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RESUMO

GOULART, R.S. AVALIAQAO DA TERAPIA ANTIMICROBIANA ADJUVANTE COM
0OZONIO NOS CANAIS RADICULARES. Tese (Doutorado em Odontologia, area de
concentracdo Endodontia). Universidade de Ribeirdo Preto, Programa de POs-
Graduacao em Odontologia. Ribeirdo Preto, 2025.

Durante o tratamento endodontico, a eficiente desinfeccdo dos canais radiculares e
tubulos dentinarios ocorre pela acdo mecanica dos instrumentos e pela acado quimica
das solucdes irrigantes, que devem apresentar alto poder antimicrobiano. O objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do ozdnio em diferentes
formulacdes de solucao 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 raizes de dentes bovinos, previamente preparadas com o sistema
rotatorio Protaper (F2, F3, F4, F5) e irrigadas com NaOCI| 2,5% entre cada
instrumento, seguido de EDTA 17% por 5 min. Concluida a instrumentacao, as raizes
foram esterilizadas e fixadas em tubos Eppendorf com resina acrilica incolor. Os
espécimes foram distribuidos em 20 grupos, além de uma amostra para verificagao
do protocolo de esterilizacdo. Esses grupos (n=10) foram destinados a analise de UFC
para solucdes com ou sem 0z0nio gasoso e agua ozonizada em agua ultrapura,
andlise qualitativa por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (n=4) e MEV para
resisténcia de unido (n=2): PBS; NaOCI 2,5%; Clorexidina 2%; 0zbnio gasoso (15, 30,
60 pg/mL); Agua ozonizada 15 pg/mL; 6leo de semente de girassol ozonizado (330,
660 mmolEqg/Kg); ozbnio gasoso (15, 30, 60 pug/mL) + NaOCI 2,5%; 0zdnio gasoso
(15, 30, 60 pg/mL) + Clorexidina 2%; e, para push-out, NaOCI 2,5%, Clorexidina 2%,
remocao de 6leo ozonizado com NaOCI 2,5% e remocdo de Oleo ozonizado com
NaOCI 2,5% + Passive Ultrasonic Irrigation (PUI). Para a formacgéo do biofilme, os
condutos foram inoculados com E. faecalis (escala 1 de McFarland) por 21 dias,
substituindo-se diariamente o in6culo para manter bactérias viaveis. Apés esse
periodo, realizou-se a desinfeccdo com as solu¢cdes de acordo com cada grupo,
seguida pela coleta de dados e andlise estatistica. Os resultados indicaram que o 6leo
ozonizado 660 pg/mL teve acao antimicrobiana semelhante ao NaOCI 2,5%, enquanto
a Clorexidina 2% ativada por ozonio gasoso 60 pg/mL obteve a maior taxa de
descontaminacdo. Na analise de MEV, grupos com NaOCI| 2,5% apresentaram
algumas colbnias e eroséo dentinaria; aqueles com 6leo ozonizado exibiram residuo
oleoso e poucas coldnias aderidas; ja a clorexidina 2% associada ao 0z6nio gasoso
(60 pg/mL) mostrou auséncia de microrganismos e tibulos ndo obstruidos. Nos testes
de push-out, a remocédo de 6leo somente com NaOCI 2,5% apresentou 0S menores
valores, enquanto NaOCI 2,5% + PUI teve melhor desempenho, mas ainda inferior
aos grupos de NaOCI 2,5% e clorexidina 2%. Concluiu-se que o 6leo ozonizado possui
eficacia estatisticamente psimilar ao NaOCI 2,5%, a ativagéo de clorexidina 2% pelo
0z06nio gasoso promove acao sinérgica, aumentando o poder de descontaminagdo do
SCR e a remocgé&o do Oleo ozonizado com NaOCI 2,5% + PUI aumenta a resisténcia
de unido do cimento.

Palavras-chave: Endodontia. Ozonioterapia. Biofilme bacteriano. Solugao Irrigante.
Descontaminacéo.



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 Ribeirdo Preto, Postgraduate Program in Dentistry.
Ribeirdo 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% NaOCI| 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%
NaOCI; 2% chlorhexidine; gaseous ozone (15, 30, 60 pg/mL); ozonated water 15
png/mL; ozonated sunflower seed oil (330, 660 mmolEg/Kg); gaseous ozone (15, 30,
60 pg/mL) + 2.5% NaOCI; gaseous ozone (15, 30, 60 pg/mL) + 2% chlorhexidine; and
for push-out testing: 2.5% NaOCI, 2% chlorhexidine, removal of ozonated oil with 2.5%
NaOCI, and removal of ozonated oil with 2.5% NaOCI + 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 pg/mL exhibited antimicrobial activity similar to 2.5% NaOCI, while 2%
chlorhexidine activated by 60 pg/mL gaseous ozone demonstrated the highest
decontamination rate. SEM analysis revealed that groups treated with 2.5% NaOCI
presented some microbial colonies and dentin erosion; those treated with ozonated ol
exhibited residual oily layers and few adherent colonies; 2% chlorhexidine associated
with 60 pg/mL gaseous ozone showed absence of microorganisms and unobstructed
dentinal tubules. In push-out tests, removal of ozonated oil with 2.5% NaOCI resulted
in the lowest bond strength values, whereas the combination of 2.5% NaOCI + PUI
performed better, though still inferior to the 2.5% NaOCI and 2% chlorhexidine groups.
It was concluded that ozonated oil is statistically as effective as 2.5% NaOCI; activation
of 2% chlorhexidine with gaseous ozone enhances its decontamination efficacy
through a synergistic effect; and the removal of ozonated oil using 2.5% NaOCI + PUI
improves the bond strength of the sealer.

Keywords: Endodontics; Ozone Therapy, Bacterial Biofilm; Irrigating Solution;
Decontamination.
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1 INTRODUCAO

Nos tratamentos e retratamentos endoddnticos, a eficaz descontaminacao
dos canais radiculares e dos tubulos dentinarios é realizada pela acéo fisica dos
instrumentos, acdo quimica e ativacao das solugdes irrigantes. Outro fator importante
€ o preenchimento tridimensional do canal radicular, com auséncia de espacos vazios,
de modo a visar a eliminacdo 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 variagbes como istmos, canais acessorios e ramificacdes que
podem, facilmente, abrigar colénias de bactérias (De Deus, 1975; Perez et al., 1993;
Berkiten et al., 2000; Huang et al., 2024). A reducéo da carga bacteriana garante uma
melhor regeneracéo do tecido periapical, a qual é alcancada por meio da combinacéo
do preparo e da desinfeccdo do canal radicular, enquanto o isolamento da baixa
concentracdo de bactérias sobreviventes € obtido através de uma obturacéo
adequada (Siqueira; Rocas, 2008). O preparo e a desinfeccdo do canal radicular,
envolvem a ampliacdo e modelagem dos canais, além da eliminac@o de bactérias e
subprodutos, inclusive de areas inacessiveis e ndo 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 alcancar esse objetivo, trés passos devem ser realizados para a
remocao eficaz dos microrganismos presentes no SCR, que sao: instrumentacao
mecanica, uso de solucdes irrigantes e ativacdo da solucéo irrigante (Ricucci et al.,
2009). A instrumentacdo mecénica é realizada com a utilizacdo de limas manuais,
rotatrias ou reciprocantes com o objetivo principal de proporcionar espacgo para a
utilizacao de solucdes irrigantes, visto que 35 a 53% do canal radicular permanece
intocado pela instrumentacao, apresentando biofilme, formacédo da camada de smear
em regides de dificil 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 aderéncia 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 espeécies, encontra-se Enterococus faecalis, um dos principais patdogenos
nosocomiais, que apresenta potencial para causar diversas infeccoes em humanos
(Jett et al., 1994; Richards et al., 2000; Poéntinen et al., 2021). Embora E. faecalis
represente apenas uma pequena propor¢cdo da microbiota oral, essa espécie esta
associada a lesdes periapicais persistentes (Zhang et al., 2021; Elashiry et al., 2023).
Além disso, E. faecalis esta entre as principais espécies bacterianas associadas a
infeccbes secundarias do SCR, destacando-se por sua elevada capacidade de
sobrevivéncia em condi¢cdes adversas, como ambientes com baixos niveis de
nutrientes e pH acido, além de sua resisténcia aos tratamentos endoddnticos
convencionais (Sedgley et al., 2006; Alkaoud et al., 2024; Yang et al., 2024). Em
funcdo disso, os estudos relativos a avaliacdo da eficacia de irrigantes e
medicamentos endodbénticos se concentraram na eliminagcdo da microbiota
endoddntica. Esta bactéria pode resistir ao preparo quimico-mecéanico do tratamento
endododntico e a diversas medicac¢des intracanal, como o hidroxido de calcio, que
causa elevacao de pH (Elashiry et al., 2023), sobrevivendo nos tubulos dentinarios
(em até 600 um 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 biofiime é definido como uma comunidade microbiana organizada,
caracterizada por células que estéo ligadas a um substrato, formado por substancias
poliméricas extracelulares (EPS), que apresentam fenétipos alterados de crescimento
(Donlan, Costerton, 2002). Os biofilmes oferecem véarios beneficios aos
microrganismos, incluindo a protecao contra os agentes antimicrobianos, facilitam a
fixacdo dos microrganismos em superficies e a troca de nutrientes, que ajuda no
transporte e retencédo de nutrientes dentro do biofilme (Sharma et al., 2024). Foram
elucidados quatro mecanismos que conferem tolerancia antimicrobiana as células
organizadas em biofilme. O primeiro deve-se a presenca da matriz, constituida
basicamente de exopolissacarideos, a qual funciona como uma barreira natural aos
agentes antimicrobianos. Enzimas extracelulares produzidas pelas bactérias, como a

B-lactamases, que degradam os antibioticos beta-lactamicos podem ficar presas e
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concentradas na matriz, inibindo a acdo dos antibioticos (Anderl et al., 2000). O
segundo mecanismo envolve o estado fisiologico dos biofilmes, formando uma
barreira que protege 0s microrganismos de substancias antimicrobianas
(Gebreyohannes et al., 2019) e anticorpos do sistema imunolégico do paciente
(Jensen et al., 2010). Aléem disso, o esgotamento de nutrientes pode forcar as
bactérias a uma fase de crescimento latente ou estacionario, na qual ficam protegidas
da acdo dos agentes antimicrobianos (Portenier et al., 2005). O terceiro mecanismo
refere-se a tolerancia antimicrobiana que os microrganismos presentes no biofilme
possuem, devido a heterogeneidade metabdlica. Estudos demonstraram que o
oxigénio pode ser completamente consumido pelas células da superficie do biofilme,
proporcionando nichos anaerébicos mais adequados para a comunidade bacteriana
anaeroébica (Wu et al., 2018). O quarto mecanismo esta relacionado a comunicacao
quimica entre os microrganismos, conhecida como “quorum sensing”, que regula a
expressao de genes associados a viruléncia, formacdo e manutencdo do biofilme,
bem como a resisténcia antimicrobiana, contribuindo para a adaptacdo e
sobrevivéncia das bactérias dentro dessas estruturas (Rutherford, Bassler, 2012).
Devido a resisténcia adquirida pelos microrganismos organizados sob a forma de
biofilmes, torna-se necessario o uso de solucdes irrigantes com acéo antimicrobiana

contra essas estruturas.

As solucdes irrigantes possuem como principal caracteristica a acéo
antimicrobiana e, normalmente, sdo aplicadas no interior do canal radicular, utilizando
seringa e ponta de insercédo de metal. O fluxo volumétrico gerado pela irrigacéo € o
principal fator para a desorganizacdo e remocao de biofilme e da camada de smear
(Andreani et al., 2021; Tonini et al., 2022). Porém, essa acao usualmente se restringe
ao canal principal e as areas adjacentes mais amplas por conta das limitaces
impostas pelo espaco e pela tensédo superficial do irrigante (Giardino et al., 2021). Com
isso, mesmo a solugdo irrigante com maior potencial de acdo, ndo tera efeito
adequado caso nao alcance seus alvos no SCR em quantidade suficiente
(Boutsioukis, Arias-Moliz., 2022).

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é o irrigante mais utilizado na endodontia
devido a sua potente acdo antimicrobiana, especialmente contra infec¢cOes
bacterianas (Arias-Moliz et al., 2009, 2014; Ruiz-Linares et al., 2017), além da

capacidade de dissolver tecidos necréticos (Busanello et al., 2019; Tejada et al., 2019)
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e reduzir fatores de viruléncia (Hong et al.,, 2016). Sua eficacia depende da
concentracdo, variando entre 0,5% e 8,25% (Cullen et al., 2015; Demenech et al.,
2021), sem consenso sobre a melhor opgédo. Estudos sugerem que concentracdes
mais elevadas podem ser vantajosas (Fedorowicz et al., 2012), mas ndo ha diferenca
significativa na cicatrizacdo de periodontite apical entre diferentes concentracdes
(Verma et al., 2019; Ulin et al., 2020). O NaOCI também pode alterar as propriedades
mecanicas da dentina (Pascon et al., 2009), mas esse efeito ndo é conclusivo para
aumentar o risco de fraturas (Kishen, 2006). Além disso, seu extravasamento pode
causar acidentes periapicais, sem evidéncias de que concentracdes mais altas

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

A eficaz irrigacdo depende ndo apenas da concentracdo, mas também do
volume, tempo de exposicao e frequéncia de troca da solucdo, pois o NaOCl é
rapidamente consumido por reacdes quimicas 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 concentracdo pode
comprometer a penetracdo e a difusdo dos ions no sistema de canais radiculares. A
exposicao prolongada ao NaOCI melhora a remocao do biofilme (Chau et al., 2015;
Petridis et al., 2019a), e estudos indicam que a interacdo entre concentragao, volume,
e tempo de irrigacdo é essencial para sua eficacia, justificando a falta de diretrizes
unificadas sobre seu uso na pratica endodéntica (Haapasalo et al., 2010; Gazzaneo
et al., 2019).

