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Resumo

Farac RV. Atividade antimicrobiana de diferentes medicacbes em canais radiculares
contaminados com Enterococcus faecalis nos periodos de 7 e 14 dias. [Dissertacao de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

O presente estudo avaliou, ex vivo, atividade antimicrobiana do oz6nio, associado ao
veiculo propilenoglicol e ao hidréxido de célcio em canais radiculares contaminados com
Enterococcus faecalis. Foram utilizados 50 dentes humanos unirradiculados, doados
pelo Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara. Apés remocgéo das
coroas dentérias, os canais radiculares foram instrumentados até uma lima endodéntica
tipo kerr de nimero 50, e em seguida, os espécimes foram esterilizados, e os canais
radiculares contaminados com E. faecalis e incubados a 37 + 1°C por 21 dias. Os
espécimes foram aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais, de acordo
com a medicacdo utilizada: GI — Oz6énio com propilenoglicol (n=11); GII - hidréxido de
calcio com paramonoclorofenolcanforado - PMCC (n=11), Glll — propilenoglicol com p6
de hidroxido de célcio ozonizado (n=11), GIV — grupo controle positivo — nao foi
colocada nenhuma medicacdo (n=11) e GV — grupo controle negativo — n&do foram
contaminados (n=6). As coletas foram realizadas coletas ap0s sete e quatorze dias e 0
crescimento microbiano verificado por meio da contagem de unidades formadoras de
colonia (UFC) de E. faecalis. Os resultados que foram submetidos ao teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn e também pelo teste néo-
paramétrico de Friedman sendo ambos com um nivel de significancia de 0,05,
mostraram que o propilenoglicol ozonizado e o hidroxido de calcio com PMCC
reduziram estatisticamente o nuimero de bactérias quando comparados ao grupo
controle positivo em 7 e 14 dias, ndo apresentando diferencas estatisticas entre eles; o
hidroxido de célcio ozonizado ndo reduziu estatisticamente o numero de bactérias
guando comparados ao grupo controle positivo em 7 e 14 dias e o propilenoglicol
ozonizado e o hidréxido de célcio PMCC ndo apresentaram diferenca estatistica entre
eles em 7 e 14 dias. Em uma ordem decrescente de agéo bactericida nos dois periodos
analisados, encontra-se o hidroxido de calcio PMCC, seguido do propilenoglicol
ozonizado e hidréxido de célcio ozonizado.

Palavras chaves: Ozobnio; tratamento do canal radicular; enterococcus faecalis



Abstract

Farac RV. Evaluation of the Bactericidal Effect of Ozone Associated with Propylene in
root canals contaminated with Enterococcus faecalis in Different Time Periods of
Storage[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2010.

This study evaluated in vitro bactericidal effect of ozone associated with the vehicle
propylene glycol and calcium hydroxide in root canals contaminated with Enterococcus
faecalis. It used 50 single-rooted human teeth, donated by the teeth of the Faculty of
Dentistry of Araraquara. After removal of dental crowns, root canals were instrumented
to an endodontic kerr file number 50, and then the specimens were sterilized, and the
root canals contaminated with Enterococcus faecalis and incubated at 37 + 1 ° C for 21
days. The specimens were randomly divided into five experimental groups, according to
the medication used: Gl - ozone with propylene glycol (n = 11), group Il - calcium
hydroxide with paramonoclorofenolcanforado - PMCC (n = 11), Glll — propylene glycol
added powder calcium hydroxide ozoized (n=11), GIV - positive control group - was not
placed any medication (n = 11) and GV - negative control group - were not infected (n =
6). Microbiological samples were collected after seven and fourteen days and the
microbial growth observed at the count of the number of colony forming units of E.
faecalis. The results were analyzed using the nonparametric Kruskal-Wallis followed by
Dunn's test and also by the non-parametric Friedman and both with a significance level
of 0.05, showed that the propylene ozonized and calcium hydroxide with PMCC
statistically reduced the number of bacteria when compared to positive control group at 7
and 14 days, calcium hydroxide ozonized not statistically reduced the number of bacteria
when compared to positive control group at 7 and 14 days and propylene ozonized
calcium hydroxide and CMCP showed no statistically significant differences in bacterial
growth at 7 and 14 days.In a descending order of bactericidal action in the two study
periods, is calcium hydroxide PMCC, followed by propylene ozonized and ozonized
calcium hydroxide.

Keywords: Ozone; Root canal treatment; enterococcus faecalis



1 Introducéo

A grande maioria dos problemas de origem endododntica sdo decorrentes
de agente etiolégico bacteriano. Embora outros fatores de ordem quimica ou fisica
possam estar envolvidos, sem dulvida alguma e, na grande maioria das vezes, 0s
microrganismos e seus produtos exercem papel de extrema relevancia, na inducéao de
patologia pulpar e perirradicular **’.

As bactérias presentes nos canais radiculares constituem um grupo
restrito de espécies quando comparadas ao total das presentes na cavidade bucal,
sendo muitos os fatores que podem influenciar o crescimento e a colonizacdo desses
microrganismos nos canais radiculares. A disponibilidade de nutrientes, a baixa tenséo
de oxigénio e as interacdes microbianas sdo importantes determinantes ecoldgicos,
assim como o tecido pulpar desintegrado e os fluidos teciduais constituem fontes
essenciais de nutrientes™’.

Teoricamente, qualquer microrganismo componente da microbiota da
boca, nasofaringe ou trato gastrointestinal pode infectar os canais radiculares de dentes
com polpa exposta. Além disso, as infec¢cdes endoddnticas sdo polimicrobianas e que,
embora mais de 100 espécies diferentes tenham sido isoladas, em cada canal radicular
usualmente, s6 estd presente entre uma e doze espécies, constituindo em uma ampla
variedade de combinacdes de um nimero relativamente pequeno de bactérias® **" 142,

Dentre estas, destaca-se Enterococcus faecalis, um microrganismo que
apresenta uma alta prevaléncia em canais obturados com lesdo periapical
principalmente em lesfes refratarias e que tem se mostrado resistente a diversos

agentes antimicrobianos®**?

, sendo relacionado aos casos de insucesso endodontico.

Sendo assim, estes ndo sdo freqlentemente atingidos pela acdo do
preparo biomecanico, especialmente aqueles localizados nos tubulos dentinérios, pois
possuem grande capacidade de invasdo devido a adesdo do microrganismo ao
colageno, permanecendo viaveis no interior dos tubulos e ramificacdes apicais’*. Entao,
o emprego de uma medicacdo intracanal antibacteriano é recomendado para a
completa desinfeccéo do sistema de canais radiculares®.

Siqueira Jr. et al.'™(1997), acrescentam que, embora uma reducio
consideravel no nimero de microrganismos da luz do canal principal possa ser obtida
pelos efeitos quimicos e mecéanicos da irrigacdo e da instrumentacdo, estes podem

permanecer viaveis em regibes inacessiveis. Relatam também que
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engquanto menores irregularidades anatdémicas possam ser incorporadas no preparo,
areas como reentrancias, istmos, ramificacdes e tdbulos dentinarios podem abrigar
bactérias. Estas areas ndo sdo comumente afetadas por instrumentos e a substancia
guimica auxiliar empregada na irrigacdo, ndo terd tempo de acgéo intracanal suficiente
para agir em profundidade. Assim, o tratamento endoddntico apresenta trés etapas
principais de combate a infeccdo: o preparo quimico mecanico, a medicacao intracanal
e a obturacdo do sistema de canais radiculares.

