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RESUMO
Na pratica clinica da Odontologia, € evidenciado que, apesar dos avangos
tecnoldgicos, os agentes microbianos ainda s&o os principais responsaveis pelo
insucesso endodontico. O preparo quimico mecanico, técnica utilizada na Endodontia,
tem como objetivo a desinfeccdo e a remocéao do tecido necrosado e seus subprodutos
do sistema de canais radiculares. No entanto, o preparo, muitas vezes, nao é
suficiente para a limpeza satisfatéria em virtude da complexidade anatdémica do
sistema de canais radiculares, podendo gerar a permanéncia de micro-organismos
gue poderdo continuar viaveis e ativos, interferindo no processo de recuperacao dos
tecidos perirradiculares. Desta forma, se faz necessaria a busca por solucbes
irrigadoras ideais que possam proporcionar melhores resultados no tratamento
endodoéntico. O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar, in vitro, a
efetividade de diferentes concentracdes de agua ozonizada na desinfeccao de canais
radiculares inoculados com Enterococcus Faecalis (E. Faecalis). Foram utilizados 75
pré-molares humanos extraidos, apresentando Unico canal, aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa CEP, nimero da aprovacéo 26629619.9.0000.5494. Os dentes
foram seccionados, contaminados com E. Faecalis e incubados por 21 dias a 37° C.
Foram realizadas coletas iniciais com cone de papel absorvente para confirmacéo da
contaminacao. Posteriormente, foi realizado o preparo quimico mecanico, utilizando
instrumentacdo mecanica com lima endodoéntica e as amostras foram divididas em 5
grupos de acordocom as solugdes irrigadoras (n = 15): Grupo Solucédo Salina (SS):
solucdo irrigadora foi a solucéo salina; Grupo Hipoclorito de sédio a 2,5% (NaOCI):
solucdo irrigadora de hipoclorito de sodio a 2,5%; Grupo Ozoénio 10 (010): a solucao
irrigadora de agua ozonizada na concentracao de 10 pg/mL; Grupo Ozénio 20 (020):
solucdo irrigadora de agua ozonizada na concentracdo de 20 pug/mL; Grupo Ozénio
30 (0O30): solucéo irrigadora de agua ozonizada na concentracdo de 30 pg/mL. ApoGs
instrumentacdo mecanica e irrigacao foi realizada segunda coleta com cone de papel,
as variaveis foram coletadas e analisadas antes e apds preparo quimico mecanico.
Os principais resultados mostraram que a agua ozonizada utilizada como solucéo
irrigadora foi eficaz em reduzir o nimero de Unidades Formadoras de Célonias (UFC)
em todas as concentragdes (010, 17,48% 020, 18,87% e O30, 32,87%) sendo que 0
maior porcentual de reducdo foi observado na concentracdo de 30 pg/mL. No

entanto, ndo foi possivel observar reducdo superior de UFC nos grupos O10 e 020



guando comparado ao irrigante NaOCl. Em conclusédo, a agua ozonizada utilizada
comosolugéo irrigadora, com destaque para a concentragdo de 30 ug/mL, promoveu
acdo antimicrobiana sobre E. Faecalis, um dos principais micro-organismos
responsaveis por complicacdes criticas na Endodontia, podendo ser proposto como

um coadjuvante em tratamentos endodonticos.

Palavras-chaves: Ozonioterapia. Tratamento endodontico. Enterococcus faecalis.

Hipoclorito de sodio. Irrigantes do canal radicular.



ABSTRACT

In the clinical practice of dentistry, it is evident that despite technological advances,
microbial agents are still the main responsible for endodontic failure. Mechanical
chemical preparation, a technique used in endodontics, aims to remove necrotic tissue,
microbial agents and their by-products from the root canal system. However,
preparation is often not sufficient for satisfactory cleaning due to the anatomical
complexity of the root canal system, which may lead to the permanence of
microorganisms that may remain viable and active, interfering with the recovery
process of periradicular tissues. In this way, it is necessary to search for ideal irrigating
solutions that can provide better results in endodontic treatment. The aim of the present
study was to evaluate and compare, in vitro, the effectiveness of different
concentrations of ozonated water in the disinfection of root canals inoculated with
Enterococcus Faecalis (E. Faecalis). We used 75 extracted human premolars, with a
single canal, approved by the Research Ethics Committee (CEP), approval number
26629619.9.0000.5494. The teeth were sectioned and contaminated with E. Faecalis
and incubated for 21 days at 37°C. Initial collections were performed with absorbent
paper cones to confirm contamination. subsequently, PQM mechanical chemical
preparation was performed, using mechanical instrumentation with a WaveOne®
Primary file and the samples were divided into 5 groups according to the irrigating
solutions (n = 15): Saline Solution Group (SS): irrigating solution was saline; 2.5%
sodium hypochlorite group (NaOCI): 2.5% sodium hypochlorite irrigating solution;
Ozone Group 10 (O10): the irrigating solution of ozonized water at a concentration of
10 pg/mL; Ozone Group 20 (020): irrigating solution of ozonized water at a
concentrationof 20 pg/mL; Ozone Group 30 (O30): irrigating solution of ozonized water
at a concentration of 30 pug/mL. After mechanical instrumentation and irrigation, a
second collection was performed with a paper cone, so the variables analyzed were
the collections before and after the PQM. The main results show that the ozonated
water used as an irrigating solution in the mechanical chemical preparation was
effective in reducing the number of CFU Colony Forming Units at all concentrations
(010, 17,48%020, 18,87% and O30, 32,87%) and the highest percentage of reduction
was observed at the concentration of 30 ug/mL. However, it was not possible to
observe a higher reduction of CFU in the groups treated with ozonated water when

compared to the irrigant NaOCI. In conclusion, the ozonated water used as an irrigating



solution, with emphasis on the concentration of 30 ug/mL, promoted antimicrobial action
against E. Faecalis, one of the main microorganisms responsible for critical
complications in endodontics, and can be proposed as an adjuvant in endodontic

treatments.

Keywords: Ozone therapy. Endodontic treatment. Enterococcus faecalis. Sodium

hypochlorite. Root canal irrigants.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A endodontia é o ramo da Odontologia que cuida do diagnéstico, prevencdo e
tratamento das alteragcées que ocorrem no interior do canal radicular e ao redor dele.
A permanéncia de micro-organismos no canal radicular pode ocasionar insucesso no
tratamento endodontico. A realizacéo desta pesquisa teve como objetivo avaliar meios
gue podem aprimorar a irrigagdo dos canais radiculares, a fim de promover uma
melhor desinfec¢do. Durante a instrumentacao, associou-se solucdes irrigadoras como
solucdo salina, hipoclorito de sédio (NaOCl) e agua ozonizada (em diferentes
concentragdes), seguido da execucdo de avaliagcdo microbiolégica, para identificar
possiveis efeitos antimicrobianos. Os resultados do trabalho mostraram que os
irrigantes pesquisados contribuiram na diminuicdo da quantidade de bactérias no
interior do canal radicular, com destaque para a agua ozonizada na concentragcao de
30 pg/mL, podendo ser utilizada como um recurso coadjuvante na Endodontia.
Atualmente, a ciéncia evolui a passos largos e novas tecnologias sao desenvolvidas
em ciclos cada vez menores, forcando constantes revisdes de conceitos e

fundamentos técnicos.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral possui uma das maiores taxas de micro-organismos existentes
no corpo humano, ou seja, virus, fungos, leveduras, protozoarios e as bactérias
(SIQUEIRA JUNIOR e ROCAS, 2009). Uma vez que os dentes fazem parte da
cavidade oral, a anatomia fechada da polpa dentaria associado a dentina (esmalte e
cemento) fornecem uma barreira primaria eficaz contra a colonizagdo microbiana
(GOMES e HERRERA, 2018). Entretanto, caso as barreiras fisicas e/ou bioldgicas do
canal radicular sejam rompidas, a microbiota oral normal podera dar origem a
patogenos oportunistas dentro do espaco pulpar, ocasionando uma infecgao local
(GOMES e HERRERA, 2018; BOCH et al., 2016).

