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RESUMO

PEREIRA, M. R. S. Avaliacao da atividade antimicrobiana de produtos ozonizados em
canais radiculares contaminados — Um estudo ex-vivo [dissertagdo]. Salvador:
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV), Universidade do Estado da Bahia, 2023;
96p.

As doencas pulpares e periapicais tém origem na colonizagdo microbiana dos canais
radiculares. Durante o tratamento endoddntico, o conteudo existente do interior do
canal radicular deve ser removido para o reestabelecimento da saude do dente e da
regido periapical. O hipoclorito de sdédio e o hidréxido de calcio, sdo adjuvantes
terapéuticos nas condutas endoddnticas. Recentemente, 0 0zénio ganhou impulso e
desponta como terapia promissora na Endodontia. Objetivo: Este estudo avaliou a
atividade antimicrobiana de agua ozonizada e de O6leos ozonizados em canais
radiculares infectados com Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Materiais e Métodos: Foram utilizados 84
pré-molares inferiores humanos, divididos em 4 grupos com 7 dentes cada, de acordo
com 0 micro-organismo a serem desafiados: grupo 1 — Candida albicans; grupo 2 —
Staphylococcus aureus, grupo 3 — Enterococcus faecalis e grupo 4 — Pseudomonas
aeruginosa. Cada dente recebeu um dos cinco medicamentos além dos controles
positivo e negativo. Resultados e Discussédo: A atividade antimicrobiana dos 6leos
ozonizados na desinfeccdo dos canais radiculares foram comparaveis aquelas
estabelecidas pelos adjuvantes terapéuticos em uso, hipoclorito de sédio e do
hidréxido de calcio. Concluséo: O uso do ozénio esta em franca expansao na literatura
como possivel adjuvante terapéutico, sendo prospectado como importante conduta na
Endodontia. O 6leo de girassol e o azeite de oliva ozonizados estdo como estruturas
promissoras para o entendimento de novas rotas metabdlicas e condutas adicionais

na Endodontia.

Palavras-chave: Endodontia, 0zbnio, canal radicular, irrigantes, azeite de oliva, éleo

de girassol.
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ABSTRACT

PEREIRA, M. R. S. Evaluation of the antimicrobial activity of ozonated products in
contaminated root canals — An ex-vivo study [dissertation]. Salvador: Department of
Life Sciences (DLS), State University of Bahia, 2023; 96p.

Pulp and periapical diseases originate from microbial colonization of root canals.
During endodontic treatment, the content that exists inside the root canal must be
removed to restore the health of the tooth and the periapical region. Sodium
hypochlorite and calcium hydroxide are therapeutic adjuvants in endodontic
procedures. Recently, ozone gained boost and emerged as a promising therapy in
endodontics. Objective: This study evaluated the antimicrobial activity of ozonated
water and ozonated oils in root canals infected with Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Candida albicans. Materials
and Methods: Eighty-four lower human premolars were used, divided into 4 groups
with 7 teeth each, according to the microorganism received: group 1 — Candida
albicans; group 2 — Staphylococcus aureus, group 3 — Enterococcus faecalis and
group 4 — Pseudomonas aeruginosa. Each tooth received one of the five drugs besides
positive and negative controls. Results and Discussion: The antimicrobial activity of
ozonized oils in the disinfection of root canals were comparable to those established
by the therapeutic adjuvants in use, sodium hypochlorite and calcium hydroxide.
Conclusion: The use of ozone is booming in the literature as a possible therapeutic
adjuvant, being prospected as an important conduct in Endodontics. Sunflower oil and
ozonized olive oil are in line with the therapeutic adjuvants in use and are therefore
characterized as promising structures for understanding new metabolic routes and

additional approaches in Endodontics.

Keywords: Endodontics, ozone, root canal, irrigants, olive oil, sunflower oil, drug

association.
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1 INTRODUGAO

A cavidade oral humana abriga a microbiota mais abundante depois da
existente no trato gastrointestinal. Traumatismos dentarios, de acordo com Verma,
Garg, Dubey (2018), podem ser formas de entrada para micro-organismos, além de
cavidades abertas pelo processo carioso ou através dos tubulos dentinarios sem
exposicao pulpar. As bactérias aerdbias ou anaerdbias facultativas sdo as primeiras
colonizadoras, sendo os carboidratos a principal fonte de energia. Dioguardi e
colaboradores (2019), afirmaram que os produtos metabdlicos aerdbios a partir dos
carboidratos estabelece pressao seletiva com predominio final de anaerdbios que

utilizam aminoacidos e peptideos, por sua vez nas rotas de obtencéo energética.

Tonini e colaboradores (2022) relataram que metade da populagdo mundial ja
experimentou, em pelo menos um momento em suas vidas, dor relacionada a doengas
endodénticas causadas pela infecgdo bacteriana dos canais radiculares, a
periodontite apical (PA). A prevaléncia de PA varia de 16 a 86% e aumenta com a
idade.

Em um estudo na cidade de Salvador— Bahia publicado em 2010, Chaves e
colaboradores observaram que 73,3% dos pacientes que buscaram tratamento em
Centros de Especialidade Odontoldgicas da Prefeitura, vinculados ao SUS, estavam

relacionados a tratamentos endodoénticos.

Para Franciscatto e colaboradores (2020) cinquenta por cento (50%) das
visitas de urgéncias em Odontologia s&o atribuidas as dores referidas a colonizagao
bacteriana dos canais radiculares e a dor de dente ou dor orofacial associado a

impactos na qualidade do sono, apetite e nas atividades laborais.

Apesar de presente em infecgdes primarias, o Enterococcus faecalis constitui
uma pequena parcela dentre as espécies microbianas isoladas dos canais radiculares
de dentes com polpa necrosada. No entanto, para Prada e colaboradores (2019a),
aquela é a espécie mais comumente isolada de infecgdes endoddnticas secundarias.
Avaliando a capacidade de persisténcia do E. faecalis nos canais radiculares tratados,
Jiang e colaboradores (2015), reportaram a sua viabilidade peculiar como fator
associado a permanéncia no sitio, mas nao cultivavel quando expostos a condi¢des

ambientais adversas. Assim o canal radicular obturado € um nicho unico, pobre em



nutrientes e relativamente bem fechado, onde o E. faecalis expressa aquela

caracteristica.

Todavia, o E. faecalis ndo € o unico patdégeno associado a infeccdes
secundarias e ao insucesso do tratamento endodéntico. Cosan e colaboradores
(2022) descreveram que, em virtude de sua natureza polimorfica, o fungo Candida
albicans pode ser encontrado em canais radiculares malsucedidos. Além disso,
Louzada e colaboradores (2020) afirmaram que as doengas de origem pulpar sao
polimicrobianas e ndo existe uma predominancia de um ou mais microrganismos ou
pool de microrganismos como agentes causadores das patologias endodénticas

primarias ou secundarias.

A doenca endoddntica se caracteriza por colonizacdo bacteriana diversa do
espaco do canal radicular, para Kumar e colaboradores (2020) o objetivo primordial
do tratamento endodéntico € criar um ambiente biologicamente aceitavel dentro do
sistema dos condutos radiculares que permita a remoc¢ao da contaminacéao radicular,
a cura e o restabelecimento da saude do tecido perirradicular. O tratamento
endodéntico para Siqueira Junior e colaboradores (2018), tem como finalidade a
remogao e eliminagdo do material contaminante, a modelagem, a sanificagdo e a

obturacado hermética do interior do canal radicular.

Entretanto, a instrumentagao por si s6 nao promove a remogao e eliminagao
das bactérias no interior do sistema de canais radiculares, faz-se assim, necessario a
utilizacdo de um ou mais produtos antimicrobianos para desinfeccdo e limpeza do
interior dos condutos (Abuhaimed; Abou Neel, 2017; Prada et al., 2019b; Rath et al.,
2020). O objetivo do tratamento endododntico é a remogao daquele conteudo séptico
no interior dos canais e consequente eliminacdo das alteragcdes periapicais. No
entanto, entre 35 e 53% das paredes do canal permanecem sem serem tocadas pelas
limas como relataram Prada e colaboradores (2019b), demonstrando que os
instrumentos endoddénticos em associacdo com adjuvantes quimicos como irrigantes

do sistema de canais radiculares apresentam maior eficiéncia terapéutica.

Conforme relatado por Nirwana e colaboradores (2018), o hipoclorito de sodio
(NaOClI) devido a suas propriedades bactericida, desodorizante e lubrificante é a
solugao halogenada mais utilizada na desinfecg¢ao do sistema de canais. Possui baixa
tensao superficial, acdo detergente e capacidade de dissolugao de tecidos. Embora



concentragbes mais elevadas de NaOCI| melhorem significativamente seus efeitos
antimicrobianos e de dissolugao de tecidos, ele pode se tornar mais citotoxico e induzir
resposta inflamatoria quando em contato com tecidos periapicais, como observaram
Blattes e colaboradores (2017), ocasionando hemorragia, edema e ulceragao da pele.
A despeito da frequéncia de acidentes com o hipoclorito de sédio, como sdo chamados
a extrusdo de NaOCI para os tecidos periapicais, e a taxa de lesdes causadas pelo
extravasamento serem baixas (0,89% e 0,18%, respectivamente), Ozdemir e
colaboradores (2022) reportaram que nos acidentes com hipoclorito, a gravidade das

lesdes apods o acidente pode levar a resultados pos-operatorios graves e criticos.

Para assegurar a desinfecgdo completa do sistema de canais radiculares &
comum a utilizagado de medicamento intracanal. Vasavada; Kapoor (2020) reportaram
que o hidroxido de calcio permanece como o produto de primeira escolha devido as
suas propriedades bactericidas, estabilidade e capacidade de conter exsudatos
inflamatdrios, além de aliviar a dor pos-operatoéria. Todavia estes autores alertam que
para atingir sua eficacia terapéutica, o hidroxido de calcio precisa estar associado com

um veiculo que favorega a sua dissociagao.

Procurando driblar a toxicidade do NaOCI e buscando novos produtos
antimicrobianos para o sistema de canais radiculares, Kist e colaboradores (2017)
reportaram que ja existem esforgcos para o desenvolvimento de novos agentes
desinfetantes e terapéuticos, sendo o 0z6nio uma promissora estratégia para garantir

seguranca.

Apesar de ser aplicado desde o século 19, o ozbnio passou a ser mais
estudado como substancia coadjuvante de diversos procedimentos meédicos e
odontoldogicos, nas ultimas décadas, pela atividade antibacteriana e
biocompatibilidade como relatado por Nogales e colaboradores em 2016. Solugdes
gasosas, aquosas ou oleosas ozonizadas tém sido utilizadas de acordo com Tiwari e
colaboradores (2017), como coadjuvantes na limpeza dos canais radiculares ao final

da instrumentagao ou como medicamento entre sessdes do tratamento endoddntico.

Além da atividade antimicrobiana, sendo muito eficiente em cepas de
microrganismos resistentes a medicamentos, para Ajeti e colaboradores (2018), o

ozobnio estimula a imunidade celular e humoral do organismo humano, a proliferagcao



de células imunocompetentes, a sintese de imunoglobulinas e a ativagdo de

macrofagos.

Os dados sobre a qualidade e perfil antimicrobiano do ozénio direcionam
pesquisas em busca de possiveis substitutos para o hipoclorito de sédio e o hidroxido
de calcio. Agua e 6leos ozonizados, por sua melhor estabilidade em relagéo ao gas
de ozbnio, menor toxicidade e gatilhos imunoldgicos, de acordo com Anzolin, Da
Silveira Kaross, Bertol em 2020, se tornam alternativas promissoras no tratamento de

infecgdes endodbnticas.

Utilizando o ozénio gasoso a 40 ug/ml e agua ozonizada com 8 ug/ml de
ozénio como auxiliares do tratamento endodéntico, Nogales e colaboradores (2016),
reconheceram a atividade antimicrobiana do 0zdnio pela descontaminagao de canais
radiculares em dentes ex-vivo e reportaram que as terapias com ozénio despontam

como promissoras durante a Endodontia.

O azeite de oliva ozonizado obteve redugédo da formagao de até 84% de
biofilmes de monoculturas de Candida albicans, Enterococcus faecalis e
Streptococcus mutans e de até 79% de culturas mistas destas espécies como
reportaram Elshinawy e colaboradores (2018), além de apresentar baixa toxicidade
em culturas de fibroblastos humanos, sendo considerado o produto mais seguro do

estudo que o comparou com nanoparticulas de quitosana e de prata.

Ao avaliar a capacidade de 6leos ozonizados em células aderidas e biofilmes
de Staphilococcus aureus susteptiveis e multirresistentes a meticilina, Silva e
colaboradores (2020) enumeraram que O 0z0nio ndo possui citotoxicidade, é
cicatrizante e possuir alta atividade antimicrobiana sobre bactérias, virus, protozoarios
e fungos, e os 6leos ozonizados nas concentracdes de 8 e 17 ug/g mostraram halo de
inibicao de crescimento bacteriano de 15 a 17 mm e foram responsaveis pela inibicao
de 51 a 75% dos microrganismos resistentes e 76 a 99% dos microrganismos

susceptiveis a meticilina.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil antimicrobiano da agua, do 6leo de girassol e do azeite de oliva

ozonizados em amostras contaminados por endopatdgenos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar, em placas de agar, os halos de inibicado da agua de ozbnio, do

Oleo de girassol e do azeite de oliva ozonizados em cepas ATCC;

b. Caracterizar a eficiéncia do hipoclorito de sddio e do hidroxido de calcio

frente aos patdgenos testados;

c. Correlacionar as atividades antimicrobianas dos produtos ozonizados em

relagao ao hipoclorito de sédio e ao hidréxido de calcio.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 MICRO-ORGANISMOS EM ENDODONTIA

A cavidade oral humana abriga a segunda mais abundante microbiota depois
da existente no trato gastrointestinal. O banco de dados de Microbioma Oral Humano
expandido (eHOMD), atualizado em 2017, conforme relatado por Verma, Garg, Dubey,
(2018), contém as informagdes de aproximadamente 772 espécies procaridticas onde
70% séo cultivaveis e 30% pertencem a classe incultivavel de microrganismos, todas

com potencial para levar a contaminagao da polpa dentaria e dos canais radiculares.

