Escola de Ciéncias . | VERSIDADE
ia Satide | O UNlGRAN RIO

Va além da sala de aula

Catharine B. Mendes da Silva
Isabele Cristina R. de Souza

Sidnei M. dos Santos Junior

Efeito do uso da agua ozonizada na desinfec¢ao do sistema de canais
radiculares

Rio de Janeiro, Rj

2022



Catharine B. Mendes da Silva
Isabele Cristina R. de Souza

Sidnei M. dos Santos Junior

Efeito do uso da agua ozonizada na desinfecg¢ao do sistema de canais
radiculares

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado
a Universidade do Grande Rio “Professor
José de Souza Herdy”, como parte dos
requisitos parciais para obtencao do grau de
bacharel em Odontologia.

Orientador: Emmanuel Joao N. Leal da Silva

Rio de Janeiro, Rj

2022



Catharine B. Mendes da Silva
Isabele Cristina R. de Souza

Sidnei M. dos Santos Junior

Efeito do uso da agua ozonizada na desinfec¢ao do sistema de canais
radiculares

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado
a Universidade do Grande Rio “Professor
José de Souza Herdy”, como parte dos
requisitos parciais para obtencao do grau de
bacharel em Odontologia.

Aprovado em 14 de Junho de 2022.
Banca Examinadora
Prof. Emmanuel Jodao Nogueira Leal da Silva

Universidade do Grande Rio

Loy

Prof. Katiana Accioly Lins Vidal

Universidade do Grande Rio

Prof. Oswaldo Henrique Fonseca

Universidade do Grande Rio

L%d& Harin Gauge T



RESUMO

No tratamento endoddntico, o preparo quimico mecanico é primordial na
desinfeccdo do sistema de canais radiculares. E natural que com o decorrer do
tempo novas pesquisas sejam feitas a fim de aprimorar as técnicas que hoje ja séo
empregadas, visando obter uma substancia irrigadora ideal, que ndo gere danos
aos tecidos periapicais e que possua um alto potencial antimicrobiano. Nesse
cenario, a agua ozonizada surge como uma opg¢ao a ser estudada. O presente
estudo teve como objetivo comparar a eficacia da redugao microbiana intracanal
quando utilizada a agua ozonizada em relagdo ao hipoclorito de sédio. Quarenta
dentes bovinos uniradiculares foram selecionados e seccionados com discos
diamantados (KG Sorensen, S&do Paulo, SP, Brasil) de forma a padronizar o
comprimento de suas raizes. Posteriormente, os dentes foram instrumentados com
limas do tipo K n® 50, 55, 60 e 70, e, foram contaminados com Enterococcus
Faecalis por 21 dias. Apos este periodo, uma primeira amostra foi coletada e
plaqueada em placas agar Mitis salivarius (Difco, Maryland, EUA). Os dentes entéo,
foram irrigados com agua ozonizada, hipoclorito de sédio e soro fisioldgico, tendo
por padrao uma irrigagado constante de 20 ml durante um periodo de vinte minutos
com um descanso de cinco minutos, seguido novamente dos procedimentos de
coleta das amostras, os dados foram submetidos a andlise estatistica. Como
resultado pode-se observar uma redugao significativa na contagem microbiana em
todos os grupos comparando entre as amostras antes e depois da irrigagao,
contudo o grupo NaOCI se destacou sobre os irrigados com agua ozonizada e soro
fisiolégico, apresentando um percentual maior de redugdo microbiana, auséncia de
diferenca significativa foram apontadas entre os grupos ozénio e soro. Como
conclusao, a agua ozonizada nao se demonstrou um substituto viavel para o NaoCl
exigindo futuras pesquisas para comprovar sua eficiéncia contra Enterococcus

Faecalis.