O digluconato de clorexidina (CHX) é uma bisbiguanida catidbnica amplamente
utilizada como irrigante final, devido a sua incapacidade de dissolver tecidos, o que
restringe seu uso como irrigante primario (Naenni et al., 2004; Zehnder, 2006;
Haapasalo et al., 2012). Embora estudos iniciais tenham indicado que o CHX poderia
ser tdo eficaz quanto o hipoclorito de sédio (NaOCI) 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 a do NaOCI, além de néo 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 clinicos pode
estar relacionada as limita¢cdes metodologicas, como a coleta de amostras com cones
de papel e a falta de padronizacdo nos protocolos de instrumentacéo e irrigacéo
(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 a dentina
e proporcionar um efeito antimicrobiano prolongado, reduzindo a recolonizacéo
bacteriana (Komorowski et al., 2000; Rosenthal et al., 2004). No entanto, essa
propriedade foi investigada sob condi¢cdes experimentais pouco realistas, como a
imersédo prolongada de dentina em CHX (Boutsioukis, Arias-Moliz., 2022). Além disso,
o CHX apresenta citotoxicidade comparavel ou superior a do NaOCI (Vouzara et al.,
2016; Scott et al., 2018) e pode reagir com residuos de NaOCI no canal radicular,
formando um precipitado toxico de coloracdo marrom-alaranjado e capaz de causar
descoloracédo (Basrani et al., 2007; Prado et al., 2013; Jeong et al., 2021). Pelo fato
de as solucdes irrigantes ndo apresentarem todas as caracteristicas necessarias, é
realizada a combinacao de irrigantes e sua ativacao para potencializar a desinfec¢ao
(Mohammadi et al., 2021; Tonini et al., 2022). Com isso, uma alternativa que vem
sendo estudada para uso na endodontia, para descontaminac¢ao do conduto radicular

com menores efeitos adversos é o oz6nio.

O Ozobnio € um poderoso agente oxidante (United States Environmental
Protection Agency, 2023), tem extensa acéo bactericida, virucida e fungicida, que o
caracteristiza como um potencial agente na descontaminacgédo de canais radiculares
(Srikanth et al., 2013). Apresenta baixa citotoxicidade para células orais por
apresentar reversdao em 48h (Floare et al., 2021) e muito eficiente contra bactérias
resistentes a antibiéticos (Rangel et al., 2022). Apresentando a formula O3, 0 0zénio
€ um gas natural, caracterizado por sua forma instavel e energizada de oxigénio. Ele
se dissocia rapidamente em oxigénio molecular (O,) e oxigénio atémico (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 eficacia é maior em pH acido, ao contrario do NaOCI, cuja acdo de decomposicao
reduz significativamente entre pH 7 e 11 (Dash et al., 2017). As trés formas
fundamentais de aplicacdo do 0z6nio sdo: &gua ozonizada, 6leo ozonizado e géas

oxigénio/ozbnio (Pratyusha et al., 2017).

O ozbnio pode atuar como um agente oxidante de forma direta, ao se dissolver
no plasma e outros fluidos biolégicos, reagindo rapidamente com acidos graxos poli-
insaturados, antioxidantes, proteinas ricas em cisteina e carboidratos, ou de maneira
indireta, por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e produtos da
oxidacao lipidica (LOP) (Viebahn-Haensler; Fernandez., 2021; Cenci et al., 2022). A
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ozonioterapia desencadeia uma cascata endogena que libera substancias bioativas
em resposta ao estresse oxidativo moderado e transitério induzido pelo ozonio,
conhecido como estresse oxidativo. Devido a sua solubilidade no plasma, o 0zdnio
induz esse estresse oxidativo ao reagir com acidos graxos poli-insaturados e agua,
formando ROS nos fluidos e tecidos humanos. Dentre essas espécies, 0 peroxido de
hidrogénio (H,O,) se destaca como o principal oxidante n&do radicalar (Cenci et al.,
2022). Simultaneamente, o ozoénio gera LOPs, incluindo radicais lipoperoxidicos,
hidroperoxidos, malondialdeido, isoprostanos, ozonideos, alquenos e, principalmente,
4-hidroxinonenal. Tanto ROS quanto LOPs sdo moléculas efetoras responsaveis pela
modulacédo de diversos efeitos bioldgicos e terapéuticos da ozonioterapia (Cenci et al.,
2022; Scassellati et al.,2020).

O ozbnio gasoso € utilizado como um método de desinfeccao adjuvante e tem
sido sugerido para ser usado clinicamente no tratamento endodontico, os resultados
de estudos atuais sobre sua eficacia contra patdégenos endoddnticos tém se
apresentado consistentes para sua utilizacdo (Silva et al., 2020; Shetty et al., 2022;
Veneri et al., 2025). Porém, permanecem questdes sobre a duragcéo e a concentracao
adequada do 0z6nio gasoso que deve ser usado, visto que sua agao € intrinsicamente
relacionada ao protocolo realizado (Noites et al., 2014; Araujo et al., 2024). O ozbnio
apresenta efeito antibacteriano em células de E. faecalis planctonicas, porém,
necessita de concentracfes mais elevadas para atuar em biofilmes (Tuncer et al.,
2023).

A 4gua e os 6leos ozonizados possuem a capacidade de capturar o 0z6nio e
liberar ozdénio e radicais livres de oxigénio (Megahed et al., 2018; Sanchez et al., 2019)
tendo no 6leo a presenca de ozonideos e perdoxidos que atuam na descontaminacéo
(Sega et al., 2010). No entanto, o 0zdnio dissolvido em agua € altamente instavel em
temperatura ambiente ou elevada, e sua concentracdo depende da temperatura e da
pureza da agua utilizada. Quanto menor a temperatura, maior o tempo de a¢éo, sendo
essencial seu uso imediato apds a geracdo (Galdeano et al., 2018). Em contraste,
quando incorporado em uma base oleosa, sua estabilidade aumenta
significativamente, permitindo sua conservagdo por até 2 anos em ambiente
refrigerado (Brito-Junior et al., 2022). Nesse processo, 0 0zOnio reage guimicamente
com o Oleo, formando moléculas longas e complexas. A ozoniza¢cdo em base de 6leo

resulta na producdo de ozonideos especificos que realizam a formacéao de peréxidos
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gue atuam na acao antimicrobiana por meio de uma poderosa oxidacéo (Sega et al.,
2010). Estudos realizados por Kishore et al. (2016) mostraram que o 6leo ozonizado
apresenta maior eficacia antibacteriana contra E. faecalis em comparacdo com o
hidréxido de célcio e uma combinagéo de ambos. Porém, por se tratar de uma solugéo
viscosa, apresenta dificil remocdo do canal radicular, assim como o hidréxido de
calcio, com isso deve-se potencializar a agdo de remocao implementando formas de
agitacdo no interior do canal radicular, uma das formas de agitacdo é a agitacao
passiva por meio de ultrassom (PUI) (Narimatsu et al., 2021; Ragab et al., 2022).

Os sistemas de ativacdo da irrigacdo sdo uma alternativa para melhorar a
eficiéncia dos irrigantes (Gu et al., 2009). Eles promovem a movimentacdo e
distribuicdo da solucdo dentro do SCR, otimizando a remocao de residuos por meio
da limpeza quimica da superficie e erosdo (Macedo et al., 2013). Além disso, esses
sistemas reforcam a ac&o antimicrobiana da preparacéo quimico-mecéanica em canais

radiculares infectados (Virdee et al., 2018).

Dentre esses sistemas, se destaca o PUI, que se baseia na transmisséo de
energia acustica atraves do irrigante, utilizando uma lima endodéntica ou inserto de
aco inoxidavel (van der Sluis et al., 2007). Essa energia gerada provoca cavitacdo e
microfluxos no irrigante, promovendo sua movimentacéao eficiente ao longo do sistema
de canais radiculares (Verma et al.,, 2020). As ondas acusticas criam bolhas de
cavitacdo que, ao colapsarem, liberam energia, a qual € transmitida para as paredes
do canal, removendo os detritos presentes. O efeito de remoc¢do € potencializado
pelos microfluxos, que transportam os residuos coronariamente (Huffaker et al., 2010).
A eficacia do PUI é atribuida a formacao de nés ao longo do inserto, que mantém a
intensidade do fluxo acustico mesmo quando o instrumento entra em contato com a
parede do canal (Lea et al., 2009). Com isso, sugere-se que possa potencializar a

remocao do 6leo ozonizado do interior do canal radicular.

Com base nos desafios apresentados com relacdo a acao antimicrobiana no
SCR durante o tratamento endoddntico e as limitagcbes associadas aos agentes
antimicrobianos tradicionais, como hipoclorito de sodio e clorexidina, destaca-se a
necessidade de investigar alternativas eficazes e seguras a esses procedimentos e a
esses agentes. Nesse contexto, 0 0z6nio e sua associa¢cdo com outras solugdes para
melhor atividade antimicrobiana emergem como uma opc¢ao promissora devido as

suas propriedades antimicrobianas, capacidade oxidativa e baixa toxicidade em
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células orais. Ainda sdo necessarios estudos quanto a eficacia do o0zbénio no
tratamento endodoéntico, especialmente em biofiimes densos e maduros, visando

otimizar sua aplicacdo em tratamentos endodonticos.



21

2 PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, em biofilmes maduros de E. faecalis, a atividade antimicrobiana, a
remocao do biofilme e o efeito na resisténcia de unido do cimento endoddntico apos
a aplicacédo de agua ozonizada, 0z6nio gasoso, 0leo de girassol ozonizado, hipoclorito
de sddio a 2,5%, clorexidina a 2% e da combinacéo de 0z6énio gasoso com hipoclorito
de sddio a 2,5%, clorexidina a 2% e o uso complementar do PUI para remocao do

6leo ozonizado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antimicrobiana de dgua ozonizada, 0z6nio gasoso, 0leo de girassol
ozonizado, em comparacao ao hipoclorito de sodio 2,5% e clorexidina 2% em biofilmes

de E. faecalis;

Avaliar a associacdo do ozbnio gasoso ao NaOCl 2,5% e clorexidina 2% em

comparacao a ndo associacao, na descontaminacédo de biofilme de E. faecalis;

Analisar a presenca de biofilme ou bactérias aderidas na superficie interna do canal
radicular apés os diferentes protocolos de desinfecdo, por meio de microscopia

eletrbnica de varredura (MEV);

Analisar a resisténcia de unido do cimento obturador a base de resina époxica as
paredes dos canais radiculares, apds os diferentes protocolos de remocéao de 6leo de

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

Analisar qualitativamente a interface de unido do cimento obturador a base de resina
époxica as paredes dos canais radiculares apés os diferentes protocolos de remocéo

do 6leo de girassol ozonizado com e sem PUI, por meio de MEV;

Avaliar qualitativamente a influéncia da remocéo do Oleo de semente de girassol
ozonizado com e sem PUI, na penetracdo do material obturador nos tuabulos

dentinarios.
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2.3 HIPOTESE NULA

A utilizacdo de ozbdnio, em suas diferentes formas de aplicacdo (dgua
ozonizada, ozbnio gasoso e 6leo de girassol ozonizado), ndo apresenta eficacia
antimicrobiana na eliminacdo de biofilmes de E. faecalis presentes no sistema de
canais radiculares. Nao ha diferenca significativa na eficacia de descontaminacéo dos
canais radiculares entre os diferentes agentes antimicrobianos testados (hipoclorito
de sddio 2,5%, clorexidina 2%, 0zénio gasoso, agua ozonizada e 6leo ozonizado 660
png/mL) no combate ao biofilme maduro e denso de E. faecalis. Além disso, a
associacdo de ozodnio gasoso com hipoclorito de sodio 2,5% ou clorexidina 2% nao
resulta em um aumento significativo na descontaminacdo bacteriana quando
comparado a sua nao associacdo, e o método de remocéo do 6leo ozonizado néao
impacta significativamente a resisténcia de unido do cimento endodéntico nos tubulos

dentinarios.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. ETICA EM PESQUISA
Considerando que este estudo utilizou dentes bovinos, o projeto de pesquisa

foi previamente avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Ribeirdo Preto (CEUA-UNAERP), sendo aprovado sob o registro
namero 001/2017.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo, foram utilizados 271 dentes incisivos bovinos, sendo um
dente utilizado como controle de esterilizacédo, os dentes foram distribuidos em n=10
para quinze grupos para os protocolos de descontaminacao, e quinze grupos de n=4
para a microscopia eletrénica 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 SELECAO DAS AMOSTRAS

Neste estudo, foram utilizados 271 dentes incisivos bovinos, os quais foram
padronizados por tomografia computadorizada (Figura 2 e 3), selecionando-se
agueles com um canal radicular, apice radicular formado e canal circular, com volume
entre 40 e 70 pL, sem curvaturas e ndo obturados. Os dentes foram distribuidos de
forma randomizada e homogénea nos diferentes grupos, em relacado aos volumes, e
foram armazenados em solucao de timol 0,1% até o inicio dos experimentos, quando
0s mesmos foram devidamente enxaguados em &agua corrente durante 24 h. Em
seguida, as coroas foram removidas e as raizes padronizadas em 15 mm de

comprimento.

Figura 2 - Dentes em posicao para tomada tomogréfica (A); Tomografo (Eagle Edge - Dabi Atlante)

(B).

Fonte: Bressan (2023).
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Figura 3 - Andlise dos volumes dos canais dos dentes para organizacdo dos grupos experimentais,
com auxilio do software Bruker Micro-CT (CTAnN).

&} img-0001-00189.dcm - CTAN — [m} b4
File View Image Help
= » @ L= @ "k

x

img-0001-00186.dem

) img-0001-00185. dem 185 line
=

img-0001-00184. dem 184 line
img-0001-00183.dem 183 fine
img-0001-00182.dom 182 line

Datasat

QL 43% = 360/ 360

Fonte: Bressan (2023).