A principal via de acesso dos micro-organismos ao interior da polpa dentaria
€ através das caries. A carie é, para Duncan e colaboradores (2019), uma doenca
induzida por biofilme bacteriano, impulsionada por um suprimento de carboidratos
fermentaveis. A mudancga ecoldgica resultante da comunidade bacteriana presente,
cria um nicho acidogénico e cariogénico que destroi o tecido duro do dente com

formacgao da cavidade.

E provavel que os canaliculos dentinarios e a polpa dentaria exposta sejam
alvos da gama diversificada de espécies bacterianas da cavidade bucal, no entanto,
como relatado por Kumar e colaboradores (2020), dependendo das técnicas de
identificacdo, certas cepas sao mais frequentemente isoladas do que outras e na

maioria dos canais radiculares infectados.

Dentro do canal radicular, as bactérias podem ser classificadas como células
plancténicas (livres) e em biofilmes. Os biofilmes bacterianos sado agregados ou
congregacgdes de micro-organismos aderidos as paredes dos canais radiculares por
meio de uma matriz de substancias poliméricas extracelular. Conforme Prada e
colaboradores (2019a), os microrganismos que vivem em biofilmes tem a capacidade
de se auto-organizar (autopoiese), de resistir as alteragdes do meio em que vivem
(homeostase), de ser mais eficaz em grupos do que isolados (sinergismo), além da
capacidade de responder as mudancas como uma unidade e ndao como individuos

isolados.

A identificagdo de micro-organismos do interior dos canais radiculares
infectados depende da lesao endodéntica e das caracteristicas metodoldgicas, cultura

bacteriana ou sequenciamento genético, dos estudos envolvidos nessa tematica. Para



Anderson e colaboradores (2012), ndo existe uma variedade que seja predominante

nas patologias endodénticas.

Ao explorar a microbiota intra-radicular de dentes com infec¢gdes agudas e
cronicas através do sequenciamento metagenémico shotgun, Kumari e colaboradores
(2023) conseguiram reconstruir e identificar cinco géneros Enterobacter,
Enterococcus, Lacticaseibacillus, Pseudomonas, Streptococcus e um género nao
classificado. Esses autores correlacionaram o género Pseudomonas a 90,90% dos
casos de periodontite apical aguda e os géneros Enterobacter e Enterococcus a

69,88% e 15,42%, respectivamente, das periodontites apicais cronicas.

As abordagens de identificagdo de espécies bacterianas em canais
radiculares infectados por meio de cultura, PCR, ensaios de hibridizacdo de DNA ou
hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) e sequenciamento gendmico permitem
catalogar um conjunto de 20 a 30 espécies bacterianas. Entretanto, Manoil, Al-Manei,
Belibasakis (2020) afirmaram que as tecnologias de sequenciamento de DNA de alto
rendimento, chamadas de sequenciamento de proxima geragao (NGS) sdo capazes
de identificar em média 400 unidades taxonémicas operacionais (OTU) em canais
radiculares infectados e destas espécies, ndo ha uma espécie especifica para os tipos

de infecgdes endoddnticas, mas sim quantidades relativas e interagdes entre elas.

As infec¢des endoddnticas sao caracterizadas por comunidades de biofilmes
multiespécies. A doenga pulpar ou periapical depende da patogenicidade coletiva
dessas comunidades. A patogenicidade, como relataram Siqueira Junior e
colaboradores (2018), é o resultado de varios fatores, como espécie, viruléncia dos
tipos clonais presentes, interagdes sinérgicas entre os membros da comunidade e os

numeros (contagens) de cada espécie que a compde.

Louzada e colaboradores (2020) descrevem a agao do lipopolissacarideo das
bactérias gram-negativas e do acido lipoteicdico das gram-positivas, além da
existéncia fisica das bactérias, nas modificagdes do sistema imunolégico do
hospedeiro e estimulacado da reabsorgcao 6ssea nas infecgcoes endodbnticas primarias

e persistentes.

De acordo com Martinho e colaboradores (2018), quando as bactérias e suas

toxinas, presentes na infeccdo do canal radicular, saem para os tecidos periapicais



através do forame apical, produzem a periodontite apical (PA), que se caracteriza em
um distarbio inflamatério complexo, envolvendo uma variedade de células
inflamatorias e citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 18 (IL-1B), fator de

necrose tumoral a (TNF-a) e prostaglandina E2 (PGE2).

As reagbes inflamatérias provocadas pela saida de micro-organismos
infectantes e seus metabdlitos para os tecidos perirradiculares, de acordo com Kumari
e colaboradores (2023) incluem atividade proteolitica por varias células imunes, como
os polimorfonucledcitos, macréfagos e mastécitos, culminando no recrutamento de
osteoclastos no local e na formagao de uma cavidade 6ssea. Dependendo do nivel de
infecgcao, a cavidade Ossea perirradicular pode ser preenchida com detritos celulares,
micro-organismos (vivos e mortos), fibroblastos, osteoclastos, cristais de colesterol e

células imunes em proporgdes variadas.

A periodontite apical € uma doenga endoddntica insidiosa com alta
prevaléncia na populagao e se caracteriza pela auséncia de sintomas ou dor aguda.
De acordo com Ordinola-Zapata e colaboradores (2022), as manifesta¢des clinicas
nao sao influenciadas pela composi¢cao microbiana existente no interior dos canais
radiculares e sim pela carga e interagdes bacterianas, fatores de viruléncia dos micro-

organismos, resisténcia do hospedeiro e predisposi¢cao genética.
3.2 Enterococcus faecalis

Em estudos moleculares por reagao em cadeia da polimerase (PCR), Siqueira
e colaboradores (2016) detectaram Enterococcus faecalis do filo Fermicutes como
mais prevalente no microbioma do sistema de canal radicular em dentes com
alteragdes periapicais, seguidos por filos como Proteobactéria, Bacterdides e
Actinobactéria. Avaliando as espécies microbianas detectadas em casos de
periodontite apical secundaria por PCR, Siqueira, Rd¢as (2004) relataram o E. faecalis
como a espécie mais prevalente, em 77% dos casos e Candida albicans em 9% das

amostras.

Os enterococos sao bactérias gram-positivas, dispostas em cocos em cadeia,
que fazem parte da microbiota comensal do trato gastrointestinal e sdo amplamente
distribuidas no meio ambiente. Para Diouguardi e colaboradores (2019), a espécie

Enterococcus faecalis é responsavel por 80% das infeccbes humanas, é capaz de



resistir em condigdes extremas, colonizar os tubulos dentinarios profundamente,
associado a formacao biofilme, e metabolizagado das fibras de colageno dos tubulos

em caso de reducio de nutrientes.

Ao relatar a dificuldade de eliminar o E. faecalis durante a Endodontia, Reis e
colaboradores (2018) afirmaram que o E. faecalis tem a capacidade de penetrar nos
tubulos dentinarios, o que ndo é observado em outras espécies bacterianas, se
adaptando e tolerando as condi¢des ecologicas extremas em canais tratados. Além
da capacidade de aderir ao colageno, como fator perpetuador da periodontite apical,

associando a resisténcia a antimicrobianos e medicamentos intracanais.

Sua alta viruléncia, patogenicidade e resisténcia a antibidticos foi estudada
por Barbosa-Ribeiro e colaboradores (2016), que observaram que os fatores de
viruléncia do E. faecalis estao frequentemente relacionados a capacidade de produzir
antigenos de superficie, substancias agregantes e enzimas liticas como a
hialuronidase, citolisina, protease e colagenase. Nesse estudo, os autores pautaram
que as cepas pesquisadas apresentaram diferentes padrdes de genes de viruléncia e

perfis variaveis de resisténcia.

Adicionalmente, Wei e colaboradores (2021) afirmaram que o E. faecalis
apresenta uma gama de genes de resisténcia intrinseca e devido a sua eficiente troca
de elementos genéticos moveis, em condigdes de estresse, € capaz de adquirir genes
de resisténcia a antibidticos, genes que codificam a hemolisina, que € um fator de
viruléncia, e genes que alteram os sistemas de transporte de fosfato, que auxilia na

adaptacao frente a microambientes desfavoraveis.

Deng e colaboradores (2023) afirmaram que o acido lipoteicéico (LTA), um
componente da parede celular dos E. faecalis que atua como um importante fator de
viruléncia, pode desencadear cascatas resultando na liberagdo de citosinas pro-
inflamatdrias e de danos aos tecidos periapicais. Além disso, em ambientes com
escassez de nutrientes e alcalinos, ocorrem alteragbes na sintese de
exopolissacarideos soluveis e insoluveis em agua e polissacarideos intracelulares,

contribuindo para a defesa de E. faecalis contra o estresse ambiental.

Kumar e colaboradores (2020) observaram a correlagao positiva entre dor e a

presenca de E. faecalis em infecgbes primarias e secundarias, hipotetizando a



formacao dos biofilmes em canais radiculares como importante fator para resisténcia

bacteriana e persisténcia apds procedimentos endoddénticos.

Todavia ndo existe consenso se estes micro-organismos sao 0s maiores
responsaveis pelo insucesso do tratamento endoddéntico. Pereira e colaboradores
(2017) descrevem que a periodontite apical parece ter uma microbiota heterogénea,
na qual varias comunidades bacterianas, incluindo fenétipos nao cultivaveis, podem
produzir doengas semelhantes, logo, nao existindo consenso se 0 género

Enterococcus € o maior responsavel pelo insucesso do terapia endodontica.

O E. faecalis, pode suportar condigdes ambientais adversas, incluindo a alta
alcalinidade propria do tratamento endodéntico, como bem reportaram Jiang e
colaboradores (2015), o que o leva a entrar em um estado viavel, mas nao cultivavel,
onde perde a capacidade de formar colbnias em meios de cultura, mas permanece
vivo e produzindo componentes antigénicos e fatores de viruléncia. Uma vez as
condigdes ambientais permissivas ao crescimento sao restauradas, o E. faecalis se
torna capaz de retomar a divisao celular e promover a transmissao e persisténcia da

doenca.
3.3 Candida albicans

Apesar do papel bacteriano bem estabelecido na patogénese das infecgdes
endodénticas, Abraham e colaboradores (2020) mencionaram fungos, virus e archaea
na fisiopatologia da doenca endodéntica. Listam ainda que os eucariotos fungicos
compostos por espécies de Candida compreendem uma pequena parte do

microbioma oral, sendo a Candida albicans a espécie com maior frequéncia.

Mergoni e colaboradores (2018), em uma revisao sistematica e meta-analise
descreveram pequena participagdo das espécies de Candidas nas infecgoes

endodénticas, sendo a C. albicans a espécie mais detectada em canais radiculares.

A prevaléncia de C. albicans nas superficies mucosas dos organismos Vvivos,
segundo Du e colaboradores (2022) é de 18,5 a 40,9%. Estes autores relataram que
esta levedura pode interagir com uma variedade de micro-organismos orais por meio
de fixagdo fisica as paredes celulares fungicas, por proteinas de superficie e
polissacarideos extracelulares (EPS), sinais extracelulares, alimentagao cruzada de

metabolitos e alteragdes ambientais. Tais interagdes entre reinos microbianos



demonstraram estar envolvidas na patogénese de diversas doencgas bucais, incluindo
carie dentaria, candidiase oral, doenga endodéntica, periodontite e outras doengas

orais relacionadas ao biofilme bacteriano.

Francisco e colaboradores (2018) identificaram 720 proteinas microbianas
diferentes pelo método protedbmico 2D-LC-MS/MS, sugerindo a existéncia um
microbioma nos canais radiculares. Apresentaram nesse estudo a presenga de
importantes adesinas oriundas, provavelmente, de cepas de C. albicans associadas a

formacéao de biofilme.

A C. albicans se liga a superficies abiodticas e biodticas, como proteses e
paredes dentarias, com preferéncia a dentina, conforme declararam Yoo e
colaboradores (2020). O biofilme maduro formado contém multiplas camadas de
células pleiomoérficas constituidas de células leveduriformes, hifas e pseudo-hifas

incrustradas por interagdes fisico-quimicas.

Segundo Elshinawi e colaboradores (2018) a -1,3 glucana produzida pela C.
albicans proporciona estabilidade a matriz do biofilme. Além disso, a secreg¢ao de
substancia polimérica extracelular (EPS) proporciona aderéncia e fatores de
proliferagdo ao microbioma misto do biofilme em canal radicular. A presenca do E.
faecalis e o incremento oxidativo dos superoxidos langados estimulam a formagéao de

hifas em cooperagao simbidtica.

Para Maekawa e colaboradores (2013) a capacidade de formar biofilmes em
diferentes superficies, de se adaptar a diferentes condi¢gdes ambientais, tornando-se
comensal, de transicdo morfolégica e de invadir profundamente os canaliculos
dentinarios esta relacionada aos mecanismos de resisténcia de C. albicans aos

medicamentos comumente aplicados nos canais radiculares.
3.4 OUTROS PATOGENOS

Ao investigar in vivo a presenga de microorgamismos em dentes obturados
com periodontite apical, quantificando as unidades formadoras de colénias (UFC) e
por reagao em cadeia da polimerase — PCR 16S rDNA, Endo e colaboradores (2013)
descreveram que o0s procedimentos por meio de cultura, apesar de ser
tradicionalmente utilizado para a avaliagcdo da microbiota e ter seu lugar nas pesquisas

cientificas, tem como desvantagens resultar em subestimacao dos micro-organismos,



além de ser dificil simular as condigcbes ambientais necessarias para o cultivo de
microrrganismos exigentes. Ja o método da PCR é mais especifico, preciso, sensivel
e rapido que a técnica de cultura, permitindo a detecgdo de micro-organismos nao-
cultivaveis e fastidiosos, no entanto ndo tem o poder de avaliar a viabilidade

microbiana.