O hidroxido de célcio tem sido o produto mais recomendado® %8713
como medicacdo intracanal. A atividade antimicrobiana do hidroxido de célcio esté
relacionada a liberagdo de ions hidroxila, oriundos de sua dissociagdo. Os ions hidroxila
séo radicais livres altamente oxidantes que apresentam extrema reatividade, ligando-se
a biomoléculas préximas ao seu local de formacéo. Porém, o hidréxido de célcio ndo
consegue agir sobre todas as espécies microbianas, principalmente as bactérias
anaerodbias facultativas, destacando-se, E. faecalis. Véarios estudos comprovam que
qguando o hidréxido de célcio estd associado ao paramoclorofenolcanforado (PMCC),

possui maior eficacia sobre estas espécies®’ 8 12212

. Porém, o PMCC possui algumas
desvantagens como ser irritante aos tecidos periapicais, causar necroses e
microabcessos'®.

Entdo, existe um interesse permanente em se buscar substancias
guimicas mais efetivas e que possam substituir o PMCC. Dentre as possiveis
substancias, com o intuito de preencher tais objetivos, o ozbnio apresenta algumas
caracteristicas biologicas interessantes: acao bactericida, efeito debridante, estimulo a
angiogénese, além do efeito oxidante®.

O ozbnio (O3) é um gas bastante reativo, sendo que o prefixo 0zo vem do
grego “ozein”, com o significado de aroma ou cheiro, que no ozdnio € muito forte,
caracteristico, penetrante e desagradavel. Oxida as paredes celulares e membranas
citoplasmaticas das bactérias, agindo também sobre fungos, protozoarios e virus. Este
gas forma radicais oxidantes na presenca de agua, que penetram e atacam as
membranas celulares, afetando o equilibrio osmoético, promovendo a oxidagcdo dos
aminoacidos e acidos nucléicos, causando lise celular dependente da extensdo das
reacdes®®1*® Estas propriedades antimicrobianas sdo utilizadas no tratamento de
véarias enfermidades, sendo bastante efetivas na eliminacao de bactérias, fungos e virus

em lesdes infectadas™®.
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Devido a sua alta instabilidade e toxicidade, o gas ozbnio deve ser
incorporado a fluidos, tais como o sangue, 4gua, solucdes isotdnicas e veiculos oleosos,
para ser utilizado. O oz6nio dissolvido em 4gua € ainda instavel e a sua permanéncia
nesta esta ligado a pureza da agua. Deduz-se entdo que o efeito da 4gua é imediato. O
6leo ozonizado, obtido por meio de reacdo com acidos graxos insaturados, € rico em
ozonideos. Estes, por sua vez, liberam oxigénio ativo lentamente conferindo ao 6leo
ozonizado um efeito prolongado®.

O efeito antimicrobiano do o0zbnio na odontologia, ainda é pouco
difundido, mas tem atraido alguns pesquisadores interessados em estudos neste
campo. Este gas tem se mostrado eficaz contra muitas espécies microbianas
encontradas na cavidade bucal®, e como método de desinfeccdo de proteses®’.

Estudos em periodontia constataram o efeito da agua ozonizada sobre
Streptococcus mutans e Streptococcus viridans no biofilme dentario supragengival®’, ja
em dentistica restauradora, Baysan et al® (2000), constataram os efeitos
antimicrobianos da agua ozonizada sobre lesfes primarias de cérie radicular, frente S.
mutans e Streptococcus sobrinus.

Na endodontia, os estudos se concentram no uso do 0zOnio como
medicagcdo intracanal e como agente irrigante sobre diversos microrganismos
envolvidos nas patologias pulpares® 8 % 12,

Neste contexto, parece oportuno o desenvolvimento de um trabalho
experimental, que avalie a eficiéncia do ozonio quando associado ao propilenoglicol e
ao hidroxido de calcio como medicagdo intracanal, na eliminacdo de E. faecalis

inoculados no interior de canais radiculares.



2 Revisao da literatura

2.1 A microbiota endoddbntica

A grande maioria dos problemas de origem endodbntica tem um agente
etiolégico bacteriano. Embora fungos (Candida) e virus (HIV) ja tenham sido isolados de
canais radiculares infectados, bactérias sdo 0s microrganismos mais comumente
associados a etiopatogenia dos problemas endoddnticos. Além disso, outros fatores de
ordem quimica ou fisica podem estar envolvidos, mas sem duvida alguma e, na grande
maioria das vezes, bactérias e seus produtos exercem papel de extrema relevancia, na
inducéo de patologia pulpar e perirradicular (Siqueira'?’, 1997). Sendo assim, o principal
foco do tratamento endoddntico é a eliminacdo dos microrganismos e seus produtos do
sistema de canais radiculares antes da obturacéo endodéntica (Gomes et al.*°, 2004).

Diversos autores afirmam que, teoricamente, qualquer microrganismo
componente da microbiota bucal, nasofaringe ou trato gastrointestinal pode infectar os
canais radiculares de dentes com polpa exposta. Relatam ainda que as infeccbes
endodénticas sdo polimicrobianas e que, embora mais de 100 espécies diferentes
tenham sido isoladas, em cada canal radicular usualmente, s6 esta presente entre uma
e doze espécies, constituindo em uma ampla variedade de combinagdes de um nimero
relativamente pequeno de bactérias (Haapasalo®™, 1989; Sundqvist **', 1992; Tronstad
142 1992).

A microbiota dos canais radiculares infectados estd constantemente
sendo identificada, sendo que novas espécies microbianas sao descobertas, de acordo
com a evolucdo dos métodos de identificacdo e cultivo dos microrganismos isolados.
Até 1970, os microrganismos comumente isolados dos canais radiculares eram
facultativos, especialmente Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, S. mutans,
Streptococcus  sanguis, Enterococcus  spp.,  Staphylococcus  epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. e leveduras (Candida albicans) (Oliveira et
al.®® | 2007), pois nesta época, os meios de cultura empregados, como caldo de BHI
(Brain-Heart-Infusion), caldo dextrose-triptcase e outros favoreciam particularmente o
isolamento de microrganismos aerébios e anaerébios facultativos (Farber, Seltzer®,
1988;Sulitzeanuetal.***,1964).
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Gracas aos na tecnologia para a cultura de anaer6bios, houve
consideravel mudanca no entendimento das infec¢des pulpares, tornando possivel
constatar a presenca marcante de microrganismos anaerébicos estritos (Farber,
Seltzer®, 1988).

Atualmente, a introducdo de métodos moleculares na identificacédo
microbiolégica permite uma melhor compreensao do perfil microbiano das infec¢des
endodénticas primarias, pois permite a identificacdo de algumas espécies que foram
subestimadas nos estudos de cultura, como Treponema spp. (Gomes et al.*°, 2006),
Filifactor alocis (Gomes et al.*®, 2006), Tannerella forsythia (Gomes et al.*, 2006;
Sassone et al.'”’, 2008) e E. faecalis (Sassone et al.’”’, 2008; Sassone et al.**®, 2007).