3.4 PREPARO DOS ESPECIMES

O preparo das amostras foi baseado em Goulart et al., (2024). O acesso ao
conduto radicular foi feito apds a seccdo da coroa e tamanho das amostras em 15
mm, foi realizada a remocao da polpa com um extirpa-polpa, e foi utilizada a lima K
#15 (Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suica), até visualizacdo do apice com recuo de
0,5 mm. Apés a definicdo da odontometria, os dentes foram estabilizados em morsa
para instrumentacao. A foramina apical foi selada, realizando o condicionamento com
acido fosforico 1 mm acima do apice na regido externa do conduto radicular por 10 s
(Figura 4A) e removido com o uso de jato de agua leve pelo mesmo tempo. Apés a
remocao, foi realizada a secagem da regido com papel absorvente e aplicado adesivo
1 mm acima do apice, da mesma forma como foi realizado o preparo acido.
Posteriormente, foi aplicado jato de ar leve na regido e o adesivo foi fotopolimerizado
por 40 s (Figura 4B). Este procedimento foi repetido mais uma vez. Apds a
fotopolimerizagcéo do adesivo, foi utilizado a resina composta 2100 (3M, Maplewood,
Minnesota, EUA) para a finalizacdo 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, 0 que comprometeria o0 estudo.
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Figura 4 - Etapas relativas ao selamento do apice. Condicionamento acido (A); Aplicacdo de adesivo

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

Fonte: Bressan (2023).

Apos o selamento (Figura 6A), os dentes foram instrumentados utilizando
motor VDW Silver (VDW GmbH, Munique, Alemanha) e limas rotatérias Protaper SX,
F3, F4 e F5 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) (Figura 5), irrigando-se sempre
com 2 mL hipoclorito de sédio 2,5% entre cada instrumentacdo, até um volume total
de solucdo empregada de 8 mL. ApoOs a realizacdo do protocolo, o conduto foi
preenchido com EDTA 17% por 5 minutos para remoc¢ao de smear layer, e removido
por meio de irrigacdo com solugcdo tampéao (PBS). Com os dentes ja instrumentados,
foi realizada uma fenda longitudinal de 2 mm de profundidade, em 2 dentes de cada
grupo, para execuc¢ao do procedimento clivagem em etapa posterior, para a andlise

dos mesmos por microscopia eletronica de varredura (Figura 6C).
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Figura 5 — Limas NiTi do sistema Protaper Universal de SX — F5
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Fonte: Autor.

Foram utilizados 271 tubos de fundo cénico de 1,5 mL (Eppendorf), os quais
foram preenchidos com 1 mL de resina acrilica incolor (pé/liquido) e realizada a
insercao das raizes e montagem dos corpos de prova, visando a imobilizacdo das
mesmas no interior dos tubos e a obstrugcdo dos apices. Com a imobilizacdo das raizes
no interior, os tubos foram devidamente fechados, assegurando a eficacia do
procedimento de esterilizacdo das raizes (Figura 6B). Além disso, a imobilizacdo dos
dentes durante a execucdo dos experimentos, facilita a execucéo dos procedimentos
de inoculacdo e de irrigacdo com os diferentes liquidos e gases de acordo com 0s
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 execucdo do procedimento de esterilizacdo
em autoclave durante 30 minutos a 121 °C. Foram utilizados os testes de indicador
quimico com fita termossensivel e o teste biolégico para verificar a eficacia do

procedimento de esterilizacdo em autoclave (Goulart et al., 2024).
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Figura 6 — Montagem dos corpos de prova: A- Conduto radicular sem coroa e apice radicular selado;
B- Corpo de prova montado em eppendorf de 1,5 mL e resina acrilica para estabilizagédo; 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 liquido Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido), suplementado com 15% de glicerol. Para reativacdo da linhagem, a
mesma foi inoculada inicialmente em BHI liquido e incubada a 37°C por 24 h em
estufa. Posteriormente, a cultura foi inoculada em placa de Petri contendo Agar
Mueller Hinton e incubada nas mesmas condicdes, por 24 h. Apds esse intervalo de
tempo, foi verificado o crescimento de colénias em cultura pura, prosseguindo-se com

o preparo do in6culo bacteriano.

Para o preparo do indculo bacteriano, colbénias de cultura recente de 24 h
foram coletadas utilizando um swab, de modo a se obter uma suspensdo
correspondente a escala 2 de MacFarland (equivalente a 6x108 unidades formadoras
de col6nia por mL - UFC/mL), em 2,5 mL de uma solucéo de tampéo fosfato (PBS, do
inglés phosphate buffered saline). Em seguida, foram acrescentados ao tubo, mais
2,5 mL de BHI, para se obter uma concentracdo final de cerca de 3x10% UFC/mL,
equivalente a escala 1 de MacFarland (Figura 7). Esse procedimento foi realizado
diariamente, por um periodo de 21 dias, para promover a renovagao do inéculo

bacteriano.
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Figura 7 - Obtencéo da escala 1 de MacFarland, utilizando do BHI. A — PBS esterilizado sem inéculo;
B — Tubo padrao referente a escala 2 de MacFarland; C — Tubo contendo PBS com indculo, turvado
em escala 2 de MacFarland; D — Tubo padréo referente a escala 1 de MacFarland; E — Tubo contendo
inoculo final equivalente a escala 1 de MacFarland, formado por igual volume de BHI e inoculo
preparado no tubo C.

Fonte: Autor

3.6 INOCULACAO DOS ESPECIMES

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 puL de suspenséo bacteriana
(concentracdo final de cerca de 3x108 UFC/mL) foram aplicadas nos canais
radiculares mecanicamente utilizando-se uma micropipeta de 10 pL (Figura 8A e 8B)
e realizado spin das amostras para que a solucdo 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).

Apos 24 h, o in6culo foi removido dos canais radiculares utilizando uma
seringa BD de 10 mL e ponta capillary (Ultradent, Sdo Paulo, Brasil), para remocéo
de células bacterianas mortas ou ndo aderidas a superficie (Figura 9). Em seguida,
um novo indculo recém preparado nas mesmas condi¢des 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 condi¢cdes descritas
anteriormente, durante 21 dias para a formacéo dos biofilmes densos e maduros ao

longo do conduto radicular.
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Figura 8 — Insercao do inoculo bacteriano — (A): Pipeta de 10 pl; (B): Insercéo do indculo; (C): Vortex
para o validar o completo preenchimento do canal radicular.
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Figura 9 - Remocéo do Indculo dos espécimes, utilizando-se seringa de 10 mL e ponta capillary.

v

Fonte: Autor

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

Fonte: Autor.

3.7 PROTOCOLOS DE IRRIGACAO DO CONDUTO RADICULAR

Os corpos de prova foram distribuidos em 15 grupos (Tabela 1), de forma
randomizada e homogénea em relacdo aos volumes dos condutos radiculares para
andlise antimicrobiana, sendo (n=10) para UFC e (n=4) para MEV. Foi incluido no

estudo um dente sem contaminacdo para comprovar a esterilizacdo das amostras.
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Tabela 1 — Detalhamento dos grupos experimentais respectivos nimeros de dentes utilizados no
estudo.

Grupos Experimentais UFC (n) MEV (n)
NaOCl 2,5% 10 4
CLX 2% 10 4
PBS 10 4
Ozbnio gasoso 15 ug/mL 10 4
Ozbnio gasoso 30 pug/mL 10 4
Ozbnio gasoso 60 pug/mL 10 4
0z6nio gasoso 15 pug/mL + CLX 2% 10 4
0z6nio gasoso 30 pug/mL + CLX 2% 10 4
Ozbnio gasoso 60 pg/mL+ CLX 2% 10 4
Ozdnio gasoso 15 pg/mL + NaOCI 2,5% 10 4
Ozbnio gasoso 30 pg/mL+ NaOCI 2,5% 10 4
Ozbnio gasoso 60 pg/mL+ NaOCI 2,5% 10 4
Agua ozonizada 15 pg/mL 10 4
Oleo de semente de girassol ozonizado 330 mmol.Eq/kg 10 4
Oleo de semente de girassol ozonizado O30 660 mmol.Eq/kg 10 4

Fonte: Autor

3.7.1 Aplicagéo do Ozonio Gasoso

A aplicacao de ozonio gasoso foi realizada com o uso de seringa Luer Lock 60
mL rosqueavel (Figura 11B), preenchida com volume de 25 mL de 0zbnio gasoso
utilizando o Gerador de Oz6nio OL SMART (Ozone&Life, Sdo José dos Campos,
Brasil) (Figura 11A), e uso de ponta Navitip 0.29 GA (Ultradent, Indaiatuba, S&o Paulo)
(Figura 11C) para aplicagéo no interior do conduto radicular. A ponta foi colocada no
canal radicular preenchido com a solucdo de cada grupo: PBS como veiculo para
0z6nio gasoso, NaOCI 2,5% associado ao 0z6nio gasoso e clorexidina 2% associada
ao 0zonio gasoso. A utilizacdo do 0zdnio gasoso foi por borbulhamento das solucdes
em fluxo continuo médio de 5 mL/min de vazéo de gas, por 5 minutos, mimetizando o

protocolo de irrigacdo convencional. O o0zb6nio foi aplicado nas diferentes
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concentracdes propostas no estudo: 15; 30 e 60 pg/mL. No momento da aplicacao, foi

utilizado um sugador para remocéao do gas do ambiente.

Figura 11 — A- Gerador de Oz6nio OL SMART; B- Seringa Luer Lock 60 mL;C- Navitip 29 GA.
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Fonte: Autor

3.7.3 Aplicacéo das Solucdes Liquidas

As solucdes irrigantes utilizadas foram PBS, NaOCI 2,5%, clorexidina 2% e
adgua ozonizada. Elas foram aplicadas utilizando uma seringa de 60 mL e ponta navitip
0,29 mL, 25 mL de solucao foi irrigado por 5 min no interior do conduto radicular 1 mm
aguém do comprimento de trabalho. As aplicacdes foram realizadas em fluxo de
irrigacdo de 5 mL/min mantendo a solu¢ao no interior do canal por 5 minutos de tempo
de acdo. Apds o protocolo de irrigacdo, os grupos que utilizaram NaOCI 2,5% foram
preenchidos com tiossulfato de sédio 3% para neutralizacdo do NaOCI 2,5%, todos os
grupos foram posteriormente lavados com PBS. Ap6s o protocolo de irrigacao,
realizou-se a coleta das bactérias do interior do canal radicular para contagem de

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

A agua ozonizada foi preparada em &agua ultrapura em torre de ozonizagao
(Ozoneé&life, Sado José dos Campos) por microborbulhamento para a concentragcao
de 15 pg/mL (Figura 12).
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Figura 12 - Torre de ozoniza¢do de agua para producéo da agua ultrapura ozonizada
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Fonte: Autor

3.7.4 Aplicacgédo das solugdes oleosas

O Oleo de semente de girassol ozonizado com 330 e 660 mmolEg/kg, foi
aplicado utilizando uma seringa BD de 10 mL e ponta navitip 0,29 GA. A solucéo foi
inserida no interior do canal radicular 1 mm aguém do comprimento de trabalho por 5
min. Por ser uma solugéo viscosa, o fluxo foi de 100 pL/min com total de 500 pL,
totalizando 5 min de agéo da solug&o no interior do canal radicular. Apds o protocolo,
realizou-se a irrigacdo final com PBS e coleta das bactérias do interior do canal

radicular para contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC).
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3.8 PROTOCOLO DE COLETA DO BIOFILME

Apo6s 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 remocéao de células planctonicas 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 o0s canais preenchidos com novo PBS esterilizado (Figura 13B), foram
transferidas com o auxilio de ping¢a esterilizada, sendo colocadas com a embocadura
radicular voltada para o fundo dos tubos conicos de 5 mL(Eppendorf) esterilizados
(Figura 13C), Foram, entdo, devidamente fechadas e seladas com plastico parafilme
(Prolab, Sédo Paulo, Brasil). Essas amostras foram submetidas a agitacdo em um
Vortex por 1 min, em velocidade méaxima (Figura 13D). Em seguida, os tubos de 5 mL
foram dispostos em uma estante, a qual foi imersa em dgua em uma cuba ultrassoénica
(Digital Ultrasonic Cleaner, Kondortech, Sao Carlos, Brasil) (Figura 13E) por 480 s,
para que o biofilme formado fosse deslocado das paredes radiculares. Com isso,
foram levados a centrifugacdo 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 a 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 poténcia méaxima por 1 min; E, Banho ultrassénico realizado por 480 s; F - Centrifugacdo a 700 x g
por 1 min.

-5

Fonte: Goulart et al., 2024

3.9 ANALISE MICROBIOLOGICA
Os materiais coletados dos dentes de todos 0s grupos apresentam uma

guantidade incontavel de UFCs, entdo, para obter uma quantidade de colbnias

contaveis, foi realizado o processo de quatro diluicbes seriadas (Figura 14), com fator
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10. Aliguotas de suspensoées de 0,1 mL foram inoculadas em placas de Petri contendo
meio Agar Mieller Hinton (Kasvi, Sao Jose dos Pinhais, Brasil), pelo método de

espalhamento, com auxilio de al¢a de Drigalski (Figuras 15 e 16).

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, sob aerobiose.
Apos esse periodo, as culturas bacterianas foram fotografadas e contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC) foi realizada com auxilio do software ImageJ,
realizando a converséo da imagem para 8 bits, seguido de threshould para delimitar
0os pontos, delimitacdo da é&rea para contagem com circunferéncia e posterior

contagem com os parametros de 0-100 pixel? (Figura 17).

Figura 14 — Esquema sobre a realiza¢do da dilui¢cdo seriada.

0,1 mlL OdmL 0,mL O,Iml
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ESTOQUE 10° 10° 10°

Fonte: Autor
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Figura 15 - Alca Drigalski (A) e placa de Petri com meio Mueller Hinton (B), utilizados no processo de
inoculacdo dos biofilmes coletados.