Na terapia endodéntica, o sucesso esta intimamente ligado a eliminagédo de
micro-organismos, da dentina infectada, tecidos necrosados e subprodutos presentes
no canal radicular (NOGALES, 2016). Para isso, faz-se necessario a modelagem do
canal, o preparo quimico mecanico, utilizando solucéao irrigadora e limas endodénticas
(ESTRELA et al., 2014). Durante tal procedimento, muitas vezes, uma porcentagem
significativa da superficie interna do canal radicular ndo € alcancada, devido a
complexidade anatémica do local, favorecendo a permanéncia e crescimento de
micro-organismos que poderao intensificar a lesdo das estruturas locais (GOMES e
HERRERA, 2018; SILVA et al., 2020).

Dentre os micro-organismos mais prevalentes, destaca-se 0 Enterococcus
faecalis (E. faecalis), responsavel por ocasionar diversas doencas que acometem a
polpa e a regiao perirradicular (GOMES e HERRERA, 2018). Estudos tém indicado
que o E. faecalis esta diretamente associado a reacao inflamatéria intensa, reabsorcao
de tecidos mineralizados, a sintomatologia clinica e aos casos de insucesso do
tratamento endodéntico (MVOLANDER e DAHLEN, 2003; SEDGLEY et al., 2005).
Estudo de Sjogren et al. (1997) ressaltou a importancia da completa eliminacao de
bactérias do sistema de canais radiculares antes da obturacdo, uma vez que a
presenca de micro-organismos apds o tratamento endododntico exerce um papel

significante no seu insucesso.

Diversos estudos demonstraram que, até o momento, nenhum protocolo

utilizado para desinfeccao dos sistemas de canais radiculares proporciona eliminacao
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completa de micro-organismos (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2020).
O hipoclorito de sddio (NaOCI) € o irrigante de canal radicular mais comumente
utilizado na pratica clinica mundial em endodontia devido a sua atividade
antimicrobiana de reducéo significativa nos niveis de endotoxinas (ZEHNDER, 2006;
FIDALGO etal., 2010; NEELAKANTAN et al., 2019). De maneira similar, a clorexidina,
uma outra opcao de solugdo irrigadora, por apresentar potencial antimicrobiano,
possui efeito de substantividade, ou seja, efeito residual de agéo prolongada (NOITES
et al., 2014). Além disso, tem sido demonstrado que a eficacia desses irrigantes
dependem de sua concentragdo, temperatura, solucdo de pH e condi¢cdes de
armazenamento. Quanto maior a concentragdo desses irrigantes, mais grave € a
reacao potencial que pode ocorrer se esse for levado inadvertidamente aos tecidos
periapicais, além de possiveis micro-organismos resistentes (PLOTINO et al., 2016;
DING et al., 2019).

Desta forma, técnicas mais inovadoras precisam ser desenvolvidas e testadas
com objetivo de promover uma desinfecg¢ao adicional do sistema de canais radiculares
(SILVA et al., 2020; DIOGUARDI et al., 2018; ESLAMI et al., 2019; DANTAS et al.,
2020; DIOGUARDI et al., 2018; ESLAMI et al., 2019; SILVA et al., 2020).

A ozonioterapia € baseada na utilizagdo do ozénio, um gas natural, que possui
a capacidade de se dissociar rapidamente e oxidar estruturas celulares como
proteinas e lipideos insaturadas, formando subprodutos denominados de ozonideos,
aldeidos e peroxidos de hidrogénio, capazes de produzir efeitos antimicrobianos
(DING et al., 2019; SCHWARTZ e SANCHEZ, 2012; BOCH et al., 2016; CASE et
al.,2012). Na Endodontia, considera-se que a ozonioterapia € um coadjuvante
promissor na desinfeccao do sistema de canais radiculares, uma vez que a terapéutica
mostra efeitos positivos na eliminagao de alguns micro-organismos (NAGAYOSHI et
al., 2004; NOITES et al., 2014; HUBBEZOGLU et al., 2014; NOGALES et al., 2014).

Desta forma, embora haja trabalhos sugerindo a ozonioterapia como uma
técnica de desinfeccdo emergente e promissora, ha uma caréncia de estudos na
literatura investigando o efeito deste recurso, especialmente o uso do gas
administrado através de agua no preparo quimico mecanico, assim como a melhor
dosimetria a ser utilizado nos tratamentos endodoénticos. Diante disto, foi levantada a
hipétese de que a agua ozonizada poderia inativar os micro-organismos mais
prevalentes e responsaveis por ocasionar o insucesso do tratamento endoddntico,

constituindo-se um tratamento adequado e eficaz a ser utilizado na pratica clinica.



2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar, /in vitro, a
efetividade da agua ozonizada em diferentes concentragdes na desinfec¢ao

de canais radiculares inoculados com E. Faecalis.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se a agua ozonizada, em diferentes concentracgoes, foi
eficiente em proporcionar efeito antimicrobiano.

e |dentificar a melhor concentracdo de agua ozonizada na
desinfeccdo de canais radiculares inoculados com E.
Faecalis.

e Comparar a eficicia da dgua ozonizada com o irrigante NaOCI.

21



22
3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENDODONTIA E MICROBIOTA

Na pratica endodéntica trés condi¢cdes podem estar presentes na execugao do
tratamento: biopulpectomia, situacdo clinica na qual a polpa se encontra viva;
necropulpectomia, quando ja ocorreu a necrose dos tecidos, infeccao pulpar; e casos
de retratamento. O sucesso do tratamento endoddntico depende do conhecimento de
cada uma destas trés condices (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018). A diferenca
fundamental entre estas condicbes reside no fato de que nos casos de
necropulpectomia e de retratamento sédo caracterizados pela presenca de infeccéo,
enquanto na biopulpectomia as polpas vitais séo livres de infeccdo (SIQUEIRA
JUNIOR, 2001).

Na terapia endodontica, 0 sucesso esta intimamente ligado a desinfeccéo e
modelagem do canal, com o uso de um preparo quimico mecanico através de solucao
irrigadora e limas endodonticas, seguido de obturacdo final (NOGALES, 2016;
RICUCCI e SIQUEIRA JUNIOR, 2008; ESTRELA et al., 2014; GOMES e HERRERA,

2018; SILVA et al., 2020). Durante tal procedimento, muitas vezes, uma
porcentagem significativa da superficie interna do canal radicular ndo é alcancada,
devido a complexidade anatémica do local, favorecendo a permanéncia e crescimento
de micro-organismos que poderao intensificar a lesdo das estruturas locais (GOMES
e HERRERA, 2018; SILVA et al., 2020).

Dentro deste contexto, faz-se necessario o conhecimento anatdbmico do
elemento dental e suas principais estruturas (Figura 1). O dente é formado pela raiz e
coroa. A raiz é responsavel por manter o dente inserido no 0sso e constitui mais ou
menos dois tercos do seu tamanho. Geralmente, os dentes caninos e 0s incisivos
possuem apenas uma raiz, enquanto os molares e pré-molares podem ter de trés a
guatro raizes (PIERI, 2011).

