo do sangue as
condi¢coes ambientais (540 dias), este foi capaz de iniciar a reagcao com a solucao de
Luminol, emitindo luz.

Podemos concluir que é de fundamental importancia a detecgdo de sangue em
instrumentos utilizados na pratica odontoldgica, principalmente apds o processo de
esterilizacdo, uma vez que o sangue € um material biolégico com alto potencial de
transmissao infecciosa. A solucao de Luminol mostrou-se eficaz na deteccao de

sangue presente nas limas endoddnticas.
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7. CONCLUSAO

Diante da metodologia apresentada e dos resultados obtidos neste estudo,
pode-se concluir que:

e A solugcdao de Luminol apresentou maior capacidade em detectar sangue

quando comparado ao olho humano.

e A solucédo de Luminol ndo detectou vestigios de sangue em amostras apds o
processo de esterilizagao.

e A solugcdo de Luminol é um importante aliado quando se pretende realizar a
deteccao de tecido sanguineo em instrumental odontolégico.
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