Desta forma, a infeccdo endoddntica primaria geralmente inicia com
bactérias facultativas, sendo que, normalmente, apés sete dias 50% da microbiota é
composta por anaerébios Gram-positivos e Gram-negativos. Ap6s aproximadamente
trés meses, esta proporcdo atinge 85% e apds seis meses, 0s anaerdbios estritos
constituem mais de 90% da microbiota do canal radicular (Oliveira et al®®, 2007).
Geralmente, o0s géneros predominantes sdo: Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium, Campylobacter, Tannerella, Treponema, Peptostreptococcus,
Actinomyces e Eubacterium (Baumgartner®, 2003; Gomes et al.**, 2006; Gomes et al.*,
2004; Jacinto et al.>*, 2006; Oliveira et al.®®, 2007; Siqueira Jr'?°, 2003).

Além da infeccdo priméaria dos canais radiculares, é possivel que
microrganismos mais resistentes permanec¢am no interior dos canais radiculares ap6s o
preparo biomecanico ou, ainda, penetrem no sistema de canais radiculares durante ou
ap6s o tratamento endodéntico, que ocorre geralmente por falhas no selamento
corondrio. Nestes casos, 0s microrganismos podem promover infecgbes secundarias
e/ou persistentes, contribuindo para o insucesso do tratamento. Nas infeccdes
secundarias e/ou persistentes, a microbiota é geralmente composta por um namero bem
menor de espécies que as infecgbes primarias, sendo bactérias Gram-positivas
predominantes (Pinheiro et al.”®, 2003). Os principais patdgenos associados com estas
infeccdes pertencem aos géneros Enterococcus, Actinomyces, Streptococcus, Candida,
Propionibacterium, Staphylococcus e Pseudomonas (Oliveira et al.®%, 2007; Pinheiro et
al.®, 2003; Sundqvist et al.**®, 1998; Waltimo et al.'*®, 1997).

Neste sentido, Gomes et al.*

(2004) pesquisaram a microbiota do
sistema de canais radiculares de 41 dentes com necrose pulpar, e de 19 dentes que

foram submetidos ao retratamento, e encontraram 56 espécies diferentes de
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microrganismos. No isolamento das culturas observou-se predominio de bactérias
anaerobias estritas (70%). Os autores concluiram que a microbiota de dentes com polpa
necrosada (infeccdo priméria) é diferente das infec¢cdes secundarias (retratamento) em
namero de espécie. Nas infecgbes primarias sempre foram encontradas mais de trés
espécies por canal, com microrganismos Gram-positivos e negativos, ja nas infec¢bes
secundarias foram encontradas de uma a duas espécies por canal, com predominancia
de microrganismos Gram-positivos e anaerobios facultativos.

A melhor caracterizacdo da microbiota endoddntica permitiu que novos
guestionamentos fossem levantados a respeito de como ocorreria 0 processo de
colonizacéo e evolucdo da infeccdo endodobntica, a fim de compreender o motivo da
prevaléncia de anaerobios. Diversos fatores seletivos atuam sobre microrganismos que
colonizam o sistema de canais radiculares como: nutricao, potencial de 6xido reducao,
pH, temperatura, intera¢cdes entre microrganismos, além dos mecanismos de defesa do
hospedeiro e presenca de agentes microbianos e inibidores (Gomes et al.*®, 1996;
Marsh, Martin?, 1999).

Sundgqyvist

137(1992) ressalta que as bactérias presentes nos canais

radiculares constituem um grupo restrito de espécies quando comparadas ao total das
presentes na cavidade bucal, sendo muitos os fatores que podem influenciar o
crescimento e a colonizagdo desses microrganismos nos canais radiculares. A
disponibilidade de nutrientes, a baixa tensdo de oxigénio e as interacdes bacterianas
sdo importantes determinantes ecoldgicos, assim como o tecido pulpar desintegrado e
os fluidos teciduais constituem fontes essenciais de nutrientes.

No ambiente do canal radicular geralmente, existe baixa disponibilidade
de oxigénio, especialmente quando ndo ha uma comunicacdo direta com o meio bucal.
Mesmo em presenca dessa comunicacgado, o nivel de oxigénio € baixo, principalmente na
regido apical, sendo o oxigénio inicialmente consumido pelas bactérias aerébicas e
anaerodbicas facultativas, provocando uma diminuicdo do potencial de 6xido-reducéo e
favorecendo, por fim, as bactérias anaerébias estritas (Sundqvist™?, 1992).

Lopes e Siqueira™ (2004) acrescentam que a elevada concentracdo de
oxigénio presentes nos tecidos nos estagios iniciais favorece a prevaléncia de bactérias
aerdbias e facultativas. A partir da necrose tecidual, a tensdo de oxigénio € reduzida
pela auséncia da micro circulacdo. Observa-se entdo, uma reducdo no potencial de
oxido reducdo proporcionando uma elevacdo na quantidade de microrganismos

anaerobios estritos.
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Outro aspecto importante na selecdo de microrganismos seria o pH
tecidual. Os tecidos necrosados apresentam pH ligeiramente acido, aproximadamente
seis, 0 que favorece a colonizacao bacteriana. Por outro lado, em tecidos sadios, o pH é
de aproximadamente 7.2 a 7.4, ou seja, ligeiramente basico o que dificulta a acdo de
enzimas bacterianas (Tronstad et al.**!, 1992).

A disponibilidade nutricional é de extrema importancia na composicéo da
microbiota das infec¢des endodoénticas, uma vez que determinados produtos podem ser
metabolizados por algumas espécies de bactérias, enquanto outros podem se acumular
e alcancar niveis téxicos tanto para outras bactérias como para os tecidos periapicais.
Assim, as bactérias e seus produtos tém um papel essencial na iniciagcao e perpetuacao
das patologias periapicais (Sundqvist'®, 1992). O nutriente obtido por bactérias nos
interior do sistema de canais radiculares advém de produtos da desintegracéo celular,
fluidos teciduais e componentes do tecido conjuntivo. No periodo inicial observa-se a
prevaléncia de uma microbiota sacarolitica ocorrendo o réapido esgotamento dos
carboidratos disponiveis. A partir de entdo, instala-se uma microbiota proteolitica capaz
de metabolizar proteinas e aminoacidos que se torna a fonte de energia disponivel no
ambiente (Steeg, Hoeven'®, 1989). Nesse momento, predominam as espécies
pertencentes aos géneros Prevotella, Porphyromonas, Eubacterium e Fusobacterium
(Jansen, Hoeven®, 1997; Lopes, Siqueira’®, 2004).

Como descrito anteriormente, as bactérias e seus subprodutos estdo
diretamente implicados nos casos de insucessos em endodontia, seja em complicacdes
durante as intervencdes, no pés-operatério imediato (processos inflamatérios agudos —
flaresups) ou mediato (com lesdes persistentes e refratarias) (Ricucci, Siqueira Jr'**,
2008; Siqueira Jr'?®, 2001).

Ao pesquisar os casos de falhas no tratamento endodontico, diversos
estudos no sentido de avaliar a microbiota presente, sugerem que 0 microrganismo E.
faecalis tem sido a espécie mais frequentemente identificada (Peciuliene et al.*®, 2001;
Sundgqvist et al.*®, 1998).