ABSTRACT

In endodontic treatment, the chemomechanical canal preparation is essential
in the disinfection of the root canal system. It is natural that, over time, new research
will be carried out in order to improve the techniques that are already used, aiming to
obtain an ideal irrigating substance, which does not cause damage to the periapical
tissues and which has a high antimicrobial potential. In this scenario, ozonated water
appears as an option to be studied. The present study aimed to compare the
effectiveness of intracanal microbial reduction when using ozonated water in relation
to sodium hypochlorite. Forty single-rooted bovine teeth were selected and sectioned
with diamond discs (KG Sorensen, S&do Paulo, SP, Brazil) in order to standardize the
length of their roots. Subsequently, the teeth were instrumented with K-files n® 50,
55, 60 and 70, and were contaminated with Enterococcus Faecalis for 21 days. After
this period, a first sample was collected and plated on Mitis salivarius agar plates
(Difco, Maryland, USA). The teeth were then irrigated with ozonated water, sodium
hypochlorite and saline solution, with a standard constant irrigation of 20 ml for a
period of twenty minutes with a five-minute rest, followed by the sample collection
procedures, the data were subjected to statistical analysis. As a result, a significant
reduction in microbial counts can be observed in all groups comparing the samples
before and after irrigation, however the NaOCI group stood out over those irrigated
with ozonated water and saline, showing a higher percentage of microbial reduction,
no significant differences were noted between the ozone and serum groups. In
conclusion, ozonated water did not prove to be a viable substitute for NaoCl
requiring further research to prove its efficiency against Enterococcus Faecalis.
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1 INTRODUGAO

A permanéncia de microrganismos no interior do sistema de canais
radiculares (SCR) pode levar a persisténcia de lesdes periapicais e
consequentemente ao insucesso do tratamento endoddntico (. Sua eliminagdo se
da por meio da agdo mecanica dos instrumentos junto as paredes internas do canal
radicular e ao fluxo e refluxo das solugdes irrigadoras. O uso de irrigantes no
tratamento endodéntico € uma etapa muito importante, j4 que os instrumentos
usados durante a fase de preparo endoddntico s6 atingem cerca de 50% a 75% das

paredes do canal @.

O hipoclorito de sédio (NaOCIl) é a solugdo mais utilizada no tratamento
endodéntico. Embora n&o haja irrigante que possua todas as caracteristicas
desejadas, o NaOCI possui fungdo antimicrobiana, poucos relatos de reagdes
alérgicas e tem a fungdo Unica de dissolver tecidos organicos ©®. Apesar de
apresentar caracteristicas desejaveis para um irrigante, o NaOCI possui alta
toxicidade e seu efeito toxico aos tecidos esta diretamente relacionado com sua
concentragdo “¥. A injecao acidental de NaOCI pode causar sérias consequéncias
nos tecidos periapicais incluindo dor aguda, edema, necrose, parestesia e até

reagOes alérgicas graves .

Em busca de novos irrigantes para tratamento do SCR que nao possuam tal
toxicidade, tem crescido o numero de estudos e pesquisas sobre a ozonioterapia.
Embora ndo seja um conceito novo e ja seja usado ha muitas décadas, foi relatado
que a primeira aplicagdo meédica do uso do ozénio para tratamento de gangrena
gasosa, pos-traumatico em soldados alemées durante a 12 Guerra Mundial ©®. Em
1880 a ozonioterapia foi aceita nos Estados Unidos e tem sido usada ha mais de

130 anos em cerca de 20 paises ©.

Quando o ozdnio entra em contato com bactérias in vitro, os fosfolipidios e as
lipoproteinas presentes na membrana celular da bactéria sofrem oxidacdo. Esse
mecanismo de oxidagdo rompe a integridade da membrana celular e o 0zbnio
consegue penetrar no interior dos microrganismos oxidando glicoproteinas e

glicolipidios bloqueando a funcdo enzimatica da bactéria .
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Na endodontia a agua ozonizada apresentou eficacia antimicrobiana significativa

como irrigante na redugdo de E Faecalis, Streptococcus Mutans,
Peptostreptococcus Micros, Pseudomonas aeruginosa de canais radiculares
infectados, principalmente quando realizada com auxilio de agitagao ultrassénica. A
agua ozonizada em concentragao de até 5 ug/ml foi eficaz contra microrganismos
na forma plancténica. Quando organizados na forma de biofilme, a eliminacdo foi
quase completa com o uso de concentragdo mais elevada, como 20 ug/ml ©.
Considerando o fato de a agua ozonizada apresentar potencial bactericida, este
estudo foi realizado objetivando comparar a desinfeccdo do sistema de canais
radiculares apos o0 uso da agua ozonizada, NaOCI e soro fisiologico como solugdes

irrigadoras.