A coroa é revestida por esmalte e sob ele ha a dentina. O esmalte dentario € a
estrutura mais resistente e o tecido mais mineralizado do corpo, composto
aproximadamente 97% de minerais, o restante de agua e materiais organicos. A
dentina popularmente conhecida como o “corpo” do dente, € um tecido conjuntivo

mineralizado e avascular. Em sua por¢do coronaria € recoberta pelo esmalte, na
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porcao radicular pelo cemento e na superficie interna delimita a cavidade pulpar

onde se aloja a polpa dentaria. Dentina e polpa formam um complexo em intima
relacao topografica, embriolégica e funcional, por isso tém caracteristicas bioldgicas
comuns. Na dentina encontramos iniUmeros canaliculos, os tibulos da dentina, que se

irradiamdesde a cavidade pulpar até a periferia (GOLDBERG et al., 2011).

Cemento é um tecido conjuntivo mineralizado especializado que recobre a
superficie da raiz. Tem muitas caracteristicas comuns com o tecido 6sseo do dente,
entretanto € avascular, ndo possui vasos linfaticos e inervagdo e ndo entra em
reabsorcao fisiolégica (ou remodelamento), mas é caracterizado por uma continua
deposicao ao longo da vida. Nesta estrutura € onde o ligamento periodontal (tecido

conjuntivo que une o dente ao 0sso alveolar) se conecta ao dente (HO, 2009).

Figura 1 - Elemento dental e estruturas
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Fonte: Reher Peter (2020).

A cavidade pulpar possui divisdes e topograficamente essa cavidade € dividida
em duas por¢des: porcao coronaria ou camara pulpar e porcéo radicular, onde a polpa
se aloja. A polpa € um tecido conjuntivo com diversos vasos sanguineos, nervos, assim
como células nervosas especializadas (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018). J&, o conduto
radicular, também conhecido como canal radicular (Figura 2), acompanha a forma
externa da raiz, tendo a forma cénica da coroa para o apice, onde termina o forame

apical. Dentro da raiz, além do principal, ha canais colaterais, laterais, recorrentes,
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ramificagdes apicais, e a literatura mais atual vém utilizando a nomenclatura de

sistemas de canais radiculares (AHMED, 2016).

Figura 2 - Sistema de canais radiculares
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Fonte: Reher Peter (2020).

O conhecimento preciso da morfologia do sistema de canal radicular é
essencial antes que um procedimento endoddntico possa ser executado de forma
racional, visto que 0s micro-organismos invadem e colonizam todas estas estruturas
(SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018).

Desde o estudo experimental de Kakehashi et al. (1965), os autores descrevem
gue os micro-organismos desempenham um papel muito importante na etiopatogenia
das alteracbes que ocorrem no periapice. Os autores observaram que apoés a
exposicao do tecido pulpar do primeiro molar por 45 dias, 0os animais apresentaram
um processo inflamatoério crénico, completa necrose da polpa associado a formacao

de abscessos na regido de apice.

Micro-organismos como bactérias, fungos (GOMES et al., 2004; SUNDE et al.,
2002) e virus também tém sido identificados em sitios endodoénticos (SABETI e
SLOTS, 2004; SIQUEIRA JUNIOR e ROCAS, 2009). Assim, além do conhecimento
da anatomia da regido, o entendimento minucioso da microbiologia que infecta o
sistema de canais radiculares é fundamental para lograr éxito na terapia endodéntica,

visto que, 0s micro-organismos desempenham um papel crucial na etiologia das
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doencas de origem endoddntica e estes viaveis dentro do espac¢o do canal radicular
podem levar ao fracasso do tratamento endoddntico (SIQUEIRA e ROCAS, 2002;
RICUCCI e SIQUEIRA JUNIOR, 2010; SALAS et al., 2021).

Um estudo de 1992 realizado por Sundgvist, descreve sobre a flora radicular e
a respeito das bactérias e outros micro-organismos presentes em infeccdes
endodoénticas. Nesse trabalho € citado que a E. faecalis, uma bactéria Gram-positiva,
sdo as responsaveis por estabelecerem as infec¢cdes mais dificeis de serem tratadas,
jA que se trata de um micro-organismo muito resistente. O estudo de Gomes et al.
(2008) avaliou a presenca de nove espécies bacterianas em canais radiculares
obturados portadores de lesdes periapicais, utilizando a reacdo em cadeias de
polimerase (PCR). Os resultados deste estudo também mostram que o E. faecalis foi
0 micro-organismo mais prevalente de canais radiculares. Ainda, Zhang et al. (2015),
apos uma revisao sistematica de literatura, mostraram que a prevaléncia de E. faecalis
e grande em infecces endodobnticas secundarias, com estudos de método de cultura

e moleculares.

Interessantemente, um recente estudo de Salas et al. (2021), avaliou a
penetracdo de micro-organismos em tubulos dentinarios de paredes de canais
radiculares instrumentados e retratados. Os autores concluiram que 0S micro-
organismos podem penetrar facilmente nos tubulos dentinarios dos canais radiculares
e, destacando que a penetracao, especialmente por E. faecalis, que pode se estender
a maiores de profundamente na dentina, conforme relatado previamente nos estudos
de Haapasalo e Orstavik (1987).

A literatura mostra que o fator de viruléncia da bactéria Gram-positiva,
conhecido como &cido lipoteicéico (LTA), € o responsavel por promover uma resposta
inflamatoria local que ativam mondcitos/macrofagos com consequente liberacédo de
radicais livres e citocinas pro-inflamatérias, que por sua vez estdo diretamente
relacionados a destruicdo do tecido radicular e perirradicular (GOMES e HERRERA,
2018). Os principais mediadores inflamatorios liberados nesse processo séo: o fator
de necrose tumoral, interleucinas (IL-1a, IL-1B e IL-6), prostaglandinas do tipo 2
(PGE2), e diversas metaproteinases (MMPs). Esses mediadores estdo diretamente
associados a sintomatologia clinica, reacdo inflamatoria intensa e reabsorcédo de
tecidos mineralizados (MARTINHO et al., 2010a; MARTINHO et al., 2010b).

Devido ao fato dos estudos apontaram que o crescimento de E. faecalis nos
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canais radiculares sdo, na maioria das vezes, responsaveis pelos casos de insucesso
do tratamento endodoéntico, faz-se necessério estratégias que promovam uma
desinfeccéo efetiva do sistema de canais radiculares, com destaque para 0 micro-
organismos E. faecalis (MOLANDER e DAHLEN, 2003; SEDGLEY et al., 2005).

Sabe-se que as solugdes irrigadoras quimicas utilizadas durante a preparo
quimico mecanico na Endodontia, visto que, em associagdo com as limas
endodénticas, possuem a finalidade de, além de remover o tecido necrosado e 0s
detritos de dentina do canal radicular, proporcionar uma desinfec¢éo local de maneira
efetiva (HAAPASALDO et al., 2010).

As solucbes irrigadoras mais utilizadas sdao o NaOCl| (ZEHNDER, 2006;
FIDALGO et al., 2010; NEELAKANTAN et al., 2019) e a clorexidina (NOITES et al.,
2014). Atualmente, o NaOCI ainda € o irrigante mais utilizado em todo mundo, sendo
sua eficacia avaliada em diversos estudos experimentais e clinicos (ZEHNDER, 2006;
FIDALGO et al.,, 2010; NEELAKANTAN et al., 2019; SJOGREN et al., 1997;
SIQUEIRA JUNIOR et al., 1997; 2000). Récas et al. (2013) realizaram estudo clinico
em dentes necrosados e com periodontite apical para avaliar a reducéao bacteriana
apos instrumentacdo com limas, associadas a irrigacdo com NaOCI 2,5%. A analise
guantitativa da presenca ou da auséncia bacteriana foi feita por técnica de cultura e
guantitativos reacdo em cadeia da polimerase (qPCR). A técnica mostrou-se
altamente eficaz na reducdo bacteriana. De maneira simular, Van Der Sluis et al.
(2010) demonstraram a éxito na descontaminacdo de canais radiculares com a
utilizacdo o NaOCI na concentracdo de 2% e 10%. Ainda, a efetividade do NaOCI
na reducdo de E. faecalis tem sido mostrada em diversos estudos (SJOGREN et
al., 1997; SIQUEIRA JUNIOR et al., 1997; 2000).