2.2 Enterococcus faecalis
Investigagbes procurando caracterizar a microbiota associada a dentes

com insucesso endodontico mostraram diferencas marcantes em relagcdo aos casos de

infeccdio priméaria. Engstrom?® (1964) avaliou a prevaléncia do género Enterococcus ssp
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nas infeccdes endodoénticas e verificou uma maior prevaléncia destes microrganismos
em canais com tratamento endodontico prévio (20,9%) que em canais com necrose
pulpar.

Moller” (1966) verificou um menor nimero de microrganismos presentes
no canal radicular de dentes com fracasso da terapia endodéntica quando comparados
aos dentes com polpas necroticas. A média de microrganismos encontrados nos 120
casos que apresentavam cultura positiva foi de 1,6 espécies por canal. Quanto a
composicao, verificaram um equilibrio entre as bactérias anaerébias facultativas e
estritas e um predominio das gram-positivas correspondendo a 80% das isoladas. Entre
as isoladas, E. faecalis apresentou uma incidéncia de 29% dos casos que
apresentavam culturas positivas.

Molander et al.”® (1998) demonstraram que bactérias do género
Enterococcus foram as mais frequentemente isoladas de canais radiculares obturados e
gue apresentavam lesfes periapicais, sendo isoladas em 78% dos casos.

Sundquist et al.’*® (1998) avaliaram a flora microbiana presente em
dentes que apresentavam insucesso no tratamento endoddntico. Para tal estudo, foram
selecionados 54 pacientes que apresentavam insucesso do tratamento endodéntico
realizado por um periodo superior a quatro anos. Os casos selecionados para o estudo
apresentavam lesdo Ossea periapical radiograficamente visivel caracterizando a
necessidade de retratamento. Inicialmente procedeu-se a total remogdo do material
obturador permitindo que amostras do conteddo microbiano do canal fossem
analisadas. Em seguida o dente foi retratado e acompanhado por um periodo de cinco
anos. Os resultados detectaram na maioria dos casos uma mono infec¢ao constituida
principalmente de microrganismos Gram-positivos (87% bactérias isoladas), com
proporcdes semelhantes de bactérias anaerdbias facultativas (58%) e estritas (42%). O
microrganismo mais comumente recuperado foi E. faecalis isolado em 38% dos canais
com cultura positiva.

Nesta mesma linha de pesquisa, Peciuliene et al.** (2000) investigaram
25 dentes tratados endodonticamente, assintométicos e com periodontites apicais
visiveis radiograficamente e encontraram E. faecalis em 70% das amostras com
crescimento microbiano. Os mesmos autores® em 2001 determinaram a ocorréncia de
microrganismos em quarenta dentes com canais obturados com o quadro de
periodontite apical cronica, necessitando de retratamento. Foram encontrados
microrganismos em 33 dos quarenta dentes estudados. E. faecalis foi 0 microrganismo
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dominante (isolado de 21 dentes), e C. albicans foi isolada em seis dentes, onde na
metade dos casos estava associada com E. faecalis, e na outra metade associada a
outros microrganismos. ApOs preparo biomecanico com hipoclorito de sédio 2,5%
(NaOCl), foi realizada uma segunda coleta de amostras microbiolégicas e foram
encontrados microrganismos em dez dos 33 dentes que apresentaram cultura positiva
na primeira coleta. E. faecalis estava presente em seis amostras, C. albicans néo foi
identificada. Na terceira coleta de amostras microbiolégicas (apds uso de irrigacdo com
iodine iodeto de potassio por cinco minutos), somente um dente apresentou crescimento
de E. faecalis.

Hancock et al.*’ (2001) avaliaram a composicdo da microbiota presente
em 54 dentes com insucesso do tratamento endodontico. Foi detectado crescimento
bacteriano em 34 casos. A microbiota era composta predominantemente de
microrganismos Gram-positivos (80,4%) com uma unica espécie isolada ou em
combinacbes de duas espécies. Os géneros mais isolados foram: Actinomyces,
Enterococcus, Peptostreptococcus e Streptococcus. Dentre as espécies bacterianas, E.
faecalis foi 0 mais frequentemente isolado estando presente em 30% das amostras com
crescimento bacteriano.

Ao identificar também a microbiota de dentes com lesdo periapical
refrataria ao tratamento endoddntico, Sunde et al.'®*® (2002) colheram amostras
microbiolégicas de 36 pacientes, que foram colhidas utilizando-se cones de papel
absorvente. Os resultados revelaram um total de 148 cepas e 67 espécies de
microrganismos. Deste total, 75% eram de bactérias facultativas (Staphylococcus,
Enterococcus, Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus e Candida). Os autores concluiram
que em lesBes de dentes com periodontite apical refrataria, existe uma grande
variedade de microrganismos, com predominio de Gram-positivos (79,5% da
microbiota).

Chavez de Paz et al.”’

(2003) observaram a existéncia de remanescente
bacteriano apds preparo biomecénico dos canais radiculares com periodontite
periapical, necessitando de retratamento endodoéntico. Apds instrumentagcdo associado
a substancias quimicas e medicagéo intracanal com hidroxido de calcio (Ca(OH), ) em
107 dentes, amostras microbiolégicas foram colhidas, e foram isoladas 248 espécies
com predominéncia de Gram-positivos (85%), sendo Lactobacillus spp. (22%),

estreptococos ndo mutans (18%) e Enterococcus spp. (12%). Os autores concluiram
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gue estes microrganismos uma vez estabelecidos, sdo bastante recorrentes em lesbes
de periodontite periapical.

Pinheiro et al.®® (2003) identificaram a microbiota em canais radiculares
com falhas no tratamento endoddntico e determinaram a associacao de varias espécies.
Os resultados demonstraram que das espécies isoladas, 57,4% foram anaerdbios
facultativos e 83,3% microrganismos Gram-positivos. Os autores concluiram que a
microbiota foi limitada a um pequeno numero de espécies microbianas,
predominantemente Gram-positivas e que anaerdbios facultativos, especialmente E.
faecalis, foram os microrganismos mais comumente isolados. Contudo, infecgdes
polimicrobianas e anaerdbios obrigatérios foram freqientemente encontrados em canais
com sintomatologia clinica.

Em outro estudo, Pinheiro et al.®® (2003) através da avaliacio
microbiolégica de canais radiculares que necessitavam de retratamento endodéntico
verificaram que E. faecalis foi a espécie bacteriana mais comumente recuperada sendo
identificada em 59,94% (27 casos) dos canais radiculares com crescimento microbiano.
Dos 27 casos em que foram identificados, 18 tiveram esta espécie como Unico
microrganismo identificado.

Da mesma forma, Pinheiro et al.®’

(2004) investigaram a prevaléncia de
espécies de Enterococcus nos canais radiculares de sessenta dentes com lesdes
refratarias de tratamentos endoddnticos mal sucedidos, e a susceptibilidade destes
microrganismos aos antibidticos. Foram encontrados 51 microrganismos nos sessenta
dentes avaliados, sendo que E. faecalis foi isolado em 53% dos dentes, sendo 35% em
culturas puras (18 dentes). Os autores concluiram que E. faecalis é frequente neste tipo
de leséo, estando presente em mais da metade dos canais com lesao refrataria.

