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RESUMO 

GOULART, R.S. AVALIAÇÃO DA TERAPIA ANTIMICROBIANA ADJUVANTE COM 
OZÔNIO NOS CANAIS RADICULARES. Tese (Doutorado em Odontologia, área de 
concentração Endodontia). Universidade de Ribeirão Preto, Programa de Pós-
Graduação em Odontologia. Ribeirão Preto, 2025. 

Durante o tratamento endodôntico, a eficiente desinfecção dos canais radiculares e 
túbulos dentinários ocorre pela ação mecânica dos instrumentos e pela ação química 
das soluções irrigantes, que devem apresentar alto poder antimicrobiano. O objetivo 
deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do ozônio em diferentes 
formulações de solução irrigante frente a biofilmes de Enterococcus faecalis NTCT 
775, formados no sistema de canais radiculares (SCR) de dentes bovinos. A pesquisa 
foi realizada em 271 raízes de dentes bovinos, previamente preparadas com o sistema 
rotatório Protaper (F2, F3, F4, F5) e irrigadas com NaOCl 2,5% entre cada 
instrumento, seguido de EDTA 17% por 5 min. Concluída a instrumentação, as raízes 
foram esterilizadas e fixadas em tubos Eppendorf com resina acrílica incolor. Os 
espécimes foram distribuídos em 20 grupos, além de uma amostra para verificação 
do protocolo de esterilização. Esses grupos (n=10) foram destinados à análise de UFC 
para soluções com ou sem ozônio gasoso e água ozonizada em água ultrapura, 
análise qualitativa por microscopia eletrônica de varredura (MEV) (n=4) e MEV para 
resistência de união (n=2): PBS; NaOCl 2,5%; Clorexidina 2%; ozônio gasoso (15, 30, 
60 µg/mL); Água ozonizada 15 µg/mL; óleo de semente de girassol ozonizado (330, 
660 mmolEq/Kg); ozônio gasoso (15, 30, 60 µg/mL) + NaOCl 2,5%; ozônio gasoso 
(15, 30, 60 µg/mL) + Clorexidina 2%; e, para push-out, NaOCl 2,5%, Clorexidina 2%, 
remoção de óleo ozonizado com NaOCl 2,5% e remoção de óleo ozonizado com 
NaOCl 2,5% + Passive Ultrasonic Irrigation (PUI). Para a formação do biofilme, os 
condutos foram inoculados com E. faecalis (escala 1 de McFarland) por 21 dias, 
substituindo-se diariamente o inóculo para manter bactérias viáveis. Após esse 
período, realizou-se a desinfecção com as soluções de acordo com cada grupo, 
seguida pela coleta de dados e análise estatística. Os resultados indicaram que o óleo 
ozonizado 660 µg/mL teve ação antimicrobiana semelhante ao NaOCl 2,5%, enquanto 
a Clorexidina 2% ativada por ozônio gasoso 60 µg/mL obteve a maior taxa de 
descontaminação. Na análise de MEV, grupos com NaOCl 2,5% apresentaram 
algumas colônias e erosão dentinária; aqueles com óleo ozonizado exibiram resíduo 
oleoso e poucas colônias aderidas; já a clorexidina 2% associada ao ozônio gasoso 
(60 µg/mL) mostrou ausência de microrganismos e túbulos não obstruídos. Nos testes 
de push-out, a remoção de óleo somente com NaOCl 2,5% apresentou os menores 
valores, enquanto NaOCl 2,5% + PUI teve melhor desempenho, mas ainda inferior 
aos grupos de NaOCl 2,5% e clorexidina 2%. Concluiu-se que o óleo ozonizado possui 
eficácia estatisticamente psimilar ao NaOCl 2,5%, a ativação de clorexidina 2% pelo 
ozônio gasoso promove ação sinérgica, aumentando o poder de descontaminação do 
SCR e a remoção do óleo ozonizado com NaOCl 2,5% + PUI aumenta a resistência 
de união do cimento. 
 
Palavras-chave: Endodontia. Ozonioterapia. Biofilme bacteriano. Solução Irrigante. 
Descontaminação. 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 

GOULART, R.S. EVALUATION OF ADJUNCTIVE ANTIMICROBIAL THERAPY 
WITH OZONE IN ROOT CANALS. Thesis (Ph.D. in Dentistry, area of concentration: 
Endodontics). University of Ribeirão Preto, Postgraduate Program in Dentistry. 
Ribeirão Preto, 2025. 
 
During endodontic treatment, effective disinfection of the root canals and dentinal 
tubules is achieved through the mechanical action of instruments and the chemical 
activity of irrigating solutions, which must exhibit strong antimicrobial properties. This 
study aimed to evaluate the antimicrobial activity of ozone in various irrigant 
formulations against Enterococcus faecalis NTCT 775 biofilms formed within the root 
canal system (RCS) of bovine teeth. The study was conducted using 271 bovine tooth 
roots, previously prepared with the Protaper rotary system (F2, F3, F4, F5) and 
irrigated with 2.5% NaOCl between each instrument, followed by 17% EDTA for 5 
minutes. Upon completion of instrumentation, the roots were sterilized and fixed in 
Eppendorf tubes using clear acrylic resin. The specimens were allocated into 20 
groups, in addition to a control sample for verifying the sterilization protocol. These 
groups (n=10) were designated for CFU analysis of solutions with or without gaseous 
ozone and ozonated water in ultrapure water, qualitative analysis using scanning 
electron microscopy (SEM) (n=4), and SEM for bond strength testing (n=2): PBS; 2.5% 
NaOCl; 2% chlorhexidine; gaseous ozone (15, 30, 60 µg/mL); ozonated water 15 
µg/mL; ozonated sunflower seed oil (330, 660 mmolEq/Kg); gaseous ozone (15, 30, 
60 µg/mL) + 2.5% NaOCl; gaseous ozone (15, 30, 60 µg/mL) + 2% chlorhexidine; and 
for push-out testing: 2.5% NaOCl, 2% chlorhexidine, removal of ozonated oil with 2.5% 
NaOCl, and removal of ozonated oil with 2.5% NaOCl + Passive Ultrasonic Irrigation 
(PUI). For biofilm formation, the canals were inoculated with E. faecalis (McFarland 
scale 1) for 21 days, with daily replacement of the inoculum to maintain viable bacteria. 
After this period, disinfection was performed using the respective group solutions, 
followed by data collection and statistical analysis. Results showed that ozonated oil 
at 660 µg/mL exhibited antimicrobial activity similar to 2.5% NaOCl, while 2% 
chlorhexidine activated by 60 µg/mL gaseous ozone demonstrated the highest 
decontamination rate. SEM analysis revealed that groups treated with 2.5% NaOCl 
presented some microbial colonies and dentin erosion; those treated with ozonated oil 
exhibited residual oily layers and few adherent colonies; 2% chlorhexidine associated 
with 60 µg/mL gaseous ozone showed absence of microorganisms and unobstructed 
dentinal tubules. In push-out tests, removal of ozonated oil with 2.5% NaOCl resulted 
in the lowest bond strength values, whereas the combination of 2.5% NaOCl + PUI 
performed better, though still inferior to the 2.5% NaOCl and 2% chlorhexidine groups. 
It was concluded that ozonated oil is statistically as effective as 2.5% NaOCl; activation 
of 2% chlorhexidine with gaseous ozone enhances its decontamination efficacy 
through a synergistic effect; and the removal of ozonated oil using 2.5% NaOCl + PUI 
improves the bond strength of the sealer. 
 
Keywords: Endodontics; Ozone Therapy; Bacterial Biofilm; Irrigating Solution; 
Decontamination. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nos tratamentos e retratamentos endodônticos, a eficaz descontaminação 

dos canais radiculares e dos túbulos dentinários é realizada pela ação física dos 

instrumentos, ação química e ativação das soluções irrigantes. Outro fator importante 

é o preenchimento tridimensional do canal radicular, com ausência de espaços vazios, 

de modo a visar a eliminação de microrganismos, incluindo bactérias potencialmente 

infecciosas, do sistema de canais radiculares (SCR) (Wu et al., 2006; Ari et al., 2010; 

Afkhami et al., 2015; Yang et al., 2024). 

O SCR possui variações como istmos, canais acessórios e ramificações que 

podem, facilmente, abrigar colônias de bactérias (De Deus, 1975; Perez et al., 1993; 

Berkiten et al., 2000; Huang et al., 2024). A redução da carga bacteriana garante uma 

melhor regeneração do tecido periapical, a qual é alcançada por meio da combinação 

do preparo e da desinfecção do canal radicular, enquanto o isolamento da baixa 

concentração de bactérias sobreviventes é obtido através de uma obturação 

adequada (Siqueira; Roças, 2008). O preparo e a desinfecção do canal radicular, 

envolvem a ampliação e modelagem dos canais, além da eliminação de bactérias e 

subprodutos, inclusive de áreas inacessíveis e não instrumentadas. O segundo passo, 

relativo ao isolamento das bactérias remanescentes, é fundamental para reduzir o 

risco de periodontite apical persistente (Cordeiro et al., 2002; Ricucci et al., 2003; 

Tonini et al., 2022). 

Para se alcançar esse objetivo, três passos devem ser realizados para a 

remoção eficaz dos microrganismos presentes no SCR, que são: instrumentação 

mecânica, uso de soluções irrigantes e ativação da solução irrigante (Ricucci et al., 

2009). A instrumentação mecânica é realizada com a utilização de limas manuais, 

rotatórias ou reciprocantes com o objetivo principal de proporcionar espaço para a 

utilização de soluções irrigantes, visto que 35 à 53% do canal radicular permanece 

intocado pela instrumentação, apresentando biofilme, formação da camada de smear 

em regiões de difícil acesso (Torabinejad et al., 2002; Shabravan et al., 2007; Hammad 

et al., 2008). Tanto os microrganismos apresentados em biofilme como a camada de 

smear permanecem no SCR, reduzindo a aderência de material obturador e 

comprometendo os resultados em longo prazo (Fabricius et al., 2006; Violich et al., 

2010). 
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Na microbiota oral, existem aproximadamente 700 espécies de micro-

organismos (Dewhirst et al., 2010; Krishnan et al., 2017; Zhang et al., 2018). Dentre 

estas espécies, encontra-se Enterococus faecalis, um dos principais patógenos 

nosocomiais, que apresenta potencial para causar diversas infecções em humanos 

(Jett et al., 1994; Richards et al., 2000; Pöntinen et al., 2021). Embora E. faecalis 

represente apenas uma pequena proporção da microbiota oral, essa espécie está 

associada a lesões periapicais persistentes (Zhang et al., 2021; Elashiry et al., 2023). 