Fonte: Autor

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

Fonte: Autor
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Figura 17 — Imagem representativa do procedimento de contagem das unidades formadoras de col6nia
pelo software ImageJ.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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9601280 pixels; 8-bit; 1.2MB

Fonte: Autor

3.10 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para as analises por MEV, os espécimes foram clivados com a utilizacédo de
Hollemback 3S e transferidos para Eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de
glutaraldeido 2,5% por 24 horas a 4°C, ap0s o periodo foram submetidos a uma
bateria de solucbes de etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) com concentracdes
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 solucéo, por fim as amostras
foram secas em dessecador por 15 dias para posterior fixacdo em stub e metalizacao.

Concluido o processo de desidratacdo, 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 metalizacdo (Figura 18B), com
a deposicao de uma fina camada (cerca de 30 nm) de uma liga de ouro paladio sobre
0S espécimes em um equipamento de metalizacdo a vacuo (SDC 050, Bal-Tec AG,
Liechtenstein, Suica). Nesse procedimento, foram utilizados os seguintes parametros:
pressao de 0,01 mbar, corrente de 40 mA, distancia de trabalho de 50 mm, tempo de
cobertura de 110 s e espessura média de deposicéo de 20 a 30 nm. Concluida a etapa
de preparacdo, os corpos de prova foram levados ao microscopio eletrénico de
varredura (JSM 6610, JEOL Ltda, Toquio, Japéo), do Laboratério de Microscopia
Eletronica de Varredura do departamento de Biologia Celular e Molecular da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (Figura 19). Na sequéncia, foram
feitas as varreduras das respectivas areas dos tercos apical, médio e cervical, com
aumentos de 2000 e 5000 vezes, para obtencdo das fotomicrografias. As imagens
foram analisadas para verificacdo de presenca ou auséncia de biofilme aderido na

superficie do conduto radicular.

Figura 18 — A- Espécimes fixados em stub; B-Corpos de prova metalizados para posterior analise por
meio de microscopia eletrénica de varredura.
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Fonte: Autor
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Figura 19 — Equipamento de microscopia eletrénica de varredura utilizado nos experimentos deste
estudo.

Fonte: Central de Equipamentos e Servi¢cos Multiusuarios - Faculdade de Medicina de Ribeiro Preto —
USP. Disponivel em https://femu.fmrp.usp.br/equipamentos/categorial/mev-jeol-jsm-6610Iv/, 21 de jan.
2025.

3.11 ANALISE DA RESISTENCIA DE UNIAO

O teste de push-out foi conduzido visando identificar as alteragbes na
resisténcia de unido do material obturador e dentina proporcionadas pela presenca ou
auséncia do 6leo de semente de girassol ozonizado, apds os protocolos de remocéo,
comparando com os grupos de irrigacdo: NaOCI 2,5% e clorexidina 2,0%. Para a
remocdo do Oleo de girassol ozonizado, foi utilizada irrigacdo com NaOCI 2,5%, e
irrigacdo com NaOCI 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 analise de push-out.

Grupo Resisténcia de unido (n) MEV (n)
NaOCI 2,5% 10 2
Clorexidina 2% 10 2
Remocdo de 6leo de girassol 10 2

ozonizado com NaOCI 2,5%

Remocdo de 6leo de girassol 10 2
ozonizado com NaOCI 2,5% + PUI

Fonte: Autor.

3.11.1 Protocolos de irrigagcao

Os protocolos de irrigacéo foram realizados da seguinte forma, 2 mL de solucao
irrigante foram utilizadas com fluxo de 2 mL/min, e 20 s de a¢do sem irrigacao no canal
radicular, totalizando 6 mL de solucéo utilizado, 3 minutos de irrigacdo e 1 minuto de
solucéo irrigante no interior do canal radicular sem fluxo de irrigagdo e EDTA 17% por
5 min. Para o grupo NaOCI 2,5% associada a PUI, a diferenga foi no periodo sem
fluxo de irrigacdo, no qual, durante os 20 s, foi utilizado o ultrassom na poténcia de
20% de acordo com o fabricante, sem tocar as paredes do canal radicular e 1 mm

aquém do apice radicular.
3.11.2 Protocolo de Obturacéo

A obturacéo foi realizada por meio da técnica de condensacao lateral, utilizando
cones principais de guta-percha F5 e cones acessoérios (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Suica). O cimento obturador AHPIlus (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Suica) foi preparado conforme as orientacbes do fabricante e inserido no canal
radicular juntamente com o cone principal de guta-percha, alcangando o comprimento
de trabalho. Para garantir o preenchimento completo do canal, foi empregado um
espacador (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) para a introducdo dos cones
acessorios 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

Dentérios Ltda., Rio de Janeiro, Brasil), previamente aquecido até o rubor. ApGs esse
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processo, a compactacdo vertical foi realizada com o condensador de Paiva n° 2
(Duflex, S.S. White Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, Brasil).

Apbs a obturacao, os espécimes foram acondicionados em estufa a 37 °C por
um periodo de 48 h. Posteriormente, foram fixados em placas confeccionada com
resina acrilica utilizando cola quente e seccionados em uma maquina 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 maquina de corte e j& seccionada; B- Slice confeccionado.

Fonte:Autor

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

ao teste de push-out em uma Maquina 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 fixacdo. Um dispositivo metalico de aco inoxidavel,
com haste de 2 mm de comprimento e 1 mm de diametro, foi utilizado para posicionar
0s corpos de prova. A face apical foi orientada para cima e alinhada com a haste
metalica (Figura 21B), que aplicava forga 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
maximos de tensdo de cisalhamento necessarios para o deslocamento do material

foram registrados em kN.
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Figura 21 — A - Maquina Universal de Ensaios Instron-EMIC 23-55; B — Hastes metalicas com diferentes
diametros para realizar a forgca em terco apical, médio e cervical.

5|

Fonte: Autor

A forca aplicada para deslocar o material (F, em quilonewtons - kN) foi
convertida em tenséo (o, em megapascal - MPa), dividindo o valor da forca pela area
de adesédo do material obturador (A, em mm?) (Figura 22). A relacdo entre essas

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

o=F/A

O calculo da area de adeséo (A) foi realizado utilizando a seguinte férmula:
A=1m(Rm+rm)h

Para a qual:

A = area de adeséo do cimento (mm?);

m=3,14;

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

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

Rc = raio maior do canal coronario;

rc = raio menor do canal coronario;

Ra = raio maior do canal apical;

ra = raio menor do canal apical,
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h = espessura do corpo de prova.

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

Material obturador
Dentina

Fonte: Autor

ApoOs o teste, realizou-se a analise dos tipos de falha com auxilio de um
microscopio operatorio (DF Vasconcellos, Valenca, RJ, Brasil) (Figura 22), com
aumento de 40x (Figura 23). As falhas foram classificadas de acordo com sua
localizacdo e caracteristicas: 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
auséncia total; e mistas, quando areas recobertas e desprovidas de material se

alternavam (Figura 24).
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Figura 23 — Microscépio operatério modelo DF Vasconcellos utilizado na analise de falha.

Fonte: DF Vasconcellos (disponivel 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 eletrdnica de varredura para analise da interface de unido

A analise por MEYV foi realizada com o segundo slice obtido de cada terco. Para
a andlise por MEV, a superficie dos corpos de prova foi regularizada e polida com lixa
d’agua carbureto de silicio nas seguintes granulagdes: 400, 600 e 1200 (Norton,

Lorena, SP, Brasil), sob movimentos repetidos em forma de “8”. Em seguida, os slices
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foram levados para cuba ultrassénica (Digital Ultrasonic Cleaner, Kondortech, Séo
Carlos, SP, Brasil), por 20 min e imersos na bateria de alcool etilico com cinco
concentracdes crescentes (25, 50, 75, 80 e 100%), por 15 min cada. Em seguida, 0s
slices foram imersos em acido cloridrico (6 mol/L), por 1 min e, por fim, em NaOCI
2,5%, por 5 min. ApOs esses protocolos, os corpos de prova ficaram 24 horas em
estufa a 37°C.

No dia seguinte, os slices foram posicionados com fita adesiva dupla face (3M,
Sao Paulo, SP, Brasil) em stub metalico circular (Figura 25A) e levados ao aparelho
metalizador (Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein, Alemanha) para serem recobertos
por fina camada da liga ouro paladio (Figura 25B). Finalmente, os espécimes foram
analisados por MEV (JSM 5410, JEOL Ltda, Tékio, Jap&o), com um aumento inicial
de 50x para localizagcéo das &reas representativas e, posteriormente, de 200x.

Figura 25 — Preparacdo 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 eletrdnica de
varredura.
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Fonte: Autor

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de UFC foram transformados em log,, para a realizagédo das anélises
estatisticas. Inicialmente, a normalidade dos dados transformados foi avaliada por

meio do teste de Shapiro—Wilk, confirmando que os valores seguiam uma distribuicdo
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normal em cada grupo. Em seguida, o teste de Levene foi aplicado para verificar a
homogeneidade das variancias entre os grupos, uma condicdo essencial para a
realizacdo de testes paramétricos. Com essas condi¢cdes atendidas, foi aplicado o
teste t para amostras independentes, permitindo a comparacdo das médias das
contagens bacterianas (em log) entre os diferentes grupos. O objetivo foi identificar
diferencas estatisticamente significativas na eficacia da descontaminacao bacteriana

entre os métodos, considerando um nivel de significancia de 5%.

Para os resultados do ensaio de push-out referentes aos grupos de remogao
de dleo 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 variancias entre os diferentes tercos radiculares e o0s
grupos.Ambos os testes indicaram que os valores estatisticos foram atendidos
(p>0,05), permitindo a continuidade da analise., seguido de Anova dois fatores para
analise de comparacao entre tercos e grupos, e complementado pelo teste de Tukey

com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS EM BIOFILMES BACTERIANOS

4.1.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colbnias
Apoés a realizacdo das quatro diluicdes e a obtencdo dos valores de UFC,

procedeu-se a avaliacdo da descontaminagdo proporcionada pelos protocolos
propostos em todos 0s corpos de prova dos grupos experimentais, excetuando-se 0s
pertencentes aos grupos de controle negativo e positivo.

Na Tabela 3, fez apresentados os valores médios e 0s respectivos desvios-
padrdo do numero de bactérias, obtidos pela contagem das UFCs, considerando as
diferentes solugdes irrigantes utilizadas.

O teste de post-hoc de Tukey mostrou a diferenca estatistica entre o efeito das
solucdes (p < 0,05) (Tabela 3), indicando uma reducédo do numero de UFCs, conforme
houve o aumento da concentracdo do ozénio nos diferentes grupos (p<0,05). Para o
grupo NaOCI obtiveram-se valores menores que o0s grupo clorexidina 2%, ozonio
gasoso 15, 30 e 60 pg/mL e agua ozonizada 15 pg/mL. Porém, para o grupo 6leo de
semente de girassol ozonizado, obtiveram-se 0s menores valores dentre 0s grupos
analisados sem associacédo (Tabela 3).

Ao analisar os resultados dos grupos associados, pode-se verificar que o
0zonio gasoso associado ao NaOCI 2,5% nao potencializou a agcdo antimicrobiana,
apresentando-se estatisticamente semelhante ao grupo sem associacdo do 6zonio
gasoso (p<0,05). Porém, para o grupo clorexidina associada ao 6zonio gasoso
verificou-se acéo sinérgica e zerou os valores de UFC, sendo o0 grupo com maior

reducdo bacteriana dentre todos os grupos analisados no estudo (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de média e desvio padrdo obtidos pela contagem de unidades
formadoras de colbnia (UFC) em valor absoluto e em Logio em cada grupo
experimental testado.

1 1 ~ D.

Média Média D. Padréo ~
Grupos Padrao

(absoluto) (Log1o) (absoluto) (Logo)
PBSA 4.026.000 6,604 %'150'710’ 6,06
NaOCI 2,5%8 53.525 4,728 27.304,14 4,436
CLXB 62.275 4,794 28.335,65 4,452
©z0nio gasoso 628.525 5,798 92.504,10 4,966
15pug/mL €
Ozbnio gasoso
30 pg/mL © 122.025 5,086 18.338 4,263
©z0nio gasoso 67.575 4,829 17.278,57 4,237
60 pg/mL
Ozbnio gasoso
15 + NaOCI® 55.250 4,742 36.013,19 4,556
Ozbnio gasoso
30 upg/mL + 53.750 4,730 22.812,64 4,358
NaOCIe
Ozbnio gasoso
R OCE 53.350 4,727 31.441,96 4,497
Ozbnio gasoso
15 ug/mL + 60.200 4,779 27.273,30 4,435
CLX®B
Ozobnio gasoso
30 pg/mL  + 44.750 4,650 26.495,34 4,423
CLX®B
Ozbnio gasoso
60 pg/mL + 0 0 0 0
(':LXD
Agua
ozonizada 3.255.000 6,512 2071495, 6,223
15 pg/mL A
Oleo de
semente de
girassol 77.250 4,887 20.131,9 4,303
ozonizado 330
mmolEqg/kg B
Oleo de
semente  de
girassol 22300 4,348 9.936,13 3,997
ozonizado 660
mmolEq/kg E

* Letras mailisculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Fonte: Autor.
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4.1.2 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

As analises realizadas por MEV possibilitaram uma avaliagdo qualitativa da
presenca de bactérias na superficie interna do SCR, bem como dos efeitos das
solucbes irrigantes na estrutura dentinaria, apés a aplicacdo dos protocolos de
remocao de biofilme nos diferentes grupos. Para interpretar os resultados, foram
capturadas imagens com ampliagdo de 2000x.