Seguindo a busca pela microbiota de dentes com lesdo periapical
refrataria ao tratamento endoddntico, Adib et al.' (2004) identificaram a microbiota em
canais radiculares obturados com lesdo periapical refrataria. Foram pesquisados oito
dentes extraidos de onde foram isoladas 252 cepas. As espécies prevalentes foram
anaerdbias facultativas e Gram-positivas como as do grupo Staphylococci, grupo
Streptococci, grupo Enterococci e Actinomyces. Os autores concluiram que
microrganismos anaerobios facultativos Gram-positivos sdo predominantes em dentes
com lesdo periapical refrataria ao tratamento endodéntico.

A utilizacdo de métodos genéticos, em especial o PCR, permite a
deteccdo do DNA das espécies bacterianas, sendo, portanto, mais sensivel que o
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método de cultura, da qual o nimero de células coletadas pode estar abaixo do nivel de
deteccdo do meétodo, inviabilizando assim, o isolamento de determinadas espécies
(Siqueira Jr, Rocas™®, 2004).

Rocas et al.'®

(2004) utilizando o PCR compararam a prevaléncia de E.
faecalis em canais ndo tratados e em canais com tratamento endoddntico prévio
associados a lesfes periapicais crénicas. E. faecalis foi isolado em 20 dos 30 dentes
com insucesso do tratamento endodéntico (67%) e em 9 dos 50 casos de infeccdes
primarias (18%).

Gomes et al.*? (2006) investigaram a prevaléncia de E. faecalis em canais
com necrose pulpar e em canais com insucesso do tratamento endodontico utilizando a
cultura e o PCR como métodos de avaliacdo. Para o estudo foram selecionados 50
dentes com insucesso endodéntico e 50 dentes com infec¢des primarias. Nos casos de
retratamento, E. faecalis foi encontrado em 21 casos (42%) pela cultura e em 38 casos
(76%) pela analise do PCR. J& nos 50 casos de infecgcdo primaria, esta espécie esteve
presente em 2 (4%) e 41 (82%) canais, respectivamente, pela cultura e PCR. Esses
resultados mostraram que o E. faecalis estd presente em canais com polpas
necrosadas, porém em quantidades bem pequenas, ndo detectaveis pelo método da
cultura. De acordo com 0s autores, 0 crescimento dessa espécie bacteriana pode ser
favorecido por mudancas ecoldgicas no canal radicular apdés o preparo quimico-
mecanico ou obturacdo deficiente, tornando possivel sua deteccdo nas culturas
microbiolégicas nesses casos.

Em 2008, Gomes et al.** investigaram a presenca de nove espécies
bacterianas em canais radiculares obturados e que apresentavam lesdes periapicais. As
amostras foram coletadas apds desobturacdo e analisadas por PCR. De acordo com os
resultados, E. faecalis foi a espécie mais prevalente, detectada em 77,8%, seguido por
Peptostreptococcus micros, detectada em 51,1%. P. gingivalis, P. endodontalis, P.
intermedia e P. nigrescens foram detectados em 35,6%, 22,2%, 11,1% e 11,1% das
amostras, respectivamente. Outras espécies também foram identificadas, como F.
alocis em 26,7%, T. denticola em 24,4% e T. forsythia em 4,4% das amostras. Os
autores observaram relacdo sinérgica entre algumas espécies e concluiram que E.
faecalis foi a espécie mais freqluentemente identificada em dentes com falhas no
tratamento endodontico.

Como visto o género Enterococcus, especialmente E. faecalis, € bastante

importante na microbiota de canais radiculares com falhas no tratamento endoddntico. A
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explicacdo mais provavel para tal fato é que estes microrganismos tém demonstrado
capacidade de sobreviver em ambiente em que h& escassez de nutrientes e em que a
comensalidade com outras bactérias é minima (Berber et al.’°, 2006; Sundqvist et al.'*,
1998). Assim, nas infecgbes endodonticas, E. faecalis pode sobreviver no canal
radicular como organismo Unico, sem o suporte de outras espécies, e representar um
problema para o sucesso do tratamento. Este género oferece resisténcia a varias
substancias antimicrobianas e ainda pode se favorecer por alteracdes no ecossistema
do canal radicular e instituir uma infeccdo persistente. E. faecalis pode invadir os tdbulos
dentinarios em profundidade e, com isso, é provavel que as células no interior dos
tubulos dentinarios que consigam sobreviver a instrumentagcdo quimico-mecéanica e
medicacdo intracanal possam colonizar os tubulos e reinfectar os canais radiculares
obturados (Berber at al.*°, 2006).

E. faecalis possui diversos fatores de viruléncia, tais como: enzimas
liticas, substancia de agregacdo, adesinas de superficie, &cido lipopoliteicico e
producdo extracelular de superdxido, além da habilidade de formacdo de biofilme
(kayaoglu, Orstavik®, 2004), possuindo capacidade de invadir os tibulos dentinarios e
aderir ao colageno e sobreviver a periodos extensos de privacdo nutricional (Love’™,
2001), fato que contribui para sua sobrevivéncia durante o preparo biomecanico.

A penetracéo intratubular de E. faecalis foi avaliada por Waltimo et al.**’
(2000), através de um modelo experimental utilizando dentes humanos. Os autores
verificaram que a penetragcdo dentinaria foi fracamente em todas as 12 amostras num
periodo de 1 a 5 dias.

Love™ (2001) demonstrou a habilidade de E. faecalis em causar les&o
periapical cronica envolvida com insucesso da terapia endodéntica. Para o autor, a
resisténcia e a capacidade de invaséo dos tabulos dentinarios, é devida principalmente
pela adesdo do microrganismo ao colageno, permanecendo viavel no interior dos
tibulos. Foi também comparado o comportamento de trés diferentes espécies
bacterianas (S. gordonii, S. mutans e E. faecalis), demonstrando que S. gordonii e S.
mutans apresentaram menor e significativa fixacdo ao colageno em relacdo ao E.
faecalis, sugerindo que esse processo de fixacdo ao colageno seja em parte
responsavel pela inibicdo da migracdo desses microrganismos para os tubulos
dentinarios.

Com relagcdo a sobrevivéncia do E. faecalis, Sedley et al.'*® (2005)
realizaram estudo ex vivo para determinar a capacidade de sobrevivéncia deste apés a



25

obturacédo definitiva do canal sem aporte nutricional adicional. Os resultados mostraram
que apos periodos de incubacdo de 6 meses e 1 ano, E. faecalis foi recuperado em
100% dos casos. Esses resultados demonstram a ampla capacidade deste
microrganismo de sobreviver a grandes desafios ambientais e de permanecer por um
periodo viavel no interior dos canais radiculares obturados podendo comprometer o
tratamento.

Sendo assim, Peciuliene et al.® (2001) salientaram que a necessidade de
emprego de medicacdo intracanal na eliminacdo das espécies microbianas,
principalmente ao E. faecalis, para obtengéo do sucesso no retratamento endodontico,

se faz necessaria.

2.3 Medicacdo intracanal

Devido as bactérias e seus produtos ndo serem frequentemente atingidos
pela acdo do preparo biomecanico, especialmente aquelas localizadas nos tubulos
dentinarios, ramificacdes apicais, areas de reabsorcdo e no biofilme apical, o emprego
de uma medicac¢do intracanal antibacteriana € recomendado para a completa
desinfeccdo do sistema de canais radiculares em dentes com lesdo periapical cronica
(Leonardo®, 2005).