Buscando avaliar a frequéncia de espécies bacterianas orais em abscessos
apicais agudos e periodontite apical assintomatica, Rdcas; Siqueira (2018)
demonstraram através de métodos moleculares em amostras de 133 pacientes, que
os taxons mais prevalentes foram Porphyromonas endodontalis, Fusobacterium
nucleatum, Dialister invisus, Olsenella uli, Parvimonas micra e Prevotella baroniae.
Mencionaram ainda que algumas espécies/filotipos ocorreram em contagens
significativamente maiores em abscessos (T. denticola e estreptococos pertencentes
ao grupo anginosus: S. Anginosus, S. Constellatus e S. Intermedius). Entretanto,
esclarecem que as infecgdes endoddnticas sdo caracterizadas por comunidades de
biofilmes multibacterianos, sem haver alguma espécie especificamente comprovada

como principais causadoras das pulpo e periapicopatias.

Em uma pesquisa por hibridizagcdo checkerbord DNA-DNA, Louzada e
colaboradores (2020) visando investigar o perfil microbiano e os niveis de endotoxinas
em diferentes fases do tratamento endodontico, encontraram Enterococcus
faecalis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella tannerae,
Prevotella nigrescens, Filifactor alocis e Tannerella forsythia predominando nas
alteracbes dos canais radiculares. Acrescentaram que a utilizacdo de medicacéao
intracanal a base de hidroxido de calcio reduziu a presenca de E. faecalis e F
nucleatum nos canais infectados e sugeriram o uso de medicamento intracanal para

complementar a desinfeccao do sistema de canais radiculares.
3.5 TRATAMENTO ENDODONTICO

O tratamento quimico-mecanico do canal radicular é caracterizado pelo
alargamento e modelagem do conduto com instrumentos endodénticos, além da
limpeza do espago com desinfetantes quimicos. Essa agao tem o objetivo de remover
tecidos remanescentes vitais ou necroéticos, eliminar a microbiota existente dentro do

sistema de canal radicular, incluindo o biofilme microbiano e remover as raspas de



dentina acumuladas formadas durante a instrumentacédo do canal radicular (Blattes
etal., 2017).

Kist e colaboradores (2017) relataram que a taxa de sucesso dos tratamentos
endodonticos de canais radiculares infectados € de mais de 90% com teste
microbiolégico negativo e até 26% menor, com um teste microbioldgico positivo antes
da obturacgdo. Portanto, a remogao do maior numero possivel de bactérias do sistema
de canal radicular infectado esta associada ao tratamento endodéntico bem-sucedido

e a diminuicao de alteracbes periapicais detectadas nas imagens radiograficas.

O uso de técnicas e equipamentos endoddnticos contemporaneos durante o
alargamento e a modelagem dos canais, como os dispositivos de aumento (lupas e
microscopio), os localizadores apicais eletrénicos, as limas rotatérias de niquel titénio
acionadas por motor (em rotagdo continua, alternada e reciprocante), a irrigagcao
sbnica e ultrassdénica com movimentos ativos e passivos e assim por diante, ndo so
busca aumentar a taxa de sucesso do tratamento endodéntico, conforme reportaram
Erdem Hepsenoglu, Eyuboglu, Ozcan (2018), mas também diminuir o tempo

necessario para o tratamento.

No entanto, Coaguila-Llerena e colaboradores (2020), demonstraram que os
instrumentos endoddnticos s&o incapazes de entrar em contato com todas as paredes
do canal radicular, uma vez que a anatomia do sistema de canais radiculares é
complexa. Como resultado se observa menor eliminagdo de microrganismos em areas

intocadas pelas limas endodénticas, incluindo os tubulos dentinarios.

Assim, para Rath e colaboradores (2020), o uso de substancias auxiliares &
considerado primordial no tratamento do canal radicular. Esses adjuvantes quimicos
se enquadram em uma das seguintes categorias: agentes proteoliticos (hipoclorito de
sbédio), agentes desmineralizantes/quelantes (acido etilenodiaminotetracético) e

antissépticos (clorexidina) / antibidticos topicos (doxicilina).

Prada e colaboradores (2019a) afirmaram que 35 a 53% das paredes dos
canais radiculares permanecem intocados apds o preparo mecanico dos condutos.
Desta forma, o meio de eliminar os restos de tecido e micro-organismos destas areas
€ usando solugdes irrigantes durante o preparo quimico-mecanico. Esses autores

relataram que os efeitos dos irrigantes em Endodontia sdo principalmente 1) efeitos



quimicos: dissolugao de tecido organico e inorganico, remogao de dentina e remogao
da camada residual (smear layer); 2) efeitos mecanicos: lubrificacdo do canal
radicular, remogao mecanica de micro-organismos/biofilme, restos de tecido pulpares
e raspas de dentina; e 3) efeitos bioldgicos: atividade antimicrobiana, inativagdo de

endotoxinas e biocompatibilidade.

O preparo quimico-mecanico dos canais radiculares usando instrumentos
manuais ou rotatérios produzem uma camada residual de detritos organicos e
inorganicos, denominada smear layer. Shekhar e colaboradores (2022) afirmaram
que a smear layer quando contaminada por micro-organismos, os protege no interior
dos tubulos dentinarios e deve ser removida para melhorar a vedacdo hermética e

impedir a percolagao de fluidos para o sistema de canais radiculares.

A remocgdo da camada residual, para Tahir e colaboradores (2023), é
necessaria para que a obtencao de um ambiente estéril e que o cimento penetre nos
tubulos dentinarios, melhorando a adaptagéo marginal, a retengdo mecéanica, além de
sepultar bactérias residuais. Esses autores relataram que para a remoc¢ao da smear
layer €& obrigatério o uso de um agente quelante como o acido

etilenodiaminotetracético (EDTA), acido citrico, acido maleico e acido fitico.

De acordo com Holland e colaboradores (2017) o ideal para os procedimentos
terapéuticos em canais radiculares é a obturagdo do conduto com o selamento
completo do sistema de canais, dificultando a comunicag¢ao entre a via principal e o
tecido periodontal apical. Isso favorece o processo de reparo tecidual em torno da raiz
do dente. Afirmam também que um cimento ideal em Endodontia deve ter
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas adequadas buscando o vedamento do
complexo radicular. Apesar disso, a desinfeccdo do sistema de canais radiculares
deve sempre preceder o uso de cimentos biocompativeis para o reparo tecidual

completo e sucesso terapéutico.

Embora os cimentos obturadores do canal radicular tenham atividades
antibacterianas, algumas bactérias, como E. faecalis, devido a sua resisténcia a
ambientes desfavoraveis, pode se manter viavel mesmo apdés a obturagao dos canais
radiculares em areas intocadas pelas limas endodénticas, como istmos, canais

laterais e acessorios, ou outras irregularidades dos canais radiculares, conforme



relataram Lin e colaboradores (2021). Esses autores afirmaram que a presenga da

contaminagao bacteriana impedira a cicatrizacao de lesdes perirradiculares.

O selamento coronario conclui o tratamento endodéntico. O restaurador
coronario ideal, reportado por Kumar e colaboradores (2018), deve selar as margens
dos dentes, nao ter porosidade, suportar amplitudes, ser de facil insercao e remocao,
ter boa resisténcia a abrasdo e compressao, ser compativel com medicamentos
endodénticos, além de proporcionar melhor estética. O vedamento coronario dificulta
o percolamento de fluidos para o interior da obturagdo dos canais e reduz a

possibilidade de insucesso do tratamento endodontico.

O objetivo do tratamento endodéntico €, em conformidade com Tabassum;
Khan (2016), o debridamento completo e a limpeza do sistema de canais radiculares,
de qualquer tecido pulpar infectado, para que o espago do canal possa ser moldado e
preparado, para ser preenchido com um material inerte, evitando ou minimizando
quaisquer chances de reinfeccdo. A persisténcia de bactérias intra ou extracanal,
canais nao obturados ou obturados inadequadamente (sub-obturagdes),
extravasamento de material obturador (sobre-obturagdes); selamento coronario
inadequado e iatrogenias (desvios, zips, rasgos, perfuracbes e fraturas de
instrumentos) estdo elencados com fator predisponente ao insucesso terapéutico e

maior chance de recidivas.
3.6 SOLUCOES IRRIGANTES

A desinfeccdo do sistema de canais radiculares como conduta odontoldgica
acontece com o uso paralelo de instrumentos endoddnticos e das substancias
sanitizantes. Shi e colaboradores (2019) mencionam a irrigagao do canal radicular

como condi¢cado base para o sucesso terapéutico no interior do canal radicular.

Alshanta e colaboradores (2019) descrevem que o irrigante ideal deve ter
capacidade inicial de lavagem, seguido de atividade antimicrobiana de amplo
espectro, inativacdo de endotoxinas bacterianas, dissolugcéo de tecidos organicos
necroticos, remocao da smear layer, poucos efeito agressivos contra a dentina e ser

biocompativel com o tecido perirradicular.

O material ideal para irrigagdo do canal radicular, citado por Nirwana e
colaboradores (2018), em estudo para um novo irrigante em Endodontia, deve ter



baixa tensdo superficial, baixa toxicidade, bem como pureza, baixo custo e facil
manuseio pelo especialista. Além de atuar como solvente de detritos com acao
microbiana potente e auxiliar na fluidez dos instrumentos endodénticos durente o
preparo do canal radicular. Para Ravinanthanan e colaboradores (2018), embora
sejam amplamente usados em dentes vitais e nao vitais, aqueles podem ser
extravasados inadvertidamente para os tecidos periapicais e levar a potenciais

complicagdes.

De acordo com Prada e colaboradores (2019b), o hipoclorito de sddio
(NaOCl), a clorexidina (CHX) e o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) s&o os
irrigantes mais conhecidos e utilizados atualmente. Nenhuma dessas substancias é
considerada ideal, todas apresentam vantagens e desvantagens, logo convém o uso
em combinacdo. Seguindo essa légica, novos compostos ou potencializadores sao

rotineiramente langados.

Em meta-analise sobre a atividade do hipoclorito de sédio e da clorexidina
(CHX), Ruksakiet e colaboradores (2016) ndo encontraram diferengas entre os dois
irrigantes quanto a eficacia antimicrobiana, entretanto afirmaram que o efeito
antimicrobiano depende da frequéncia, do tempo de contato do produto com as
paredes dos canais radiculares e acrescentaram a associacdo de mecanismos de
ativacdo para melhorar a atividade antimicrobiana, bem como recomendaram o

desenvolvimento de agentes antimicrobianos mais potentes e mais biocompativeis.
3.7 HIPOCLORITO DE SODIO

Para Abuhaimed, Abou Neel, (2017) o hipoclorito de sddio, composto em
solucado aquosa pelo acido hipocloroso e hidroxido de sodio, é a solugao halogenada
mais utilizada na desinfecg¢ado do sistema de canais radiculares. O acido hipocloroso
tem forte acao antibacteriana devido a sua capacidade de interromper a fosforilagao
oxidativa e outras atividades associadas a estabilidade da membrana celular, além de
apresentar rapido efeito inibitério mitocondrial e em sintese de acidos nucléicos. O
hidroxido de sédio além de ser capaz de dissolver a polpa remanescente e o
componente organico da dentina, também tem a capacidade de neutralizar tecidos

necroéticos ou componentes bacterianos residuais no canal radicular.



A acao bactericida do NaOCI esta no elevado pH elevado, como mencionaram
Blattes e colaboradores (2017). Possui baixa tensédo superficial, acao detergente e
capacidade de dissolugcdo de tecidos. Esses autores relataram que embora
concentragbes mais altas de NaOCI incrementem os efeitos antimicrobianos e de
dissolugao de tecidos, podem torna-lo mais citotdxico e induzir resposta inflamatoria
em tecidos periapicais. Outra limitacdo importante ao uso do NaOCI é sua
instabilidade quimica. Agentes externos como temperatura, luz e condi¢gbes de
armazenamento influenciam na disponibilidade de ions cloro, caracterizando a menor
estabilidade daquele composto, portanto a manutencdo e preservagido de suas

propriedades estdo associadas ao sucesso do tratamento endoddntico.

Nunes e colaboradores (2022) afirmaram que o hipoclorito de sodio € o
irrigante de escolha devido aos seus efeitos antibacterianos e dissolucao tecidual.
Entretanto, a citotoxicidade se torna mais elevada em altas concentracoes, além de
diminuir a resisténcia a flexdo e resiliéncia da dentina, tornando os dentes mais
enfraquecidos e suscetiveis a deformacdes e possivelmente fraturas. Desta forma,
esses autores propdem pesquisas com novas metodologias e novos irrigantes para

minimizar o efeito negativo do NaOCI.

Frough-Reyhani e colaboradores (2016) demonstraram que o NaOCI pode ser
usado em diversas concentragdes, entretanto as concentracdes de 2,5% e 5% foram
capazes de eliminar completamente o biofilme de E. faecalis em trés estagios de
desenvolvimento do biofilme, sem haver diferencas significativas, justificando o uso
clinico da menor concentracao, visando driblar assim a toxicidade em concentragdes

elevadas.

Segundo Guivarc’h e colaboradores (2017), a extrusdo de NaOCI durante a
terapia de canal radicular €é comumente referida como “o acidente
com hipoclorito”, causando sinais e sintomas imediatos agudos como dor,
sangramento e edema. Em contato com os tecidos vivos, o NaOCI oxida rapidamente
os tecidos préximos, inibe a migragdo de neutrdfilos, associa-se a destruicdo das

células endoteliais e fibroblastos, resultando em ulceragoes.

O termo “acidente com hipoclorito” e suas consequéncias subsequentes foram
primeiramente relatados por Becker et al., em 1974, de acordo com Al-Sabaei; Halabi;
Hakim (2015) e pode ocorrer devido ao uso inadequado do dique de borracha e dos



grampos para o isolamento absoluto da unidade a ser tratada; ao desconhecimento
do uso do NaOCI, como concentragao elevada; a forga excessiva aplicada na injecéao
do liquido; ao posicionamento profundo da agulha de irrigacdo e da anatomia da
regiao e forame apical (reabsorgbes externas, deltas apicais, apices dentarios

abertos).

Caso o irrigante atinja a area periorbitaria, o labio superior ou mesmo
bochecha, pode ser acompanhada de sangramento intersticial profuso com
hemorragia da pele e mucosa. Se ocorrer vazamento para o seio maxilar, o paciente
pode relatar um gosto de cloro e irritagdo na garganta. Finalmente, necrose e
infeccbes secundarias podem se tornar evidentes e outras complicagdes graves como
anestesia ou paresteria podem ser diagnosticadas, como expuseram Bosch-Aranda e
colaboradores (2012).