Para o grupo controle negativo (Figura 26A), foi possivel observar a presenca
de biofiimes densos e maduros distribuidos pelo conduto radicular de forma
homogénea, demonstrando o crescimento efetivo da bactéria dentro do periodo de 21
dias. Nos grupos NaOCI (Figura 26B) e Clorexidina 2%( Figura 26F, foi possivel
visualizar algumas bactérias pelo conduto radicular, porém em baixa quantidade, mas
no grupo NaOCI foram visualizados alguns pontos de precipitado do sal e erosdo
dentinaria.

Nos grupos com agua ozonizada (Figura 26J) foi possivel visualizar uma maior
guantidade de bactérias pelo conduto radicular. Ja nos grupos de 0z6énio gasoso, esse
namero diminui conforme a concentracdo aumenta de 15 (Figura 26K), 30(Figura 26L)
e 60 ug/mL (Figura 26M). No grupo 6leo de girassol ozonizado (Figura 26N) houve
presenca de bactérias semelhante aos grupos NaOCI 2,5% (Figura 26B) e clorexidina
2% (Figura 26F), porém apresentou alguns tubulos obliterados pelo 6leo e presenca
de imagens sugestivas de 6leo no conduto radicular ndo obstruindo os tubulos, o que
pode ocasionar falhas de adesividade e menor penetracdo de cimento obturador.

Nos grupos associados, a associagao de NaOCI 2,5% + oz6nio gasoso (Figura
26C-D-E) demonstrou imagens semelhantes ao grupo NaOCI 2,5% (Figura 26B),
porém com maior erosao dentinaria e presenca de precipitado de sal. JA o grupo
Clorexidina 2% associada ao o0zb6nio gasoso (Figura 26G-H-I) apresentou baixa
quantidade de bactérias aderidas, sem alteracdo da dentina. Os efeitos
antimicrobianos se potencializaram com o aumento da concentracdo do 0zOnio
gasoso, sendo que, em 60 (Figura 26M), a dentina apresentou auséncia de

microrganismos aderidos a mesma.
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Figura 26 - Fotomicrografias da superficie dentinaria em 2000x a esquerda e 5000x a direita, das
diferentes solucdes aplicadas no interior do conduto radicular, respectivamente dos grupos: Controle
negativo (A), NaOCI 2,5% (B); ozbdnio gasoso 15 + NaOCI 2,5% (C) ozbnio gasoso 30 + NaOCI 2,5%,
(D), ozbnio gasoso 60 + NaOCI 2,5% (E), clorexidina 2%(F), oz6nio gasoso 15 + clorexidina 2% (G),
0zbnio gasoso 30 + clorexidina 2% (H), ozbnio gasoso 60 + clorexidina 2% (I), agua ozonizada (J),
o0zbnio gasoso 15 (K); ozénio gasoso 30 (L), ozbnio gasoso 60 (M), 6léo de semente de girassol
ozonizado 330 mmol.Eg/kg (N), 6leo de semente de girassol ozonizado 660 mmol.Eq/Kg (O).

2000x 5000x

\
NaOCl 2,5%

/

~
NaOCl 2,5%
+ 0515

/

NaOCl 2,5%
+ 05 30

NaOCl 2,5%
+ 05 60

Fonte: Autor
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Figura 26 - Fotomicrografias da superficie dentindria em 2000x a esquerda e 5000x a direita, das
diferentes solu¢des aplicadas no interior do conduto radicular, respectivamente dos grupos: Controle
negativo (A), NaOCI 2,5% (B); ozbénio gasoso 15 + NaOCI 2,5% (C) ozbnio gasoso 30 + NaOCI 2,5%,
(D), ozbnio gasoso 60 + NaOCI 2,5% (E), clorexidina 2%(F), ozdnio gasoso 15 + clorexidina 2% (G),
0z06nio gasoso 30 + clorexidina 2% (H), ozdnio gasoso 60 + clorexidina 2% (l), agua ozonizada (J),
o0zbnio gasoso 15 (K); ozénio gasoso 30 (L), ozbnio gasoso 60 (M), 6léo de semente de girassol
ozonizado 330 mmol.Eg/kg (N), 6leo de semente de girassol ozonizado 660 mmol.Eg/kg (O).

2000x 5000x

CLX 2%

CLX 2% + O,
15

CLX 2% + O,
30

WO15men

CLX 2% + O,
60

Agua
ozonizada

e N e N N N
Y Y D N .

Fonte: Autor
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Figura 26 - Fotomicrografias da superficie dentinaria em 2000x a esquerda e 5000x a direita, das
diferentes solu¢bes aplicadas no interior do conduto radicular, respectivamente dos grupos: Controle
negativo (A), NaOCI 2,5% (B); ozbénio gasoso 15 + NaOCI 2,5% (C) ozbnio gasoso 30 + NaOCI 2,5%,
(D), ozbnio gasoso 60 + NaOCI 2,5% (E), clorexidina 2%(F), ozdnio gasoso 15 + clorexidina 2% (G),
0z06nio gasoso 30 + clorexidina 2% (H), ozdnio gasoso 60 + clorexidina 2% (I), agua ozonizada (J),
o0zbnio gasoso 15 (K); ozénio gasoso 30 (L), ozbnio gasoso 60 (M), 6léo de semente de girassol
ozonizado 330 mmol.Eg/kg (N), 6leo de semente de girassol ozonizado 660 mmol.Eg/kg (O).

2000x 5000x

Ozbnio gasoso
15

P2
36, s FOWozzmin - B33

a I L

Oz6nio gasoso
30

\ J

X200 10pm  m— ) 1§V WOtemm |

- N M e e B
Ozbnio gasoso
60
- J

 Oleode )

semente de
girassol

\_ozonizado 330 /

SEH20nY WOt | §S38

Oleo de 0
semente de
girassol
ozonizado 660

Fonte: Autor
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4.3 TESTE DE PUSH-OUT

A andlise estatistica utilizando ANOVA de dois fatores revelou diferencas
significativas entre os fatores "protocolo” e "terco radicular" (p<0,05). O teste de
comparacdes multiplas de Tukey indicou que os maiores valores de resisténcia de
unido foram registrados no tergo cervical, onde os diferentes protocolos de remocao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si. No terco médio, os
grupos tratados com NaOCI 2,5% e clorexidina 2% apresentaram 0s maiores valores
de resisténcia, sendo estatisticamente semelhantes (p<0,05) ao obtido com o método
de remocdo do Oleo de semente de girassol ozonizado associado ao PUI. Os dois
métodos de irrigacdo do Oleo de semente de girassol ozonizado, entretanto, ndo
apresentaram semelhanca estatistica entre si. No terco apical, os valores médios
obtidos para NaOCI 2,5% e clorexidina foram semelhantes entre si (p<0,05) e
comparaveis aos do grupo em que o 6leo de semente de girassol ozonizado foi
removido com NaOCI a 2,5% associado ao PUI(p<0,05).

Os dados obtidos no ensaio de push-out estdo apresentados na Tabela 4.
Foram analisados as soluc¢@es irrigantes e os métodos de remocao do 6leo de girassol
ozonizado utilizando NaOCl a 2,5%, com e sem ativacao ultrassbnica. Ao avaliar
isoladamente cada ter¢o radicular, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na resisténcia de unido em funcdo dos métodos de remocao utilizados
(p<0,05). Além disso, ao comparar os tercos radiculares para cada método, também
foram identificadas diferengas significativas (p<0,05).

Os menores valores de resisténcia de unido foram encontrados no terco apical,
os grupos NaOCI 2,5%, clorexidina 2% e remocéao de 6leo de girassol ozonizado de
girassol com NaOCl 2,5% +PUI foram estatisticamente semelhantes (p<0,05),
enquanto o grupo remocao de 0Oleo de girassol ozonizado com NaOCI apresentou-se

estatisticamente diferente.
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Tabela 4 - Teste de Push-out para média da resisténcia de unido em MPa * desvio padrao nos grupos

experimentais em relacao a cada terco radicular.

Terco radicular

Grupos

Cervical Médio Apical
NaOCL 2,5% + EDTA 3,30 £ 0,59 @A 2,83+0,43 % 2,10 £ 0,53 28
Clorexidina 2% + EDTA 3,26 £ 0,51 34 2,78 £ 0,38 2 2,14 £ 0,46 28
Oleo + NaOCl 2,5% + EDTA 2,57 +0,73 A 1,94 +0,82 98 1,40 + 0,55 °¢
Oleo + NaOCI 25% + 5,044 2,45 + 0,78 A8 2,01 +0,38 %

Ultrassom + EDTA

* Diferentes letras minlUsculas na mesma coluna e diferentes letras mailsculas nas linhas indicam

diferenca estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: Autor.

4.3.1 Ensaio do Tipo de Falha Ocorrida
A analise dos tipos de falha foi realizada em 10 corpos de prova para

cada terco radicular (cervical, médio e apical) de cada grupo experimental
(NaOCIl 2,5%, clorexidina 2%, Oleo de girassol ozonizado + NaOCl a 2,5% e
Oleo de girassol ozonizado + NaOCI a 2,5% com ultrassom). Nos grupos
tratados com NaOCI 2,5%, clorexidina 2% e 6leo de girassol ozonizado
removido utilizando NaOCI 2,5% com ativacédo ultrassonica (PUI), observou-se
uma predominancia de falhas coesivas. No grupo 6leo de girassol ozonizado +

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

cervical e uma em regido de ter¢co médio (Figura 21).
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Figura 27 — Valores obtidos para as falhas coesivas nos diferentes tercos radiculares.
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Fonte: Autor

4.3.2 Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise de interface de unido do cimento endodéntico por meio de MEV,
demonstrou que os grupos NaOCI 2,5% e clorexidina 2% obtiveram melhores
resultados apresentando cimento no interior dos tubulos dentinarios em todos os
tercos analisados. A presenca de cimento nos tubulos dentinarios diminui conforme a
profundidade no interior do canal radicular, sendo a menor em regi&o de tergo apical
(Figura 28A - Terco Apical; Figura 28B — Tergo Apical).

O grupo remocéo de 6leo com NaOCI 2,5% apresentou baixa interface de unido
de cimento e, em algumas amostras e tercos, auséncia de cimento nos tubulos
dentinarios (Figura 28C — Todos os tercos). A auséncia do cimento percorrendo 0s
tubulos dentinarios € mais presente em regiao de terco apical, indicando a possivel
obliteracdo dos tubulos dentinarios pela solucdo oleosa. O grupo de remocédo de
0z6nio com NaOCIl 2,5% + ultrassom (Figura 28D) apresentou maior interface de uniédo
em relacéo ao grupo remocéao apenas com NaOCI 2,5%, porém menor que 0S grupos
NaOCI 2,5% e CLX 2%.
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Figura 28 — Fotomicrografias da interface de unido em ordem de linha para A- NaOCI 2,5%, B-
clorexidina 2%, C-remogéo de 6leo de girassol ozonizado com NaOCI 2,5% e D- remocéao de Oleo de
girassol ozonizado com NaOCI 2,5% + PUI, da interface cemento/dentina no aumento de 200x. As
colunas determinam os Tercgos: Cervical, médio; e apical. Setas: Indicam a regido de espaco entre
dentina e material obturador, nas quais houve baixa ou henhuma penetracdo de cimento.

Terco cervical Terco Médio Terc¢o Apical

x200 M0, — SEI 20KV WD14mm = 5535 x200 100pm  —
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Fonte: Autor.
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5 DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, a hipotese nula deste trabalho foi rejeitada,
considerando que a utilizacdo de oz6nio, em suas diferentes formas de aplicacao
(agua ozonizada, 0zdnio gasoso e 6leo de girassol ozonizado), apresentou eficacia
antimicrobiana, em niveis diferentes, na eliminacdo de biofimes de E. faecalis
presentes no SCR. Foi demonstrado que ha diferencas estatisticamente significativas
na eficacia de descontaminagdo dos canais radiculares entre os diferentes agentes
antimicrobianos testados, com destaque para a combinagdo envolvendo ozdnio
gasoso associado a clorexidina 2%, que resultarou em um aumento significativo na
eliminacao dos biofilmes. Além disso, o método de remocé&o do 6leo ozonizado com
PUI e NaOCI 2,5% impactou positivamente na resisténcia de unido do cimento
endodontico a dentina, contrariando as premissas da hipotese 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
classicas baseadas na utilizacdo de cones de papel (Sathorn et al., 2007). Este
diferencial metodolégico torna os achados microbiol6gicos mais confiaveis e proximos
da realidade clinica, uma vez que o biofilme maduro € mais resistente a acdo de

irrigantes e medicamentos intracanal convencionais.

A contagem de UFC apds os protocolos de irrigacéo confirmou que o hipoclorito
de sédio (NaOCI) a 2,5% continua sendo um dos agentes mais eficazes na eliminacao
de biofilmes, corroborando estudos anteriores (Pinheiro et al., 2018; Arias-Moliz et
al.,2015; Ruksakiet et al., 2020). No entanto, a combinagéo de 0z6nio gasoso com
NaOCI 2,5% ndao demonstrou um efeito sinérgico significativo, sendo estatisticamente
semelhante ao grupo tratado apenas com hipoclorito de sodio. A auséncia de
sinergismo estatisticamente significativo quando associado ao 0z6nio gasoso sugere
gue a saturacao da capacidade oxidativa de ambas pode limitar ganhos adicionais de

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

Com relagdo aos resultados do 0z6nio gasoso, os valores obtidos demonstram
potencial de descontaminacdo do SCR, conforme o aumento da concentragao,
periodo de tempo de exposicéo e fluxo de borbulhamento proposto. Silva et al. (2020),
realizaram uma revisdo bibliografica que demonstrou uma relacdo entre tempo de

aplicacdo e concentracdo do 0z6nio gasoso aplicado nos biofilmes microbianos,
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indicando o aumento do potencial antimicrobiano intimamente relacionado a esses
parametros. Esta correlacdo vai de encontro aos resultados obtidos neste estudo, o
qual utilizou de um aumento gradativo de concentragéo, fluxo maior de 5 mL/min e o

tempo maior de agao continua da solugéao de 5 min.