Para Lopes, Siqueira Jr.”® (1999), a medicacdo intracanal consiste no
emprego de medicamentos no interior do canal radicular onde deverdo permanecer
ativos durante todo periodo entre as consultas do tratamento endoddntico. Embora esta
etapa ndo possa substituir o preparo quimico-mecanico em termos de eficacia no
controle da infeccdo do canal radicular, sua utilizagdo assume um papel auxiliar
bastante importante em determinadas condi¢des clinicas e patologicas. Um
medicamento a ser aplicado no interior do sistema de canais radiculares deve promover
a eliminacdo e impedir a proliferacdo de bactérias da saliva, reduzir a inflamacao
perirradicular, solubilizar matéria organica, neutralizar produtos toxicos, controlar
exudacao persistente, reabsorcao dentaria externa inflamatdria e estimular a reparacao
por tecido mineralizado.

Siqueira Jr. et al.'*®

(1997), acrescentam que, embora uma reducgdo
consideravel no nimero de células bacterianas da luz do canal principal possa ser
obtida pelos efeitos quimicos e mecéanicos da irrigacdo e da instrumentagéo, bactérias

podem permanecer vidveis em regides inacessiveis a este. Relatam também que,
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engquanto menores irregularidades anatdémicas possam ser incorporadas no preparo,
areas como reentrancias, istmos, ramificacdes e tdbulos dentinarios podem abrigar
bactérias. Estas areas ndo sdo comumente afetadas por instrumentos e a substancia
guimica auxiliar empregada na irrigacdo, ndo terd tempo de acgéo intracanal suficiente
para agir em profundidade. Assim, o tratamento endoddntico apresenta trés etapas
principais de combate a infeccdo: o preparo quimico mecanico, a medicacao intracanal
e a obturacdo do sistema de canais radiculares.

Por permanecer no interior do canal radicular por mais tempo, um
medicamento intracanal dotado de acdo antimicrobiana tem maiores chances de atingir
areas ndo afetadas pela instrumentacdo como istmos, ramificacdes, reentrancias e
tubulos dentinérios. Sua acdo antimicrobiana potencializa a reducdo da microbiota
endodéntica proporcionando melhor reparagdo dos tecidos perirradiculares e,
consequentemente, um maior indice de sucesso da terapia endodbntica (Lopes,
Siqueira Jr’°, 2004).

A demonstracdo da importancia do emprego da medicacdo intracanal

para reparacao foi feita por katebzadeh et al.*®

(1999) em estudo histoloégico em dentes
de cdes. Os autores avaliaram o reparo de lesdes perirradiculares apos o tratamento
endodéntico efetuado em uma e duas sessfes. Os canais foram irrigados com solugéo
salina e no grupo de duas sessfes foi utilizada medicacdo com hidroxido de calcio.
Apds seis meses, a analise histologica revelou que houve significativamente menos
inflamacé&o perirradicular no grupo tratado em duas sessdes. Em outro estudo também
em cées, mas realizando andlise radiografica do sucesso, os mesmos autores®’ (2000)
revelaram melhores resultados também para o grupo de duas sessoées (15,8%), o qual
apresentou um significativo menor nimero de casos de insucesso que 0 grupo de
sessdo Unica (41,2%).

Bonetti Filho'® (2000) efetuou uma avaliacéo radiogréfica, histopatoldgica
e hitomicrobiolégica apdés emprego ou ndo da medicacgao intracanal entre sessdes, apds
180 dias do tratamento de canais radiculares em dentes de cédes com lesdo periapical
cronica. Durante o preparo biomecénico, os canais radiculares foram submetidos a uma
copiosa irrigagdo com solugdo de hipoclorito de sédio a 5,25%, utilizando, por um
periodo de 15 dias, trés diferentes curativos de demora a base de hidroxido de calcio,
0s quais determinaram trés grupos experimentais. A conclusdo da pesquisa foi de que,
mesmo usando uma solucgdo irrigadora de acdo bactericida enérgica, a utilizacdo de
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medicacdo intracanal entre as sessfes, foi de fundamental importancia para a
reparacao periapical, radiogréfica, histoldgica e histomicrobiolégica.

Tanomaru Filho et al.®*®

(2002) avaliaram o reparo apical e periapical
apos tratamento endododntico de dentes com necrose pulpar e leséo periapical crénica
em cées. Setenta e dois canais radiculares de quatro caes foram submetidos ao preparo
biomecanico, usando hipoclorito de sddio 5,25% ou digluconato de clorexidina 2%,
como solugéo irrigadora. Os canais radiculares foram ou obturados imediatamente com
Sealapex, usando condensacao lateral ativa da guta-percha, ou um curativo intracanal a
base de hidroxido de calcio foi aplicado por 15 dias, antes da obturacdo com Sealapex.
Ap6s 210 dias, os animais foram mortos por sobredose anestésica, e 0s cortes
histologicos obtidos foram corados com hematoxilina e eosina para analise em
microscopia Optica do reparo apical e periapical. Houve melhor reparo nos grupos com
medicacgdo intracanal do que com obturacdo imediata (p < 0,05), independente das
solugdes irrigadoras utilizadas.

Holland et al.** (2003) realizaram estudo objetivando analisar o processo
de reparo em dentes com periodontite apical ap6s o tratamento do canal radicular em
uma ou duas sessdes. Pré-molares e dentes anteriores de cdes (n= 60) foram expostos
a cavidade bucal por seis meses para o desenvolvimento de les6es periapicais. Apos 0
periodo de contaminacdo, os canais foram submetidos ao preparo quimico mecanico
utilizando hipoclorito de sodio 2.5% como solucéo irrigadora. Os dentes foram obturados
empregando-se guta-percha e cimento Sealapex através da técnica da condensacéo
lateral. Vinte dentes foram obturados em sessdo Unica imediatamente apdés a
instrumentagcdo. Os demais 40 dentes foram divididos em dois grupos: onde o hidréxido
de célcio foi utilizado como medicacado intracanal por 7 e 14 dias. Ap6s 6 meses, 0s
animais foram sacrificados e os tecidos preparados para analise histomorfolégica. Foi
concluido que o uso do curativo favorece a obtencdo de melhores resultados que a
obturacédo em sessdao Unica.