Além disso, E. faecalis está entre as principais espécies bacterianas associadas a 

infecções secundárias do SCR, destacando-se por sua elevada capacidade de 

sobrevivência em condições adversas, como ambientes com baixos níveis de 

nutrientes e pH ácido, além de sua resistência aos tratamentos endodônticos 

convencionais (Sedgley et al., 2006; Alkaoud et al., 2024; Yang et al., 2024). Em 

função disso, os estudos relativos à avaliação da eficácia de irrigantes e 

medicamentos endodônticos se concentraram na eliminação da microbiota 

endodôntica. Esta bactéria pode resistir ao preparo químico-mecânico do tratamento 

endodôntico e a diversas medicações intracanal, como o hidróxido de cálcio, que 

causa elevação de pH (Elashiry et al., 2023), sobrevivendo nos túbulos dentinários 

(em até 600 µm do seu interior) (Kaufman et al., 2005; Berber et al., 2006; Gomes et 

al., 2006; Kayaoglu et al., 2011). Frequentemente, a forma como este microrganismo 

se apresenta no interior do conduto radicular é dada em biofilme maduro e denso 

(Duggan, Sedgley., 2007; Kishen, Haapasalo., 2010). 

O biofilme é definido como uma comunidade microbiana organizada, 

caracterizada por células que estão ligadas a um substrato, formado por substâncias 

poliméricas extracelulares (EPS), que apresentam fenótipos alterados de crescimento 

(Donlan, Costerton, 2002). Os biofilmes oferecem vários benefícios aos 

microrganismos, incluindo a proteção contra os agentes antimicrobianos, facilitam a 

fixação dos microrganismos em superfícies e a troca de nutrientes, que ajuda no 

transporte e retenção de nutrientes dentro do biofilme (Sharma et al., 2024). Foram 

elucidados quatro mecanismos que conferem tolerância antimicrobiana às células 

organizadas em biofilme. O primeiro deve-se à presença da matriz, constituída 

basicamente de exopolissacarídeos, a qual funciona como uma barreira natural aos 

agentes antimicrobianos. Enzimas extracelulares produzidas pelas bactérias, como a 

β-lactamases, que degradam os antibióticos beta-lactâmicos podem ficar presas e 
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concentradas na matriz, inibindo a ação dos antibióticos (Anderl et al., 2000). O 

segundo mecanismo envolve o estado fisiológico dos biofilmes, formando uma 

barreira que protege os microrganismos de substâncias antimicrobianas 

(Gebreyohannes et al., 2019) e anticorpos do sistema imunológico do paciente 

(Jensen et al., 2010). Além disso, o esgotamento de nutrientes pode forçar as 

bactérias a uma fase de crescimento latente ou estacionário, na qual ficam protegidas 

da ação dos agentes antimicrobianos (Portenier et al., 2005). O terceiro mecanismo 

refere-se à tolerância antimicrobiana que os microrganismos presentes no biofilme 

possuem, devido à heterogeneidade metabólica. Estudos demonstraram que o 

oxigênio pode ser completamente consumido pelas células da superfície do biofilme, 

proporcionando nichos anaeróbicos mais adequados para a comunidade bacteriana 

anaeróbica (Wu et al., 2018). O quarto mecanismo está relacionado à comunicação 

química entre os microrganismos, conhecida como “quorum sensing”, que regula a 

expressão de genes associados à virulência, formação e manutenção do biofilme, 

bem como à resistência antimicrobiana, contribuindo para a adaptação e 

sobrevivência das bactérias dentro dessas estruturas (Rutherford, Bassler, 2012). 

Devido à resistência adquirida pelos microrganismos organizados sob a forma de 

biofilmes, torna-se necessário o uso de soluções irrigantes com ação antimicrobiana 

contra essas estruturas. 

As soluções irrigantes possuem como principal característica a ação 

antimicrobiana e, normalmente, são aplicadas no interior do canal radicular, utilizando 

seringa e ponta de inserção de metal. O fluxo volumétrico gerado pela irrigação é o 

principal fator para a desorganização e remoção de biofilme e da camada de smear 

(Andreani et al., 2021; Tonini et al., 2022). Porém, essa ação usualmente se restringe 

ao canal principal e às áreas adjacentes mais amplas por conta das limitações 

impostas pelo espaço e pela tensão superficial do irrigante (Giardino et al., 2021). Com 

isso, mesmo a solução irrigante com maior potencial de ação, não terá efeito 

adequado caso não alcance seus alvos no SCR em quantidade suficiente 

(Boutsioukis, Arias-Moliz., 2022). 

O hipoclorito de sódio (NaOCl) é o irrigante mais utilizado na endodontia 

devido à sua potente ação antimicrobiana, especialmente contra infecções 

bacterianas (Arias-Moliz et al., 2009, 2014; Ruiz-Linares et al., 2017), além da 

capacidade de dissolver tecidos necróticos (Busanello et al., 2019; Tejada et al., 2019) 
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e reduzir fatores de virulência (Hong et al., 2016). Sua eficácia depende da 

concentração, variando entre 0,5% e 8,25% (Cullen et al., 2015; Demenech et al., 

2021), sem consenso sobre a melhor opção. Estudos sugerem que concentrações 

mais elevadas podem ser vantajosas (Fedorowicz et al., 2012), mas não há diferença 

significativa na cicatrização de periodontite apical entre diferentes concentrações 

(Verma et al., 2019; Ulin et al., 2020). O NaOCl também pode alterar as propriedades 

mecânicas da dentina (Pascon et al., 2009), mas esse efeito não é conclusivo para 

aumentar o risco de fraturas (Kishen, 2006). Além disso, seu extravasamento pode 

causar acidentes periapicais, sem evidências de que concentrações mais altas 

aumentem esse risco (Boutsioukis et al., 2013a; Guivarc’h et al., 2017). 

A eficaz irrigação depende não apenas da concentração, mas também do 

volume, tempo de exposição e frequência de troca da solução, pois o NaOCl é 

rapidamente consumido por reações químicas com biofilmes e tecidos (Macedo et al., 

2010; Moorer, Wesselink., 1982; Tejada et al., 2019). Embora a troca frequente do 

irrigante seja recomendada (Macedo et al., 2010), a menor concentração pode 

comprometer a penetração e a difusão dos íons no sistema de canais radiculares. A 

exposição prolongada ao NaOCl melhora a remoção do biofilme (Chau et al., 2015; 

Petridis et al., 2019a), e estudos indicam que a interação entre concentração, volume, 

e tempo de irrigação é essencial para sua eficácia, justificando a falta de diretrizes 

unificadas sobre seu uso na prática endodôntica (Haapasalo et al., 2010; Gazzaneo 

et al., 2019). 

O digluconato de clorexidina (CHX) é uma bisbiguanida catiônica amplamente 

utilizada como irrigante final, devido à sua incapacidade de dissolver tecidos, o que 

restringe seu uso como irrigante primário (Naenni et al., 2004; Zehnder, 2006; 

Haapasalo et al., 2012). Embora estudos iniciais tenham indicado que o CHX poderia 

ser tão eficaz quanto o hipoclorito de sódio (NaOCl) no combate a bactérias (Gomes 

et al., 2001; Menezes et al., 2004; Vianna et al., 2004), pesquisas mais recentes 

demonstram que sua atividade antimicrobiana é inferior à do NaOCl, além de não ser 

capaz de desestruturar a matriz do biofilme (Ruiz-Linares et al., 2017; Tawakoli et al., 

2017; Busanello et al., 2019). A variabilidade dos resultados em estudos clínicos pode 

estar relacionada às limitações metodológicas, como a coleta de amostras com cones 

de papel e a falta de padronização nos protocolos de instrumentação e irrigação 

(Sathorn et al., 2007; Ruksakiet et al., 2020). 
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O principal argumento a favor do CHX é sua capacidade de se ligar à dentina 

e proporcionar um efeito antimicrobiano prolongado, reduzindo a recolonização 

bacteriana (Komorowski et al., 2000; Rosenthal et al., 2004). No entanto, essa 

propriedade foi investigada sob condições experimentais pouco realistas, como a 

imersão prolongada de dentina em CHX (Boutsioukis, Arias-Moliz., 2022). Além disso, 

o CHX apresenta citotoxicidade comparável ou superior à do NaOCl (Vouzara et al., 

2016; Scott et al., 2018) e pode reagir com resíduos de NaOCl no canal radicular, 

formando um precipitado tóxico de coloração marrom-alaranjado e capaz de causar 

descoloração (Basrani et al., 2007; Prado et al., 2013; Jeong et al., 2021). Pelo fato 

de as soluções irrigantes não apresentarem todas as características necessárias, é 

realizada a combinação de irrigantes e sua ativação para potencializar a desinfecção 

(Mohammadi et al., 2021; Tonini et al., 2022). Com isso, uma alternativa que vem 

sendo estudada para uso na endodontia, para descontaminação do conduto radicular 

com menores efeitos adversos é o ozônio.  

O Ozônio é um poderoso agente oxidante (United States Environmental 

Protection Agency, 2023), tem extensa ação bactericida, virucida e fungicida, que o 

característiza como um potencial agente na descontaminação de canais radiculares 

(Srikanth et al., 2013). Apresenta baixa citotoxicidade para células orais por 

apresentar reversão em 48h (Floare et al., 2021) e muito eficiente contra bactérias 

resistentes a antibióticos (Rangel et al., 2022). Apresentando a fórmula O₃, o ozônio 

é um gás natural, caracterizado por sua forma instável e energizada de oxigênio. Ele 

se dissocia rapidamente em oxigênio molecular (O₂) e oxigênio atômico (O), uma 

forma reativa com potencial oxidativo capaz de degradar células. Possui a capacidade 

de degradar biomoléculas e romper paredes celulares bacterianas (Boch et al., 2016). 

Sua eficácia é maior em pH ácido, ao contrário do NaOCl, cuja ação de decomposição 

reduz significativamente entre pH 7 e 11 (Dash et al., 2017). As três formas 

fundamentais de aplicação do ozônio são:  água ozonizada, óleo ozonizado e gás 

oxigênio/ozônio (Pratyusha et al., 2017). 

O ozônio pode atuar como um agente oxidante de forma direta, ao se dissolver 

no plasma e outros fluidos biológicos, reagindo rapidamente com ácidos graxos poli-

insaturados, antioxidantes, proteínas ricas em cisteína e carboidratos, ou de maneira 

indireta, por meio da geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e produtos da 

oxidação lipídica (LOP) (Viebahn-Haensler; Fernandez., 2021; Cenci et al., 2022). A 
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ozonioterapia desencadeia uma cascata endógena que libera substâncias bioativas 

em resposta ao estresse oxidativo moderado e transitório induzido pelo ozônio, 

conhecido como estresse oxidativo. Devido à sua solubilidade no plasma, o ozônio 

induz esse estresse oxidativo ao reagir com ácidos graxos poli-insaturados e água, 

formando ROS nos fluidos e tecidos humanos. Dentre essas espécies, o peróxido de 

hidrogênio (H₂O₂) se destaca como o principal oxidante não radicalar (Cenci et al., 

2022). Simultaneamente, o ozônio gera LOPs, incluindo radicais lipoperoxídicos, 

hidroperóxidos, malondialdeído, isoprostanos, ozonídeos, alquenos e, principalmente, 

4-hidroxinonenal. Tanto ROS quanto LOPs são moléculas efetoras responsáveis pela 

modulação de diversos efeitos biológicos e terapêuticos da ozonioterapia (Cenci et al., 

2022; Scassellati et al.,2020).  