Complicagdes neurolégicas, como parestesia e anestesia sdo muito raras,
mas podem afetar os ramos mental, alveolar inferior e infra-orbital do nervo trigémeo,
e a resolucao até a sensacado de normalidade pode levar muitos meses, conforme
Perotti; Bim; Cecchi (2018), ou ainda evoluir para complicagcbes permanentes nos

nervos facial e trigémeo.

A incidéncia desses acidentes é rara, conforme relataram Behrents; Speer;
Noujeim (2012), mas aumenta quando ha necrose pulpar com radiolucidez
perirradicular; € mais comum em dentes superiores do que em dentes inferiores e é
mais comum em mulheres do que em homens. Postularam ainda que o prognéstico

do dente envolvido nao é afetado negativamente pelo acidente em si.

Embora a frequéncia de extrusdo de NaOCI para os tecidos periapicais e
periorais (0,89%), e a taxa de lesdo causada pela extrusdo (0,18%) sejam baixas,
como informaram Ozdemir e colaboradores (2022), os acidentes com hipoclorito de
sodio podem levar a resultados pés-operatérios criticos, sendo imprescindivel uma
avaliagdo pré-operatéria da vitalidade pulpar, estado periapical, controle do
comprimento de trabalho do (s) canal (is) tratado (s), concentragédo da solugéo,
pressado aplicada no émbolo da seringa de irrigagdo, movimento livre da agulha ou

irrigagado com pressao negativa, visando minimizar qualquer contratempo.



O hipoclorito de sédio, é descrito por Sedigh-Shams e colaboradores (2016)
como altamente toxico para os seres vivos, especialmente em altas concentragdes.
Pode ndo remover completamente as bactérias e endotoxinas do sistema de canais
radiculares, além de estar associado a danos na estrutura do canal radicular durante
a instrumentacdo. Essas caracteristicas adversas, foco de ensaios na literatura,
podem ser ajustados com a adi¢gdo de enzimas proteoliticas, detergentes ou pela

modificagao de sua estrutura quimica e reatividade.

Além disso, Vajrabhaya e colaboradores (2017) concordaram que a
desvantagem do NaOCI é o odor do cloro gasoso, que se origina da desintegracéo do
acido hipocloroso, que pode ser desagradavel para o paciente e para a equipe
odontologica e propuseram um hipoclorito de sodio que exibe as mesmas
caracteristicas de dissolugdo tecidual, efeitos antibacterianos e citotdxicos
semelhantes as preparacdées com o hipoclorito de sédio a 2,5%, sem o odor

caracteristico do cloro.

A combinacéo de NaOCI com outros antimicrobianos em concentragdes ideais
ou com surfactantes tem sido sugerida para aumentar a eficiéncia da irrigacéo. Yanling
e colaboradores (2018), portanto, propuseram a adi¢cao de relacina ao hipoclorito de
sédio a 2,5% em canais radiculares contaminados com Entereococcus faecalis. Vieira
e colaboradores (2018) sugeriram a adigdo de oleorresinas de Copaifera duckei em
canais radiculares infectados com Staphylococcus aureus, e Nogales e colaboradores
(2016) preconizaram a ozonioterapia em associagao ao hipoclorito de sodio a 2,5%

em canais contaminados com Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e E. faecalis.
3.8 HIDROXIDO DE CALCIO COMO MEDICAMENTO INTRACANAL

Devido a complexidade anatdbmica do sistema de canais radiculares, areas
intocadas pelos instrumentos podem subsistir apds o preparo quimico-mecanico dos
condutos, seguido pela impregnacgao patogénica. Tal microbioma residual é apontado
por Lei e colaboradores (2016) como a principal causa de infecgbes periapicais
persistentes.

A instrumentagcao do canal radicular com irrigacéo antimicrobiana apresenta
eficiéncia antimicrobiana em apenas 50-70% para o sistema de condutos radiculares,

em conformidade com o que Raoof e colaboradores (2019) afirmaram e



recomendando, portanto, o uso de um medicamento intracanal entre sessdes no

tratamento endoddntico para a erradicagao eficaz dos micro-organismos.

Alshanta e colaboradores (2019), caracterizam que as patologias
endodénticas possuem origem bacteriana polimicrobiana com amplo espectro de
sensibilidade, sendo importante a personalizagdo das condutas. Ajustes terapéuticos
para irrigacao e agao mecanica se fazem necessarios em casos especificos com o

prolongamento inflamatério e / ou persisténcia das lesdes.

O hidréxido de calcio (Ca(OH)z2) foi descrito para aplicagédo em odontologia por
Hermann em 1920, segundo Estrela e colaboradores (2023) e continua sendo um
material indicado para o tratamento de infeccbes de canal radicular, apicificacao,
tratamento endoddntico regenerativo, reabsorgéo radicular, entre outras aplicagdes.
As propriedades do Ca(OH)z derivam de sua dissociagao idnica em ions calcio e ions
hidroxila e a agcao desses ions sobre bactérias e tecidos explica suas propriedades

antimicrobianas e bioldgicas.

O Ca(OH)2 apresenta importante atividade antimicrobiana, propriedades
mineralizantes e agéo efetiva sobre endotoxinas, sendo, portanto, 0 medicamento
mais utilizado entre sessdes da terapia endoddntica, considerado o padrao ouro.
(Estrela et al., 2005; Maekawa et al., 2013; Lei et al., 2016; Holland et al., 2017; Raoof
et al., 2019; Louzada et al., 2020; Dutta, Maria, 2020; Vasavada, Kapoor, 2020; Sy et
al., 2021; Cosan et al., 2022; Katebi et al., 2022).

As agdes terapéuticas do Ca(OH)2 sao atribuidas ao pH alcalino entre 12,5 —
12,8, liberacdo de ions hidroxila, com papel na desnaturacdo das enzimas
bacterianas, além de ions calcio associado a mineralizacdo tecidual em reflexo a

expressao do gene da fibronectina, conforme pautaram Vassavada, Kapoor (2020).

A eficacia do Ca(OH)2 contra os endopatdgenos esta relacionada a difusao
dos ions hidroxila através do sistema de canais radiculares e tubulos dentinarios.
Entretanto, Lei e colaboradores em 2016 reportaram que em fungdo da complexa
anatomia e capacidade tamponante da dentina, o pH do hidréxido de calcio pode ndo
ser mantido nas camadas mais profundas dos tubulos dentinarios, podendo estar

hipotetizado a possivel resisténcia de micro-organismos no interior dos tubulos.



Martinho e colaboradores em 2018 apontaram que os efeitos antimicrobianos
do hidroxido de calcio se dao apenas por contato direto com 0s micro-organismos e &
afetado pela baixa solubilidade e difusibilidade, dificultando o alcance em areas
complexas da anatomia do sistema de canais radiculares, como os deltas apicais. Tais
limitagdes, adicionados a alta capacidade tamponante da dentina, reduz a eficacia
antimicrobiana, podendo ndo afetar toda a microbiota endodéntica existente num

canal radicular infectado.

As cepas de E. faecalis apresentam resisténcia relativa ao Ca(OH)2 no interior
dos tubulos dentinarios, Maekawa e colaboradores (2013) descreveram que bombas
de protons de efluxo na parece celular possibilita a acidificacdo citoplasmatica e
resisténcia a elevagao de pH com consequente sobrevida. Esse mecanismo ¢ limitado
a ambientes com pH inferior a 11,5, alcalinizagédo superior esta associada a inativagao
da bomba de protons e lise bacteriana. Esses autores sugerem que a C. albicans
resista a pH acidos e alcalinos por possiveis similaridades metabdlicas citadas
anteriormente em parede fungica, além transicdo morfoldgica para estruturas de hifas

com consequente invasao tecidual e formagao de biofilmes em diferentes nichos.

Apesar das agoes destacadas do Ca(OH)2, Dutta, Maria, (2020) e Katebi e
colaboradores (2022) informam que a resisténcia microbiana ao hidroxido de calcio
nao esta isolada em possiveis efeitos deletérios. Descrevem a associacdo a
desnaturacdo do colageno da dentina, enfraquecimento da porcdo radicular,

descoloragao e fraturas do dente, como adjuvantes adversos.

Inumeros estudos, como apresentados em seguida, tém sido realizados ao
longo do tempo visando melhorar as caracteristicas do hidroxido de calcio. A
associagao da clorexidina e do hidroxido de calcio foi estudada por Maekawa e
colaboradores (2011) e por Valverde e colaboradores (2017), e a incorporagéo de
substancias de origem mineral e vegetal, como nanoparticulas de éxido de magnésio
(Yousefshahi et al., 2018); paramonoclorofenol canforado (Lei et al., 2016); relacina
(Yanling et al., 2018); quitosana (Nunes et al., 2022); extrato de prépolis e gengibre
(Maekawa et al., 2013); extrato de folha de figueira (Nirwana et al., 2018);
nanoparticulas de prépolis (Parolia et al., 2021) tem aumentado a eficacia, ao menos
in vitro, dos medicamentos intracanal e ajustado de alguma forma os inconvenientes

adversos pelo uso isolado do Ca(OH)z.



Outros produtos medicamentosos intracanal, vegetal ou mineral, além de
novas tecnologias também tém sidos estudados por varios autores como meios para
a desinfeccdo do sistema de canais radiculares. Maekawa e colaboradores (2011)
pesquisaram a ac¢ao da polimixina B. Nanoparticulas de prata foram avaliadas por Yin
e colaboradores (2020), Gonzalez-Luna e colaboradores (2016) e Chavez-Andrade e
colaboradores (2019). Nanoparticulas de prata e quitosana foram analisadas por
Elshinawy e colaboradores (2018). Yadav e colaboradores (2017) estudaram a
quitosana. O extrato de aroeira foi investigado por Mattos (2017) e por Bueno e
colaboradores (2018). Katebi e colaboradores (2022) exploraram a curcumina e a Aloe
vera. Terapia fotodinamica foi examinada por Diogo e colaboradores (2017) e Ahangari
e colaboradores (2021). Os diversos tipos de laseres foram averiguados por Hendi e
colaboradores (2021) e Wenzler e colaboradores (2021). Todos os estudos obtiveram

resultados promitentes na sanificagao dos canais radiculares.
3.9 0ZONIO E OZONIOTERAPIA

A primeira mengéo ao ozénio foi feita pelo fisico holandés Martin van Marun
em 1785, entretanto Naik e colaboradores em 2016, afirmaram que foi Christian
Friedrich Schonbein em 1840, professor da Universidade de Basel, Suica, que
demonstrou as mudangas nas propriedades do oxigénio com a formagado do gas
particular chamado ozénio. A palavra ozénio € derivada da palavra grega 'OZEIN' que

significa odor e esta presente em pequenas quantidades no ar atmosférico.

E um gas cujas moléculas sdo compostas por trés atomos de oxigénio, possui
peso molecular de 47,98, é instavel com liberacdo rapida de atomos de oxigénio
nascente, apresenta meia-vida de 40 minutos a 20° C e 140 minutos a 0° C, é
levemente azulado e tem cheiro caracteristico. De acordo com Lubojanski e
colaboradores (2021), esta presente na camada de ozdnio, sendo um filtro biolégico

contra a radiagao ultravioleta e protetor dos organismos vivos.

O ozbnio (O3) é produzido naturalmente pela fotodissociagdo do oxigénio
molecular (Oz2) em atomos de oxigénio ativados, que entdo reagem com outras
moléculas de oxigénio. Esse anion radical transitério torna-se rapidamente protonado,
gerando trioxido de hidrogénio (HO3), que, por sua vez, se decompde em um oxidante

ainda mais poderoso, o radical hidroxila (OH). Nogales em 2011 declarou que o gas



ozbnio tem um alto potencial de oxidacao e € 1,5 vezes maior que o cloreto quando

usado como agente antimicrobiano.

O ozbnio medicinal € uma mistura de oxigénio e 0zbnio puros na proporgao
de 0,05% a 5% de Os e 99,95% a 95% de O2. Devido a instabilidade da molécula de
O3, Kumar e colaboradores (2014) declararam que ele deve ser preparado
imediatamente antes do uso. Em menos de uma hora depois preparagdo apenas
metade da mistura ainda € oz6nio enquanto a outra metade é transformada em
oxigénio. Como resultado, € impossivel armazenar ozbnio por longos periodos de
tempo. E para controlar a decomposigéo do ozdnio em oxigénio pode ser associado a
um veiculo com propriedades aquosas para promover a conversao mais rapidamente

ou com um veiculo com propriedades mais viscosas para retardar a conversao.

A funcao do ozénio compartilha semelhangas com a de um pro-farmaco, pois
ele se modificada ao reagir com moléculas para criar substratos mais ativos,
estimulando uma cascata endogena de respostas. Por outro lado, Smith e
colaboradores em 2017, afirmaram que é dificil classifica-lo simplesmente como um
pré-farmaco, devido a sua capacidade de interagir diretamente com fosfolipidios,

lipoproteinas, envelopes celulares de bactérias e fungos, e capsideos virais.

Di Mauro e colaboradores (2019) descreveram que os efeitos terapéuticos do
ozbnio decorrem da sua acao indireta sobre as mais variadas células e érgaos. Tais
mecanismos de acado do ozbénio envolvem dois processos bioquimicos fundamentais
que ocorrem no plasma sanguineo. Inicialmente uma reagéo imediata onde o ozénio
se dissolve no componente aquoso do plasma sanguineo, interagindo com acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) e agua, produzindo espécies reativas de oxigénio
(ROS) que sao inativadas pelo sistema antioxidante endogeno e uma reacao tardia
onde se forma uma mistura de produtos da peroxidagao lipidica (LOP), incluindo
radicais lipoperoxil, hidroperoxidos, malonildialdeido, isoprostanos, ozonideos e

alquenais e 4-hidroxinonenal (4-HNE).