2 JUSTIFICATIVA

A solugao de hipoclorito de sddio € o irrigante mais utilizado no preparo do
sistema de canais radiculares. Entretanto, sabemos que nenhum irrigante usado até
hoje é capaz de eliminar totalmente os microrganismos presentes no SCR. Além
disso, outro ponto importante e que merece nossa atengao € o carater de toxicidade
do hipoclorito de sédio quando extravasado além do apice(s) radicular(es). Sendo
assim, nosso trabalho sera desenvolvido a fim de comparar a redugdo microbiana

do SCR quando realizada a irrigagao com agua ozonizada e NaOCI.

3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Selegéo e padronizagdo dos espécimes

Para esse estudo in vitro foram selecionados 40 dentes bovinos
uniradiculares, sem alteracdes patologicas evidentes. Os elementos foram
armazenados por um periodo de 6 meses em solucdo salina mantendo-os

hidratados.

As coroas foram seccionadas com discos diamantados (KG Sorensen, Sao
Paulo, SP, Brasil) padronizando todas as raizes em 16mm de comprimento. Os 40

dentes foram instrumentados utilizando limas do tipo K n°® 50, 55, 60 e 70 de 25mm
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(Dentsply Sirona). A cada troca de instrumento os dentes receberam irrigagédo com

2ml de agua para remocgéao de detritos.

Para esterilizagcao dos elementos, os mesmos tiveram seus apices cobertos
com top dam (FGM, Joinville, Brasil), e posteriormente foram selados com esmalte
de unha incolor por todo seu exterior e introduzidos, individualmente, em tubos de
polipropileno contendo agua destilada e levados a autoclave a 121°C por 40 min.
Para verificar a eficacia da esterilizagdo, cada espécime no grupo de controle
negativo recebeu irrigacdo com 1mL de solugdo salina estéril e uma amostra foi
retirada sequencialmente introduzindo trés pontas de papel estéreis de tamanho 15
nos canais radiculares. As amostras foram plagueadas em placas de agar Mitis
salivarius (Difco, Maryland, EUA) e incubadas a 37°C durante 48 horas. Apds este
processo, cada dente foi colocado sob pressdo em uma rolha de borracha estéril
(com orificio no meio), na porgao cervical da raiz para que os elementos ficassem
verticalizados e acima da estante para microtubos, nos quais foram mantidos por 21
dias. Todos os procedimentos com as amostras apos esterilizagao foram realizados

dentro de um fluxo laminar (Grupo Veco, Campinas, SP, Brasil)

Contaminagédo dos espécimes

A contaminagdo dos espécimes foi feita de acordo com estudo prévio ®. Uma
cultura pura de E. faecalis (ATCC 29212) foi cultivada para contaminar os canais
radiculares. A suspensédo celular foi ajustada para + 1,0 McFarland padréo, para
assegurar que o numero de bactérias fosse de 1,5 x 10® unidades formadoras de
colénias (UFC ml). Pipetas estéreis foram utilizadas, sob fluxo laminar, para inocular
cada espécime com 100uL da suspensao bacteriana. Uma lima estéril tipo Kerr 15
foi utilizada para espalhar a suspensao bacteriana ao longo de todo o comprimento
do canal radicular. As amostras estiveram mantidas a 37°C por 21 dias e a cada 2
dias, 100uL de BHI (Brain Heart Infusion) recentemente preparado, sera adicionado

as amostras, para manutencgao do biofilme.

Ap0bs o periodo de contaminagao, o canal de cada espécime foi irrigado com
1mL de solugdo salina estéril e a primeira amostra bacteriana (S1) foi obtida

introduzindo sequencialmente trés pontas de papel estéril (Dentsply Sirona) no
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canal e mantendo-as por 1 min. As amostras coletadas foram transferidas

individualmente para tubos Eppendorf de 1,5 mL contendo 1mL de solucéo salina
estéril. As contagens de UFC serao realizadas conforme descrito ® na quantificagao

da carga bacteriana.