O ozônio gasoso é utilizado como um método de desinfecção adjuvante e tem 

sido sugerido para ser usado clinicamente no tratamento endodôntico, os resultados 

de estudos atuais sobre sua eficácia contra patógenos endodônticos têm se 

apresentado consistentes para sua utilização (Silva et al., 2020; Shetty et al., 2022; 

Veneri et al., 2025). Porém, permanecem questões sobre a duração e a concentração 

adequada do ozônio gasoso que deve ser usado, visto que sua ação é intrinsicamente 

relacionada ao protocolo realizado (Noites et al., 2014; Araujo et al., 2024). O ozônio 

apresenta efeito antibacteriano em células de E. faecalis planctônicas, porém, 

necessita de concentrações mais elevadas para atuar em biofilmes (Tuncer et al., 

2023).  

A água e os óleos ozonizados possuem a capacidade de capturar o ozônio e 

liberar ozônio e radicais livres de oxigênio (Megahed et al., 2018; Sánchez et al., 2019) 

tendo no óleo a presença de ozonídeos e peróxidos que atuam na descontaminação 

(Sega et al., 2010). No entanto, o ozônio dissolvido em água é altamente instável em 

temperatura ambiente ou elevada, e sua concentração depende da temperatura e da 

pureza da água utilizada. Quanto menor a temperatura, maior o tempo de ação, sendo 

essencial seu uso imediato após a geração (Galdeano et al., 2018). Em contraste, 

quando incorporado em uma base oleosa, sua estabilidade aumenta 

significativamente, permitindo sua conservação por até 2 anos em ambiente 

refrigerado (Brito-Júnior et al., 2022). Nesse processo, o ozônio reage quimicamente 

com o óleo, formando moléculas longas e complexas. A ozonização em base de óleo 

resulta na produção de ozonídeos específicos que realizam a formação de peróxidos 
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que atuam na ação antimicrobiana por meio de uma poderosa oxidação (Sega et al., 

2010). Estudos realizados por Kishore et al. (2016) mostraram que o óleo ozonizado 

apresenta maior eficácia antibacteriana contra E. faecalis em comparação com o 

hidróxido de cálcio e uma combinação de ambos. Porém, por se tratar de uma solução 

viscosa, apresenta difícil remoção do canal radicular, assim como o hidróxido de 

cálcio, com isso deve-se potencializar a ação de remoção implementando formas de 

agitação no interior do canal radicular, uma das formas de agitação é à agitação 

passiva por meio de ultrassom (PUI) (Narimatsu et al., 2021; Ragab et al., 2022). 

Os sistemas de ativação da irrigação são uma alternativa para melhorar a 

eficiência dos irrigantes (Gu et al., 2009). Eles promovem a movimentação e 

distribuição da solução dentro do SCR, otimizando a remoção de resíduos por meio 

da limpeza química da superfície e erosão (Macedo et al., 2013). Além disso, esses 

sistemas reforçam a ação antimicrobiana da preparação químico-mecânica em canais 

radiculares infectados (Virdee et al., 2018). 

Dentre esses sistemas, se destaca o PUI, que se baseia na transmissão de 

energia acústica através do irrigante, utilizando uma lima endodôntica ou inserto de 

aço inoxidável (van der Sluis et al., 2007). Essa energia gerada provoca cavitação e 

microfluxos no irrigante, promovendo sua movimentação eficiente ao longo do sistema 

de canais radiculares (Verma et al., 2020). As ondas acústicas criam bolhas de 

cavitação que, ao colapsarem, liberam energia, a qual é transmitida para as paredes 

do canal, removendo os detritos presentes. O efeito de remoção é potencializado 

pelos microfluxos, que transportam os resíduos coronariamente (Huffaker et al., 2010). 

A eficácia do PUI é atribuída à formação de nós ao longo do inserto, que mantém a 

intensidade do fluxo acústico mesmo quando o instrumento entra em contato com a 

parede do canal (Lea et al., 2009). Com isso, sugere-se que possa potencializar a 

remoção do óleo ozonizado do interior do canal radicular. 

Com base nos desafios apresentados com relação à ação antimicrobiana no 

SCR durante o tratamento endodôntico e às limitações associadas aos agentes 

antimicrobianos tradicionais, como hipoclorito de sódio e clorexidina, destaca-se a 

necessidade de investigar alternativas eficazes e seguras a esses procedimentos e a 

esses agentes. Nesse contexto, o ozônio e sua associação com outras soluções para 

melhor atividade antimicrobiana emergem como uma opção promissora devido às 

suas propriedades antimicrobianas, capacidade oxidativa e baixa toxicidade em 
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células orais. Ainda são necessários estudos quanto à eficácia do ozônio no 

tratamento endodôntico, especialmente em biofilmes densos e maduros, visando 

otimizar sua aplicação em tratamentos endodônticos. 
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2 PROPOSIÇÃO  
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar, em biofilmes maduros de E. faecalis, a atividade antimicrobiana, a 

remoção do biofilme e o efeito na resistência de união do cimento endodôntico após 

a aplicação de água ozonizada, ozônio gasoso, óleo de girassol ozonizado, hipoclorito 

de sódio a 2,5%, clorexidina a 2% e da combinação de ozônio gasoso com hipoclorito 

de sódio a 2,5%, clorexidina a 2% e o uso complementar do PUI para remoção do 

óleo ozonizado. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar a atividade antimicrobiana de água ozonizada, ozônio gasoso, óleo de girassol 

ozonizado, em comparação ao hipoclorito de sódio 2,5% e clorexidina 2% em biofilmes 

de E. faecalis; 

• Avaliar a associação do ozônio gasoso ao NaOCl 2,5% e clorexidina 2% em 

comparação a não associação, na descontaminação de biofilme de E. faecalis; 

• Analisar a presença de biofilme ou bactérias aderidas na superfície interna do canal 

radicular após os diferentes protocolos de desinfeção, por meio de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV); 

• Analisar a resistência de união do cimento obturador à base de resina époxica às 

paredes dos canais radiculares, após os diferentes protocolos de remoção de óleo de 

semente de girassol ozonizado com e sem PUI, por meio de push-out; 

• Analisar qualitativamente a interface de união do cimento obturador à base de resina 

époxica às paredes dos canais radiculares após os diferentes protocolos de remoção 

do óleo de girassol ozonizado com e sem PUI, por meio de MEV; 

• Avaliar qualitativamente a influência da remoção do óleo de semente de girassol 

ozonizado com e sem PUI, na penetração do material obturador nos túbulos 

dentinários. 
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2.3 HIPÓTESE NULA 

A utilização de ozônio, em suas diferentes formas de aplicação (água 

ozonizada, ozônio gasoso e óleo de girassol ozonizado), não apresenta eficácia 

antimicrobiana na eliminação de biofilmes de E. faecalis presentes no sistema de 

canais radiculares. Não há diferença significativa na eficácia de descontaminação dos 

canais radiculares entre os diferentes agentes antimicrobianos testados (hipoclorito 

de sódio 2,5%, clorexidina 2%, ozônio gasoso, água ozonizada e óleo ozonizado 660 

µg/mL) no combate ao biofilme maduro e denso de E. faecalis. Além disso, a 

associação de ozônio gasoso com hipoclorito de sódio 2,5% ou clorexidina 2% não 

resulta em um aumento significativo na descontaminação bacteriana quando 

comparado a sua não associação, e o método de remoção do óleo ozonizado não 

impacta significativamente a resistência de união do cimento endodôntico nos túbulos 

dentinários. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. ÉTICA EM PESQUISA 

Considerando que este estudo utilizou dentes bovinos, o projeto de pesquisa 

foi previamente avaliado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade de Ribeirão Preto (CEUA-UNAERP), sendo aprovado sob o registro 

número 001/2017. 

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

No presente estudo, foram utilizados 271 dentes incisivos bovinos, sendo um 

dente utilizado como controle de esterilização, os dentes foram distribuídos em n=10 

para quinze grupos para os protocolos de descontaminação, e quinze grupos de n=4 

para a microscopia eletrônica de varredura (MEV). Cinco grupos de n=10 para push-

out e cinco grupos de n=2 para MEV (Figura 1). 
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3.3 SELEÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

Neste estudo, foram utilizados 271 dentes incisivos bovinos, os quais foram 

padronizados por tomografia computadorizada (Figura 2 e 3), selecionando-se 

aqueles com um canal radicular, ápice radicular formado e canal circular, com volume 

entre 40 e 70 µL, sem curvaturas e não obturados. Os dentes foram distribuídos de 

forma randomizada e homogênea nos diferentes grupos, em relação aos volumes, e 

foram armazenados em solução de timol 0,1% até o início dos experimentos, quando 

os mesmos foram devidamente enxaguados em água corrente durante 24 h. Em 

seguida, as coroas foram removidas e as raízes padronizadas em 15 mm de 

comprimento.  

Figura 2 - Dentes em posição para tomada tomográfica (A); Tomógrafo (Eagle Edge - Dabi Atlante) 
(B). 

Fonte: Bressan (2023). 
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Figura 3 - Análise dos volumes dos canais dos dentes para organização dos grupos experimentais, 
com auxílio do software Bruker Micro-CT (CTAn). 

 

 

Fonte: Bressan (2023). 

 

3.4 PREPARO DOS ESPÉCIMES 

O preparo das amostras foi baseado em Goulart et al., (2024). O acesso ao 

conduto radicular foi feito após a secção da coroa e tamanho das amostras em 15 

mm, foi realizada a remoção da polpa com um extirpa-polpa, e foi utilizada a lima K 

#15 (Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suiça), até visualização do ápice com recuo de 

0,5 mm. Após a definição da odontometria, os dentes foram estabilizados em morsa 

para instrumentação. A foramina apical foi selada, realizando o condicionamento com 

ácido fosfórico 1 mm acima do ápice na região externa do conduto radicular por 10 s 

(Figura 4A) e removido com o uso de jato de água leve pelo mesmo tempo. Após a 

remoção, foi realizada a secagem da região com papel absorvente e aplicado adesivo 

1 mm acima do ápice, da mesma forma como foi realizado o preparo ácido. 

Posteriormente, foi aplicado jato de ar leve na região e o adesivo foi fotopolimerizado 

por 40 s (Figura 4B). Este procedimento foi repetido mais uma vez. Após a 

fotopolimerização do adesivo, foi utilizado a resina composta Z100 (3M, Maplewood, 

Minnesota, EUA) para a finalização e o selamento da foramina (Figura 4C e 4D). O 

protocolo foi realizado desta forma para evitar que o adesivo ou a resina entrassem 

no interior do conduto radicular pela foramina, o que comprometeria o estudo.  
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Figura 4 - Etapas relativas ao selamento do ápice. Condicionamento ácido (A); Aplicação de adesivo 

(B); Recobrimento com resina composta (C) e Fotopolimerização (D). 