Adicionalmente, Inal e colaboradores (2011), elencaram que o estresse
oxidativo moderado induzido pela formacdo de ROS aumenta a ativagcao do fator
nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), que é responsavel por ativar a
transcricao dos elementos de resposta antioxidante (ARE). A ativagéo dos ARE induz

a transcricdo de uma variedade de enzimas antioxidantes que atuam como



sequestradores de radicais livres clinicamente relevantes para uma ampla variedade
de doengas. Os antioxidantes criados incluem a superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT), heme
oxigenase-1 (HO-1), NADPHquinona oxidorredutase ( NQO-1), proteinas de choque

térmico (HSP), enzimas de fase |l do metabolismo de drogas, dentre outras.

Aterapia com ozénio foi definida por Tiwari e colaboradores (2017) como uma
versatil terapia bio-oxidativa, em que oxigénio/ozénio € administrado via gas ou em
agua ou em base de 6leo para obter beneficio terapéutico. Dentre as propriedades
estdo a capacidade imunoestimulante, analgésico, anti-hipoxico, desintoxicante,
antimicrobiano, além de ac¢des bioenergéticas e biossintéticas. Apresenta natureza
atraumatica, indolor, ndo invasiva, auséncia de desconforto e efeitos colaterais com
baixa significancia, resultando no aumento da aceitabilidade e conformidade do

paciente.

O o0zbnio passou a ser utilizado em Odontologia na década de 1930, quando
o dentista Edward Fisch usou a terapia com ozénio para desinfetar e curar feridas em
suas cirurgias odontoldgicas. Atualmente, a ozonioterapia tem mostrado sucesso na
cicatrizacdo de feridas, carie dentaria, liquen plano oral, gengivite e periodontite,
halitose, osteonecrose da mandibula, dor pds-cirurgica, contra placa e biofilmes
bacterianos, em canais radiculares, hipersensibilidade dentinaria, disturbios da
articulagao temporomandibular e clareamento dos dentes como mencionado por Suh

e colaboradores (2019).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) preconiza o reconhecimento e a
incorporagdo das Medicinas Tradicionais e Complementares, dentre elas, a
ozonioterapia, nos sistemas nacionais de saude. No Brasil, a ozonioterapia esta
inserida no rol das Praticas Integrativas e Complementares (PICS) do Ministério da
Saude (MS), regulamentada pela Portaria n° 702, de 21 de margo de 2018 do MS
(PRATICAS INTEGRATIVAS E COMPLEMENTARES (PICS), 2023). Ao cirurgido
Dentista, devidamente habilitado com formacdo em Ozonioterapia aplicada a
Odontologia, é permitido a utilizagdo do ozénio com fins de diagndstico e terapéutica,
autorizada pela Lei n°® 14.648 de 04 de agosto de 2023 e regulamentada pela
Resolugdo do Conselho Federal de Odontologia - 166/2015 (RESOLUCAO CFO-166,
2015; BRASIL, 2023).



Devido as suas multiplas atividades biologicas, o 0z6nio tem sido estudado
como coadjuvante na pratica médica e odontologica nas ultimas duas décadas. Em
Endodontia, a utilizagdo do ozdnio vem sendo relatada com resultados promissores,
entretanto alguns questionamentos devem ser avaliados (Hubbezoglu et al., 2014;
Boch et al., 2016; Nogales et al., 2016; Kist et al., 2017) como a caracterizacao da
atividade antimicrobiana, a posologia, a dose efetiva, o volume aplicado e a

efetividade dos produtos ozonizados.

Sen, Sen em 2020 declararam que o ozénio leva a destruicdo dos micro-
organismos principalmente por danos a membrana citoplasmatica das células como
consequéncia da ozonodlise e, em segundo lugar, por alteragcbes no conteudo
intracelular devido ao efeito oxidante secundario que leva a perda de funcédo das
organelas. Aqueles autores relataram que a agao anti-oxidante préprias das células
animais ndo permite que estas sejam danificadas, assim a atividade oxidante do

ozdnio permanece inespecifica e seletiva para as células microbianas.

Avaliando o efeito do ozénio gasoso no tratamento de canal radicular infectado
de pacientes humanos, Ajeti e colaboradores (2018) afirmaram que o ozbnio tem alto
poder antimicrobiano sem promover resisténcia dos microrganismos; estimula a
imunidade celular, humoral, proliferacdo de células imunocompetentes, a sintese de
imunoglobulinas e ativacdo de macrofagos. Resultados promissores na atividade
antimicrobiana estdo na associagdo do ozdnio gasoso com o hipoclorito de sédio a
2,5% comparado com o hipoclorito de sddio a 0,9% e com a clorexidina a 2% e a
2,5%.

Em um estudo de eficacia antimicrobiana da ozonioterapia gasosa e aquosa
em dentes contaminados com Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e
Staphilococcus aureus, Nogales e colaboradores em 2016, afirmaram que o efeito
antimicrobiano do ozbénio se da pela produgdo de radicais livres, como oxigénio
nascente, peroxido de oxigénio e anion superoxido. Descreveram que a melhor
concentragcédo para atingir a eficacia antimicrobiana foi de 40 ug/ml para o 0z6nio

gasoso e 8 ug/ml para agua ozonizada.

Avaliando a atividade antimicrobiana da agua ozonizada em canais
radiculares com curvatura severa de molares inferiores contaminados com

Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Candida albicans, Pinheiro e



colaboradores (2018), observaram reducdo do biofilme bacteriano de 98,02% e
mencionaram que o 0zonio em fase aquosa induz a destruicdo das paredes celulares
bacterianas, membrana citoplasmatica, glicoproteinas, glicolipidios e aminoacidos

bacterianos, um importante desinfetante, portanto, no tratamento endodéntico.

Anzolin, Silveira-Kaross, Bertol (2020) apresentam o ozénio com veiculo
oleoso para obtencdo de formulacbes mais estaveis, facil manuseio, melhor
armazenamento, permitir tratamento extra-hospitalar e reduzir o risco na forma
gasosa, em doses altas e inadequadas. Em o6leo, o 0zdnio reage com as ligagdes
duplas dos acidos graxos insaturados presentes nos oOleos vegetais, formando
ozonideos (1, 2, 4 — trioxolanos) e peroxidos (hidroperéxidos, peroxido de hidrogénio
e peroxidos poliméricos). Esses compostos sdo caracterizados por Elshinawi e
colaboradores em 2018 como base para o efeito do 6leo de oliva ozonizado contra
patdgenos persistentes em tratamentos endoddnticos. Observaram naquele estudo
que a ozonioterapia alcangou a eliminagdo dos micro-organismos do biofilme
bacteriano de E. faecalis, S. mutans e C. albicans em menor tempo que a agao

intracanal usual com hidréxido de calcio.

As quantidades e proporcao destes compostos formados na ozondlise das
solugdes vegetais oleosas, dependem conforme Radzimierska-Kazmierczak e
colaboradores em 2021, além do numero de ligagées duplas carbono-carbono dos
acidos graxos insaturados, do tempo de ozonizagdo, da temperatura do processo e
do tipo de reator, produzindo dleos com indice de peroxidos mais elevado e maior

atividade antibacteriana.

A atividade antimicrobiana do oz6nio, para Silva e colaboradores (2020) se da
por acao inespecifica pela oxidagao dos fosfolipidios e das lipoproteinas do envelope
da célula bacteriana, irrompendo a integridade citossodlica e pelo bloqueio da fungao
enzimatica ao clivar glicoproteinas e glicolipidios. Esses autores relatam que para os
Oleos ozonizados, o valor do peroxido representa a medida essencial para estabelecer

a dose terapéutica, pois mede a quantidade dos principais produtos da ozonizagao.

Santa-Rosa e colaboradores em 2019 reportam que a agao antimicrobiana do
Oleo de girassol ozonizado, ocorre pela alteragdo nos acidos graxos poli-insaturados
da parede bacteriana, pela oxidagao no protoplasma bacteriano, de nucleosideos e

aminoacidos, tornando-se microbicida, bactericida, fungicida e parasiticida. Informam,



além disso, acao anti-inflamatdria e analgésica associada a melhora da oxigenagao

celular e reparo tecidual.

A presenca de ozonideos formados em reagdes de ozonizagdo de Oleos
bresileiros s&o caracterizados por Diaz e colaboradores (2021) como moléculas chave
na agao contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
Relataram que os produtos produzidos por esse processo tém baixo impacto
ambiental, ndo estdo associados a resisténcia bacteriana e contribuem para o pilar

cientifico de novos compostos bactericidas.
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4 MATERIAIS E METODOS
Este € um estudo analitico observacional experimental ex-vivo.
4.1 PRODUTOS TESTADOS

a. Oleo de girassol ozonizado, com indice de peréxido igual a 505,82 meq/kg
(mmol-equiv/kg), fabricado por Philozon Industria e Comércio de Geradores de Ozbnio

Ltda (Balneario Camboriu - Santa Catarina, Brasil);

b. Azeite de oliva ozonizado, com indice de perédxido de 377,6 meqg/kg (mmol-
equiv/kg) fabricado por Philozon Industria e Comércio de Geradores de Ozbnio Ltda

(Balneario Camboriu - Santa Catarina, Brasil);

c. Hidroxido de calcio a 50% em propilenoglicol (Elementar, Farmacia de

manipulacéo, Salvador - Bahia, Brasil;

d. Hipoclorito de sédio a 2,5% (Asfer — Industria Quimica Ltda, Sdo Caetano

do Sul — Sao Paulo, Brazil);

e. Agua ozonizada, a 8 pg/ml — produzida em aparelho de ozénio Philozon
Industria e Comércio de Geradores de Ozbnio Ltda (Balneario Camboril - Santa

Catarina, Brasil);
f. Solugao de cloreto de sddio a 0,9% estéril (controle).
4.2 GERACAO DA AGUA DE 0ZONIO

A produgao da agua ozonizada, seguiu o protocolo recomendado por Viebahn-
Haensler em 2007, com algumas modificagdes (Nogales, Ferreira, Lago-Marques,
2014). A partir de litro de agua bidestilada, estéril e resfriada a 14° C, foi recolhido 250
mL, em seguida colocado na torre de agua (Philozon Industria e Comercio de
Geradores de Ozbnio Ltda) conectada ao gerador de ozénio (Figura 1, pag. 56) com
fornecimento equivalente a 40 ug/ml de ozbnio por cinco minutos para gerar agua
ozonizada a 8 ug/mL. Foi gerado agua de ozbénio separadamente para cada micro-

organismo estudado.



Figura 1 - Gerador de ozdnio e Torre de agua

4.3 SELEGAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29.212, Staphylococcus aureus
ATCC 6.538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.853 e Candida albicans ATCC
10.231, obtidas do Laboratério de Imunorregulagdo da UNEB, coordenado pelo Prof.
Dr. Bruno Cerqueira. As culturas bacterianas foram semeadas em agar sangue
Mueller-Hinton e o fungo em agar Sabouraud seguida de incubagao em estufa (Olidef
CZ, Ribeirdo Preto — Sao Paulo, Brasil) a 37°C por 24 horas.

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE AANTIMICROBIANOS (TSA)

O teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) em placa de agar dos
produtos testados seguiu a metodologia sugerida por Pietrocola e colaboradores
(2018), em que pogos equidistantes de 5 mm foram feitos no agar, com canula de
metal estéril, para receber os medicamentos experimentais (Figura 2, pag. 57). Apés
o crescimento bacteriano, foram preparadas suspensdes em tubos contendo 5 ml de
solugdo salina esterilizada até a obtencgao de turvagdo compativel com o grau 0,5 da
escala McFarland, correspondente a aproximadamente 108 UFC/mL para Escherichia

coli. Em seguida um swab estéril foi embebido na suspensao de cada tubo,



comprimindo-o contra as paredes do tubo para remover 0 excesso da suspensao e
semeado de forma suave em todas as dire¢des (técnica de semeadura spread-plate
ou distensdo) em placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton, para as bactérias e

agar Sabouraud para a levedura.

Figura 2 - llustragédo da placa de agar com os pogos perfurados:

Inicialmente foi realizado os testes de susceptibilidade do 6leo de girassol e
azeite de oliva in natura e ozonizados para determinar a existéncia de atividade
antimicrobiana dos 6leos sem o0z6nio (placas de agar com cinco furos). Foram
dispensados com micropipetas, em cada poc¢o, 10 uL de cada 6leo e de solugao salina

estéril.

Para avaliar os produtos experimentais, em placas com agar Mueller-Hinton e
Sabouraud previamente perfuradas (placas de agar com 6 furos), foi semeado o
indculo de cada suspensao microbiana em todas as dire¢des, cobrindo toda a
superficie das placas. Apds cinco minutos de absorcdo da suspensdo com micro-
organismos pelo agar, foi aplicado em cada um dos pogos, distintamente, 10 yL do
Oleo de girassol ozonizado, do azeite de oliva ozonizado, do hidroxido de calcio a 50%,
do hipoclorito de sédio a 2,5%, da agua de ozdénio a 8 ug/mL e da solugao de cloreto
de sodio a 0,9% estéril, e incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 18-24 horas.
Apods a incubagao, os halos de inibicdo formados foram medidos e comparados a
padroes pre-estabelecidos para a determinacéo de susceptibilidade ou resisténcia dos

microrganismos aos produtos testes. O experimento foi realizado em triplicata.

4.5 PREPARO DOS ESPECIMES PARA O TESTE DE CONTATO DIRETO



Os protocolos foram adaptados de Mattos (2017) em conjunto as diretrizes do

Comité de Padronizacao de Laboratdrios Clinicos (CLSI).

Foram utilizados 28 (vinte e oito) pré-molares inferiores humanos,
unirradiculares e com um unico conduto, comprovado com radiografias no sentido
meésio-distal das raizes (Figuras 3 — 5, pag. 58), cedidos pelo Biobanco de Dentes
Humanos da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS Resolugao
CONSEPE 100/2009 de 23 de agosto de 2009). Todo o experimento foi realizado em
triplicata, perfazendo um total de 84 dentes. Os elementos extraidos tiveram suas
superficies externas limpas e foram conservados em solugao aquosa de timol a 0,1%
a 9°C, para evitar a proliferacao bacteriana e fungica, até a realizagao do experimento.
Antes da manipulagao, os espécimes foram esterilizados em autoclave por 121°C por

15 minutos, seguido de incubagéo a 37° C por 07 (sete) dias em soro fisioldgico.