Irrigagé&o dos espécimes

Os elementos foram separados em 5 grupos de acordo com a solugéo
irrigadora utilizada (n=8 por grupo):
- Grupo controle positivo: Neste grupo os elementos nao receberam irrigagdo com

nenhum tipo de substéancia.

- Grupo controle negativo: os elementos deste grupo ndo foram contaminados com

E. faecalis.

- Grupo soro: a irrigacao foi feita utilizando uma seringa estéril de 20ml contendo
20ml de soro fisiolégico estéril por um periodo de 20 minutos, com repouso de 5

minutos da solugao e irrigagdo com mais 4 ml de salina estéril.

- Grupo NaOCI: com uma seringa estéril de 20ml, contendo 20 mL de NaOCI 2,5 %
por um periodo de 20 minutos ininterruptos. Apds esse tempo a solugédo de NaOCI
ficou em repouso por 5 minutos e depois a irrigacdo com 1 ml de soro fisiolégico
estéril foi realizada. Foi feita a irrigacdo com 2 ml de tiossulfato de sodio por um
periodo de 4 minutos ininterruptos, seguido de um repouso de 1 minuto dando

sequéncia a irrigacdo com mais 1 ml de salina estéril.

- Grupo agua ozonizada: a agua ozonizada foi obtida através do Gerador de Oz6nio
Philozon Medplus usando como base agua bidestilada e seguindo as instrugbes do
fabricante, foram utilizados 40 pug/ml de concentragédo do Ozdnio para cada 250 ml
de agua bidestilada, obtendo-se a concentragcdo de 8 ppm de ozbénio na agua
bidestilada ©. A irrigagéo foi realizada com 20 ml da solugéo, por um periodo de 20
minutos ininterruptos, ficando em repouso por 5 minutos. Apds esse periodo, o

canal foi irrigado com 4 ml de soro estéril.

Analise microbioldgica
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Apos cada grupo receber os seus protocolos de irrigagdo, foram realizados

movimentos de scraping nas paredes do canal com uma lima hedstroem. e as
amostras foram coletadas usando cones de papel absorvente, em um total de 3
cones por espécime. Os cones foram introduzidos individualmente e foi aguardado
um periodo de 1 minuto cada um. Os cones de papel foram introduzidos em um

tubo do tipo eppendorf contendo 1ml de solugao salina estéril.

Os tubos Eppendorf contendo as amostras coletadas foram agitados em
vortex por 1 minuto e uma diluicdo de solugdo salina estéril até 10'° foi preparada
por diluicdo seriada. Um volume de 10 ul de cada diluigdo foi inoculado em placas
de agar Mitis salivarius (Difco, Maryland, EUA), incubados a 37 °C por 48h, e depois

submetidos a contagem bacteriana

Analise estatistica

A andlise foi realizada através do software estatistico BIOSTAT. Os dados
foram testados quanto a normalidade pelo teste Shapiro Wilk, analisados intragrupo
pelo teste de Wilcoxon e intergrupo pelos testes Kruskal-Wallis seguido de Dunn e
Wilcoxon (signed-rank test). O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em
5%.

4 RESULTADOS

A esterilidade dos espécimes no controle negativo foi confirmada com a
manutencdo da cadeia asséptica durante todo o experimento, enquanto o
crescimento microbiano dos espécimes do controle positivo confirmou a viabilidade

das bactérias durante todo o processo experimental.

O método de cultura indicou presenga bacteriana em 100% dos espécimes
na primeira coleta de amostra (S1). Apos a irrigacao, a segunda coleta (S2) resultou
em uma reducdo significativa na contagem microbiana em todos os grupos em

comparagao com a primeira amostra (S1) (P<0,05).
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A analise dos resultados da contagem microbiana intergrupos revelou que em

S1 a carga bacteriana foi semelhante (P>0,05). Em S2, ocorreu diferenga
significativa entre os grupos NaOCI| e oz6nio e entre os grupos NaOCI| e soro
(P<0,05), com o grupo NaOCI tendo contagens microbianas menores do que os

outros dois, sem diferengas entre os grupos ozénio e soro (P>0,05).