 

Fonte: Bressan (2023). 

 

Após o selamento (Figura 6A), os dentes foram instrumentados utilizando 

motor VDW Silver (VDW GmbH, Munique, Alemanha) e limas rotatórias Protaper SX, 

F3, F4 e F5 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça) (Figura 5), irrigando-se sempre 

com 2 mL hipoclorito de sódio 2,5% entre cada instrumentação, até um volume total 

de solução empregada de 8 mL. Após a realização do protocolo, o conduto foi 

preenchido com EDTA 17% por 5 minutos para remoção de smear layer, e removido 

por meio de irrigação com solução tampão (PBS). Com os dentes já instrumentados, 

foi realizada uma fenda longitudinal de 2 mm de profundidade, em 2 dentes de cada 

grupo, para execução do procedimento clivagem em etapa posterior, para a análise 

dos mesmos por microscopia eletrônica de varredura (Figura 6C). 
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Figura 5 – Limas NiTi do sistema Protaper Universal de SX – F5 

Fonte: Autor. 

Foram utilizados 271 tubos de fundo cônico de 1,5 mL (Eppendorf), os quais 

foram preenchidos com 1 mL de resina acrílica incolor (pó/liquido) e realizada a 

inserção das raízes e montagem dos corpos de prova, visando à imobilização das 

mesmas no interior dos tubos e à obstrução dos ápices. Com a imobilização das raízes 

no interior, os tubos foram devidamente fechados, assegurando a eficácia do 

procedimento de esterilização das raízes (Figura 6B). Além disso, a imobilização dos 

dentes durante a execução dos experimentos, facilita a execução dos procedimentos 

de inoculação e de irrigação com os diferentes líquidos e gases de acordo com os 

protocolos estabelecidos (Figura 6D).  

Na etapa seguinte, os 271 corpos de prova foram colocados em uma estante 

(Figura 6D), a qual foi embalada, para a execução do procedimento de esterilização 

em autoclave durante 30 minutos a 121 °C. Foram utilizados os testes de indicador 

químico com fita termossensível e o teste biológico para verificar a eficácia do 

procedimento de esterilização em autoclave (Goulart et al., 2024). 
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Figura 6 – Montagem dos corpos de prova: A- Conduto radicular sem coroa e ápice radicular selado; 
B- Corpo de prova montado em eppendorf de 1,5 mL e resina acrílica para estabilização; C- Amostras 
com ranhura lateral para posterior clivagem e analise por MEV; D- Amostras posicionadas em estante 
para eppendorf de 1,5 mL. 

 

Fonte: Autor 

 

3.5 LINHAGEM BACTERIANA 

No presente estudo, foi utilizada a linhagem catalogada pela National 

Collection of Type Cultures (NCTC) de Enterococcus faecalis NCTC 775, armazenada 

a -80°C em meio de cultura líquido Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid, Basingstoke, 

Reino Unido), suplementado com 15% de glicerol. Para reativação da linhagem, a 

mesma foi inoculada inicialmente em BHI líquido e incubada a 37°C por 24 h em 

estufa. Posteriormente, a cultura foi inoculada em placa de Petri contendo Ágar 

Müeller Hinton e incubada nas mesmas condições, por 24 h. Após esse intervalo de 

tempo, foi verificado o crescimento de colônias em cultura pura, prosseguindo-se com 

o preparo do inóculo bacteriano.   

Para o preparo do inóculo bacteriano, colônias de cultura recente de 24 h 

foram coletadas utilizando um swab, de modo a se obter uma suspensão 

correspondente à escala 2 de MacFarland (equivalente a 6×108 unidades formadoras 

de colônia por mL - UFC/mL), em 2,5 mL de uma solução de tampão fosfato (PBS, do 

inglês phosphate buffered saline). Em seguida, foram acrescentados ao tubo, mais 

2,5 mL de BHI, para se obter uma concentração final de cerca de 3×108 UFC/mL, 

equivalente à escala 1 de MacFarland (Figura 7). Esse procedimento foi realizado 

diariamente, por um período de 21 dias, para promover a renovação do inóculo 

bacteriano. 
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Figura 7 - Obtenção da escala 1 de MacFarland, utilizando do BHI. A – PBS esterilizado sem inóculo; 
B – Tubo padrão referente à escala 2 de MacFarland; C – Tubo contendo PBS com inóculo, turvado 
em escala 2 de MacFarland; D – Tubo padrão referente à escala 1 de MacFarland; E – Tubo contendo 
inóculo final equivalente à escala 1 de MacFarland, formado por igual volume de BHI e inoculo 
preparado no tubo C. 
 

 
                           Fonte: Autor 

 

3.6 INOCULAÇÃO DOS ESPÉCIMES 

Os canais radiculares de 271 dentes incisivos bovinos selecionados foram 

inoculados em fluxo laminar com E. faecalis NTCT 775 até o preenchimento completo 

dos respectivos condutos radiculares, volumes de 10 µL de suspensão bacteriana 

(concentração final de cerca de 3×108 UFC/mL) foram aplicadas nos canais 

radiculares mecanicamente utilizando-se uma micropipeta de 10 µL (Figura 8A e 8B) 

e realizado spin das amostras para que a solução penetrasse até o total 

preenchimento do espécime(Figura 8C). Os tubos foram assepticamente fechados em 

uma capela de fluxo laminar e, em uma estante, transferidos para a estufa, ficando 

incubados sob aerobiose por 24 h (Figuras 10). 

Após 24 h, o inóculo foi removido dos canais radiculares utilizando uma 

seringa BD de 10 mL e ponta capillary (Ultradent, São Paulo, Brasil), para remoção 

de células bacterianas mortas ou não aderidas à superfície (Figura 9). Em seguida, 

um novo inóculo recém preparado nas mesmas condições descritas anteriormente, foi 

inserido no conduto radicular até o completo preenchimento. Este procedimento foi 

realizado a cada 24 h, incubando-se as amostras nas mesmas condições descritas 

anteriormente, durante 21 dias para a formação dos biofilmes densos e maduros ao 

longo do conduto radicular.  
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Figura 8 – Inserção do inoculo bacteriano – (A): Pipeta de 10 μl; (B): Inserção do inóculo; (C): Vortex 
para o validar o completo preenchimento do canal radicular. 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 9 - Remoção do Inóculo dos espécimes, utilizando-se seringa de 10 mL e ponta capillary. 

                   Fonte: Autor. 
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Figura 10 - Incubação dos corpos de prova em estufa a 37°C por 24h. 

 Fonte: Autor. 

 

3.7 PROTOCOLOS DE IRRIGAÇÃO DO CONDUTO RADICULAR 

Os corpos de prova foram distribuídos em 15 grupos (Tabela 1), de forma 

randomizada e homogênea em relação aos volumes dos condutos radiculares para 

análise antimicrobiana, sendo (n=10) para UFC e (n=4) para MEV. Foi incluído no 

estudo um dente sem contaminação para comprovar a esterilização das amostras. 
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Tabela 1 – Detalhamento dos grupos experimentais respectivos números de dentes utilizados no 
estudo.  

Grupos Experimentais UFC (n) MEV (n) 

NaOCl 2,5% 10 4 

CLX 2% 10 4 

PBS 10 4 

Ozônio gasoso 15 µg/mL 10 4 

Ozônio gasoso 30 µg/mL 10 4 

Ozônio gasoso 60 µg/mL 10 4 

Ozônio gasoso 15 µg/mL + CLX 2% 10 4 

Ozônio gasoso 30 µg/mL + CLX 2% 10 4 

Ozônio gasoso 60 µg/mL+ CLX 2% 10 4 

Ozônio gasoso 15 µg/mL + NaOCl 2,5% 10 4 

Ozônio gasoso 30 µg/mL+ NaOCl 2,5% 10 4 

Ozônio gasoso 60 µg/mL+ NaOCl 2,5% 10 4 

Água ozonizada 15 µg/mL 10 4 

Óleo de semente de girassol ozonizado 330 mmol.Eq/kg  10 4 

Óleo de semente de girassol ozonizado O3O 660 mmol.Eq/kg 10 4 

Fonte: Autor 

 

3.7.1 Aplicação do Ozônio Gasoso 

A aplicação de ozônio gasoso foi realizada com o uso de seringa Luer Lock 60 

mL rosqueável (Figura 11B), preenchida com volume de 25 mL de ozônio gasoso 

utilizando o Gerador de Ozônio OL SMART (Ozone&Life, São José dos Campos, 

Brasil) (Figura 11A), e uso de ponta Navitip 0.29 GA (Ultradent, Indaiatuba, São Paulo) 

(Figura 11C) para aplicação no interior do conduto radicular. A ponta foi colocada no 

canal radicular preenchido com a solução de cada grupo: PBS como veículo para 

ozônio gasoso, NaOCl 2,5% associado ao ozônio gasoso e clorexidina 2% associada 

ao ozônio gasoso. A utilização do ozônio gasoso foi por borbulhamento das soluções 

em fluxo continuo médio de 5 mL/min de vazão de gás, por 5 minutos, mimetizando o 

protocolo de irrigação convencional. O ozônio foi aplicado nas diferentes 
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concentrações propostas no estudo: 15; 30 e 60 µg/mL. No momento da aplicação, foi 

utilizado um sugador para remoção do gás do ambiente. 

Figura 11 – A- Gerador de Ozônio OL SMART; B- Seringa Luer Lock 60 mL;C- Navitip 29 GA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor 

 

3.7.3 Aplicação das Soluções Líquidas 

As soluções irrigantes utilizadas foram PBS, NaOCl 2,5%, clorexidina 2% e 

água ozonizada. Elas foram aplicadas utilizando uma seringa de 60 mL e ponta navitip 

0,29 mL, 25 mL de solução foi irrigado por 5 min no interior do conduto radicular 1 mm 

aquém do comprimento de trabalho. As aplicações foram realizadas em fluxo de 

irrigação de 5 mL/min mantendo a solução no interior do canal por 5 minutos de tempo 

de ação. Após o protocolo de irrigação, os grupos que utilizaram NaOCl 2,5% foram 

preenchidos com tiossulfato de sódio 3% para neutralização do NaOCl 2,5%, todos os 

grupos foram posteriormente lavados com PBS. Após o protocolo de irrigação, 

realizou-se a coleta das bactérias do interior do canal radicular para contagem de 

unidades formadoras de colônia (UFC) de acordo com Goulart et al., (2024). 

A água ozonizada foi preparada em água ultrapura em torre de ozonização 

(Ozone&Life, São José dos Campos) por microborbulhamento para a concentração 

de 15 µg/mL (Figura 12). 