Figuras 3 — 5 - Presenca de canal unico de pré-molares inferiores humanos.
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Os dentes tiveram suas coroas cortadas junto a unido cemento-esmalte com
disco Carburundum (Dentorium Products Co. Inc., Nova York — Nova York, EUA),
acoplado em um madril em um micromotor de baixa rotagao (KaVo, Curitiba — Parana,
Brasil) sob refrigeragdo de agua (Figuras 6 e 7, pag. 59), para a padronizagao dos

espécimes em 14 mm de comprimento.



Figuras 6 e 7 - Remocgado das coroas dos dentes com disco especifico.
.

Cada canal radicular foi explorado por uma lima K-files (Dentsply-Maillefer®,
Ballaigues, Suica), de aco inoxidavel numero 10, em toda a sua extensao até que a
ponta da lima fosse detectada no forame apical (Figura 8, pag. 59). A partir deste
comprimento, o instrumento foi recuado um milimetro para determinacdo do
comprimento de trabalho. A técnica coroa apice foi usada para a instrumentagao
quimico-mecanica, auxiliada por brocas Gates-Gliden numero 1, 2 e 3 (Dentsply
Sinora, Charlotte, Carolina do Norte, EUA), e estabelecido matriz apical de didmetro
aproximado do instrumento numero 45. Para a irrigagéo dos canais, utilizamos 3 mL
de hipoclorito de sodio a 2,5% entre cada instrumento introduzido nos canais. Ao
finalizar a instrumentacdo, 3 mL de EDTA a 17% (Biodindmica Quimica e
Farmacéutica, Ibiporé — Parana, Brasil) foram inseridos em cada canal por 3 minutos
para a remo¢ao da camada residual, novamente com 3 mL de hipoclorito de sodio a
2,5% e finalizando com 3 mL de Tergensol (Inodon, Ponta Grossa - Parana, Brasil)

para a lavagem final.

Figura 8 - Instrumento no forame apical.




Os apices radiculares foram vedados com resina fotopolimerizavel (Fill Magic
— Coltene, Rio de Janeiro - Rio de Janeiro, Brasil), em seguida as raizes receberam
impermeabilizagdo externa com duas camadas de esmalte de unha (Risqué, Sao
Paulo — Sao Paulo, Brasil), em toda sua extenséo radicular, exceto a porgao coronaria,
respeitando o tempo de 30 minutos entre as aplicag¢des (Figura 9, pag. 60). Ao final,
as amostras foram novamente autoclavadas a 121°C por 15 minutos e imersas em

um recipiente estéril com soro fisiologico por sete dias para hidratagéo.

Figura 9 - Impermeabilizagdo com esmalte na superficie externa das raizes.
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4.6 INCLUSAO DOS DENTES EM PLACAS DE POLIESTIRENO

As amostras foram transferidas, com auxilio de uma pinca, para placas de
Petri esterilizadas contendo papel filtro para a secagem. Os espécimes foram
distribuidos, de forma aleatéria, em quatro placas de poliestireno para cultura de
células de 24 pogos, com 7 espécimes em cada placa, dispostos de modo alternado
e intercalado (Figura 10, pag. 61). A porgao apical (aproximadamente 5 mm) de cada
espécime foi fixada com resina acrilica quimicamente ativada (Jet — Classico, Campo
Limpo Paulista — Sao Paulo, Brasil). Em seguida as placas foram esterilizadas em
oxido de etileno para a eliminagdo de contaminagao pela manipulagado dos dentes e

da placa (Figura 11, pag. 61).



Figura 10 — Placa modelo para cultura celular com os dentes fixados em resina

acrilica.

4.7 DIVISAO EM GRUPOS PARA O TESTE DE CONTATO DIRETO

Cada uma das placas com sete dentes cada foi contaminada com um dos

seguintes micro-organismos:
1. Grupo 1 — Candida albicans;
2. Grupo 2 — Staphylococcus aureus;
3. Grupo 3 — Enterococcus faecalis e
4. Grupo 4 — Pseudomonas aeruginosa.
4.8 REPARO DO INOCULO

As semeaduras foram realizadas em 4 tubos de ensaio contendo caldo BHI
(Brain Heart Infusion, Laborclin, Pinhais - Parana, Brasil) com cepas teste, colhidos

em alga bacterioldgica estéril e incubados por 24 horas em estufa bioldgica a 37°C.



Apos a incubagao e comprovagao da turvagao do caldo, uma aliquota da suspensao

microbiana foi diluida em caldo BHI até obter turbidez (Figuras 12 e 13, pag. 62).

Figuras 12 e 13 — Turvagédo em caldo a 0,5 da escala McFarland antes e apds

inoculagao do meio de cultura.

4.9 CONTAMINACAO DOS ESPECIMES

Os procedimentos a seguir foram realizados em cabine de seguranga
bacteriolégica. Com o auxilio de uma micropipeta, foram injetados 10 uL do meio de
cultura BHI contendo a preparagdo com os micro-organismos, dentro do sistema de
canais radiculares de seis dentes. Um dos dentes n&o recebeu micro-organismos
sendo caracterizado como controle negativo. Um instrumento endodéntico estéril
numero 35 foi introduzido para a eliminagao de possiveis bolhas de ar dentro do canal
€ uma pequena bola de algodao estéril, embebida com o meio de cultura, foi colocada
na entrada de cada amostra. Os pocgos dos dentes foram preenchidos com solugao
salina estéril até um milimetro aquém da borda de cada dente. Os dentes 0 (zero)
foram preenchidos apenas com meio de cultura. Nos pocgos vazios, depositou-se 200
ML de agua destilada estéril para assegurar a umidade da placa (Figura 14, pag. 63).
Em seguida, as tampas das placas foram vedadas e os conjuntos armazenados em

estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas.



Figura 14 - Esquema ilustrativo das placas com os dentes enumerados.
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4.10 CONFIRMAGCAO DA CONTAMINAGAO

Apos 24 horas, em um dente escolhido aleatoriamente de cada placa, foi
inserido, com pinga estéril, uma ponta de papel absorvente estéril (Dentsply Sinora,
Charlotte, Carolina do Norte, EUA) numero 35 por um minuto, removido e colocado
em tubos de ensaio contendo um mL de caldo BHI para a comprovagdo da
contaminagao dos dentes, por turvagao do meio. Em seguida 10 pl do meio de cultura
foi dispensado em cada dente para manter a viabilidade microbiana e a umidade,

novamente vedados com pallets de algodao estéreis e incubados a 37°C por 24 horas.
4.11 TESTE DE CONTATO DIRETO EM DENTES EX-VIVO

Ap06s o periodo de 48 horas de crescimento bacteriano e formagao de biofilme
bacteriano, na cabine de seguranca biolédgica, os dentes das placas tiveram as pallets
de algodao removidas, irrigados com um mL de solucdo salina estéril por meio de
seringa de insulina, secos com pontas de papel absorvente estéril e receberam, com

micropipetas, 10 L dos medicamentos testados:
Dente 1 — Solugao de cloreto de sodio a 0,9% estéril;
Dente 2 — Oleo de girassol ozonizado;
Dente 3 — Azeite de oliva ozonizado;
Dente 4 — Hidroxido de calcio a 50%;
Dente 5 — Hipoclorito de sédio a 2,5% e

Dente 6 — Agua ozonizada a 8 pL/mL.



O controle negativo descrito como Dente 0 ndo recebeu medicamentos teste.
Em seguida, todos os dentes receberam novos pallets de algodao estéreis embebidas
com o meio BHI, nos pocos dos dentes foram recolocados solugéo salina, enquanto
nos pogos vazios apenas agua destilada. As placas foram entdo tampadas e os

conjuntos retornaram para a estufa bacteriolégica por 24 horas.
4.12 COLETA DAS AMOSTRAS E ANALISE MICROBIOLOGICA

Decorridos 24 horas, os pallets de algoddo foram removidos, um mL de
solugao salina lavou cada um dos condutos € um cone de papel absorvente n° 45 foi
introduzido por um minuto para a secagem e remogao dos medicamentos. Em
seguida, 20 pyL de BHI foi colocado nos canais para a lavagem final. Uma lima
endodoéntica n° 35 estéril foi passada levemente para auxiliar o desprendimento de
possiveis medicamentos e micro-organismos presos nas paredes internas dos
condutos radiculares. Logo a seguir, 10 uL desse caldo foi colhido e semeado por
estriamento em placas tripartite de agar sangue, para as bactérias e agar Sabouraud
para as cepas de Candida. Passados cinco minutos para o agar absorver o caldo

dispensado, as placas foram levadas para a estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas.

Apos a incubagao, foi feita a avaliagdo do crescimento de unidades

formadoras de colénias (UFC) de cada um dos dentes.
4.13 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados obtidos foram inseridos no software EXCEL (Microsoft Office
2010 Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA) para a realizagdo das
analises iniciais. Os valores foram entdo repassados para o programa estatistico
SPSS 21 (IBM, New York, EUA) para realizagdo das anadlises estatisticas. A
distribuicdo Gausiana foi caracterizada pelo teste Shapiro-Wilk e analise de
achatamento e simetria da distribuicdo. Para comparacao entre medicamentos, foram
realizados testes de Mann-Whitney. O nivel de significancia de 0,05 para os testes

realizados.
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5 RESULTADOS

51 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA) EM
POCOS

Os testes de difusdo dos medicamentos em pogos nas placas de agar foram
realizados inicialmente apenas com os 6leos in natura e 6leos ozonizados. Apds o
periodo de 24 horas de incubacgao das placas, os halos de inibicdo de crescimento
foram medidos e fotografados, e sdo expostos nas figuras 15, 16, 17 e 18.

Figura 15, 16, 17 e 18 - Teste de difusdo em placa ap6s 24 horas dos 6leos in

natura e 6leos ozonizados.

Figura 15: Candida albicans. Figura 16: Staphylococcus aureus.

Figura 17: Enterococcus faecalis. Figura 18: Pseudomonas aeruginosa.

1 — Solugéo Salina de cloreto de sodio a 0,9%, 2 — Oleo de girassol in natura, 3 — Azeite de oliva in
natura, 4 — Oleo de girassol ozonizado, 5 — Azeite de oliva ozonizado.

Apods a comprovagao da inexisténcia de atividade antimicrobiana inerente aos
Oleos, realizou-se o teste de sensibilidade dos medicamentos experimentais contra os
micro-organismos em pogos nas placas de agar Mueller-Hinton e Sabouraud. Os
resultados s&do apresentados nas Figuras 19, 20, 21 e 22 e na Tabela 1.



Figuras 19, 20, 21 e 22 - Teste de sensibilidade a medicamentos em pogos

de placas de agar MH e Sabouraud.

Figura 20: Candida albicans. Figura 21: Staphylococcus aureus.

1 — Salina estéril; 2 — Oleo de girassol ozonizado; 3 — Azeite de oliva ozonizado; 4 — hidroxido de calcio
a 50%; 5 — hipoclorito de sodio a 2,5%; 6 — Agua ozonizada a 8 pyg/ml.

Tabela 1 — Teste de Sensibilidade aos antimicrobianos, valor da mediana e
intervalo interquartis, valor da assimetria e curtose dos halos de inibicdo dos

medicamentos testados.



Micro-organismo Medicamento Q25 Mediana Q75 Assimetria Kurtosis

SAL 0,00 0,00 0,00
oG 0,00 0,00 0,00
AZ 0,00 0,00 0,00 - -
Candida albicans 0GO 19,00 20,00 22,00 0,000 -2,299
AZO 20,00 21,00 23,00 -0,075 -1,550
HC 8,00 12,00 15,00 -0,778 -1,680
HS 31,00 38,00 40,00 -0,857 -1,752
AGO 0,00 0,00 0,00 - -
SAL 0,00 0,00 0,00
0G 0,00 0,00 0,00
AZ 0,00 0,00 0,00 - -
Staphylococcus aureus 0GO 9,00 12,00 14,00 -0,585 -1,550
AZO 12,00 14,00 15,00 -0,418 -0,859
HC 8,00 10,00 12,00 -0,362 -2,103
HS 10,00 15,00 16,00 -0,716 -1,481
AGO 0,00 0,00 0,00 - -
SAL 0,00 0,00 0,00
oG 0,00 0,00 0,00
AZ 0,00 0,00 0,00 - -
Enterococcus faecalis 0GO 8,00 10,00 11,00 0,000 -0,300
AZO 8,00 10,00 11,00 0,383 -1,481
HC 8,00 10,00 11,00 -0,668 -0,446
HS 12,00 13,00 14,00 0,668 -0,446
AGO 0,00 0,00 0,00 - -
SAL 0,00 0,00 0,00 0,00
oG 0,00 0,00 0,00 0,00
AZ 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Pseudomonas aeruginosa 0GO 10,00 13,00 17,00 0,354 -1,721
AZO 8.00 12,00 19,00 0,723 -1,841
HC 8,00 9,00 10,00 0,000 -1,875
HS 14,00 21,00 25,00 1,371 1,447
AGO 0,00 0,00 0,00 0,00 -

SAL: solugao de cloreto de sédio a 0,9% estéril, OG: 6leo de girassol in natura, AZ: azeite de oliva in
natura, OGO: 6leo de girassol ozonizado. AZO: azeite de oliva ozonizado, HC: hidroxido de calcio, HS:
hipoclorito de sodio, AGO: agua ozonizada.

Os halos de inibicado formados pelos 6leos ozonizados contra a C.albicans
exibiram valores semelhantes entre si (OGO =20 mm e AZO = 21 mm), superiores ao
diametro do halo formado pelo hidréxido de calcio (13 mm, p = 0,002), e se mostraram

inferiores a zona de inibicdo apresentada pelo hipoclorito de sédio (38 mm, p = 0,002).

Os valores dos halos de inibigdo dos medicamentos experimentais para o S.
aureus mostraram-se semelhantes para o 6leo de girassol e o azeite de oliva
ozonizados (respectivamente 12 mm e 14 mm) e sem diferengas para o halo de
inibicdo formado pelo hipoclorito de sédio, 15 mm (p = 0,132 e p = 0,818). O hidroxido
de calcio exibiu halo de 10 mm, estatisticamente menor que o azeite de oliva

ozonizado e o hipoclorito de sédio (p = 0,004).