Assim como o NaOCl, a clorexidina é utilizada como uma alternativa de solucao
irrigadora devido seu amplo espectro de atividade antimicrobiana e toxicidade
consideravelmente inferior ao NaOCI e possui a propriedade Unica de substantividade
(NOITES et al., 2014). A concentragcdo comumente utilizada para irrigacéo de canal é
de 2% (ROCAS e SIQUEIRA JUNIOR, 2011). E relatado que as cargas positivas da
molécula de clorexidina se ligam as cargas negativas na superficie da dentina,
resultando em aderéncia prolongada, o que, por sua vez, leva a um efeito
antimicrobiano de longa duracdo. No entanto, a clorexidina ndo tem a capacidade de
dissolucéo de tecido organico, considerado ponto negativo (GOMES et al., 2013). A

literatura recente ndo mostra concordancia sobre a eficAcia antimicrobiana de
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clorexidina comparado ao NaOCI, visto que varios estudos apresentaram resultados
contraditérios (RUKSAKIET, 2020). O estudo de Rogas e Siqueira Junior (2011)
apresentou resultados que o NaOCl e a clorexidina conseguiram reduzir
significativamente o nimero de taxa bacteriana e seus niveis nos canais radiculares

infectados, sem diferenca significativa entre essas substancias.

E conhecido que os efeitos positivos das solugdes irrigadoras quimicas na
descontaminacdo dos canais radiculares estdo diretamente relacionados a
concentragao, temperatura, solugéo de pH e condi¢gbes de armazenamento. O estudo
de Plotino et al. (2016) informou que quanto maior a concentracédo desses irrigantes,
mais grave é a reacdo potencial que pode ocorrer caso eles forem levados
inadvertidamente aos tecidos periapicais. Além disso, foi demonstrado que o uso de
solugdes irrigantes com cloro, como o NaOCI, pode levar ao aparecimento de
bactérias resistentes ao mesmo, que representam uma ameaca para a seguranca
microbiologica (DING et al., 2019).

Dentro deste contexto, esforcos tém sido realizados para desenvolver novas
técnicas para fornecer desinfeccdo adicional para o sistema de canais radiculares
(SILVA et al., 2020) como irrigacao ultrassénica passiva (PUl) (DIOGUARDI et al.,
2018), terapia fotodinamica (PDT) (ESLAMI et al., 2019; DANTAS et al., 2020),
técnicas de irrigacao continua (DIOGUARDI et al., 2018; SILVA et al., 2020) e métodos
de irrigacdo apical de pressao positiva e negativa (DIOGUARDI et al., 2018; ESLAMI
et al., 2019; SILVA et al., 2020). Ainda, estudos atuais tém investigados a atuacao da
ozonioterapia no tratamento endodéntico (NOGALES, et al., 2008; HUTH et al., 2009;
FARAC et al., 2013; HUBBEZOGLU et al., 2014; NOGALES et al., 2014; SANSRITI et
al., 2016).

3.2 OZONIOTERAPIA

Relatos cientificos reportam o potencial terapéutico do gas 0z6nio, denominado
de ozonioterapia, na descontaminacdo de diversas feridas infectadas de soldados
desde o periodo da | Guerra Mundial, onde o gas foi administrado de forma topica
diretamente sobre o tecido lesado. Entretanto, esta terapéutica foi por muitas vezes
negligenciada (DI PAOLO, BOCCI, GAGGIOTTI, 2004).

O o0zbnio é uma molécula alotropica triatdmica do oxigénio (02), sendo a terceira

poténcia oxidante (BOCCI et al., 2011). E produzido a partir das moléculas de O2
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atraveés de fontes basicas de energia, incluindo eletrélise quimica, descargas elétricas
e radiacdo da luz ultravioleta (UV) (BOCCI et al., 2009).

Em 1785 médico e fisico holandés, Martins Van Marum, mencionou asprimeiras
evidéncias sobre a existéncia do O3, o qual observou que asdescargas elétricas
advindas de tempestades exalavam um odor diferenciado. Somente em 1840, um
quimico-fisico aleméo, FriedrichChristian Schdnbein, provou que estas descargas
elétricas ao entrarem em contato com o O2, originavam um gas de coloracao azulada
e odor singular, denominando-o de gas ozénio, do grego ozein (BOCCI, 2009; BOCCI,
2011). No século XIX, esta terapia que emprega uma mistura gasosa de 02
medicinal/O3 comecou a ser testada e aprovada pela comunidade médica devido
sua capacidade de modular a inflamacéo, reparar tecido, reduzir a dor, além de
proporcionar efeitos antimicrobianos (inativagdo de bactérias, virus, fungos,
leveduras e protozoarios) e, atualmente vém sendo utilizada em diversos paises
(BOCCI, 2011; SCHWARTZ e SANCHEZ, 2012).

O principal mecanismo de acéo da ozonioterapia € baseado no fato do ozénio
ter uma alta capacidade de oxidar substancias celulares, com destaque para as
proteinas, aminoacidos e &cidos graxos insaturados, sendo que estas reacdes
originam quatro produtos fundamentais denominados de ozonideos, aldeidos,
peroxidos e perdxidos de hidrogénio (SCHWARTZ e SANCHEZ, 2012). Estes
produtos sinalizam e desencadeiam mudancas metabdlicas e estruturais capazes
de produzir efeitos antimicrobianos (DING et al., 2019). Alguns trabalhos descrevem
gueo ozobnio atua em glicolipideos, glicoproteinas ou certos aminoacidos que estéao
presentes na membrana citoplasmatica de micro-organismos, tendo, portanto, eficacia
antimicrobiana sem induzir resisténcia aos medicamentos (ROJAS-VALENCIA, 2011;
BOCH et al., 2016; CASE et al., 2012).

E possivel observar evidéncias que demonstram claramente o potencial do gas
na Odontologia (HYSLOP et al.,, 1988; FILIPPI, 2001), sendo que a mesma foi
reconhecida pelo Conselho Federal de Odontologia (CFO),por meio da resolugédo n°
166/2015, por apresentar elevada acao antimicrobiana, além de atuar diretamente na
resposta imunolégica e favorecer o reparo. O grande marco ha ozonioterapia se deu no
ano de 1935, quando o cirurgido-dentista E. A. Fish publicou o primeiro tratado sobre
as aplicagbes do ozbnio da Odontologia, que representou o inicio da pratica clinica do
ozbnio na area (BOCCI, 2005). Os efeitos positivos do ozénio na Endodontia séo
relatados desde os experimentos realizados por Hyslop et al. (1988) e Filippi (2001),

0s quais constataram uma diminuic¢ao significativana citotoxicidade para células orais
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apos a utilizacdo do gas o0zénio em comparagdo com irrigantes endodonticos, NaOCI
a 2,25% e clorexidina 2%. A partir de entdo, o 0zonio comegou a ser discutido como
possivel alternativaou agente antimicrobiano complementar durante o tratamento do
canal.