A associacdo de clorexidina a 2% com 0z0nio gasoso promoveu uma
eliminacdo quase total dos biofilmes, sugerindo uma acdo sinérgica entre o0s
compostos (Noites et al., 2014; Silva et al., 2020). Essa interagdo pode estar
relacionada a capacidade oxidante do 0zonio sobre estruturas orgéanicas, tornando as
bactérias mais suscetiveis a acdo antimicrobiana da clorexidina. Ao entrar em contato
com 0 meio aquoso, o 0zOnio gera espécies reativas de oxigénio (ROS), como anion
superéxido (O,+7), peroxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (*O,) e radical
hidroxila (*OH), que possuem alta capacidade oxidativa (Alfei et al., 2024). Essas
espécies provocam lesdes nos componentes do biofilme, especialmente na matriz
exopolissacaridica (EPS), cuja integridade é fundamental para a resisténcia
microbiana. Por meio de reacfes de oxidacdo, como as de Fenton e Haber-Weiss,
ocorre a fragmentacdo das ligacBes covalentes de polissacarideos e proteinas,
resultando na desorganizacgao da estrutura tridimensional do biofilme e facilitando a
penetracdo de agentes antimicrobianos. A clorexidina, por sua vez, apresenta eficicia
reduzida contra biofilmes maduros devido a sua limitada capacidade de degradacéao
de estruturas organicas. Portanto, a aplicacdo prévia de ozbénio pode aumentar a
permeabilidade do biofilme e potencializar a acédo da clorexidina (Alfei et al., 2024.
Esses resultados séo relevantes, pois indicam que a combinacdo de 0zonio gasoso
com clorexidina pode ser uma alternativa clinicamente viavel para descontaminacéao
de canais radiculares infectados, especialmente em casos de infeccdes persistentes,
promovendo a descontaminacdo total do conduto radicular, e uma melhor

regeneracao dos tecidos periapicais pela auséncia da interferéncia microbiana.

Além disso, a analise por MEV confirmou os achados microbioldgicos,
mostrando tubulos dentinarios livres de microrganismos nos grupos tratados com CLX
+ 0zoOnio, enquanto nos grupos de NaOCI com ou sem ozb6nio foram observadas
colonias residuais e maior grau de erosao da dentina, evidenciando um efeito colateral

potencial da combinacdo quimica na estrutura dentinaria (Haapasalo et al., 2010).

A agua ozonizada, embora apresente beneficios em termos de

biocompatibilidade e estimulo a regeneracgéao tecidual (Shetty et al., 2022; Floare et
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al., 2021), demonstrou menor eficacia antimicrobiana neste estudo, o que corrobora
achados de Nagayoshi et al. (2004) e Galdeano et al. (2018). Sua instabilidade em
temperatura ambiente e rapida decomposi¢céo limitam seu potencial de uso como
irrigante principal, mas n&o excluem sua utilidade como coadjuvante em protocolos

clinicos especificos.

O oleo ozonizado vem sendo estudado na endodontia como irrigante intracanal
demonstrando resultados proximos, porém inferiores, ao NaOCI 2,5% (Mittal et al.,
2022; Mundhra et al., 2023). O potencial de remocéao de biofilme é ampliado quando
0 6leo ozonizado é agitado com ultrassom, demonstrando, nesse caso, resultados
mais préoximos ao NaOCI 2,5%. (Mittal et al., 2022). Os resultados demonstraram
eficacia comparavel ao NaOCI 2,5% no grupo com concentracéo de 660 mmol.Eqg/kg.
A literatura ja aponta o 6Oleo ozonizado como uma alternativa viavel, com acao
prolongada devido a liberagéo lenta de ozonideos e peroxidos (Kishore et al., 2016;
Murugesan et al., 2022). Contudo, sua alta viscosidade dificulta a remocdo completa
do canal, levantando preocupacfes quanto a interferéncia na adesdo de cimentos
endodonticos.

Para contornar essa limitacdo, a utilizacdo do sistema de irrigacdo com
ativacao por ultrassom (PUI) associada ao NaOCI demonstrou-se eficaz na remocéo
do 6leo, como evidenciado nos resultados de push-out. Essa estratégia se mostrou
superior a irrigacdo convencional com NaOCI 2,5%, embora inferior aos grupos sem
uso prévio de 6leo. A literatura corrobora o potencial do PUlI em promover cavitacao e
microfluxos que aumentam a penetracdo do irrigante e a remocao de detritos e

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

Os resultados de resisténcia de unido demonstraram, de forma complementar,
que a remocao inadequada de residuos do Oleo ozonizado pode comprometer
significativamente a adesdo dos cimentos endodbdnticos a dentina, afetando
diretamente o sucesso do selamento apical. Isso refor¢ca a necessidade de estratégias
eficazes de irrigacdo final, sendo o PUl uma abordagem promissora, conforme
demonstrado por Wagner et al. (2017), que apontaram sua superioridade na remocao

de residuos em relacdo a métodos passivos.

A presenca de residuos oleosos observada na analise por MEV nos grupos

com o6leo ozonizado reforca a hipotese de que a sua completa eliminacdo requer
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protocolos complementares ou combinados, como o uso de agentes surfactantes ou
aumento do tempo de agitac&o ultrassonica, o que poderia ser investigado em estudos
futuros. Além disso, a avaliacdo da citotoxicidade residual dessas formulagdes no
periapice ainda € limitada, sendo crucial investigar se a presenca de peroxidos ou

ozonideos residuais pode interferir na resposta biolégica dos tecidos adjacentes.

A remocéao do 6leo com NaOCI 2,5% ativado por ultrassom (PUI) melhorou a
interface de unido em comparacdo com a remogdo convencional apenas com
hipoclorito, reforcando os resultados de estudos prévios que demonstram que a
ativacao ultrassobnica potencializa a remocao de residuos oleosos e melhora a adesao
dos materiais restauradores (Narimatsu et al. 2021, Macedo et al., 2013, Gu et al.,
2009).

Muitos estudos demonstram que a ativacdo ou sinergia das solugbes e
protocolos pode potencializar a remocao 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 o0zonio e NaOCl 2,5 % demonstrou que
ocorre sinergia entre as solugcdes na remocao de biofiime. No atual estudo, os
resultados foram diferentes ao estudo de Noites et al., 2014, demonstrando que nao
ocorreu aumento do potencial antimicrobiano, e as imagens de MEV, demonstraram
a presenca de regibes com maior erosao. Além disso, no grupo NaOCI 2,5% houve a
presenca de detritos, proporcionados pela prépria substancia, enquanto os grupos que
foram borbulhados com o0zdnio, obtiveram uma maior limpeza dos detritos, o que pode
sugerir que a acao do ozénio ou do borbulhamento proporcionou uma maior remocao
de smear layer, sujidades e eroséo dentinaria no canal radicular. Tais caracteristicas
sdo semelhantes ao processo ocasionado pelo PUI que gera bolhas, cuja implosdo
gera energia que potencializa sua agédo 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
0zO6nio gasoso borbulhado em clorexidina a 2% promoveu total remocao dos biofimes
maduros presentes no SCR. Tais resultados sugerem que existe sinergia entre as
substancias, e que o0 0zdnio consegue potencializar a acdo antibiofilme da clorexidina.
Estes resultados corroboram com o estudo realizado por Noites et al.,, 2014, que
avaliou a acdo do o0zbnio gasoso associado a clorexidina 2% em diferentes

microrganismos e obteve total eliminacdo dos mesmos.
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Os resultados deste estudo destacam o potencial promissor da sinergia entre
clorexidina 2% e 0z6nio gasoso na descontaminacédo do SCR, possivelmente devido
a amplificacdo da atividade antimicrobiana proporcionada pelo ozénio. Além disso,
considerando a capacidade do ozénio de promover a degrada¢éo de matéria organica
(Silva et al., 2020; Murugesan et al., 2022), essa combinac¢do pode ter contribuido
para uma remocao mais eficaz de residuos biolégicos, embora esse aspecto nao

tenha sido diretamente avaliado no presente estudo.

Ambas as estratégias, a associa¢do de clorexidina com 0z6énio gasoso e 0 uso
do Oleo de girassol ozonizado, demonstraram eficacia significativa na
descontaminacéo do SCR e apresentam potencial para aplicacdo clinica. No entanto,
estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a capacidade dessas combinacdes
na remocédo de tecido organico e os subprodutos gerados pela interagcdo entre
clorexidina e ozénio gasoso, além de investigar seus possiveis efeitos nos tecidos
periapicais. Pesquisas sobre a citotoxicidade dessas formulacbes também sao

essenciais para garantir a seguranca e viabilidade do seu uso na pratica endodéntica.

Apesar dos resultados promissores, algumas questbes permanecem em
aberto, como a necessidade de investigacGes mais detalhadas sobre a citotoxicidade
das diferentes combinacfes de 0zonio e seus possiveis impactos no tecido periapical.
Estudos futuros devem explorar também a influéncia do 0zénio na remocao de tecidos

orgéanicos e sua interagdo com materiais obturadores a longo prazo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a utilizacéo do ozénio, em suas
diferentes formas de aplicacdo (0z6nio gasoso, agua ozonizada e 0Oleo de girassol
ozonizado), apresenta potencial antimicrobiano significativo contra biofilmes maduros
de Enterococcus faecalis presentes no SCR. Em particular, a combinacdo de
clorexidina 2% com o0z6nio gasoso mostrou uma acao sinérgica, resultando na maior
reducdo da carga microbiana. Os que indica a eficdcia do ozb6nio, especialmente
quando combinado a clorexidina, na desinfeccdo endodéntica, sugerindo sua

viabilidade como alternativa complementar aos irrigantes tradicionais.

A analise da resisténcia de unido do cimento endodontico a dentina mostrou
que a remoc¢do do 6leo ozonizado com NaOCI 2,5% e PUI apresentou melhores
resultados em termos de adesdo do material obturador, minimizando potenciais

efeitos adversos da presenca residual do 6leo ozonizado nos tubulos dentinarios.



65

REFERENCIAS

AFKHAMI, F.; POURHASHEMI, S. J.; SADEGH, M.; SALEHI, Y.; FARD, M. J.
Antibiofilm efficacy of silver nanopatrticles as a vehicle for calcium hydroxide
medicament against Enterococcus faecalis. Journal of Dentistry, v.43, n.12,
p.1573-1579, 2015.

ALKAOUD, R. A.; MOHAMMED, Y. H.; GALILAH, A. A.; ALGHAMDI, S. A;;
ALHABASHI, N. A. Prognostic Factors in Determining Success and Failure Rates in
Endodontics. Journal of Healthcare Sciences. v.4, n.1, p.622-629, 2024.

ANDERL, J. N.; FRANKLIN, M. J.; STEWART, P. S. Role of antibiotic penetration
limitation in Klebsiella pneumoniae biofilm resistance to ampicillin and ciprofloxacin.
Antimicrobial agents and chemotherapy, v.44, n.7, p.1818-1824, 2000.

ANDREANI, Y.; GAD, B. T.; COCKS, T. C.; HARRISON, J.; KERESZTES, M. E.;
POMFRET, J. K.; REES, E. B.; MA, D.; BALOUN, B. L.; RAHIMI, M. Comparison of
irrigant activation devices and conventional needle irrigation on smear layer and
debris removal in curved canals. (Smear layer removal from irrigant activation using
SEM). Australian Endodontic Journal: the journal of the Australian Society of
Endodontology Inc, v.47, n.2, p.143-149, 2021.

ARAUJO, C. A.; MACEDO, A. F. L.; SANT’ANNA JUNIOR, A. Main findings from the
use of ozone therapy alone or combined with conventional treatments in root canal
treatment: a systematic review. Journal of Medical and Health Sciences, v.5, n.3,
p.1-7, 2024

BASRANI, B. R.; MANEK, S.; SODHI, R. N.; FILLERY, E.; MANZUR, A. Interaction
between sodium hypochlorite and chlorhexidine gluconate. Journal of Endodontics,
v.33, n.8, p.966-969, 2007.

BAYRAM, E.; BAYRAM, H. M.; ASLAN, T.; USTUN, Y. Does MTA and Calcium
Hydroxide Additives Effect on the Bond Strength of AH Plus Sealer? Journal of
Dental Sciences, v. 6, n. 1, p. 25-31, 2018.

BERBER, V. B.; GOMES, B. P.; SENA, N. T.; VIANNA, M. E.; FERRAZ, C.C. R;
ZAIA, A. A.; SOUZA-FILHO, F. J. Efficacy of various concentrations of NaOCl and
instrumentation techniques in reducing Enterococcus faecalis within root canals and
dentinal tubules. International Endodontic Journal. v. 39, p. 10-17, 2006.

BERKITEN, M.; BERKITEN, R.; OKAR, I. Comparative evaluation of antibacterial
effects of Nd:YAG laser irradiation in root canals and dentinal tubules. Journal of
Endodontic, v.26, n.5, p.268-70, 2000.

BOCH, T.; TENNERT, C.; VACH, K.; AL-AHMAD, A.; HELLWIG, E.; POLY-DOROU,
O. Effect of gaseous ozone onEnterococcusfaecalisbiofilm-an in vitro study. Clinical
Oral Investigations. v.20, n.17, p.33-39, 2016.



66

BOUTSIOUKIS, C.; PSIMMA, Z.; KASTRINAKIS, E. The effect of flow rate and
agitation technique on irrigant extrusion ex vivo. International Endodontic Journal,
v.47,n.1, p.487-496, 2014.

BOUTSIOUKIS, C.; ARIAS-MOLIZ, M. T. Present status and future directions -
irrigants and irrigation methods. International Endodontic Journal, v.55, n.3,
p.588-612, 2022.