Frente a cepa de E. faecalis, os produtos experimentais mostraram valores de
halo de inibicdo para os 6leos ozonizados e o hidroxido de calcio de 10 mm. O
hipoclorito de sédio apresentou halo de inibigdo maior (13 mm) que aqueles observado

para os outros medicamentos experimentais (p = 0,004).



Para o desafio com P. aeruginosa, os 6leos ozonizados e o hidréxido de calcio
exibiram valores, respectivamente, 13 mm, 12 mm e 9 mm. O hipoclorito de sddio
apresentou halo de inibi¢gdo (21 mm). Os halos de inibigdo dos dleos ozonizados nao
apresentaram diferencas estatisticas frente ao hidroxido de calcio (p = 0,180), nem
frente ao hipoclorito de sédio (p = 0,132).

5.2 TESTE DE CONTATO DIRETO EM DENTES EX-VIVO

O teste de crescimento microbiano nas placas de agar sangue e agar
Sabouraud apds inoculagdo com 10 pL da solugado de cada dente submetidos aos
medicamentos experimentais sao apresentados nas Figuras 24, 25, 26 e 27 e Tabela
2.

Figura 24 — Desafio das cepas de Candida albicans em placas de agar

Sabouraud com os medicamentos experimentais.
Dente 0 Dentes 1,2e 3 Dentes 4,5 e 6

Dente 0 — Controle negativo; Dente 1 — Salina estéril (Controle positivo); Dente 2 — Oleo de girassol
ozonizado; Dente 3 — Azeite de oliva lozonizado; Dente 4 — hidréxido de célcio a 50%; Dente 5 —
hipoclorito de sédio a 2,5%; Dente 6 — Agua ozonizada a 8 pg/ml.

Figura 25 - Placas de agar sangue com cepas de Staphylococcus aureus,

desafiadas pelos medicamentos experimentais.



Dente 0 Dentes 1,2e 3 Dentes 4,5¢e 6

Dente 0 — Controle negativo; Dente 1 — Salina estéril (Controle positivo); Dente 2 — Oleo de girassol
ozonizado; Dente 3 — Azeite de oliva ozonizado; Dente 4 — hidroxido de calcio a 50%; Dente 5 —
hipoclorito de sédio a 2,5%; Dente 6 — Agua ozonizada a 8 pug/ml.

Figura 26 - Placas de agar sangue com cepas de Enterococcus faecalis,

desafiadas com os medicamentos experimentais.

Dente 0 Dente 1,2e 3 Dente4,5¢e6

Dente 0 — Controle negativo; Dente 1 — Salina estéril (Controle positivo); Dente 2 — Oleo de girassol
ozonizado; Dente 3 — Azeite de oliva ozonizado; Dente 4 — hidroxido de calcio a 50%; Dente 5 —
hipoclorito de sédio a 2,5%; Dente 6 — Agua ozonizada a 8 ug/ml.

Figura 27 - Placas de agar sangue com cepas de Pseudomonas aeruginosa,

desafiadas com os medicamentos experimentais.



Dente 0 Dente 1,2e 3 Dente 4,5e 6

Dente 0 — Controle negativo; Dente 1 — Salina estéril (Controle positivo); Dente 2 — Oleo de girassol
ozonizado; Dente 3 — Azeite de oliva lozonizado; Dente 4 — hidréxido de célcio a 50%; Dente 5 —
hipoclorito de sédio a 2,5%; Dente 6 — Agua ozonizada a 8 pg/ml.

Tabela 2 - Percentual de eliminacdo das cepas testadas com os

medicamentos experimentais em contato direto.

Micro-organismo SAL 0GO AZO HC HS AGO
C. albicans 0,0% 99,8% 99,9% 96,6% 99,4% 0,0%
S. aureus 0,0% 99,8% 99,9% 98,5% 100% 0,0%
E. faecalis 0,0% 100% 99,8% 99,9% 100% 0,0%
P. aeruginosa 0,0% 99,3% 99,6% 98,9% 99,8% 0,0%

SAL — Salina estéril; OGO — Oleo de girassol ozonizado; AZO — Azeite de oliva ozonizado; HC —
hidréxido de calcio a 50%; HS — hipoclorito de sddio a 2,5%; AGO — Agua ozonizada a 8 ug/ml.

Os resultados do experimento em contato direto mostraram altos valores de
eliminagéo de micro-organismos (Tabela 2). Para a cepa de C. albicans, redugao de
99,8% frente ao 6leo de girassol ozonizado, 99,9% para o azeite de oliva ozonizado,
96,6% para o hidroxido de célcio a 50% e 99,4% para o hipoclorito de sodio a 2,5%.
As cepas de S.aureus foram eliminadas em 99,8% com o uso do 6leo de girassol
ozonizado, 989,9% com o azeite de oliva ozonizado, 98,5% com o hidroxido de calcio
a 50%, 100% com o hipoclorito de sédio a 2,5%. O isolado de E. faecalis reducéo de
99,8% e 99,9% para o azeite de oliva ozonizado e o hidroxido de calcio a 50%,
respectivamente e eliminagao completa (100%) para o 6leo de girassol ozonizado e o
hipoclorito de sodio a 2,5%. A Paeruginosa apresentou sensibilidade de 99,3% e
99,6% para os 6leos ozonizados, 98,9% para o hidréxido de calcio a 50% e 99,8%

para o hipoclorito de sodio a 2,5%.
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As infeccbes endodonticas sdo decorrentes da colonizagdao do sistema de
canais radiculares por diferentes tipos de microrganismos, causando segundo
Tiburcio-Machado e colaboradores em 2021, a periodontite apical, que € a resposta
inflamatoria relacionada a patdégenos e suas toxinas que ocupam o sistema de canais
radiculares. Naquela meta-andlise, esses autores reportaram que 52% da populagéo
mundial adulta tem pelo menos um dente com periodontite apical. A persisténcia da
infeccdo bacteriana apds o preparo do canal radicular, compromete o sucesso da
terapia endodobntica, podendo duplicar o indice de insucesso do tratamento
endodoéntico e dificultar o reparo do tecido periapical, conforme atestaram Santos-

Junior e colaboradores em 2019.

Apesar de todo aprimoramento do preparo biomecanico dos condutos
radiculares com instrumentos de niquel-titanio, ultrassom e laserterapia, associados
a solugdes irrigantes, Prada e colaboradores (2019b) relataram que 35 a 53% das
paredes do canal radicular permanecem sem serem tocadas pelas limas. Em tais
locais intocados no interior do sistema de canais radiculares ou ainda no biofilme
apical, Holland e colaboradores (2017) afirmaram que micro-organismos podem
sobreviver e se proliferar. Tais bactérias residuais ou persistentes influenciam o
resultado do tratamento endoddntico por suportarem longos periodos de privagao de
nutrientes e se adaptarem as novas condi¢des ecologicas do canal radicular obturado,
e se obtiverem nova rota de nutricdo, voltam a se multiplicar, atingem numero critico
e liberam fatores de viruléncia que, expressos no ambiente apical, modifica-o e
sustenta a inflamagao nos tecidos perirradiculares, como asseguraram Siqueira Jr e

colaboradores em 2018.

Embora a instrumentacdo dos canais radiculares possa ser considerada de
maior importancia na pratica clinica, sendo responsavel pela redugéo de até 94% da
carga microbiana presente nos canais radiculares infectados, Martinho e
colaboradores em 2017 declararam que o uso de medicamento intracanal tem
demonstrado otimizar a desinfeccdo do canal radicular, contribuindo para a reducao
do conteudo microbiano, chegando a 99,98% de eliminacédo de bactérias em canais
infectados. Nosso experimento utilizou o hipoclorito de sédio, que em termos de

eficiéncia antimicrobiana imediata continua sendo o irrigante padrdo-ouro, de acordo



com Prada e colaboradores em 2019, e o hidroxido de calcio, que € o medicamento
intracanal mais amplamente difundido conforme Katebi e colaboradores em 2022.
Todavia, os efeitos colaterais do hipoclorito de sédio como a citotoxicidade, o risco de
extrusdo para os tecidos periapicais causando inflamacao, equimose, hematoma e até
necrose e parestesia (Yadav et al., 2017), e o aumento da susceptibilidade a fratura e
a resisténcia microbiana ao hidréxido de calcio (Dutta, Maria, 2020 e Katebi et al.,

2022) tém levado a comunidade cientifica a buscar produtos alternativos.

Nesse contexto, 0 0zénio desponta como medicamento intracanal, auxiliando
na desinfeccdo dos canais radiculares. O ozb6nio é um forte agente oxidante, com
ampla acdo em biofilmes bacterianos com concentracbées minimas de 0,1 ppm,
atuando como agente antimicrobiano contra bactérias, fungos e virus conforme
relataram Savitri e colaboradores em 2018, podendo ser um agente antimicrobiano
opcional em Odontologia, devido a menor chance para o desenvolvimento de

resisténcia microbiana, excelente biocompatibilidade e baixo custo.

As cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Candida albicans foram selecionados pela frequéncia no
sitio cavidade oral, resisténcia inerente e para Dedhia e colaboradores em 2018, sédo
comumente encontrados em canais radiculares infectados. Esses autores afirmaram
que a permanéncia destes micro-organismos no canal radicular pode levar a falhas

no tratamento, conduzindo ao insucesso da terapia endodéntica.

O Enterococcus faecalis é de longe o micro-organismo mais estudado quando
se trata de insucesso do tratamento em Endodontia, para Rocgas; Siqueira em 2018,
ao avaliarem a frequéncia e os niveis de patogenicidade de 40 espécies bacterianas
orais em abscessos apicais agudos e dentes com periodontite apical assintomatica,
encontraram E. faecalis em 77% dos casos, todavia esse micro-organismo nao se
mostrou o mais prevalente nas infeccbes endodénticas estudadas. Prada e
colaboradores em 2019a identificaram P. aeruginosa e E. faecalis em dentes com
infeccbes primarias ou com insucesso no tratamento endoddntico, mas ressaltaram

que esses taxons nao sao os principais envolvidos nas infecgdes endoddnticas.

Mecanismos de resisténcia, defesa e frequéncia daqueles endopatégenos
estdo no foco das publicacdes, além do impacto nas condutas endoddnticas mais

complexas. Investigando trés protocolos de tratamento diferentes, incluindo um



microambiente oligotrofico alcalino, semelhante a terapia endodéntica, Jiang e
colaboradores em 2015 relataram que o E. faecalis tem a capacidade de entrar em
um estado latente, mas nao cultivavel, incapaz de divisao celular, mas viavel. Devido
a essa propriedade, Deng e colaboradores em 2023 declararam que o E. faecalis,
pode manter a viabilidade nos canais radiculares apds invadir profundamente os
tubulos dentinarios e escapar da fagocitose das células do hospedeiro. Acrescentaram
que o E. faecalis apresenta fatores de viruléncia, como o acido lipotecoico (LTA), o
fator ativador de citolisina (cy1A), a galatinase (ge1E), a proteina de superficie
extracelular (esp), a substancia de agregacao (asa), a substancia de adesao ao
colageno (ace), o fator regulador B de E. faecalis (fsrB) e o antigeno A de endocardite
(efaA) que estdo envolvidos na adesédo bacteriana, formagéo de biofilme, resisténcia
a fagocitose, a morte celular e ao dano tecidual. Adicionalmente, Wei e colaboradores
em 2021 afirmaram que o E. faecalis carrega genes de resisténcia intrinseca e devido
a sua maleabilidade génica, em condi¢des de estresse, € capaz de adquirir genes de
resisténcia a antibidticos, incluindo clindamicina, eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol e vancomicina, como mencionaram Barbosa-Ribeiro e colaboradores em
2016.

A Candida albicans entra neste estudo pela frequéncia de isolamento nos
sistemas de canais radiculares infectados, de acordo com Yasini e colaboradores em
2022, estando presente em 21% das infecgées endoddnticas primarias. A secregao
extracelular de substancia polimérica pela C. albicans, segundo Elshinawi e
colaboradores em 2018, modifica o microambiente em um canal radicular, facilitando
a adesao e colonizagdo por outros patdogenos como E. faecalis, estimulando a
producao de superoxidos, seguida de formacado de hifas e producao de biofilme
complexo como resultado final. A presenca dessas adesinas especificas ou receptores
existentes na parede celular de hifas de C. albicans podem auxiliar a adesao de outros
micro-organismos, como o S. aureus, conforme declararam Du e colaboradores em
2022. Esses autores demonstraram que a co-cultura de C. albicans e E. faecalis
produz um biofiime mais espesso e denso em comparacdo com o biofilme
monoespécie, maior tolerancia a estresses, alcalinidade, forca de cisalhamento
mecanico e agao fungicida/bactericida como a do hipoclorito de sédio (NaClO), acido
etilenodiaminatetraacético (EDTA), digluconato de clorexidina (CHX), terapia



fotodindmica antimicrobiana e medicamentos endododnticos com quitosana,

nanoparticulas de prata e azeite ozonizado.

O teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) de acordo com Yadav e
colaboradores em 2017, € um método padronizado, reprodutivel, simples de realizar
e barato. O TSA por disco difusdo mimetiza o contato do agente antimicrobiano com
0s micro-organismos possui reprodutibilidade, além da quantificagao relativa in vitro
refletir o perfil de sensibilidade in vivo, conforme apresentado por Pietrocola e

colaboradores em 2018.

Os halos de inibicdo dos 6leos ozonizados sobre a C. albicans (OZO 20 mm
e AZO 21 mm) foram levemente superiores aqueles encontrados por Monzillo e
colaboradores em 2020 no estudo que avaliou o perfil antifungico do gel a base de
azeite de oliva ozonizado, com indice de peroxido de 20 meqg/kg, contra quatro
especies de leveduras, com médias de 15 a 19 mm, sugerindo que os Oleos
ozonizados utilizados nesse experimento tém elevada atividade antifungica. O
diametro do halo de inibicdo de crescimento do hipoclorito de sddio para C. albicans
(37 mm), mostrou-se comparavel aquele encontrado por Yadav e colaboradores em
2017, que ao avaliarem solu¢des em gel de hipoclorito de sddio a 3%, observaram
zona de inibicdo de 35 mm de didmetro, resultado superior ao postulado por Dedhia e
colaboradores em 2018, que utilizaram NaOCI a 5% e encontraram halos de inibicdo
de 15,4 mm, e por Savitri e colaboradores em 2018, que utilizaram NaOCI a 5,25%,

obtiveram halos de 9,70 mm.