Estudos desenvolvidos por Nagayoshi et al. (2004a) mostraram que 0 0z6nio
utilizado através da dgua é capaz de eliminar micro-organismos bucais Gram-positivos
e Gram-negativos pois exerce potente efeito oxidante. Destacam a vantagem do uso
da agua ozonizada pois 0 manuseio € facil e mais seguro quando comparado a
administracao direta do gas, e sugere sua utilizacdo como associada a instrumentos
odontolégicos. No mesmo ano, osautores avaliaram a atuacdo da agua ozonizada
sobre micro- organismos Streptococcus mutans e E. faecalis inoculados em dentes
bovinos e observaram que eficacia similar ao NaOCI a 2,5% em micro- organismos
intratubulares. Ainda, foi verificada a citotoxicidade da agua ozonizada em fibroblastos
e, interessantemente, foi observado que a atividade metabdlica das células foi maior
guando receberam a agua ozonizada e houve um decréscimo no numero de células
viaveis que receberam acdo do NaOCI (NAGAYOSHI et al., 2004b).

A eficacia do ozonio administrado através de agua destilada e vinagrede maca,
aplicado em um sistema de limpeza ultrassénica contra Staphylococcus aureus foi
verificado por Estrela et al. (2006). Foi possivel identificar que as solu¢des ozonizadas
se apresentaram eficazes na eliminacdo do micro-organismo analisado. Ainda, Estrela
et al. (2007) verificaram a eficacia antimicrobiana da agua ozonizada, 0zénio gasoso,
NaOCI 2,5% e clorexidina 2%. O experimento foi realizado em dentes humanos que
foram inoculados com E. faecalis durante 60 dias. O estudo demonstrou que nenhum
dos tratamentos foram suficientes para inativar o micro-organismo.

O estudo de Muller et al. (2007) investigou e comparou os efeitos do ozénio
gasoso e da PDT sob biofilme maduro de seis espécies. Os autores concluiram que
uma Unica aplicacdo do 0zbnio gasoso e PDT apresentaramefeito minimo sobre a
viabilidade dos micro-organismos organizados em forma de biofilme, ou seja, nao
foram capazes de eliminar completamente as bactérias de biofilmes. Hubbezoglu et
al. (2014) observaram o efeito antibacteriano da agua ozonizada associado ao
ultrassom com diferentes concentracfes em (8, 12 e 16 ppm) E. faecalis em canais
radiculares em dentes humanos. Os autores concluem que a atividade bactericida foi
mais efetiva na &gua ozonizada de alta concentracdo (16 ppm) associado ao
ultrassom com o funcionamento semelhante ao NaOCI 5,25% em canais radiculares.

Em suma, os relatos supracitados sugerem que a ozonioterapia possui um
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potencial promissor em reduzir complicagdes encontradas na Endodontia. No entanto,
€ possivel verificar uma grande variabilidade entre os protocolos na aplicacdo do
ozbnio, como por exemplo, diferentes equipamentos geradores de o0zo6nio,
concentracdo de ozobnio, estado fisico do ozbnio e tempo e técnica de aplicacao.
Portanto, neste trabalho, abordamos algumas dessas questdes nao resolvidas. Em
primeiro lugar, avaliar se a agua ozonizada pode ser usada como soluc¢do irrigadora
priméria e/ou coadjuvante durante o preparo quimico mecéanico. O canal radicular de
dentes inoculados com E. Faecalis foram irrigados com agua ozonizada por quatro
vezes, imediatamente apds o preparo mecanico,mimetizando um tratamento clinico.
Acredita-se que agua ozonizada possa inativar micro-organismos mais prevalentes e
responsaveis por ocasionar o insucesso do tratamento endodéntico. Em segundo
lugar, avaliamos diferentes concentracdes de agua ozonizada neste mesmo modelo
experimental, uma vez que os efeitos antimicrobianos estejam fortemente

relacionados a dose do gas para o tratamento endododntico.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo intervencional. A parte préatica da pesquisa foi realizada
nas dependéncias da Universidade Brasil — Campus Fernanddpolis/SP, no laboratdrio
de Microbiologia.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi submetido para o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Brasil (Plataforma Brasil), e aprovado sob o nimero 26629619.9.0000.5494 (ANEXO
). ApOs a aprovagédo, os dentes humanos foram solicitados ao Banco de Dentes da

Universidade Brasil — Campus Fernandoépolis/SP.

4.3 AMOSTRA

No estudo foram selecionados 75 dentes pré-molares permanentes
unirradiculares, provenientes do Banco de Dentes da Universidade Brasil - Campus
Fernandoépolis/SP. Foram realizadas radiografias digitais dos dentes para confirmar a
presenca de canal unico (Figura 3).

Os critérios de inclusdo para selecédo das amostras foram: dentes apresentando
unico canal, com rizogénese completa; dentes higidos; sem curvatura; dentes que nao
sofreram tratamento endodéntico; dentes com auséncia de obliteracdo e/ou
calcificacdo; dentes com diametro apical compativel com uma lima tipo K # 15
(Dentsply/ Maillefer, Ballagigues, Suica).

Os critérios de exclusdo foram: dentes com trincas ou fraturas; dentes com

canais obliterados e/ou calcificados avaliados radiograficamente.
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Figura 3 - Imagem representativa de radiografia digital de trés pré-molares inferiores

para confirmar canal unico.

Fonte: Autoria propria.

4.4 DESENHO DO ESTUDO

As amostras foram aleatoriamente distribuida em cinco grupos de 15 dentes
pré-molares cada. O tamanho da amostra foi calculado com base em estudos prévios
realizados na area (FERNANDES et al, 2020), e o preparo quimico mecanico (PQM)
foi realizado com a lima WaveOne® Primary 25/0.08. Todos os passos foram

executados por um unico pesquisador.

A divisdo dos grupos para a irrigacao ocorreu da seguinte forma:

- Grupo Solucéao Salina (SS): A solucao irrigadora foi solugao salina.

- Grupo Hipoclorito de soédio a 2,5% (NaOCI): A solucao irrigadora foi o
hipoclorito de sodio a 2,5 %.

- Grupo Ozo6nio 10 (O10): A solucao irrigadora foi a agua ozonizada na
concentracao de 10 pg/mL

- Grupo Ozobnio 20 (020): A solucao irrigadora foi a agua ozonizada na
concentracao de 20 pg/mL

- Grupo Ozo6nio 30 (0O30): A solucao irrigadora foi a agua ozonizada na

concentracao de 30 pg/mL
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4.4.1 Preparo dos dentes

Inicialmente, os dentes foram mantidos em SS estérii por 30 dias.
Posteriormente, os indultos radiculares foram raspados com curetas periodontais (Hu-
Friedy, Chicago, USA). Foi realizada profilaxia com taga de borracha (TDV Dental,
Santa Catarina, Brasil), pedra pomes (SSWhite, Sdo Paulo, Brasil) e 4gua corrente
para limpeza dos espécimes.

As coroas dos dentes foram seccionadas proximo a juncdo amelocementéria
e com um paquimetro as raizes foram medidas padronizando em 16 mm (Figura 4).
Obtendo-se o comprimento real dos dentes, eles foram seccionados com discos de
carburundum (Carbodent, Gysi S. A., Buenos Aires, Argentina), para
posteriormente preparar 0s canais com 15 mm como comprimento de trabalho (CT)

para todas as raizes.

Figura 4 — Imagem representativa da padronizagédo das amostras em 16 mm de

comprimento, com auxilio de paquimetro.

Fonte: Autoria propria.

Os forames apicais de cada canal radicular utilizado foram selados com
resina composta fotopolimerizavel (Fill Magic Vigodent, Rio de Janeiro, Brasil).
A impermeabilizacdo externa das raizes, exceto para a regido cervical na
entrada do canal radicular, foram realizadas com duas camadas de adesivo
epoxi Araldite (Brascola LTDA, Tabodo da Serra, Sdo Paulo, Brasil)

respeitando-se o tempo de 30 minutos entre a aplicagdo das camadas.
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ApGs a impermeabilizacéo, os espécimes foram envoltos com silicone
de condensacgéo Optosil/Xantopren, que Ihes serviu de apoio dentro da placa
(ALVES et al., 2012). Em seguida todos os espécimes foram autoclavados a
121°C por 15 minutos e acomodados em placas de cultura de células de 24
pocos (Figura 5).