De Rossi et al.** (2005) avaliaram a cicatrizacdo de lesdes periapicais
cronicas induzidas experimentalmente em cédes, aos 30, 75 e 120 dias apés
instrumentagdo dos canais radiculares, com limas NiTi ou K manuais, com ou sem
curativo intracanal de pasta de hidréxido de célcio/clorexidina 1%. Os 2°, 3° e 4° pré-
molares inferiores e 2° e 3° pré-molares superiores de cinco cées (12 a 18 meses de
idade, pesando de 8 a 15 Kg) foram selecionados para tratamento (um total de 82
canais radiculares). Apos a remocao pulpar, os canais foram expostos a cavidade oral
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por sete dias, para permitir contaminagdo microbiana e posteriormente selados, com
cimento de O6xido de zinco eugenol até que as lesdes fossem confirmadas
radiograficamente. Nos grupos | e Il, os dentes foram instrumentados com limas K
manuais, usando a técnica coroa-apice. Nos dentes dos grupos lll e IV, foram usadas
limas rotatérias de NiTi. O delta apical foi perfurado usando limas K de #20 a #30, em
todo o comprimento do dente, criando uma abertura apical padronizada. O batente
apical foi alargado até a lima #70, com irrigacdo de hipoclorito de sodio 2,5% a cada
troca de lima. Os dentes nos grupos Il e IV receberam curativo com pasta de hidroxido
de célcio (Ca(OH),)/clorexidina 1% (CHX) por 15 dias, antes da obturacéo radicular. Os
dentes dos grupos | e lll ndo receberam curativo intracanal. As aberturas coronarias
foram permanentemente restauradas com amalgama de prata, condensado sobre uma
base de ionbmero de vidro. Radiografias padronizadas foram tiradas antes do
tratamento (0 dias) e aos 30, 75 e 120 dias ap0s a obturacdo. Nao houve diferenca
significante na cicatrizacdo radiografica das lesdes periapicais entre a instrumentacao
manual e rotatéria. Radiografias tiradas 120 dias mostraram que o tratamento com a
pasta de Ca(OH),/CHX 1% resultou em uma reducédo significativa no tamanho médio
das lesbes periapicais, comparado com o tratamento em sesséo Unica. Estes achados
suportam a hipétese que, independente da técnica de instrumentacdo (manual ou
rotatoria), o uso de um curativo intracanal é importante no tratamento endoddntico de
dentes de cdes com lesfes periapicais crénicas induzidas experimentalmente.

Leonardo et al.** (2006) compararam o reparo de dentes com lesdo
periapical ap6s tratamento endodontico utilizando curativo intracanal a base de
hidréxido de célcio por varios periodos ou obturagdo na mesma sessdo. Apos indugdo
de lesBes periapicais em dentes de quatro cdes, os canais radiculares foram
preparados, usando hipoclorito de sodio a 5,25% como solugdo irrigadora, e 0os animais
foram separados em quatro grupos experimentais. No grupo |, os canais radiculares
foram obturados na mesma sessao; nos grupos Il, Il e 1V, curativo a base de hidroxido
de calcio permaneceram nos canais por 15, 30 ou 180 dias, respectivamente. Os canais
radiculares dos grupos |, Il e Il foram obturados com cones de guta-percha e cimento
AH Plus. Ap6s 180 dias, os animais foram mortos e os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina eosina, para avaliar o reparo periapical. O reparo foi melhor
nos grupos Il, Il e IV (curativo intracanal) comparado com o grupo | (sessado Unica; p <
0,05). Os autores concluiram que o curativo intracanal a base de hidréxido de célcio foi
importante para o reparo de dentes com leséo periapical. Curativo com pasta a base de
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hidréxido de célcio resulta em melhor reparo periapical do que quando o canal radicular
€ obturado na mesma sessao.

Além do reparo periapical induzido quando se utiliza a medicacéo
intracanal entre as sessfes, 0 uso da mesma também promove reduc¢éo bacteriana.

Siqueira Jr. et al.'*’ (2007) investigaram a reducdo bacteriana apos
instrumentagdo com hipoclorito de sodio (NaOCI) 2,5% como irrigante e curativo entre
sessdes com uma pasta de hidréxido de calcio (Ca(OH),)/paramonoclorofenol
canforado (PMCC). Onze dentes com infec¢Bes intra-radiculares primarias e
periodontites apicais cronicas foram selecionados de acordo com severos critérios de
inclusdo e exclusdo. Amostras bacterianas foram colhidas antes do tratamento (S1),
apoés o preparo quimico-mecénico, usando limas manuais NiTi e NaOCIl 2,5% (S2), e
ap6és uma medicacdo por sete dias com pasta Ca(OH),/PMCC (S3). Bactérias
cultivhveis registradas dos canais infectados nos trés estdgios foram contadas e
identificadas por meio da analise sequencial do gene rRNA 16S. Em S1, todos os casos
abrigaram bactérias, com um niumero médio de 2,8 por canal (variando de 1-6). Em S2,
6 de 11 (54,5%) dos casos apresentaram culturas positivas com uma a trés espécies
por canal. Em S3, apenas um caso (9,1%) foi positivo para a presenca de bactérias,
com Propionibacterium acnes como unico isolado. Uma reducéo significativamente alta
nas contagens bacterianas foi observada comparando as amostras S2 e S3, com
relacdo a reducado bacteriana quantitativa (p = 0,029) e o nimero de casos com cultura
negativa (p = 0,03). Foi concluido que o preparo quimico-mecanico com NaOCI 2,5%,
como solucdo irrigadora, reduziu significativamente o nimero de bactérias no canal,
mas falhou em obter canais livres de bactérias em mais da metade dos casos. Um
curativo intracanal por sete dias aumentou significativamente o nimero de casos com

cultura negativa.

2.4 Hidr6xido de calcio

A busca incessante de uma medicacgéo intracanal ideal, com o objetivo de
eliminar os microrganismos sobreviventes ao preparo biomecéanico foi um objetivo da
fase da “simplificacdo endoddntica” (Leonardo®, 2005) que teve o seu inicio na década
de 40 e seu término no comeco da década de 80 no século passado. A partir da década
de 70 o hidroxido calcio passou a ser amplamente empregado e difundido como
medicagdo intracanal para os dentes que apresentavam necrose pulpar e reacgao
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periapical cronica, devido ao seu elevado poder bactericida e sua biocompatibilidade.
Desde entdo, esse material tem sido utilizado durante décadas e tem sido o produto
mais recomendado (Leonardo et al.®?,2002; Leonardo®, 2005; Lopes, Siqueira Jr’°,
2004; Tanomaru Filho et al.**, 2002) como medicacéo intracanal, persistindo como o
medicamento mais empregado para essas situacfes e constituindo atualmente a
conduta mais aceita para o combate aos microrganismos que escaparam do preparo
biomecanico.

Os medicamentos aplicados em toda extensdo do canal radicular
funcionam como uma barreira fisica impedindo o suprimento de substrato e ocupando
espacos, a fim de limitar a multiplicacdo microbiana (Chong, Pitt'®, 1992). As pastas de
hidréxido de célcio funcionam como uma barreira fisico-quimica, retardando
significativamente a recontaminacao do canal, quando da exposicdo a saliva por perda
do selador coronario.

A propriedade antimicrobiana do hidroxido de calcio foi investigada por
inimeras pesquisas com diferentes metodologias. Matsumiya, Kitamura™ (1960) em
estudo histopatolégico e histobacteriolégico em dentes de cées, verificaram que o
hidréxido de célcio, como medicacgdo intracanal, acelera a reparacdo natural de lesbes
periapicais, em funcdo do desaparecimento progressivo de bactérias nos canais
radiculares, a despeito da infecgdo existente no momento de sua aplicacao.