Para o Staphylococcus aureus, o didmetro dos halos de inibicdo de
crescimento formados pelo 6leo de girassol e azeite de oliva ozonizados e hipoclorito
de sodio exibiram valores semelhantes e sem diferencas estatisticas,
respectivamente, 12 mm, 14 mm e 14 mm; e mostraram-se maiores que o halo
formado pelo hidroxido de calcio (10 mm). Song e colaboradores em 2017
determinaram que o didmetro da zona de inibigado de um o6leo ozonizado a 2.000 a
2.200 mmol-equiv/Kg, contra cepas de S. aureus susceptiveis e resistentes a
meticilina, deveria ser maior que 7 mm, para ser considerado efetivo. Neste estudo o
halo de inibicao do hidroxido de calcio em cepas de S. aureus apresentaram valores
inferiores a pesquisa de Meto e colaboradores em 2019. Esse estudo apresentou

halos de 13 mm para uma mistura de hidréoxido de calcio/cobre. Diferiram também



daqueles encontrados por El Sayed e colaboradores em 2020 que determinaram em
14 mm o halo de inibigdo para uma pasta a base de hidroxido de calcio e de 30 mm
para uma solucao mista de hipoclorito de sddio a 0,5 - 2%. Savitri e colaboradores em
2018 demonstraram valores inferiores para o hipoclorito de sédio (9,5 mm), mesmo
com concentragao superior aquela utilizada em nosso estudo. No entanto, Dedhia e
colaboradores em 2018, que avaliaram NaOCI a 5%, obtiveram halo de inibicdo de

21,8 mm, superior aos nossos dados.

O valor do diametro do halo de inibigao encontrado para o hipoclorito de sodio
frente a cepa de Enterococcus faecalis mostrou-se maior que aqueles para os 6leos
ozonizados e o hidroxido de calcio; e entre estes ndo foram observadas diferengas.
Esses dados divergiram do estudo de Raoof e colaboradores em 2019, que utilizando
hidroxido de calcio a 60%, ndo observaram halo de inibicdo contra E. faecalis. El
Sayed e colaboradores em 2020 observaram halo de 18 mm para uma mistura hibrida
de hidroxido de calcio e sulfato de bario a 50%. Os resultados para o hipoclorito de
sodio estdo de acordo com os reportados por Savitri e colaboradores em 2018 (12,40
mm), embora estes pesquisadores tenham usado o NaOCl a 5,25%. Yadav e
colaboradores em 2017 e El Sayed e colaboradores em 2020 encontraram diametro
do halo de inibicdo de 34 mm, estes utilizando NaOCI a 3% e aqueles com uma

solugao mista de cupral e NaOCl a 0,5 - 2%.

Os halos de inibicdo do crescimento para Pseudomonas aeruginosa dos
medicamentos experimentais ndo exibiram diferencas estatisticas entre os 6leos

ozonizados frente ao hidroxido de calcio e ao hipoclorito de sodio.

Em nossos experimentos, o NaOCI a 2,5% apresentou os maiores halos de
inibicdo para as cepas testadas, sendo, portanto, o irrigante mais eficaz como
propostos Goztas, et al., 2014; Chavez-Andrade, et al., 2019; Shi, et al., 2019 e Nunes,
et al., 2022.

O teste de contato direto nos dentes ex-vivo apresentado por Savitri e
colaboradores em 2018, possibilitou a avaliagdo das propriedades antissépticas de
um irrigante em concentragdes conhecidas frente a suspensao bacteriana. A eficacia
€ determinada pelo crescimento bacteriano em intervalo de tempo estipulado. Os
resultados do ensaio de contato direto em dentes ex-vivo deste experimento

mostraram altos valores de eliminacdo microbiana, variando de 96% de reducgao de



C. albicans com o hidroxido de calcio até a totalidade com o 6leo de girassol ozonizado

e o hipoclorito de sddio para as cepas de E. faecalis.

Neste estudo observamos atividade antifungica do 6leo de girassol ozonizado
a 505,82 meq/kg e do azeite de oliva ozonizado a 377,6 meqg/kg com eliminagdo quase
completa de cepas de Candida albicans no teste de contato direto em dentes ex-vivo.
Resultados similares seguem nos estudos de Elshinawy e colaboradores em 2018,
utilizando o azeite de oliva ozonizado a 560-590 meq/kg, obteve reducéo de 80% para
cepas de Candida albicans; Zakrzewski e colaboradores (2020) em desafios com
azeite de oliva ozonizado em nanoparticulas de hidroxiapatita na presenca ou nao de
cobre, observando um aumento do percentual das taxas de eliminagdo para C.
albicans de 99,4% para 99,9% e de 96,6% para 97,2%, respectivamente, e Berenji e
colaboradores em 2014, observaram MIC entre 166,66 e 233,3 mg/mL para cepas
diversas de Candida spp. desafiadas com 6leo de girassol ozonizado e azeite de oliva

ozonizado.

As taxas de eliminagdo de Staphylococcus aureus no experimento com 0s
Oleos ozonizados foram, respectivamente, de 99,8% e 99,9%, dados similares ao
estudo de Silva e colaboradores em 2020, que investigaram uma mistura ozonizada
de azeite de oliva e dleo de girassol (50:50), com concentragdes de perdxido com
variagao entre 44,4 e 220,7 meqg/kg e redugao de 51 a 75% e de 76 a 99% do biofilme

de S. aureus susceptiveis e resistentes a meticilina, respectivamente.

O dleo de girassol e o azeite de oliva ozonizados apresentaram eficacia de
99,8% frente cepas de Enterococcus faecalis. Elshinawy e colaboradores em 2018
demonstraram uma reducgao de 86%, enquanto Santa-Rosa e colaboradores em 2019,
em desafios com oleo de girassol ozonizado, na concentragdo de 2.400 ppm, durante
a instrumentagdo por 60 segundos do canal radicular, detectaram moderado

crescimento de E. faecalis (10'-10%2 UFC).

Segundo Silva e colaboradores em 2020 e Diaz e colaboradores em 2021, a
atividade antimicrobiana dos Oleos ozonizados é diretamente associada a
disponibilidade do peréxido. Estes autores caracterizam os 6leos ozonizados como
efetivos, além de estarem em consonadncia as novas tendéncias e regimentos
ambientais com baixa taxa de agao contra o0 meio ambiente e menor chance aos

eventos associados a resisténcia bacteriana.



Neste estudo o hidréxido de calcio reduziu em 96,6% cepas de C. albicans,
inibicao superior aquela encontrada por Maekawa e colaboradores em 2013, sendo
essa de 90,64% das col6nias. A eliminagao das cepas bacterianas estudadas nesse
periodo com o uso do Ca(OH)2 mostrou-se efetiva, sendo 99,9% contra o E. faecalis,
corroborando com Maekawa e colaboradores em 2013 com 96,81% de eliminagéo e
com Katebi e colaboradores em 2022, com redugdo de 99,41% das colbnias
desafiadas. Nossos resultados superaram os valores encontrados por Lei e
colaboradores em 2016 com apenas 51,1% de inibicdo e por Zancan e colaboradores
em 2018, com 55,36% de redugéo para o E. faecalis. Maekawa e colaboradores em
2013 descrevem a preservacgao residual de C.albicans e E. faecalis p6s medicamento
intracanal como possivel rota de resisténcia e hipétese para esses resultados com o
hidroxido de célcio. Esses autores sugerem que a presenga de uma bomba de protons
na parede celular do E. faecalis esta associada a acidificagcdo do citoplasma e
resisténcia desses micro-organismos a ambientes com pH alcalino de até 11,1. No
caso das cepas de C. albicans a adaptagcao esta associada a presenca de hifas e
capacidade de invadir mais profundamente os canaliculos dentinarios. A presencga do
hidroxido de calcio, pode ainda auxiliar no aumento da aderéncia desses micro-
organismos no sistema de canais radiculares como sugerem Zancan e colaboradores
em 2018.

O hipoclorito de sddio demonstrou excelente atividade antimicrobiana, com
reducao expressiva de todos os micro-organismos estudados, dados similares aos
encontrados em alguns estudos (Yadav, et al., 2017; Savitri, et al., 2018; Yanling, et
al., 2018; Sarda, et al., 2019; Ruksakiet, et al., 2020). Em concentracdes de 0,5 a 6%
€ considerado o irrigante padrao-ouro em Endodontia, de acordo com Sarda e
colaboradores em 2019. Frough-Reihani e colaboradores em 2016 nao observaram
diferencga entre as concentragdes de 2,5 e 5%, recomendando, portanto, o uso a 2,5%.
Nossos resultados com NaOCI a 2,5% direcionados contra C. albicans e E. faecalis
obtiveram respectivamente 99,4% e 100% de eliminagdo das col6nias, dados
similares encontrados no ensaio de Pinheiro e colaboradores em 2018 com NaOCI a
2,5% em canais radiculares com curvaturas severas contaminados com um biofilme
misto de E. faecalis, S. mutans e C. albicans. Alshanta e colaboradores em 2019
detectaram reducéao de 78,7% e 98,3% contra cepas de baixa e de alta formacéao de

biofilme de C. albicans com NaOCI a 3% por 5 minutos. Boch e colaboradores em



2016 caracterizaram a inibigdo do crescimento bacteriano das cepas de E. faecalis
em 99,98%, com NaOCI a 3% por 60 segundos. Em 2019, Sarda e colaboradores
utilizaram 3 ml de NaOCI a 3% por 10 minutos frente a essas cepas, com redugao de
73% no crescimento das colbnias, assim como Parolia e colaboradores em 2021 ao
utilizarem 5 ml de NaOCI a 6% por 10 minutos com 79,7% de inibicdo, dados similares

aos encontrados neste estudo.

Os dados obtidos para o TSA e TCD para a agua ozonizada a 8 ug/mL, neste
estudo, sao similares ao resultado da pesquisa de Borges e colaboradores em 2017,
com o crescimento das cepas de S. aureus e C. albicans frente ao desafio com
solugéo salina ozonizada (8 pg/ml). Savitri e colaboradores em 2018 observaram o
crescimento das cepas de E. faecalis desafiadas com agua de oz6nio a 4 ug/ml por
30 minutos. A perda do potencial antimicrobiano pode ser hipotetizada pela
desozonizagao da agua apds 300s. Todavia, nossas observagdes diferem do estudo
de Hubbezoglu e colaboradores em 2014 com ozbnio aquoso em diferentes
concentragcdes durante a instrumentacdo de condutos radiculares contaminados, em
que foram capazes de reduzir em 62% das UFC de E. faecalis com a d4gua ozonizada
a 8 ug/ml; Nogales, Ferreira, Lago-Marques em 2014 e Nogales e colaboradores em
2016, caracterizaram a agdo de agua ozonizada a 8 ug/ml, na instrumentacédo de
canais radiculares, contra cepas de P. aeruginosa, S. aureus e E. faecalis e com
inibicdo do crescimento bacteriano; Pinheiro e colaboradores em 2018 em outro
ensaio, observaram reducgao de 98,02% do biofilme misto de E. faecalis, S. mutans e
C. albicans, ap6s a instrumentagao de canais radiculares ex-vivo com agua ozonizada
a 8 pg/mL. Por fim, Nunes e colaboradores em 2022 que verificaram a acao da agua
ozonizada (8 ug/mL) em dentes infectados com E. faecalis usando a ativagao sonica,
tendo como resultado a reducido do crescimento em 50,82% das colbnias, apds a

instrumentacéo dos condutos.

O uso do ozbénio como modulador metabdlico com atuacdo nos estimulos
imunologicos esta em franca expansao na literatura. Rotas inovadoras e adjuvantes
terapéuticos sao pilares adicionais de prospec¢ao. Nossos resultados demonstraram
significativa atividade antimicrobiana para os 6leos ozonizados contra os micro-
organismos estudados. O numero de moléculas formadas durante a ozondlise dos
acidos graxos insaturados dos 6leos vegetais, principalmente os peroxidos, e posterior

liberacdo de oxigénio singleto, que oxida os acidos graxos poli-insaturados da parede



bacteriana e o protoplasma bacteriano, nos leva a hipotetizar que o mecanismo de
acgao dos 6leos ozonizados seja inespecifico e nao seletivo, concordando com Grandi

e colaboradores em 2022.

As nossas evidéncias nos levam a sugerir a utilizagdo da ozonioterapia em
Endodontia como coadjuvante do preparo quimico-mecanico com o hipoclorito de
sodio e também em pacientes que apresentarem alguma incompatibilidade por
problemas alérgicos ao NaOCI ou o Ca(OH)2, com praticamente a mesma eficacia e

seguranca destes.

Estudos mais aprofundados para investigar e elucidar a agdo antimicrobiana
de tais produtos da ozonizagao de 6leos vegetais e suas atividades, frente a biofilmes
multiespécies, com estreito compasso a realidade clinica, metodologias ativas com
analises de DNA/RNA, ensaios de citotoxicidade e efeitos adversos sdo necessarios
para complementar nosso estudo e vislumbrar a utilizagdo de 6leos ozonizados em

Endodontia.
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Neste estudo foi possivel confirmar o papel bactericida e fungicida tanto do
hipoclorito de sédio a 2,5%, quanto do hidroxido de célcio a 50%, sendo esses
balizadores para a caracterizagdo do 6leo de girassol e o azeite de oliva ozonizados
como estruturas promissoras para o entendimento de novas rotas metabdlicas e

condutas adicionais em Endodontia.

Diante da metodologia utilizada neste estudo pode-se concluir que o dleo de
girassol e o azeite de oliva ozonizados apresentam excelente atividade anti-fungica
contra Candida albicans, demonstrada pela presencga expressiva de halos de inibigao
e eliminacdo de unidades formadoras de colbnias (99,8% e 99,9%, respectivamente).
Mostraram-se também capazes de eliminar mais de 99% das bactérias estudadas, na
mesma propor¢ao que o hipoclorito de sddio e o hidroxido de calcio, comprovando

assim sua eficacia.
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