A

= 

B

= 
C

= 
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Figura 12 - Torre de ozonização de água para produção da água ultrapura ozonizada 

                             Fonte: Autor 

 

3.7.4 Aplicação das soluções oleosas 

 

O Óleo de semente de girassol ozonizado com 330 e 660 mmolEq/kg, foi 

aplicado utilizando uma seringa BD de 10 mL e ponta navitip 0,29 GA. A solução foi 

inserida no interior do canal radicular 1 mm aquém do comprimento de trabalho por 5 

min. Por ser uma solução viscosa, o fluxo foi de 100 µL/min com total de 500 µL, 

totalizando 5 min de ação da solução no interior do canal radicular. Após o protocolo, 

realizou-se a irrigação final com PBS e coleta das bactérias do interior do canal 

radicular para contagem de unidades formadoras de colônia (UFC). 
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3.8 PROTOCOLO DE COLETA DO BIOFILME 

 

Após os procedimentos realizados em cada grupo, foi realizada a coleta dos 

biofilmes, conforme protocolo descrito por Goulart et al. (2024). Inicialmente os canais 

radiculares foram lavados para remoção de células planctônicas ou desprendidas dos 

biofilmes, preenchendo os mesmos com PBS esterilizado o qual foi descartado logo 

em seguida. Para a coleta dos biofilmes, 10 amostras de cada grupo (Figura 13A), 

com os canais preenchidos com novo PBS esterilizado (Figura 13B), foram 

transferidas com o auxílio de pinça esterilizada, sendo colocadas com a embocadura 

radicular voltada para o fundo dos tubos cônicos de 5 mL(Eppendorf) esterilizados 

(Figura 13C), Foram, então, devidamente fechadas e seladas com plástico parafilme 

(Prolab, São Paulo, Brasil). Essas amostras foram submetidas à agitação em um 

Vortex por 1 min, em velocidade máxima (Figura 13D). Em seguida, os tubos de 5 mL 

foram dispostos em uma estante, a qual foi imersa em água em uma cuba ultrassônica 

(Digital Ultrasonic Cleaner, Kondortech, São Carlos, Brasil) (Figura 13E) por 480 s, 

para que o biofilme formado fosse deslocado das paredes radiculares. Com isso, 

foram levados à centrifugação a 700 x g por 60 s (Centrifuge 5804R, Eppendorf AG, 

Hamburgo, Alemanha) (Figura 13F) para a coleta dos materiais que se haviam 

desprendido das paredes radiculares. 

 

Figura 13 – Sequencia do protocolo relativo à coleta dos biofilmes dos canais radiculares: Coleta de 
protocolo de biofilme: A - Amostra; B - Raiz retirada da amostra e preenchida com PBS; C - Raiz 
transferida para um Eppendorf de 5 mL com a entrada do canal voltado para baixo; D - Vortex utilizado 
na potência máxima por 1 min; E, Banho ultrassônico realizado por 480 s; F - Centrifugação a 700 × g 
por 1 min. 

 
Fonte: Goulart et al., 2024 
 

3.9 ANÁLISE MICROBIOLÓGICA 

Os materiais coletados dos dentes de todos os grupos apresentam uma 

quantidade incontável de UFCs, então, para obter uma quantidade de colônias 

contáveis, foi realizado o processo de quatro diluições seriadas (Figura 14), com fator 
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10. Alíquotas de suspensões de 0,1 mL foram inoculadas em placas de Petri contendo 

meio Ágar Müeller Hinton (Kasvi, Sao Jose dos Pinhais, Brasil), pelo método de 

espalhamento, com auxílio de alça de Drigalski (Figuras 15 e 16).  

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, sob aerobiose. 

Após esse período, as culturas bacterianas foram fotografadas e contagem das 

unidades formadoras de colônia (UFC) foi realizada com auxílio do software ImageJ, 

realizando a conversão da imagem para 8 bits, seguido de threshould para delimitar 

os pontos, delimitação da área para contagem com circunferência e posterior 

contagem com os parâmetros de 0-100 pixel² (Figura 17). 

 

Figura 14 – Esquema sobre a realização da diluição seriada. 

 

Fonte: Autor 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



38 

 

 
 

Figura 15 - Alça Drigalski (A) e placa de Petri com meio Müeller Hinton (B), utilizados no processo de 

inoculação dos biofilmes coletados. 
 

 
 Fonte: Autor          

 
Figura 16 - Diluição seriada em placas de Petri de A até D para posterior contagem das unidades 
formadoras de colônia (UFC).   

 
Fonte: Autor 
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Figura 17 – Imagem representativa do procedimento de contagem das unidades formadoras de colônia 
pelo software ImageJ. 
 

 

Fonte: Autor 

 

3.10 ANÁLISE POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

Para as análises por MEV, os espécimes foram clivados com a utilização de 

Hollemback 3S e transferidos para Eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de 

glutaraldeído 2,5% por 24 horas a 4°C, após o período foram submetidos a uma 

bateria de soluções de etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) com concentrações 

ascendentes de 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, e 100% (Huang et al., 2017; 

Li et al., 2018) sendo mantidos por 5 minutos em cada solução, por fim as amostras 

foram secas em dessecador por 15 dias para posterior fixação em stub e metalização. 

Concluído o processo de desidratação, os corpos de prova foram fixados sobre 
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estruturas circulares de cobre e tamanho apropriado, denominadas “stubs”, adaptados 

para a quantidade de amostras, previamente identificadas de acordo com os grupos 

experimentais, utilizando-se fita adesiva de dupla face (Figura 18A).  

Na etapa seguinte, foi feito o procedimento de metalização (Figura 18B), com 

a deposição de uma fina camada (cerca de 30 nm) de uma liga de ouro paládio sobre 

os espécimes em um equipamento de metalização a vácuo (SDC 050, Bal-Tec AG, 

Liechtenstein, Suíça). Nesse procedimento, foram utilizados os seguintes parâmetros:  

pressão de 0,01 mbar, corrente de 40 mA, distância de trabalho de 50 mm, tempo de 

cobertura de 110 s e espessura média de deposição de 20 a 30 nm. Concluída a etapa 

de preparação, os corpos de prova foram levados ao microscópio eletrônico de 

varredura (JSM 6610, JEOL Ltda, Tóquio, Japão), do Laboratório de Microscopia 

Eletrônica de Varredura do departamento de Biologia Celular e Molecular da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP (Figura 19). Na sequência, foram 

feitas as varreduras das respectivas áreas dos terços apical, médio e cervical, com 

aumentos de 2000 e 5000 vezes, para obtenção das fotomicrografias. As imagens 

foram analisadas para verificação de presença ou ausência de biofilme aderido na 

superfície do conduto radicular. 

 

Figura 18 – A- Espécimes fixados em stub; B-Corpos de prova metalizados para posterior análise por 
meio de microscopia eletrônica de varredura. 

 

Fonte: Autor 

 

 

A B 
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Figura 19 – Equipamento de microscopia eletrônica de varredura utilizado nos experimentos deste 
estudo. 

 

Fonte: Central de Equipamentos e Serviços Multiusuários - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 
USP. Disponivel em https://emu.fmrp.usp.br/equipamentos/categoria1/mev-jeol-jsm-6610lv/, 21 de jan. 
2025. 
 

3.11 ANÁLISE DA RESISTÊNCIA DE UNIÃO 

O teste de push-out foi conduzido visando identificar as alterações na 

resistência de união do material obturador e dentina proporcionadas pela presença ou 

ausência do óleo de semente de girassol ozonizado, após os protocolos de remoção, 

comparando com os grupos de irrigação: NaOCl 2,5% e clorexidina 2,0%. Para a 

remoção do óleo de girassol ozonizado, foi utilizada irrigação com NaOCl 2,5%, e 

irrigação com NaOCl 2,5% ativada por ultrassom (PUI) com ponta Irrisonic E1 (Helse, 

Santa Rosa de Viterbo, Brasil) (Tabela 2) 
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Tabela 2 - Grupos para análise de push-out. 

Grupo Resistência de união (n) MEV (n) 

NaOCl 2,5% 10 2 

Clorexidina 2% 10 2 

Remoção de óleo de girassol 

ozonizado com NaOCl 2,5% 

10 2 

Remoção de óleo de girassol 

ozonizado com NaOCl 2,5% + PUI 

10 2 

Fonte: Autor.  

 

3.11.1 Protocolos de irrigação 

Os protocolos de irrigação foram realizados da seguinte forma, 2 mL de solução 

irrigante foram utilizadas com fluxo de 2 mL/min, e 20 s de ação sem irrigação no canal 

radicular, totalizando 6 mL de solução utilizado, 3 minutos de irrigação e 1 minuto de 

solução irrigante no interior do canal radicular sem fluxo de irrigação e EDTA 17% por 

5 min. Para o grupo NaOCl 2,5% associada a PUI, a diferença foi no período sem 

fluxo de irrigação, no qual, durante os 20 s, foi utilizado o ultrassom na potência de 

20% de acordo com o fabricante, sem tocar as paredes do canal radicular e 1 mm 

aquém do ápice radicular. 

3.11.2 Protocolo de Obturação 

A obturação foi realizada por meio da técnica de condensação lateral, utilizando 

cones principais de guta-percha F5 e cones acessórios (Dentsply-Maillefer, 

Ballaigues, Suíça). O cimento obturador AHPlus (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, 

Suíça) foi preparado conforme as orientações do fabricante e inserido no canal 

radicular juntamente com o cone principal de guta-percha, alcançando o comprimento 

de trabalho. Para garantir o preenchimento completo do canal, foi empregado um 

espaçador (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça) para a introdução dos cones 

acessórios para o preenchimento do conduto. O excesso de guta-percha na entrada 

do canal foi removido com um instrumento Hollenback 3S (Duflex, S.S. White Artigos 

Dentários Ltda., Rio de Janeiro, Brasil), previamente aquecido até o rubor. Após esse 
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processo, a compactação vertical foi realizada com o condensador de Paiva nº 2 

(Duflex, S.S. White Artigos Dentários Ltda., Rio de Janeiro, Brasil). 

Após a obturação, os espécimes foram acondicionados em estufa a 37 °C por 

um período de 48 h. Posteriormente, foram fixados em placas confeccionada com 

resina acrílica utilizando cola quente e seccionados em uma máquina de corte (Isomet 

1000, Buehler, EUA) (Figura 20A) ajustada para operar a uma velocidade de 325 rpm, 

produzindo fatias de 1,0 mm de espessura (Figura 20B). 

 

Figura 20 – A- Amostra travada em máquina de corte e já seccionada; B- Slice confeccionado. 