BUSANELLO, F. H.; PETRIDIS, X.; SO, M. V. R.; DIJKSTRA, R. J. B.; SHARMA, P.
K.; VAN DER SLUIS, L. W. M. Chemical biofilm removal capacity of endodontic
irrigants as a function of biofilm structure: optical coherence tomography, confocal
microscopy and viscoelasticity determination as integrated assessment tools.
International endodontic journal, v.52, n.4, p.461-474, 2019.

BRESSAN. C. R. Desenvolvimento e avaliacdo in vitro de um medicamento
intracanal a base de N-aceticisteina. Orientador: André Pitondo da Silva. 2023.
Dissertacao (Mestrado em Odontologia com énfase em endodontia) — Universidade
de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, 2023.

CHAU, N. P.; CHUNG, N. H.; JEON, J. G. Relationships between the antibacterial
activity of sodium hypochlorite and treatment time and biofilm age in early
Enterococcus faecalis biofilms. International Endodontic Journal, v.48, n.8, p.782—
789, 2015.

CENCI, A.; MACCHIA, I.; LA SORSA, V.; SBARIGIA, C.; DI DONNA, V.;
PIETRAFORTE, D. Mechanisms of Action of Ozone Therapy in Emerging Viral
Diseases: Immunomodulatory Effects and Therapeutic Advantages with Reference to
SARS-CoV-2. Frontiers in Microbiology, v. 13, p. 1-20, 2022.

DASH, T.; MOHAN, R. P.; MANNAVA, Y.; THOMAS, M. S.; SRIKANTH, N. Effect of
storage temperature and heating on the concentration of available chlorine and pH of
2.5% sodium hypochlorite. Saudi Endodontic Journal. v.7, n.1, p.161-165, 2017.

DE DEUS, Q. D. Frequency, location, and direction of the lateral, secondary, and
accessory canals. Journal of Endodontics, v.1, n.11, p.361-366, 1975.

DEWHIRST, F. E.; CHEN, T.; IZARD, J.; PASTER, B. J.; TANNER, A. C.: RYU, W_;
LAKSHMANAN, A.; WADE, W. G. The Human Oral Microbiome. Journal of
Bacteriology. v.192, n.19, 2010.

DONLAN, R. M.; COSTERTON, J. W. Biofilms: survival mechanisms of clinically
relevant microorganisms. Clinical Microbiology Reviews, v.15, n.2, p.167-193,
2002.

DUGGAN, J. M.; SEDGLEY, C. M. Biofilm formation of oral and endodontic
Enterococcus faecalis. Journal of Endodontic. v. 33, n. 7, p. 815-818, 2007.

DUQUE, C.; SOUZA, A. C. A,; AIDA, K. L.; PEREIRA, J. A.; CAIAFFA, K. S.;
SANTOS, V. R. D.; COSME-SILVA, L.; PRAKKI, A. Synergistic antimicrobial potential



67

of EGCG and fosfomycin against biofilms associated with endodontic infections.
Journal of Applied Oral Science: revista FOB, v.31, p.1-13, 2023

ELASHIRY, M. M.; BERGERON, B. E.; TAY, F. R. Enterococcus faecalis in
secondary apical periodontitis: Mechanisms of bacterial survival and disease
persistence. Microbial Pathogenesis, v.183, 2023.

FLOARE, A. D.; SCURTU, A. D.; BALEAN, O. I.; CHIORAN, D.; BUZATU, R.; SAVA
ROSIANU, R.; ALEXA, V. T.; JUMANCA, D.; RUSU, L.-C.; RACEA, R. C,;
CORICOVAC, D.; PINZARU, |.; DEHELEAN, C. A.; GALUSCAN, A. The Biological
Effects of Ozone Gas on Soft and Hard Dental Tissues and the Impact on Human
Gingival Fibroblasts and Gingival Keratinocytes. Processes. v.9, n.12, p.1-12, 2021.

GALDEANO, M. A.; WILHELM, A. E.; GOULART, I. B.; TONON, R. V.; FREITAS-
SILVA, O.; GERMANI, R.; CHAVEZ, D. W. H. Effect of water temperature and pH on
the concentration and time of ozone saturation. Brazilian Journal of Food
Technology, v.21, n.1, p.1-7, 2017.

GEBREYOHANNES, G.; NYERERE, A.; Bll, C.; SBHATU, D. B. Challenges of
intervention, treatment, and antibiotic resistance of biofilm-forming microorganisms.
Heliyon, v.5, n.8, p.1-7, 2019.

GIARDINO, L.; PEDULLA, E.; CAVANI, F.; BISCIOTTI, F.; GIANNETTI, L.;
CHECCHI, V.; ANGERAME, D.; CONSOLO, U.; GENERALI, L. Comparative
Evaluation of the Penetration Depth into Dentinal Tubules of Three Endodontic
Irrigants. Materials. v.14, n.19, p.1-9, 2021.

GOMES, B. P.; FERRAZ, C. C.; VIANNA, M. E.; BERBER, V. B.; TEIXEIRA, F. B.;
SOUZA-FILHO, F. J. In vitro antimicrobial activity of several concentrations of sodium
hypochlorite and chlorhexidine gluconate in the elimination of Enterococcus faecalis.
International Endodontic Journal, v.34, n.6, p.424-428, 2001.

GOMES, B. P.; PINHEIRO, E. T.; SOUSA, E. L.; JACINTO, R. C.; ZAIA, A. A;
FERRAZ, C. C.; DE SOUZA-FILHO, F. J. Enterococcus faecalis in dental root canals
detected by culture and by polymerase chain reaction analysis. Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontics, v.102, n.2, p.247—-
253, 2006.

GOMES, B. P. F. A.; AVEIRO, E.; KISHEN, A. Irrigants and irrigation activation
systems in Endodontics. Brazilian Dental Journal, v. 34, n. 4, p. 1-33, 2023.

GOULART, R, S.; OLIVEIRA-SILVA, M.; FARIA-JUNIOR, M.; SILVA-SOUSA, Y. T.
C.; MIRANDA, C. E. S.; PITONDO-SILVA, A. Optimized protocol for collecting root
canal biofilms for in vitro studies. Journal of Microbiological Methods, v.226, p.1-8,
2024.

GU, L. S.; KIM, J. R.; LING, J.; CHOI, K. K.; PASHLEY, D. H.; TAY, F. R. Review of
contemporary irrigant agitation techniques and devices. Journal of Endodontics,
v.35, n.6, p.791-804. 2009.



68

GUIVARC’H, M.; ORDIONI, U.; AHMED, H. M.; COHEN, S.; CATHERINE, J. H;
BUKIET, F. Sodium hypochlorite accident: a systematic review. Journal of
Endodontic, v.43, n.1, p.16-24, 2017.

HASHEMINIA, S.; FARHAD, A. R.; SAATCHI, M.; RAJABZADEH, M. Synergistic
antibacterial activity of chlorhexidine and hydrogen peroxide against Enterococcus
faecalis. Journal of Oral Science, v.55, n.4, p.275-280, 2013.

HORIUCHI, Z, H, F, N. Influéncia dos sistemas de obturacdo MicroSeal e Obtura
Il nafor¢ca de unido de diferentes materiais endod6nticos a dentina
intrarradicular. Orientador: Prof. Dr. Edson Alfredo. 2010. Dissertacdo (Mestrado
em Odontologia com énfase em endodontia) — Universidade de Ribeirdo Preto,
Ribeiréo Preto, 2010.

HUANG, X.; ZHANG, K.; DENG, M.; EXTERKATE, R. A.M,; LIU, C.; ZHOU, X.;
CHENG, L.; CATE, J. M. T. Effect of arginine on the growth and biofilm formation of
oral bacteria. Archives of Oral Biology. v. 82, p.256-262, 2017.

HUANG, D.; WANG, X., LIANG, J.; LING, J., BIAN, Z.; YU, Q.; HOU, B.; CHEN, X.;
LI, J.; YE, L.; CHENG, L.; XU, X.; HU, T.; WU, H.; GUO, B.; SU, Q.; CHEN, Z.; QIU,
L.; CHEN, W.; WEI, X.; ZHOU, X. Expert consensus on difficulty assessment of

endodontic therapy. International Journal Of Oral Science, v.16, n.1, p.22, 2024.

JENSEN, P. @., GIVSKOV, M., BJARNSHOLT, T., MOSER, C. The immune system
vs. Pseudomonas aeruginosa biofilms. FEMS immunology and Medical
Microbiology, v.59, n.3, p.292-305, 2010.

JEONG, J. W.; SARMAST, N. D.; TERLIER, T.; VAN DER HOEVEN, R.; HOLLAND,
J. N.; PARIKH, N. Assessment of the cytotoxic effects and chemical composition of
the insoluble precipitate formed from sodium hypochlorite and chlorhexidine
gluconate. International endodontic journal, v.54, n.10, p.1892-1901, 2021.

JETT, B. D.; HUYCKE, M. M.; GILMORE, M. S. Virulence of enterococci. Clinical
Microbiology Reviews, v.7, n.4, p.462-478, 1994.

JIANG, L. M.; VERHAAGEN, B.; VERSLUIS, M.; ZANGRILLO, C.; CUCKOVIC, D,;
VAN DER SLUIS, L. W. An evaluation of the effect of pulsed ultrasound on the
cleaning efficacy of passive ultrasonic irrigation. Journal of Endodontics, v.36, n.11,
p.1887-1891, 2010.

KAUFMAN, B.; SPANGBERG, L.; BARRY, J.; FOUAD, A. F. Enterococcus spp. in
endodontically treated teeth with and without periradicular lesions. Journal of
Endodontics, v.31, n.12, p.851-856, 2005.

KAYAOGLU, G.; OMURLU, H.; AKCA, G.; GUREL, M.; GENCAY, O.; SORKUN, K.;
SALIH, B. Antibacterial activity of Propolis versus conventional endodontic
disinfectants against Enterococcus faecalis in infected dentinal tubules, Journal of.
Endodontic. V.37, p.376-381, 2011.



69

KOMOROWSKI, R.; GRAD, H.; WU, X. Y.; FRIEDMAN, S. Antimicrobial substantivity
of chlorhexidine-treated bovine root dentin. Journal of Endodontics, v.26, n.6,
p.315-317, 2000.

KISHEN, A.; HAAPASALO, M. Biofilm models and methods of biofilm assessment.
Endodontic Topics, v.22, n.1, p.58-78, 2010.

KISHORE, A.; OBULESU, G.; BABU, M. Determination of antimicrobial efficacy of
calcium hydroxide, ozonated sesame oil and their combination as intra canal
medicament against enterococcus faecalis—a study in Fathima Institute of Medical
Sciences, Kadapa. International Archives of Integrated Medicine, v.3, n.8, p.219—
227, 2016.

KRISHNAN, K.; CHEN, T.; PASTER, B. J. A practical guide to the oral microbiome
and its relation to health and disease. Oral diseases, v.23, n.3, p.276-286, 2017.
LI, B.; LI, X.; LIN, H.; ZHOU, Y. Curcumin as a Promising Antibacterial Agent: effects
on metabolism and biofilm formation in S. Mutans. Biomed Research International.
v. 2018, p.1-11, 2018

MACEDO, R. G.; WESSELINK, P. R.; ZACCHEDO, F.; FANALI, D.; VAN DER SLUIS,
L. W. M. Reaction rate of NaOCI in contact with bovine dentine: effect of activation,
exposure time, concentration and pH. International Endodontic Journal, v.43,
p.1108-15, 2010.

MACEDO, R. G.; VERHAAGEN, B.; RIVAS, D. F.; VERSLUIS, M.; WESSELINK, P.
R.; VAN DER SLUIS, L. W. M. Cavitation measurement during sonic and ultrasonic
activated irrigation. Journal of Endodontics, v.39, n.5, p.612-616. 2013.

MEGAHED, A.; ALDRIDGE, B.; LOWE, J. The microbial killing capacity of agueous
and gaseous ozone on different surfaces contaminated with dairy cattle manure.
PloS one, v.13, n.5, p.1-22,2018.

MENEZES, M. M.; VALERA, M. C.; JORGE, A. O.; KOGA-ITO, C. Y.; CAMARGO, C.
H.; MANCINI, M. N. In vitro evaluation of the effectiveness of irrigants and intracanal
medicaments on microorganisms within root canals. International Endodontic
Journal, v.37, n.5, p.311-319, 2004.

MITTAL, R.; TANDAN, M.; KAUSHIK, G. Antimicrobial efficacy of commercially
available ozonated olive oil and sodium hypochlorite with and without ultrasonic
activation in primary endodontic infections: A randomized clinical trial.
Endodontology, v.34, n.2, p 102-107, 2022.

MOHAMMADI, Z.; SHALAVI, S.; KINOSHITA, J. I.; GIARDINO, L.; GUTMANN, J. L;
RAD, S. A. B.; UDOYE, C. |.; JAFARZADEH, H. A Review on Root Canal Irrigation
Solutions in Endodontics. Journal of Dental Materials & Techniques, v.10, n.3, p.1-
12, 2021.

MUNDHRA, R.; NAGPAL, R.; GUPTA. P. K.; JAJU, N.; DHOTE, S. S. Comparison of
disinfecting potential of 3%naocl, 2%chx, ozonated olive oil and diode laser in



70

infected root canals by enterococcus faecalis -An in vitro study. Journal of
Advanced Medical and Dental Sciences Research, v. 11, n. 6, p.47-52, 2023.

MURUGESAN, K.; VISHWANATH, S.; KADANDALE, S.; THANIKACHALAM, Y.;
PARTHASARATHY, R.; ILANGO, S. Comparative Evaluation of Smear Layer
Removal in Apical Third Using Four Different Irrigants with Ultrasonic Agitation: An In
Vitro Scanning Electron Microscopy (SEM) Analysis. Cureus, v.14, n.3, p.1-9, 2022.

ARIAS-MOLIZ, M. T. Enterococcus faecalis biofilms eradication by root canal
irrigants. Journal of Endodontic, v. 35, n. 5, p. 711-714, 2009.