Figura 5 — Imagem representativa dos espécimes posicionados em placa de

poliestireno para inoculagéo e incubacao.
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Fonte: Autoria propria.

4.4.2 Preparo dasuspensdao de E. Faecalis

Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar (Veco,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) (Figura 6). Os espécimes foram distribuidos em placas

de cultura de células de 24 pocos (Costar, Nova York, EUA).
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Figura 6 — Imagem representativa dos procedimentos realizados em camara

de fluxo laminar.

Fonte: Autoria propria.

A cepa padréao de E. Faecalis ATCC 29212 foi reativada em calda de infuséao
cérebro e coracao (Brain Infusion Hearth, BHI, Difco, Detroit/EUA). A cultura foi
semeada em placa de Petri contendo agar Brain Infusion Hearth (BHI) e incubada em
estufa com 5% de gas carbonico (CO2) a 37°C por 24 horas. Apds crescimento
microbiano, foi preparada suspensao em tubocontendo 10 mL de solucéo fisiologica
esterilizada compativel com a escala 08 de Mc Farland (Figura 7). Em um tubo de
ensaio esterilizado, foram misturados 5 mL da suspensédo preparada com 5 mL de

caldo BHI para obtencéo da suspensao de concentracéo final.



36

Figura 7 — Imagem representativa da preparacao da suspenséo de E. faecalis.

Fonte: Autoria prépria.

4.4.3 Contaminacao dos dentes com E. Faecalis

Para a contaminacdo dos dentes com E. Faecalis, 20 microlitros (20 pL) da
suspensao da concentracao final foram colocadas no interior dos canais radiculares
dos espécimes com o auxilio de uma seringa de insulina de 0,3 cc, em cada entrada
de canal radicular, foi colocado uma bolinha de algodao esterilizada embebida na
suspensao de E. Faecalis (Figura 8). Em quatro pocos de cada placa de cultura de
células foi colocado algodéao esterilizado umedecido em agua destilada esterilizada
para garantir a umidade do ambiente. A tampa da placa foi fechada e vedada com fita
adesiva e o conjunto incubado em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 21 dias. Todos
os dias foram adicionados 20 uL de caldo BHI no interior dos canais radiculares com
o auxilio de seringa de insulina 0,3 cc e realizada a troca do algoddo embebido em

agua destilada encontradas nos pocos das placas (MATOS et al., 2012).
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Figura 8 — Imagem representativa dos cinco grupos com 15 amostras, que foram

contaminadas com a suspenséo de E. faecalis.

Fonte: Autoria prépria.

A confirmacéo da viabilidade e pureza dos micro-organismos no interior
do sistema de canais foi realizada semanalmente por meio de coleta aleatéria
em dois dentes com o auxilio de cone de papel (Endopoints, Rio de Janeiro,
Brasil) esterilizado #20, mantido no interior do canal durante um minuto,

semeado em caldo BHI e incubado em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 24

horas. Apds o crescimento, foram realizados esfregacos e coloracdo de Gram

para confirmagcdo morfolégica e tintorial do micro-organismo.

4.4.4 Contagem de Unidade Formadora de Colonia (UFC) antes do
PQM

ApoOs 21 dias de contaminacédo foi realizado a contagem de UFCs prévia ao
procedimento de instrumentacéo dos canais radiculares. No interior do canal radicular
de cada espécime foi colocado um cone de papel absorvente (Endopoints) # 20
esterilizado. Coleta inicial antes do preparo quimico mecanico, o cone permaneceu no
canal radicular por um minuto e entéo foi transferido com o auxilio de pinca esterilizada
para um flaconete de polipropileno (Eppendorf®) contendo 1 mL de solugéo fisiolégica
(NaCl 0,9%) esterilizada (Figura 9), que foi agitado por 30 segundos em agitador de
tubos (Vortex AD 56 Phoenix, Araraquara, Sao Paulo, Brasil) (Figura 10). A partir
dessa suspensao, foram preparadas diluicbes seriadas até 10-4 aliquotas de 0,1 mL
da suspenséo e de cada diluicdo foram semeadas em placas de Petri contendo agar
BHI (Figura 11). As placas semeadas foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a
37°C por 24 horas. Posteriormente, foi realizada a contagem padréo (método manual)

do namero de UFC por placa (Figura 12). Cabe enfatizar que a contagem da UFC foi
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realizada novamente, posteriormente, ao final dairrigacéo dos canais radiculares.

Figura 9 — Imagem representativa da coleta prévia com auxilio de cone de papel

esterilizado.

Fonte: Autoria propria.

Figura 10 — Eppendorf® agitado por trinta segundos em agitador de tubos.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 11 — Imagem representativa da amostra espalhada de forma homogénea em

placas de Petri contendo 4gar BHI, com auxilio de uma alc¢a de vidro estéril.

Fonte: Autoria propria.

Figura 12 — Imagem representativa do contador de colonias (CP 600, Phoenix,
Araraquara, SP/Brasil).

Fonte: Autoria propria.

4.4.5 Tratamento endodontico: PQM e preparacdo da dgua ozonizada
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Para realizagédo desta etapa, todo procedimento foi realizado por um mesmo
operador com experiéncia clinica e laboratorial no sistema testado para excluir
variagdes pessoais. A lima utilizada para realizar o PQM foi WaveOne® Primary
25/0.08 (Figura 13), sistema reciprocante (Dentsply/ Maillefer, Ballagigues, Suica),
utilizando o motor elétrico X Smart Plus® (Dentsply/ Maillefer, Ballagigues, Suica)
(BURKLEIN et al., 2012) (Figura 14).

Figura 13 — Imagem representativa dos canais radiculares sendo instrumentados

com sistema WaveOne® Primary.

Fonte: Autoria propria.

Figura 14 — Imagem representativa do motor elétrico X Smart Plus®.

Fonte: Autoria propria
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Antes de introduzir o instrumento reciprocante, foi confeccionada a paténcia do

canal com lima K File # 15. O instrumento foi introduzido no interior do canal com
movimento de entrada e saida: in — out. A cada trés avancos do instrumento Wave
One® Primary no interior do canal, ele foi retirado e completamente limpo com gaze

estéril.

Para a producéo da agua ozonizada foi utilizado um aparelho gerador de 0zénio
portatil da marca Ozone & Life (modelo 0&L3.0 RM), acoplado a um cilindro oxigénio
de alta pureza, contendo valvula redutora com mandmetro dimensionada a 0,5 L/min
de oxigénio. Foi utilizado em volume de 250 mL de agua bidestilada em um sistema
com tubo de vidro acoplado ao gerador de ozbénio na concentracdo de 10, 20 e 30
pg/mL borbulhando em um tempo de 30, 60 e 90 minutos (Madrid Declaration on
Ozone Therapy, 2020), respectivamente (Figura 15). As irrigacdes dos canais

radiculares ocorreram imediatamente apés a producéo da agua ozonizada.

Figura 15 — Imagem representativa do gerador de ozénio Ozone Life.

Fonte: Autoria propria.

Apbs o PQM realizado com a lima WaveOne® Primary, a irrigagdo dos canais
foi realizada com auxilio de uma seringa plastica de 5 mL e com agulha Navitip de
0,30 mm de diametro externo (Ultradent Products, Inc. EUA), utilizou-se 5 mL a cada
retirada da lima do interior do canal, realizava-se a irrigacéo, totalizando trés avangos
da lima no canal, totalizando 20 mL de solucdo. As solugdes irrigadoras utilizadas
foram a SS, NaOCI a 2,5% (NaOCI), agua ozonizada na concentracdo de 10 (010),
20 (020) e 30 (030) pg/mL (Figura 16).
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Figura 16 — Imagem representativa da camara de fluxo laminar a 4gua ozonizada 30

pHg/mL e demais equipamentos para execucao do PQM e irrigagao dos canais.