Ja os resultados referentes ao percentual de reducido microbiana entre os
grupos mostraram diferenga significativa entre os grupos NaOCI e ozénio e entre os
grupos NaOCI e soro (P<0,05), com o grupo NaOCI uma porcentagem maior de
reducao microbiana do que os outros dois, sem diferengas entre os grupos ozénio e
soro (P>0,05).

5 DISCUSSAO

A desinfeccdo do SCR é o principal objetivo do tratamento endoddntico, mas
até hoje ndo foi encontrada nenhuma substancia que seja capaz de promover a
esterilizacdo dos canais radiculares, como observado no estudo de Estrela et al. ('

Por esse motivo novas tecnologias vém sendo propostas e estudadas.

Apesar de estudos comprovarem a eficacia da agua ozonizada como agente
antimicrobiano ("121314) no presente trabalho ndo foram observados resultados
satisfatérios quando este foi comparado ao NaOCI. Os resultados do presente
estudo se assemelham aos achados de Hubbezoglu et al "™, no qual a agua
ozonizada testada em concentracdo de 8 ppm de ozdnio diluido em agua destilada
nao demonstrou eficacia contra Enterococcus Faecalis quando comparado com
NaOCI.

Outro estudo, realizado por Nagayoshi et al "®, comparou a eficacia da
irrigacdo com agua ozonizada e NaOCl em dentes bovinos e sua agao contra
bactérias do grupo S. Mutans que invadiram os tubulos dentinarios. Apesar da agua
ozonizada ter se mostrado efetiva, principalmente quando associada com agitagao
pelo uso de ultrassom, os resultados obtidos com a irrigagdo feita com NaOCI a
2,5% se mostrou mais eficaz do que a agua ozonizada, sendo equiparavel com os

resultados encontrados no presente trabalho.
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Ja no trabalho executado por Goztas et al ), os resultados demonstraram

que a agua ozonizada se mostrou igualmente eficaz quando comparada ao NaOCI
nas analises realizadas nos intervalos de 0 e 6h. O resultado diferente pode ser
explicado por ter sido realizado com dentes humanos e incubagao de E. Faecalis

por um periodo de apenas 24 horas.

No estudo de Cardoso et al ). foram notadas diferencas em comparagéo
com esse trabalho. Nesse estudo foram analisados diferentes periodos de
espargimento da agua ozonizada e foi observado que quando espargida por apenas
5 minutos houve crescimento de E. Faecalis em UFC/mL, o que nao foi observado
quando espargida por 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Diante dessa analise foram
selecionados 23 dentes humanos que foram contaminados com Enterococcus
Faecalis e Candida Albicans, posteriormente os elementos receberam irrigagdo com
agua ozonizada. Os autores selecionaram a agua ozonizada espargida por 20
minutos para realizar a irrigagdo dos elementos, na qual se mostrou altamente

eficaz na reducdo de UFC. "

De acordo com Paixao et al ®, mesmo que o ozénio esteja sendo utilizado
em diversas areas da odontologia, 0 mesmo n&o deve substituir as substancias
irrigadoras convencionalmente utilizadas no tratamento do SCR, devendo ser
utilizada como um incremento a técnica tradicional de irrigagédo, pois € capaz de
melhorar a oxigenagao dos tecidos, reduzir a carga microbiolégica e inflamatéria. No
entanto, ainda € necessario que sejam realizados mais estudos dentro desse tema
de forma que esse resultado possa ser confirmado. Futuros estudos devem focar no
uso de dentes humanos, avaliar também diferentes tempos de espargimento da
agua ozonizada e também associar o uso de ultrassom para a agitagdo das
moléculas de ozénio. %1 Por fim, além da agua existem outros meios de utilizar o

oz6nio, como o gas e o 6leo que merecem ser avaliados e testados.

6 CONCLUSAO

Com as limitagbes do presente estudo desenvolvido e de acordo com os

resultados obtidos, conclui-se que a agua ozonizada nao se mostrou uma
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substancia viavel para ser usada de forma isolada na irrigagdo do SCR, ndo sendo

uma opcao interessante em substituicdo ao NaOCI.
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