NAENNI, N.; THOMA, K.; ZEHNDER, M. Soft tissue dissolution capacity of currently
used and potential endodontic irrigants. Journal of Endodontics, v.30, n.11, p.785—
787, 2004.

NARIMATSU, D. K.; MAEKAWA, L. E.; NOGALES, C. G.; SOUZA, N. J. A. ASEM
evaluation of the different techniques effectiveness to remove ozonated oil from root
canals. Ozone Therapy Global Journal, v.11, n.1, p.29-39, 2021.

NOITES, R.; PINA-VAZ, C.; ROCHA, R.; CARVALHO, M. F.; GONCALVES, A,
PINA-VAZ, |. Synergistic antimicrobial action of chlorhexidine and ozone in
endodontic treatment. BioMed Research International, p.16, 2014.

MOORER, W. R.; WESSELINK, P. R. Factors promoting the tissue dissolving
capability of sodium hypochlorite. International Endodontic Journal, v.15, n.4,
p;187-196, 1982.

PETRIDIS, X.; BUSANELLO, F. H.; SO, M. V. R.; DIJKSTRA, R. J. B.; SHARMA, P.
K.; VAN DER SLUIS, L. W. M. Factors affecting the chemical efficacy of 2% sodium
hypochlorite against oral steady-state dual-species biofilms: Exposure time and
volume application. International Endodontic Journal, v.52, n.8, p.1182-1195,
20109.

PONTINEN, A. K.; TOP, J.; ARREDONDO-ALONSO, S.; TONKIN-HILL, G;
FREITAS, A. R.; NOVAIS, C.; GLADSTONE, R. A.; PESONEN, M.; MENESES, R.;
PESONEN, H.; LEES, J. A.; JAMROZY, D.; BENTLEY, S. D.; LANZA, V. F.;
TORRES, C.; PEIXE, L.; COQUE, T. M.; PARKHILL, J.; SCHURCH, A. C;
WILLEMS, R. J. L.; CORANDER, J. Apparent nosocomial adaptation of
Enterococcus faecalis predates the modern hospital era. Nature Communications,
v,12, n.1, p.1523, 2021.

PORTENIER, I.; WALTIMO, T.; @RSTAVIK, D.; HAAPASALO, M. The susceptibility
of starved, stationary phase, and growing cells of Enterococcus faecalis to
endodontic medicaments. Journal of Endodontics, v.31, n.5, p.380-386, 2005.

PRADO, M.; SANTOS JUNIOR, H. M.; REZENDE, C. M.; PINTO, A. C.; FARIA, R.
B.; SIMAO, R. A.; GOMES, B. P. Interactions between irrigants commonly used in
endodontic practice: a chemical analysis. Journal of Endodontics, v.39, n.4, p.505—-
510, 2013.



71

PRATYUSHA, M. V.; JAYALAKSHMI, K. B.; NADIG, P.; SUJATHA, I.; SELVAN, A
ZAHARUNNISSA. Evaluation of antibacterial efficacy of ozonated olive oil and cold
pressed neem oil against Enterococcus faecalis: An agar well diffusion study
International Journal of Current Research. v.9, n.1, p.50711-50715, 2017.
RAGAB, M.; SHARAAN, M. Influence of the Remnants of Silicone Oil on Penetration
of Three Different Sealers into the Dentinal Tubules: A Confocal Laser Scanning
Microscopy Study. European Endodontic Journal, v.7, n.3, p.234-240, 2022.

RANGEL, K.; CABRAL, F. O.; LECHUGA, G. C.; CARVALHO, J. P. R. S,; VILLAS-
BOAS, M. H. S.; MIDLEJ, V.; DE-SIMONE, S. G. Detrimental Effect of Ozone on
Pathogenic Bacteria. Microorganisms, v.10, n.1, p.1-17, 2021.

RICHARDS, M. J.; EDWARDS, J. R.; CULVER, D. H.; GAYNES, R. P. Nosocomial
infections in combined medical-surgical intensive care units in the United States.
Infection Control and Hospital Epidemiology, v.21, n.8, p.510-515, 2000.

ROSENTHAL, S.; SPANGBERG, L.; SAFAVI, K. Chlorhexidine substantivity in root
canal dentin. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and
Endodontics, v.98, n.4, p.488-492, 2004.

RUIZ-LINARES, M.; AGUADO-PEREZ, B.; BACA, P.; ARIAS-MOLIZ, M. T;
FERRER-LUQUE, C. M. Efficacy of antimicrobial solutions against polymicrobial root
canal biofilm. International Endodontic Journal, v.50, n.1, p.77-83, 2017.

RUKSAKIET, K.; HANAK, L.; FARKAS, N.; HEGYI, P.; SADAENG, W.; CZUMBEL, L.
M.; SANG-NGOEN, T.; GARAMI, A.; MIKO, A.; VARGA, G.; LOHINAI, Z.
Antimicrobial Efficacy of Chlorhexidine and Sodium Hypochlorite in Root Canal
Disinfection: A Systematic Review and Meta-analysis of Randomized Controlled
Trials. Journal of Endodontics, v.46, n.8, p.1032-1041, 2020.

RUTHERFORD, S. T.; BASSLER, B. L. Bacterial quorum sensing: its role in
virulence and possibilities for its control. Cold Spring Harbor perspectives in
medicine, v. 2, n. 11, p.1-25, 2012

SATHORN, C.; PARASHOS, P.; MESSER, H. Antibacterial efficacy of calcium
hydroxide intracanal dressing: a systematic review and meta-analysis. International
Endodontic Journal, v.40, n.1, p.2-10, 2007.

SANCHEZ, G. M. Ozonized water, background, general use in medicine and preclinic
support. Ozone Therapy Global Journal, v.9, n.1, p.33-60, 2019.

SCASSELLATI, C.; GALOFORO, A. C.; BONVICINI, C.; ESPOSITO, C.; RICEVUTI,
G. Ozone: a natural bioactive molecule with antioxidant property as potential new
strategy in aging and in neurodegenerative disorders. Ageing Research Reviews, v;
63, p.1-23, 2020

SCOTT, M. B.; 2ND ZILINSKI, G. S.; KIRKPATRICK, T. C.; HIMEL, V. T.; SABEY, K.
A.; LALLIER, T. E. The Effects of Irrigants on the Survival of Human Stem Cells of
the Apical Papilla, Including Endocyn. Journal of Endodontics, v.44, n.2, p.263—
268, 2018.



72

SEDGLEY, C.; NAGEL, A.; DAHLEN, G.; REIT, C.; MOLANDER, A. Real-time
guantitative polymerase chain reaction and culture analyses of Enterococcus faecalis
in root canals. Journal of Endodontics. v.32, p.173-177. 2006.

SEGA. A.; ZANARDI, I.; CHIASSERINI, L. C.; GABBRIELLI, A.; BOCCI, V.;
TRAGALLI, V. Properties of sesame oil by detailed 1H and 13C NMR assignments
before and after ozonation and their correlation with iodine value, peroxide value, and
viscosity measurements. Chemistry and Physics of Lipids, v.163, n.2, p.148-156,
2010.

SHARMA, S.; MOHLER, J.; MAHAJAN, S. D.; SCHWARTZ, S. A.; BRUGGEMANN,
L.; AALINKEEL, R. Microbial Biofilm: A Review on Formation, Infection, Antibiotic
Resistance, Control Measures, and Innovative Treatment. Microorganisms, v.11,
n.6, p.1-32, 2023.

SHETTY, N.; MATHEW, T.; SHETTY, A.; HEGDE, M. N.; ATTAVAR, S. Ozonated
water as an irrigant in disinfecting root canal systems - a systematic
review. Evidence-based Dentistry, 2022.

SIGMA- ALDRICH. Chlorhexidine digluconate solution - C9394, 1996. Disponivel em
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/c9394. Acesso em: 21 Jan. 2025.

SILVA, E. J. N. L.; PRADO, M. C.; SOARES, D. N.; HECKSHER, F.; MARTINS, J. N.
R.; FIDALGO, T. K. S. The effect of ozone therapy in root canal disinfection: a
systematic review. International Endodontic Journal, v.53, n.3, p.317-332, 2020.

SIQUEIRA, J. F. JR.; ROCAS, I. N. Clinical implications and microbiology of bacterial
persistence after treatment procedures. Journal of Endodontics, v. 34, n. 11, 1291
1301, 2008.

SRIKANTH, A.; SATHISH, M.; SRI HARSHA, A. V. Application of ozone in the
treatment of periodontal disease. Journal of Pharmacy & Bioallied Sciences, v.5,
n.1, p.89-94, 2013.

TAWAKOLI, P. N.; RAGNARSSON, K. T.; RECHENBERG, D. K.; MOHN, D.;
ZEHNDER, M. Effect of endodontic irrigants on biofilm matrix
polysaccharides. International Endodontic Journal, v.50, n.2, p.153-160, 2017.

TEJADA, S.; BACA, P.; FERRER-LUQUE, C. M.; RUIZ-LINARES, M.;
VALDERRAMA, M. J.; ARIAS-MOLIZ, M. T. Influence of dentine debris and organic
tissue on the properties of sodium hypochlorite solutions. International endodontic
journal, v.52, n.1, p.114-122, 2019.

TONINI, R.; SALVADORI, M.; AUDINO, E.; SAURO, S.; GARO, M. L.;
SALGARELLO, S. Irrigating Solutions and Activation Methods Used in Clinical
Endodontics: A Systematic Review. Frontiers in Oral Health, v.3, p.1-13, 2022.

TUNCER, G.; AKTAS, Z.; BASARAN, S.; CAGATAY, A.; ERAKSOY, H. Effect of N-
acetyl cysteine, rifampicin, and ozone on biofilm formation in pan-resistant Klebsiella



73

pneumoniae: an experimental study. Sao Paulo medical journal - Revista paulista
de medicina, v.142, n.4, p.1-9, 2024.

UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, Disinfection Profiling
and Benchmarking: Technical Guidance, 2023. Disponivel em
https://www.epa.gov/system/files/documents/2022-
02/disprof_bench_3rules_final_508.pdf. Acesso em: 25 Jan. 2025.

VAN DER SLUIS, L. W.; Wu, M. K.; Wesselink, P. R. The evaluation of removal of
calcium hydroxide paste from an artificial standardized groove in the apical root canal
using different irrigation methodologies. International Endodontic Journal, v.40,
n.1, p.52-57, 2007.

VAN DER SLUIS, L. W.; VERSLUIS, M.; WU, M. K.; WESSELINK, P. R. Passive
ultrasonic irrigation of the root canal: a review of the literature. International
Endodontic Journal, v.40, n.6, p.415-426, 2007.

VENERI, F.; LANTERI, V.; CONSOLO, U.; CHECCHlI, V.; GENERALLI, L. Ozone in
Dentistry: An Updated Overview of Current Applications and Future Perspectives.
Current Oral Health Reports, v.12, n.3, p.1-13, 2025.

VIANNA, M. E.; GOMES, B. P.; BERBER, V. B.; ZAIA, A. A.; FERRAZ, C. C.; DE
SOUZA-FILHO, F. J. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of chlorhexidine
and sodium hypochlorite. Oral surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral
Radiology, and Endodontics, v.97, n.1, p.79-84, 2004.

VIEBAHN-HAENSLER, R.; LEON FERNANDEZ, O. S. Ozone in Medicine. The Low-
Dose Ozone Concept and Its Basic Biochemical Mechanisms of Action in Chronic
Inflammatory Diseases. International Journal of Molecular Sciences, v. 22, n. 15,
p. 1-15, 2021.

VOUZARA, T.; KOULAOUZIDOU, E.; ZIOUTI, F.; ECONOMIDES, N. Combined and
independent cytotoxicity of sodium hypochlorite, ethylenediaminetetraacetic acid and
chlorhexidine. International Endodontic Journal, v.49, n.8, p.764—773, 2016.

WAGNER, M. H.; QA ROSA, R. A.; DE FIGUEIREDO, J. A. P.; DUARTE, M. A. H.;
PEREIRA, J. R.; SO, M. V. R. Final irrigation protocols may affect intraradicular
dentin ultrastructure. Clinical oral Investigations, v.21, n.7, p.2173-2182, 2017.

WU, M. K.; DUMMER, P. M.; WESSELINK, P. R. Consequences of and strategies to
deal with residual post-treatment root canal infection. International Endodontic
Journal. v.39, n.5, p.343-356, 2006.

WU, Y.; KLAPPER, I.; STEWART, P. S. Hypoxia arising from concerted oxygen
consumption by neutrophils and microorganisms in biofilms. Pathogens and
Disease. v,76, n.4, p. 1-10, 2018.

YANG, S.; MENG, X.; ZHEN, Y.; BAIMA, Q.; WANG, Y.; JIANG, X.; XU, Z. Strategies
and mechanisms targeting Enterococcus faecalis biofilms associated with endodontic



74

infections: a comprehensive review. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, v.14, p. 1-15, 2024.

ZEHNDER, M. Root canal irrigants. Journal of Endodontics, v.32, n.5, p.389-398,
2006.

ZHANG, Y.; WANG, X.; LI, H.; NI, C.; DU, Z.; YAN, F. Human oral microbiota and its
modulation for oral health. Biomedicine & pharmacotherapy - Biomedecine &
Pharmacotherapie, v.99, p.883-893, 2018.

ZHANG, C.; YANG, Z.; HOU, B. Diverse bacterial profile in extraradicular biofilms
and periradicular lesions associated with persistent apical periodontitis. International
Endodontic Journal, v.54, n.9, p.1425-1433. 2021.



	2cfba40de5e42affd3ae9fc966289ca8a0525930e0032e0a2d065976b6786d1b.pdf
	28627bbf1e51c059a694f808e1a57d886ee0c7804e50accb0d43e46365e53607.pdf
	2cfba40de5e42affd3ae9fc966289ca8a0525930e0032e0a2d065976b6786d1b.pdf