                Fonte:Autor 

 

3.11.3 Análise de Push-out 
A primeira fatia de cada terço do canal (cervical, médio e apical) foi submetido 

ao teste de push-out em uma Máquina Universal de Ensaios Instron-EMIC 23-55 

(Instron Corporation, Canton, MA, EUA) (Figura 21A), equipada com uma célula de 

carga e sistemas de alinhamento e fixação. Um dispositivo metálico de aço inoxidável, 

com haste de 2 mm de comprimento e 1 mm de diâmetro, foi utilizado para posicionar 

os corpos de prova. A face apical foi orientada para cima e alinhada com a haste 

metálica (Figura 21B), que aplicava força para deslocar o cimento e os cones de guta-

percha. A carga foi aplicada a uma velocidade constante de 0,5 mm/min, e os valores 

máximos de tensão de cisalhamento necessários para o deslocamento do material 

foram registrados em kN. 

B A 
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Figura 21 – A - Máquina Universal de Ensaios Instron-EMIC 23-55; B – Hastes metálicas com diferentes 
diâmetros para realizar a força em terço apical, médio e cervical. 

     

  Fonte: Autor 

A força aplicada para deslocar o material (F, em quilonewtons - kN) foi 

convertida em tensão (σ, em megapascal - MPa), dividindo o valor da força pela área 

de adesão do material obturador (A, em mm²) (Figura 22). A relação entre essas 

grandezas foi determinada pela equação de acordo com Horiuchi (2010): 

σ = F / A 

O cálculo da área de adesão (A) foi realizado utilizando a seguinte fórmula: 

A = π (Rm + rm) h 

Para a qual: 

A = área de adesão do cimento (mm²); 

π = 3,14; 

Re = raio equivalente do canal, calculado como (Rm + rm) /2; 

Rm = raio médio do canal coronário ((Rc + rc) / 2); 

rm = raio médio do canal apical ((Ra + ra) / 2); 

Rc = raio maior do canal coronário; 

rc = raio menor do canal coronário; 

Ra = raio maior do canal apical; 

ra = raio menor do canal apical; 

A B 
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h = espessura do corpo de prova. 

 

Figura 22 - Desenho esquemático do corpo-de-prova com suas grandezas 

 

Fonte: Autor 

Após o teste, realizou-se a análise dos tipos de falha com auxílio de um 

microscópio operatório (DF Vasconcellos, Valença, RJ, Brasil) (Figura 22), com 

aumento de 40x (Figura 23). As falhas foram classificadas de acordo com sua 

localização e características: adesivas, quando ocorriam na interface entre dentina, 

cimento e cone; coesivas, quando o cimento ou material obturador recobria 

completamente a parede do canal; adesivas, quando a parede radicular apresenta 

ausência total; e mistas, quando áreas recobertas e desprovidas de material se 

alternavam (Figura 24). 
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Figura 23 – Microscópio operatório modelo DF Vasconcellos utilizado na análise de falha. 
 

Fonte: DF Vasconcellos (disponível em https://dfv.com.br/, acesso em 21 jan. 2025). 

 

 Figura 24 - Exemplo de falhas- (A):Adesiva; (B) coesiva e (C) mista. 

Fonte: Bayram et al., 2018 

 

3.11.4 Microscopia eletrônica de varredura para análise da interface de união 

A análise por MEV foi realizada com o segundo slice obtido de cada terço. Para 

a análise por MEV, a superfície dos corpos de prova foi regularizada e polida com lixa 

d’água carbureto de silício nas seguintes granulações: 400, 600 e 1200 (Norton, 

Lorena, SP, Brasil), sob movimentos repetidos em forma de “8”. Em seguida, os slices 

A B C 
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foram levados para cuba ultrassônica (Digital Ultrasonic Cleaner, Kondortech, São 

Carlos, SP, Brasil), por 20 min e imersos na bateria de álcool etílico com cinco 

concentrações crescentes (25, 50, 75, 80 e 100%), por 15 min cada. Em seguida, os 

slices foram imersos em ácido clorídrico (6 mol/L), por 1 min e, por fim, em NaOCl 

2,5%, por 5 min. Após esses protocolos, os corpos de prova ficaram 24 horas em 

estufa à 37°C.  

No dia seguinte, os slices foram posicionados com fita adesiva dupla face (3M, 

São Paulo, SP, Brasil) em stub metálico circular (Figura 25A) e levados ao aparelho 

metalizador (Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein, Alemanha) para serem recobertos 

por fina camada da liga ouro paládio (Figura 25B). Finalmente, os espécimes foram 

analisados por MEV (JSM 5410, JEOL Ltda, Tókio, Japão), com um aumento inicial 

de 50x para localização das áreas representativas e, posteriormente, de 200x. 

 

Figura 25 – Preparação das amostras para MEV: A- Amostras fixadas em stub com fita dupla face; B- 

Slices fixados em stub e metalizados para posterior analise por meio de microscopia eletrônica de 

varredura.  

Fonte: Autor 

 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados de UFC foram transformados em log₁₀ para a realização das análises 

estatísticas. Inicialmente, a normalidade dos dados transformados foi avaliada por 

meio do teste de Shapiro–Wilk, confirmando que os valores seguiam uma distribuição 

A B 
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normal em cada grupo. Em seguida, o teste de Levene foi aplicado para verificar a 

homogeneidade das variâncias entre os grupos, uma condição essencial para a 

realização de testes paramétricos. Com essas condições atendidas, foi aplicado o 

teste t para amostras independentes, permitindo a comparação das médias das 

contagens bacterianas (em log) entre os diferentes grupos. O objetivo foi identificar 

diferenças estatisticamente significativas na eficácia da descontaminação bacteriana 

entre os métodos, considerando um nível de significância de 5%. 

Para os resultados do ensaio de push-out referentes aos grupos de remoção 

de óleo de girassol ozonizado, os dados foram igualmente submetidos ao teste de 

Shapiro–Wilk para avaliar a normalidade e ao teste de Levene para verificar a 

homogeneidade das variâncias entre os diferentes terços radiculares e os 

grupos.Ambos os testes indicaram que os valores estatísticos foram atendidos 

(p>0,05), permitindo a continuidade da análise., seguido de Anova dois fatores para 

análise  de comparação entre terços e grupos, e complementado pelo teste de Tukey 

com nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 

4.1 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS EM BIOFILMES BACTERIANOS 

4.1.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colônias 

Após a realização das quatro diluições e a obtenção dos valores de UFC, 

procedeu-se à avaliação da descontaminação proporcionada pelos protocolos 

propostos em todos os corpos de prova dos grupos experimentais, excetuando-se os 

pertencentes aos grupos de controle negativo e positivo. 

Na Tabela 3, fez apresentados os valores médios e os respectivos desvios-

padrão do número de bactérias, obtidos pela contagem das UFCs, considerando as 

diferentes soluções irrigantes utilizadas. 

 O teste de post-hoc de Tukey mostrou a diferença estatística entre o efeito das 

soluções (p < 0,05) (Tabela 3), indicando uma redução do número de UFCs, conforme 

houve o aumento da concentração do ozônio nos diferentes grupos (p<0,05). Para o 

grupo NaOCl obtiveram-se valores menores que os grupo clorexidina 2%, ozônio 

gasoso 15, 30 e 60 µg/mL e água ozonizada 15 µg/mL. Porém, para o grupo óleo de 

semente de girassol ozonizado, obtiveram-se os menores valores dentre os grupos 

analisados sem associação (Tabela 3).  

 Ao analisar os resultados dos grupos associados, pode-se verificar que o 

ôzonio gasoso associado ao NaOCl 2,5% não potencializou a ação antimicrobiana, 

apresentando-se estatisticamente semelhante ao grupo sem associação do ôzonio 

gasoso (p<0,05). Porém, para o grupo clorexidina associada ao ôzonio gasoso 

verificou-se ação sinérgica e zerou os valores de UFC, sendo o grupo com maior 

redução bacteriana dentre todos os grupos analisados no estudo (Tabela 3). 
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Tabela 3. Valores de média e desvio padrão obtidos pela contagem de unidades 
formadoras de colônia (UFC) em valor  absoluto e em Log10 em cada grupo 
experimental testado. 

 

* Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p ≤ 0,05). 

Fonte: Autor. 

 

Grupos 
Média 
(absoluto) 

Média 
(Log10) 

D. Padrão 
(absoluto) 

D. 
Padrão 
(Log10) 

PBSA 4.026.000 6,604 
1.150.710,
7 

6,06 

NaOCl 2,5%B 53.525 4,728  27.304,14 4,436 

CLXB 62.275 4,794 28.335,65 4,452 

Ozônio gasoso  
15 µg/mL C 628.525 5,798 92.504,10 4,966 

Ozônio gasoso  
30 µg/mL C 122.025 5,086 18.338 4,263 

Ozônio gasoso  
60 µg/mL B 67.575 4,829 17.278,57 4,237 

Ozônio gasoso  
15 + NaOClB 55.250 4,742 36.013,19 4,556 

Ozônio gasoso  
30 µg/mL + 
NaOClB 

53.750 4,730 22.812,64 4,358 

Ozônio gasoso  
60 + NaOClB 53.350 4,727 31.441,96 4,497 

Ozônio gasoso  
15 µg/mL + 
CLXB 

60.200 4,779 27.273,30 4,435 

Ozônio gasoso  
30 µg/mL + 
CLXB 

44.750 4,650 26.495,34 4,423 

Ozônio gasoso  
60 µg/mL + 
CLXD 

0 0 0 0 

Água 
ozonizada  
15 µg/mL A 

3.255.000 6,512 
1.671.445,
8 

6,223 

Óleo de 
semente de 
girassol 
ozonizado 330 
mmolEq/kg B 

77.250 4,887 20.131,9 4,303 

Óleo de 
semente de 
girassol 
ozonizado 660 
mmolEq/kg E 

22300 4,348 9.936,13 3,997 
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4.1.2 Análise por Microscopia Eletrônica de Varredura 

 
As análises realizadas por MEV possibilitaram uma avaliação qualitativa da 

presença de bactérias na superfície interna do SCR, bem como dos efeitos das 

soluções irrigantes na estrutura dentinária, após a aplicação dos protocolos de 

remoção de biofilme nos diferentes grupos. Para interpretar os resultados, foram 

capturadas imagens com ampliação de 2000x. 

 Para o grupo controle negativo (Figura 26A), foi possível observar a presença 

de biofilmes densos e maduros distribuídos pelo conduto radicular de forma 

homogênea, demonstrando o crescimento efetivo da bactéria dentro do período de 21 

dias. Nos grupos NaOCl (Figura 26B) e Clorexidina 2%( Figura 26F, foi possível 

visualizar algumas bactérias pelo conduto radicular, porém em baixa quantidade, mas 

no grupo NaOCl foram visualizados alguns pontos de precipitado do sal e erosão 

dentinária. 

 Nos grupos com água ozonizada (Figura 26J) foi possível visualizar uma maior 

quantidade de bactérias pelo conduto radicular. Já nos grupos de ozônio gasoso, esse 

número diminui conforme a concentração aumenta de 15 (Figura 26K), 30(Figura 26L) 

e 60 µg/mL (Figura 26M).  No grupo óleo de girassol ozonizado (Figura 26N) houve 

presença de bactérias semelhante aos grupos NaOCl 2,5% (Figura 26B) e clorexidina 

2% (Figura 26F), porém apresentou alguns túbulos obliterados pelo óleo e presença 

de imagens sugestivas de óleo no conduto radicular não obstruindo os túbulos, o que 

pode ocasionar falhas de adesividade e menor penetração de cimento obturador. 