Fonte: Autoria prépria

4.4.6 Contagem de UFC ap06s o PQM

Apbs o preparo quimico mecanico foi realizada nova coleta com cone de papel
absorvente (Endopoints) # 25 esterilizado. O cone permaneceu no canal radicular por
um minuto e entao foi transferido com o auxilio de pinca esterilizada para um flaconete
de polipropileno (Eppendorf®) contendo 1 mL de solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%)
esterilizada, que foi agitado por 30 segundos em agitador de tubos (Vortex AD 56
Phoenix, Araraquara, Sao Paulo, Brasil). A partir dessa suspenséao, foram preparadas
diluicbes seriadas (101, 102, 10-3) em triplicatas de aliquotas de 0,1 mL da suspenséo
e de cada diluicdo foram semeadas em placas de Petri contendo agar BHI, seguida de
plagueamento e incubacéo durante 24 horas a 37°C, e as UFC foram contadas
manualmente novamente e os resultados foram expressos para posterior analise

estatistica.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente seguindo as técnicas descritivas,
tais como tabelas e graficos, na forma de médias e desvios padréo. A distribuicdo das
variaveis foi testada utilizando o teste de normalidade Shapiro - Wilks. Nos casos em
gue houve distribuicdo normal da amostra, as comparacdes entre os grupos foram
feitas utilizando ANOVA One Way com post hoc de Tukey. Nos casos nao
parameétricos, o teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn foi adotado. As analises
foram realizadas no software GraphPad Prism, verséo 6.01 (GraphPad Software, San
Diego CA, EUA). Para as estatisticas das analises estatisticas foi utilizado o nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA UFC INICIAL (APOS INOCULAGAO)

A contagem de UFC inicial foi realizada para confirmar a contaminagcéo com E.
Faecalis dos dentes. Na figura 17 foi possivel observar que havia contaminacado com

gue nao houve diferenca da contagem de UFC entre 0s grupos experimentais.

Figure 17 — Gréfico representativo dos resultados da analise de UFC inicial.
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Legenda: Grupo Solucado Salina (SS); Grupo Hipoclorito de sédio a 2,5% (NaOCI); Grupo Ozénio 10
(010); Grupo Ozbénio 20 (020); Grupo Ozdnio 30 (O30).
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5.2 ANALISE DA UFC APOS TRATAMENTO

A figura 18 mostra as imagens representativas do ensaio microbiolégico apés
os tratamentos. Foi possivel verificar uma reducdo de UFC nos grupos tratados com
NaOCIl e agua ozonizada em todas as concentra¢des (010, O20 e O30) quando

comparado ao grupo SS. No entanto o grupo NaOCI a reducédo da quantidade de UFC
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foi maior quando comparado aos grupos 010, O20 e O30. Ainda, foi observado uma

guantidade reduzida nos grupos O30 comparado aos grupos O10 e 020.

Figura 18 — Imagens representativa da UFC de E. Faecalis apds tratamento.

Legenda: Grupo Solugdo Salina (SS); Grupo Hipoclorito de sédio a 2,5% (NaOCI); Grupo Ozbnio 10
(010); Grupo Ozbnio 20 (020); Grupo Ozbnio 30 (O30).

Os valores da porcentagem (%) de reducdo da UFC entre 0s grupos
experimentais estdo ilustrados na figura 20. Foi possivel observar uma maior
porcentagem de reducao de Faecalis no grupo NaOCI (78,62%) em comparacao aos
grupos 010 (*p <0,001; 17,48%) e 020 (*p <0,001; 18,87%). Além disso, o grupo O30
apresentou um maior valor de % de reducao (35,51%) de quando comparado aos
grupos O10 (#p =0,0383) e 020 (#p = 0,0385).
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Figura 19 — Grafico representativo dos resultados da andlise comparativa de UFC

em diferentes concentragfes de agua ozonizada.
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Legenda: Grupo Hipoclorito de sédio a 2,5% (NaOCI); Grupo Ozbnio 10 (010); Grupo Oz6nio 20
(020); Grupo Ozbnio 30 (O30).
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6 DISCUSSAO

Considerando o grande interesse de muitos profissionais que buscam a
fundamentacdo que norteia o uso da ozonioterapia na Endodontia, o presente estudo
teve o intuito de avaliar a influéncia da agua ozonizada utilizada em diferentes
concentragdes (10, 20 e 30 pg/mL) na desinfecgdo de canais radiculares inoculados
com E. Faecalis. Os principais resultados mostram a agua ozonizada utilizada como
solucéo irrigadora no PQM foi eficaz em reduzir o nimero de UFC sendo que a maior
porcentagem de reducédo foi observada na concentracdo de 30 ug/mL. No entanto,
ndo foi possivel observar reducédo superior de UFC nos grupos tratados com agua

ozonizada nas doses de 10 e 20 ug/mL quando comparado ao irrigante NaOCI.

A desinfeccao efetiva e segura continua sendo um desafio clinico prevalente
naEndodontia e os irrigantes utilizados no preparo quimico mecanico, muitas vezes
ainda sao insuficientemente compreendidos, principalmente com relacdo as
dosimetrias mais efetivas (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2020). Para
investigar os complexos mecanismos de eliminacdo de micro-organismos acionados
por diferentestipos de tratamentos, modelos in vitro tém sido utilizadas, sendo
a técnica de instrumentacéo e inoculacdo de cepas de E. Faecalis em dentes ex vivo,
o m odelo mais frequentemente utilizado na Endodontia. No modelo utilizado no
presente estudo, a inoculacdo do micro-organismo origina um foco infeccioso
polimicrobiano inserido dentro do sistema de canais radicular. Um requisito deste
modelo é que ele seja executado com alta consisténcia para que se possa obter
resultados reproduziveis (MATOS et al., 2012).

A escolha da instrumentacdo com uma lima de niquel titdnio com tratamento
térmico chamado M-Wire® (lima WaveOne® Primary - Dentsply Maillefer, Ballaigues,
Suica) para o preparo mecanica do presente estudo, foi devido aos beneficios da
técnica com relacdo ao aumento na flexibilidade e maior resisténcia a fadiga ciclica,
evitando a quebra da lima, além de facilitar que a mesma adentre em canais curvos,
promovendo melhor limpeza (YARED, 2008). A eficacia clinica do instrumento foi
relatada no estudo de Zhao et al. (2014), onde os autores avaliaram o tempo do
preparo de molares inferiores, comparando trés instrumentos de niquel titanio
(ProTaper® Universal, ProTaper® Next e WaveOne® Primary) em um estudo avaliado

através de microtomografia computadorizada. Os resultados mostram a técnica com
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WaveOne® apresentou um tempo de trabalho significativamente menor comparado
aos outros sistemas, otimizando o tempo de execuc¢ao do PQM.