 Nos grupos associados, a associação de NaOCl 2,5% + ozônio gasoso (Figura 

26C-D-E) demonstrou imagens semelhantes ao grupo NaOCl 2,5% (Figura 26B), 

porém com maior erosão dentinária e presença de precipitado de sal. Já o grupo 

Clorexidina 2% associada ao ozônio gasoso (Figura 26G-H-I) apresentou baixa 

quantidade de bactérias aderidas, sem alteração da dentina. Os efeitos 

antimicrobianos se potencializaram com o aumento da concentração do ozônio 

gasoso, sendo que, em 60 (Figura 26M), a dentina apresentou ausência de 

microrganismos aderidos à mesma. 
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Figura 26 - Fotomicrografias da superfície dentinária em 2000x a esquerda e 5000x a direita, das 
diferentes soluções aplicadas no interior do conduto radicular, respectivamente dos grupos: Controle 
negativo (A), NaOCl 2,5% (B); ozônio gasoso 15 + NaOCl 2,5% (C) ozônio gasoso 30 + NaOCl 2,5%, 
(D), ozônio gasoso 60 + NaOCl 2,5% (E), clorexidina 2%(F), ozônio gasoso 15 + clorexidina 2% (G), 
ozônio gasoso 30 + clorexidina 2% (H), ozônio gasoso 60 + clorexidina 2% (I), água ozonizada (J), 
ozônio gasoso 15 (K); ozônio gasoso 30 (L), ozônio gasoso 60 (M), óléo de semente de girassol 
ozonizado 330 mmol.Eq/kg (N), óleo de semente de girassol ozonizado 660 mmol.Eq/Kg (O). 

 

  
 
Fonte: Autor 

5000x 2000x 
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Fonte: Autor 
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Figura 26 - Fotomicrografias da superfície dentinária em 2000x a esquerda e 5000x a direita, das 
diferentes soluções aplicadas no interior do conduto radicular, respectivamente dos grupos: Controle 
negativo (A), NaOCl 2,5% (B); ozônio gasoso 15 + NaOCl 2,5% (C) ozônio gasoso 30 + NaOCl 2,5%, 
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ozônio gasoso 30 + clorexidina 2% (H), ozônio gasoso 60 + clorexidina 2% (I), água ozonizada (J), 
ozônio gasoso 15 (K); ozônio gasoso 30 (L), ozônio gasoso 60 (M), óléo de semente de girassol 
ozonizado 330 mmol.Eq/kg (N), óleo de semente de girassol ozonizado 660 mmol.Eq/kg (O). 
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4.3 TESTE DE PUSH-OUT 

  A análise estatística utilizando ANOVA de dois fatores revelou diferenças 

significativas entre os fatores "protocolo" e "terço radicular" (p<0,05). O teste de 

comparações múltiplas de Tukey indicou que os maiores valores de resistência de 

união foram registrados no terço cervical, onde os diferentes protocolos de remoção 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre si. No terço médio, os 

grupos tratados com NaOCl 2,5% e clorexidina 2% apresentaram os maiores valores 

de resistência, sendo estatisticamente semelhantes (p<0,05) ao obtido com o método 

de remoção do óleo de semente de girassol ozonizado associado ao PUI. Os dois 

métodos de irrigação do óleo de semente de girassol ozonizado, entretanto, não 

apresentaram semelhança estatística entre si. No terço apical, os valores médios 

obtidos para NaOCl 2,5% e clorexidina foram semelhantes entre si (p<0,05) e 

comparáveis aos do grupo em que o óleo de semente de girassol ozonizado foi 

removido com NaOCl a 2,5% associado ao PUI(p<0,05). 

 Os dados obtidos no ensaio de push-out estão apresentados na Tabela 4. 

Foram analisados as soluções irrigantes e os métodos de remoção do óleo de girassol 

ozonizado utilizando NaOCl a 2,5%, com e sem ativação ultrassônica. Ao avaliar 

isoladamente cada terço radicular, foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas na resistência de união em função dos métodos de remoção utilizados 

(p<0,05). Além disso, ao comparar os terços radiculares para cada método, também 

foram identificadas diferenças significativas (p<0,05). 

 Os menores valores de resistência de união foram encontrados no terço apical, 

os grupos NaOCl 2,5%, clorexidina 2% e remoção de óleo de girassol ozonizado de 

girassol com NaOCl 2,5% +PUI foram estatisticamente semelhantes (p<0,05), 

enquanto o grupo remoção de óleo de girassol ozonizado com NaOCl apresentou-se 

estatisticamente diferente. 
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Tabela 4 -  Teste de Push-out para média da resistência de união em MPa ± desvio padrão nos grupos 
experimentais em relação à cada terço radicular. 

 

Grupos 
Terço radicular 

Cervical Médio Apical 

NaOCL 2,5% + EDTA 3,30 ± 0,59 aA 2,83 ± 0,43 aA 2,10 ± 0,53 aB 

Clorexidina 2% + EDTA 3,26 ± 0,51 aA 2,78 ± 0,38 aA 2,14 ± 0,46 aB 

Oleo + NaOCl 2,5% + EDTA 2,57 ± 0,73 bA 1,94 ± 0,82 bB 1,40 ± 0,55 bC 

Óleo + NaOCl 2,5% + 
Ultrassom + EDTA 

3,10 ± 0,44 aA 2,45 ± 0,78 aAB 2,01 ± 0,38 aB 

* Diferentes letras minúsculas na mesma coluna e diferentes letras maiúsculas nas linhas indicam 
diferença estatisticamente significantes (p<0,05). 
Fonte: Autor. 

4.3.1 Ensaio do Tipo de Falha Ocorrida 

A análise dos tipos de falha foi realizada em 10 corpos de prova para 

cada terço radicular (cervical, médio e apical) de cada grupo experimental 

(NaOCl 2,5%, clorexidina 2%, óleo de girassol ozonizado + NaOCl a 2,5% e 

óleo de girassol ozonizado + NaOCl a 2,5% com ultrassom). Nos grupos 

tratados com NaOCl 2,5%, clorexidina 2% e óleo de girassol ozonizado 

removido utilizando NaOCl 2,5% com ativação ultrassonica (PUI), observou-se 

uma predominância de falhas coesivas. No grupo óleo de girassol ozonizado + 

NaOCl a 2,5%, foram registradas quatro amostras com falhas mistas na região 

cervical e uma em região de terço médio (Figura 21). 
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Figura 27 – Valores obtidos para as falhas coesivas nos diferentes terços radiculares. 

 

Fonte: Autor 

4.3.2 Análise por Microscopia Eletrônica de Varredura 

 A análise de interface de união do cimento endodôntico por meio de MEV, 

demonstrou que os grupos NaOCl 2,5% e clorexidina 2% obtiveram melhores 

resultados apresentando cimento no interior dos túbulos dentinários em todos os 

terços analisados. A presença de cimento nos túbulos dentinários diminui conforme a 

profundidade no interior do canal radicular, sendo a menor em região de terço apical 

(Figura 28A - Terço Apical; Figura 28B – Terço Apical). 

 O grupo remoção de óleo com NaOCl 2,5% apresentou baixa interface de união 

de cimento e, em algumas amostras e terços, ausência de cimento nos túbulos 

dentinários (Figura 28C – Todos os terços). A ausência do cimento percorrendo os 

túbulos dentinários é mais presente em região de terço apical, indicando a possível 

obliteração dos túbulos dentinários pela solução oleosa. O grupo de remoção de 

ozônio com NaOCl 2,5% + ultrassom (Figura 28D) apresentou maior interface de união 

em relação ao grupo remoção apenas com NaOCl 2,5%, porém menor que os grupos 

NaOCl 2,5% e CLX 2%. 
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Figura 28 – Fotomicrografias da interface de união em ordem de linha para A- NaOCl 2,5%, B- 
clorexidina 2%, C-remoção de óleo de girassol ozonizado com NaOCl 2,5% e D- remoção de óleo de 
girassol ozonizado com NaOCl 2,5%  + PUI, da interface cemento/dentina no aumento de 200x. As 
colunas determinam os Terços: Cervical, médio; e apical. Setas: Indicam a região de espaço entre 
dentina e material obturador, nas quais houve baixa ou nenhuma penetração de cimento.  

 

 

Fonte: Autor. 

              Terço cervical                                          Terço Médio                                             Terço Apical 

A 

B 

C 

D 
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5 DISCUSSÃO 

Com base nos resultados obtidos, a hipótese nula deste trabalho foi rejeitada, 

considerando que a utilização de ozônio, em suas diferentes formas de aplicação 

(água ozonizada, ozônio gasoso e óleo de girassol ozonizado), apresentou eficácia 

antimicrobiana, em níveis diferentes, na eliminação de biofilmes de E. faecalis 

presentes no SCR. Foi demonstrado que há diferenças estatisticamente significativas 

na eficácia de descontaminação dos canais radiculares entre os diferentes agentes 

antimicrobianos testados, com destaque para a combinação envolvendo ozônio 

gasoso associado a clorexidina 2%, que resultarou em um aumento significativo na 

eliminação dos biofilmes. Além disso, o método de remoção do óleo ozonizado com 

PUI e NaOCl 2,5% impactou positivamente na resistência de união do cimento 

endodôntico à dentina, contrariando as premissas da hipótese nula. 

O protocolo de coleta adotado, baseado em Goulart et al. (2024), permitiu uma 

maior coleta do biofilme presente no SCR quando comparado a metodologias 

clássicas baseadas na utilização de cones de papel (Sathorn et al., 2007). Este 

diferencial metodológico torna os achados microbiológicos mais confiáveis e próximos 

da realidade clínica, uma vez que o biofilme maduro é mais resistente à ação de 

irrigantes e medicamentos intracanal convencionais. 

A contagem de UFC após os protocolos de irrigação confirmou que o hipoclorito 

de sódio (NaOCl) a 2,5% continua sendo um dos agentes mais eficazes na eliminação 

de biofilmes, corroborando estudos anteriores (Pinheiro et al., 2018; Arias‐Moliz et 

al.,2015; Ruksakiet et al., 2020). No entanto, a combinação de ozônio gasoso com 

NaOCl 2,5% não demonstrou um efeito sinérgico significativo, sendo estatisticamente 

semelhante ao grupo tratado apenas com hipoclorito de sódio. A ausência de 

sinergismo estatisticamente significativo quando associado ao ozônio gasoso sugere 

que a saturação da capacidade oxidativa de ambas pode limitar ganhos adicionais de 

eficácia, o que também foi sugerido por Araujo et al. (2024). 

Com relação aos resultados do ozônio gasoso, os valores obtidos demonstram 

potencial de descontaminação do SCR, conforme o aumento da concentração, 

período de tempo de exposição e fluxo de borbulhamento proposto. Silva et al. (2020), 

realizaram uma revisão bibliográfica que demonstrou uma relação entre tempo de 

aplicação e concentração do ozônio gasoso aplicado nos biofilmes microbianos, 
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indicando o aumento do potencial antimicrobiano intimamente relacionado a esses 

parâmetros. Esta correlação vai de encontro aos resultados obtidos neste estudo, o 

qual utilizou de um aumento gradativo de concentração, fluxo maior de 5 mL/min e o 

tempo maior de ação continua da solução de 5 min.  

A associação de clorexidina a 2% com ozônio gasoso promoveu uma 

eliminação quase total dos biofilmes, sugerindo uma ação sinérgica entre os 

compostos (Noites et al., 2014; Silva et al., 2020). Essa interação pode estar 

relacionada à capacidade oxidante do ozônio sobre estruturas orgânicas, tornando as 

bactérias mais suscetíveis à ação antimicrobiana da clorexidina. Ao entrar em contato 

com o meio aquoso, o ozônio gera espécies reativas de oxigênio (ROS), como ânion 

superóxido (O₂•⁻), peróxido de hidrogênio (H₂O₂), oxigênio singlete (¹O₂) e radical 

hidroxila (•OH), que possuem alta capacidade oxidativa (Alfei et al., 2024). Essas 

espécies provocam lesões nos componentes do biofilme, especialmente na matriz 

exopolissacarídica (EPS), cuja integridade é fundamental para a resistência 

microbiana. Por meio de reações de oxidação, como as de Fenton e Haber–Weiss, 

ocorre a fragmentação das ligações covalentes de polissacarídeos e proteínas, 

resultando na desorganização da estrutura tridimensional do biofilme e facilitando a 

penetração de agentes antimicrobianos. A clorexidina, por sua vez, apresenta eficácia 

reduzida contra biofilmes maduros devido à sua limitada capacidade de degradação 

de estruturas orgânicas. Portanto, a aplicação prévia de ozônio pode aumentar a 

permeabilidade do biofilme e potencializar a ação da clorexidina (Alfei et al., 2024. 

Esses resultados são relevantes, pois indicam que a combinação de ozônio gasoso 

com clorexidina pode ser uma alternativa clinicamente viável para descontaminação 

de canais radiculares infectados, especialmente em casos de infecções persistentes, 

promovendo a descontaminação total do conduto radicular, e uma melhor 

regeneração dos tecidos periapicais pela ausência da interferência microbiana. 

Além disso, a análise por MEV confirmou os achados microbiológicos, 

mostrando túbulos dentinários livres de microrganismos nos grupos tratados com CLX 

+ ozônio, enquanto nos grupos de NaOCl com ou sem ozônio foram observadas 

colônias residuais e maior grau de erosão da dentina, evidenciando um efeito colateral 

potencial da combinação química na estrutura dentinária (Haapasalo et al., 2010). 

A água ozonizada, embora apresente benefícios em termos de 

biocompatibilidade e estímulo à regeneração tecidual (Shetty et al., 2022; Floare et 
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al., 2021), demonstrou menor eficácia antimicrobiana neste estudo, o que corrobora 

achados de Nagayoshi et al. (2004) e Galdeano et al. (2018). Sua instabilidade em 

temperatura ambiente e rápida decomposição limitam seu potencial de uso como 

irrigante principal, mas não excluem sua utilidade como coadjuvante em protocolos 

clínicos específicos. 

O óleo ozonizado vem sendo estudado na endodontia como irrigante intracanal 

demonstrando resultados próximos, porém inferiores, ao NaOCl 2,5% (Mittal et al., 

2022; Mundhra et al., 2023). O potencial de remoção de biofilme é ampliado quando 

o óleo ozonizado é agitado com ultrassom, demonstrando, nesse caso, resultados 

mais próximos ao NaOCl 2,5%. (Mittal et al., 2022). Os resultados demonstraram 

eficácia comparável ao NaOCl 2,5% no grupo com concentração de 660 mmol.Eq/kg. 

A literatura já aponta o óleo ozonizado como uma alternativa viável, com ação 

prolongada devido à liberação lenta de ozonídeos e peróxidos (Kishore et al., 2016; 

Murugesan et al., 2022). Contudo, sua alta viscosidade dificulta a remoção completa 

do canal, levantando preocupações quanto à interferência na adesão de cimentos 

endodônticos.  

Para contornar essa limitação, a utilização do sistema de irrigação com 

ativação por ultrassom (PUI) associada ao NaOCl demonstrou-se eficaz na remoção 

do óleo, como evidenciado nos resultados de push-out. Essa estratégia se mostrou 

superior à irrigação convencional com NaOCl 2,5%, embora inferior aos grupos sem 

uso prévio de óleo. A literatura corrobora o potencial do PUI em promover cavitação e 

microfluxos que aumentam a penetração do irrigante e a remoção de detritos e 

substâncias viscosas (van der Sluis et al., 2007; Jiang et al., 2010). 

Os resultados de resistência de união demonstraram, de forma complementar, 

que a remoção inadequada de resíduos do óleo ozonizado pode comprometer 

significativamente a adesão dos cimentos endodônticos à dentina, afetando 

diretamente o sucesso do selamento apical. Isso reforça a necessidade de estratégias 

eficazes de irrigação final, sendo o PUI uma abordagem promissora, conforme 

demonstrado por Wagner et al. (2017), que apontaram sua superioridade na remoção 

de resíduos em relação a métodos passivos. 

A presença de resíduos oleosos observada na análise por MEV nos grupos 

com óleo ozonizado reforça a hipótese de que a sua completa eliminação requer 



62 

 

 
 

protocolos complementares ou combinados, como o uso de agentes surfactantes ou 

aumento do tempo de agitação ultrassônica, o que poderia ser investigado em estudos 

futuros. Além disso, a avaliação da citotoxicidade residual dessas formulações no 

periapice ainda é limitada, sendo crucial investigar se a presença de peróxidos ou 

ozonídeos residuais pode interferir na resposta biológica dos tecidos adjacentes. 

A remoção do óleo com NaOCl 2,5% ativado por ultrassom (PUI) melhorou a 

interface de união em comparação com a remoção convencional apenas com 

hipoclorito, reforçando os resultados de estudos prévios que demonstram que a 

ativação ultrassônica potencializa a remoção de resíduos oleosos e melhora a adesão 

dos materiais restauradores (Narimatsu et al. 2021, Macedo et al., 2013, Gu et al., 

2009).  

Muitos estudos demonstram que a ativação ou sinergia das soluções e 

protocolos pode potencializar a remoção de biofilme do interior do canal radicular 

(Hasheminia et al., 2013; Noites et al., 2014; Duque et al., 2023; Gomes et al., 2023), 

O estudo de Noites et al., 2014 realizado com ozônio e NaOCl 2,5 % demonstrou que 

ocorre sinergia entre as soluções na remoção de biofilme. No atual estudo, os 

resultados foram diferentes ao estudo de Noites et al., 2014, demonstrando que não 

ocorreu aumento do potencial antimicrobiano, e as imagens de MEV, demonstraram 

a presença de regiões com maior erosão. Além disso, no grupo NaOCl 2,5% houve a 

presença de detritos, proporcionados pela própria substância, enquanto os grupos que 

foram borbulhados com ozônio, obtiveram uma maior limpeza dos detritos, o que pode 

sugerir que a ação do ozônio ou do borbulhamento proporcionou uma maior remoção 

de smear layer, sujidades e erosão dentinária no canal radicular. Tais características 

são semelhantes ao processo ocasionado pelo PUI que gera bolhas, cuja implosão 

gera energia que potencializa sua ação promovendo maior limpeza do canal radicular 

(van der Sluis et al., 2007; Jiang et al.,2010; Wagner et al., 2017). 

Os resultados de contagem de UFC e as imagens de MEV indicaram que 

ozônio gasoso borbulhado em clorexidina a 2% promoveu total remoção dos biofimes 

maduros presentes no SCR. Tais resultados sugerem que existe sinergia entre as 

substâncias, e que o ozônio consegue potencializar a ação antibiofilme da clorexidina. 

Estes resultados corroboram com o estudo realizado por Noites et al., 2014, que 

avaliou a ação do ozônio gasoso associado à clorexidina 2% em diferentes 

microrganismos e obteve total eliminação dos mesmos. 
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Os resultados deste estudo destacam o potencial promissor da sinergia entre 

clorexidina 2% e ozônio gasoso na descontaminação do SCR, possivelmente devido 

à amplificação da atividade antimicrobiana proporcionada pelo ozônio. Além disso, 

considerando a capacidade do ozônio de promover a degradação de matéria orgânica 

(Silva et al., 2020; Murugesan et al., 2022), essa combinação pode ter contribuído 

para uma remoção mais eficaz de resíduos biológicos, embora esse aspecto não 

tenha sido diretamente avaliado no presente estudo.  

Ambas as estratégias, a associação de clorexidina com ozônio gasoso e o uso 

do óleo de girassol ozonizado, demonstraram eficácia significativa na 

descontaminação do SCR e apresentam potencial para aplicação clínica. No entanto, 

estudos adicionais são necessários para avaliar a capacidade dessas combinações 

na remoção de tecido orgânico e os subprodutos gerados pela interação entre 

clorexidina e ozônio gasoso, além de investigar seus possíveis efeitos nos tecidos 

periapicais. Pesquisas sobre a citotoxicidade dessas formulações também são 

essenciais para garantir a segurança e viabilidade do seu uso na prática endodôntica. 

Apesar dos resultados promissores, algumas questões permanecem em 

aberto, como a necessidade de investigações mais detalhadas sobre a citotoxicidade 

das diferentes combinações de ozônio e seus possíveis impactos no tecido periapical. 

Estudos futuros devem explorar também a influência do ozônio na remoção de tecidos 

orgânicos e sua interação com materiais obturadores a longo prazo. 
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6 CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo demonstraram que a utilização do ozônio, em suas 

diferentes formas de aplicação (ozônio gasoso, água ozonizada e óleo de girassol 

ozonizado), apresenta potencial antimicrobiano significativo contra biofilmes maduros 

de Enterococcus faecalis presentes no SCR. Em particular, a combinação de 

clorexidina 2% com ozônio gasoso mostrou uma ação sinérgica, resultando na maior 

redução da carga microbiana. Os que indica a eficácia do ozônio, especialmente 

quando combinado à clorexidina, na desinfecção endodôntica, sugerindo sua 

viabilidade como alternativa complementar aos irrigantes tradicionais. 

A análise da resistência de união do cimento endodôntico à dentina mostrou 

que a remoção do óleo ozonizado com NaOCl 2,5% e PUI apresentou melhores 

resultados em termos de adesão do material obturador, minimizando potenciais 

efeitos adversos da presença residual do óleo ozonizado nos túbulos dentinários. 
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