No presente estudo foi observado que 21 dias apdés a instrumentacdo e
inoculagdo com cepas de E. faecalis houve uma contaminagéo efetiva dos canais
radiculares. Estes achados corroboram com os dados de Sedgley et al. (2005), os
quais evidenciaram a sobrevivéncia de E. faecalis por um periodo de 12 meses em um
modelo experimental similar ao utilizado no presente estudo. Evans et al. (2002) eDistel
et al. (2002), mostraram que a formacdo de biofime de E. faecalis, em canais
radiculares, mesmo naqueles tratados com medicacao de hidroxido de calcio. Ainda,
os autores concluiram que este micro-organismo apresenta também uma resposta ao
pH alcalino, adaptando-se através de uma bomba de prétons capaz de acidificar o
citoplasma bacteriano, aumentando assim seus mecanismos de sobrevivéncia. Dada
a importancia do E. faecalis, evidenciada pela sua alta prevaléncia em infec¢des
secundarias e persistentes do sistema de canais radiculares, faz-se necessario
estudos que possuam o objetivo de investigar técnica de desinfeccdo emergentes e
promissoras a serem utilizadas na pratica endodontica (ZHANG et al., 2015;
SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018; SILVA et al., 2020).

Como citado anteriormente, € possivel evidenciar os efeitos antimicrobianos do
o0zo6nio na inativacdo de bactérias, fungos, protozoarios e virus relatados por varios
autores em diferentes situacdes clinicas, assim como na desinfeccédo de ambientes e
superficies (DING et al., 2019). Entretanto, devido a alta dissociacdo do 0z6nio em
meio aquoso dificulta a padronizacdo de doses e a especificidade da agua a ser
utilizada. Estudos com solucbes ozonizadas, cujos métodos de determinacdo de
concentracdo e tempo de ozonizacdo nao sao claros, produzem resultados dubios e
passiveis de questionamentos, dificultando a desmistificacdo e consolidacdo da

ozonioterapia, como terapia integrativa na pratica clinica.

No presente estudo, a &gua ozonizada em todas as concentracdes foi capaz de
reduzir a UFC de E. faecalis, inferindo a acdo antimicrobiana da técnica. Cabe
enfatizar que a agua ozonizada na concentragcao de 30 pg/mL foi a que proporcionou
0s maiores percentuais de reducédo. Recentemente, Silva et al. (2020) relataram que
as concentracdes mais altas e periodos mais longos de aplicacdo de ozbénio permitem
melhores resultados de desinfeccdo, o que corrobora com os resultados apresentados
no presente estudo, esclarecendo que subprodutos gerados pelo o0zdénio

desempenham um importante papel contra agentes especificos causadores de
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doencas e resistentes aos antibacterianos. De maneira similar, a eficicia da agua
ozonizada como agente irrigante na eliminacao de E. faecalis em canais radiculares
foram testadas no estudo de Cardoso et al. (2008). Os dentes foram instrumentados
seguidos de irrigacdo com agua ozonizada ou SS. Os resultados mostraram que a
agua ozonizada reduziu o numero de UFC/mL de Candida albicans e E. faecalis.
Ainda, estudo de Huth et al. (2009) verificaram a eficicia antimicrobiana da agua
ozonizada e do gas contra os micro-organismos E. faecalis, concluindo que tanto a
agua ozonizada e como o gas (em alta concentracao) foram eficazes, assim como
NaOCI.

Com relacédo ao tempo de borbulhamento, o estudo de Hems et al. (2005),
avaliou o potencial da agua ozonizada em diferentes tempos de borbulhamento, gas
0zo6nio e como controle utilizou a solucao de NaOCl a 2,5% em biofilmes de E. faecalis
e em placas planquitbnica com intuito de verificar sua efetividade como irrigante
endodoéntico. Cabe destacar que neste estudo os autores mostram que o tempo de
borbulhado do o0z6nio foi de 30, 60, 120 e 240 segundos. Como conclusdo do
experimento, verificou-se que ndo houve influéncia da agua ozonizada sobre os
biofilmes, entretanto, a dgua ozonizada (240 segundos) foi eficiente em eliminar E.
faecalis em forma planquiténica. No presente estudo, o tempo experimental utilizou-
se tempo de 30, 60 e 90 minutos para as doses, 10, 20 e 30, respectivamente, baseado
da pratica empirica preconizada e no estudo de Zhang et al., (2011) em Pseudomonas
aeruginosa, e os resultados mostram que todos os tempos utilizados para ozonizac&o

da agua, foram capazes de reduzir a UFC.

Ainda no estudo de Hems et al. (2005), a eficacia antibacteriana da agua
ozonizada nao foi comparavel a do NaOCI nas condicbes de teste utilizadas.
Resultados similares foram verificados no presente e estudo, visto que a aplicacdo da
agua ozonizadas nas concentracdes de 10 e 20 pg/mL, ndo resultaram em redugao
significativa quando comparado ao irrigante quimico NaOCl. Case et al. (2012)
também encontraram que o NaOCI a 1% foi o agente desinfetante mais eficaz quando
comparado a agua ozonizada em biofilmes de E. faecalis em canais radiculares de

dentes.

Como descrito anteriormente, o NaOCI é o irrigante mais amplamente utilizado
durante o tratamento endodéntico devido suas propriedades antimicrobianas eficazes
e de dissolucéo de tecidos (DUTNER et al., 2012). Diversas concentragcoes de NaOCI

variando de 0,5% a 5,25% foram encontradas na literatura endodontica, sendo que a
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concentracdo mais utilizada é 2,5% (RUKSAKIET et al., 2020). A efetividade NaOCI
na reducdo de E. faecalis tem sido mostrada por diversos grupos de pesquisa
(SJOGREN et al., 1997; SIQUEIRA JUNIOR et al., 1997; 2000). No presente estudo,
embora os resultados ndo apresentaram igualmente eficaz ao NaOCI nas
concentragdes de 10 e 20 ug/mL, a reducao de forma significativa do micro-organismo
apos o uso da agua em 30 pg/mL, permite indicar que a agua ozonizada na maior
concentragdo se apresenta como uma excelente escolha como coadjuvante no
tratamento endoddntico, principalmente pelo fato da literatura cientifica mostrar que o
NaOCI aumenta a citotoxicidade e danifica o tecido periapical (PASHLEY et al., 1985;
GATOT et al.,, 1991). Ainda, é importante ressaltar o estudo de Nagayoshi et al.
(2004b), que mostrou que o NaOCI promoveu citotoxicidade em fibroblastos quando

comparado ao tratamento com agua ozonizada.

Desta forma, este estudo fornece importantes informagcdes sobre o efeito da
ozonioterapia como coadjuvante do tratamento endodontico e das diferentes
dosimetrias avaliadas. Ainda, como parte do esfor¢co continuo de obter ferramentas
clinicas com potencial antimicrobiano, otimizando a descontaminacdo do canal
radicular e minimizando complicacbes adjacentes, esse estudo oferece razdes
convincentes para explorar os efeitos potenciais da agua ozonizada no PQM utilizado
na Endodontia. Certamente se faz necessario estudos comoutras cepas que albergam
0s canais radiculares, o estabelecimento protocolos comoconcentracéo especifica do
ozobnio, tempo de ozonizacao, estado fisico, tempo de aplicacdo, controle rigoroso de
pH, temperatura e comparacao entre varios métodos simultaneos, serdo oportunos
para delineamento de um padrdo de comportamento doO3 nas diferentes solugdes

aquosas, a fim de estabelecer protocolos mais seguros e efetivo para a pratica clinica.
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7 CONCLUSAO

Baseado nas evidéncias demonstradas, é plausivel concluir que a éagua
ozonizada utilizada como solucéo irrigadora em todas as concentracdes promoveu
acdo antimicrobiana sobre E. Faecalis, um dos principais micro-organismos
responsaveis por complicacdes criticas na Endodontia, podendo ser proposto como
um coadjuvante em tratamentos endodonticos. Cabe enfatizar que a concentracao de
30 pg/mL apresentou o maior percentual de reducdo. Este tipo de evidéncia
experimental € necessario para o desenho de outros ensaios clinicos envolvendo o
uso da ozonioterapia em complicac6es endododnticas semelhantes as complicacdes

associadas as infec¢des pelo E. Faecalis e outras cepas.
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