Sjogren et al.*?® (1991) avaliaram o efeito antimicrobiano do hidroxido de
calcio em 10 minutos e 7 dias. Para tanto, valeram-se de 30 dentes humanos
unirradiculares com polpas necrosadas e lesdo periapical, que ap6s a instrumentacao,
irrigacdo com hipoclorito de sodio a 0,5%, e a secagem, foram preenchidos com pastas
de hidréxido de calcio. Em 12 canais radiculares a medicacao foi deixada no canal por
um periodo de 10 minutos e em 18 canais por 7 dias. Amostras microbioldgicas foram
tomadas dos canais radiculares de modo a permitir que pontas de papel absorventes
fossem introduzidas até 1 mm aquém do vértice radiogréafico. Posterior a aplicacdo do
hidréxido de célcio nos dois periodos, e sua remocdo, uma terceira amostra foi obtida.
ApGs o processamento microbioldgico, a andlise dos resultados mostrou que bactérias
estavam presentes em todas as 30 amostras iniciais. Ap6s o preparo, bactérias
ocorriam em 6 dos 12 canais que iriam receber a medicacédo de hidroxido de calcio por
10 minutos, e em 9 dos 18 canais em que o medicamento permaneceria por 7 dias.
Nestes 18 canais nenhuma bactéria foi isolada nas amostras tomadas imediatamente

apos a remocéao do hidréxido de calcio, nem nas amostras finais, 5 semanas mais tarde,
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onde permaneceram sem o0 medicamento. Nos 12 dentes onde a medicagdo foi
colocada por 10 minutos, as bactérias persistiram em 6 canais radiculares, sendo que
todas as cepas identificadas estavam presentes nas amostras iniciais, exceto em 1
caso. A aplicacdo do hidréxido de célcio por 10 minutos mostrou ser ineficiente,
enquanto que por 7 dias, as bactérias ndo sobreviveram e no terceiro, eliminada apds o
curativo.

No ano de 1995, Kontakiotis et al.®® analisaram a acdo do hidréxido de
calcio sobre a flora anaerébia do canal radicular, através da absorcdo do dioxido de
carbono do meio. Vinte bactérias anaerébias obrigatorias e 20 facultativas isoladas de
canais radiculares infectados e identificadas em nivel de espécies foram utilizadas. Para
cada espécie bacteriana, uma concentracao padréo foi alcancada, e 0,1 mL do in6culo
foi colocado em placas agar sangue, que foram, consecutivamente, incubadas em uma
camara anaerlbica por 5-7 dias. Um grupo controle e um experimental foram
estudados: o grupo experimental incluiu uma placa com espécies bacterianas, bem
como uma placa aberta contendo 32 g de pasta de Ca(OH), na proporcdo de 6:4.
Ambas as placas foram incubadas em uma camara anaerobica por 72 horas. O grupo
controle incluiu apenas uma placa contendo as mesmas espécies bacterianas e foi
incubada sob as mesmas condi¢cdes. Apos 72 horas de incubacdo, o namero de
bactérias registradas foi contado em ambos os grupos. Os resultados demonstraram
gue no grupo controle a quantidade de bactérias recobertas foi significativamente menor
que no grupo experimental, ndo sendo observada resisténcia de qualquer espécie
bacteriana frente ao hidroxido de calcio. Os autores concluiram que o hidroxido de
calcio é capaz de absorver o dioxido de carbono do meio, representando, assim, outro
mecanismo antibacteriano desta medicacgdo intracanal. Afirmaram, também, que desta
maneira, o hidréxido de célcio pode eliminar bactérias do interior do canal radicular,
mesmo na auséncia de contato fisico do material com 0s microrganismos.

Leonardo et al.°, em 1997, in vitro, empregaram duas pastas a base de
hidréxido de calcio (Calen, Calasept), e também o éxido de zinco e eugenol, sobre
cepas especificas de Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis e duas cepas isoladas de saliva, o
Staphylococcus aureus e 0 Streptococcus mutans. Esses testes foram realizados pelo
método de difusdo, em meios solidos Brain Heart Infusion Agar (BHIDifco) e Muller
Hinton Medium (Difco), semeados pela técnica de pour plate. Os meios foram
otimizados pelo gel de TTC a 1,0%. As pastas testadas foram colocadas em pocos
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(4x4mm), em pontas de papel absorventes, e mantidas por 2 horas a temperatura
ambiente para o processo de difusdo das mesmas. Decorridos 24 horas de incubagéo a
37°C, os halos de inibicdo formados foram entdo mensurados. Os resultados mostraram
gue as pastas Calen e Calasept inibiram todas as cepas bacterianas pelos dois métodos
de avaliacdo empregados. A pasta de 6xido de zinco e eugenol mostrou-se ineficiente,
sem qualquer acéo contra E. faecalis e P. aeroginosa.

Estrela et al.®" (1998) determinaram in vitro o efeito antimicrobiano direto
do hidroxido de calcio sobre varios microrganismos (M. luteus; S. aureus, F. nucleatum,
P. aeruginosa, E. coli e Streptococcus ssp.), em intervalos de 0, 1, 2, 6, 12, 24, 48, 72
horas e 7 dias. Estas cepas foram cultivadas em Brain-Heart-Infusion (BHI), com
excecdo do F. nucleatum onde foi cultivada em meio reduzido (BHI-pras). Cones de
papel autoclavados foram imersos em culturas puras destes microrganismos e em
misturas pelo periodo de 3 minutos, e posteriormente cobertos com pasta de hidréxido
de caélcio associada ao soro fisiolégico, sendo removidos nos diferentes periodos, e
transferidos para o meio apropriado (BHI) para observar seu crescimento e
multiplicacdo. A incubacdo foi conduzida a 37°C por 48 horas, de acordo com as
exigéncias de oxigénio de cada microrganismo. O efeito antimicrobiano do hidroxido de
calcio foi demonstrado ocorrer apés 12 horas sobre o M. luteus e o F. nucleatum, 24
horas sobre o Streptococcus ssp, 48 horas sobre a E. coli, e 72 horas sobre 0 S. aureus
e P. aeruginosa.

O hidréxido de célcio é considerado uma base forte, com pH aproximado
de 12,5, que apresenta uma baixa solubilidade em agua. A grande maioria das bactérias
patogénicas para o homem n&o € capaz de sobreviver em meio alcalino. Como o pH do
hidroxido de célcio é cerca de 12,5 conforme relata Siqueira Jr.*?® (1998), depreende-se
que praticamente todas as espécies bacterianas ja isoladas de canais infectados séo
sensiveis aos seus efeitos, sendo eliminadas em curto periodo de tempo, quando em
contato direto com esta substancia. A atividade antimicrobiana do hidréxido de célcio
esta desta forma, relacionada a liberacdo de ions célcio e hidroxila, oriundos de sua
dissociacdo. Os ions hidroxila séo radicais livres altamente oxidantes que apresentam
extrema reatividade, ligando-se a biomoléculas proximas ao seu local de formacao
Leonardo®,2005; Lopes, Siqueira Jr'°,2004; Tanomaru Filho'*, 2002).

A variagdo o pH reflete na viabilidade bacteriana, uma vez que influencia
a atividade enzimética. Todo o metabolismo celular é dependente da acdo de enzimas,
as quais possuem uma faixa estreita de pH onde a atividade ou estabilidade é 6tima
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girando em torno da neutralidade (Padan et al.”*, 1981). A alcalinizac&o promovida pelo
hidréxido de calcio induz a desnaturacdo de enzimas, alterando sua estrutura
tridimensional, resultando na perda de sua atividade biol6gica e consequentemente
comprometendo a atividade microbiana.

Estrela et al.*® (1994) estudaram o efeito biolégico do pH na atividade
enzimética de bactérias anaerdbias. A andlise de uma variedade de fatores isolados
correlacionando pH e as atividades de enzimas bacterianas e teciduais, permitiu
levantar a hipétese de que o hidroxido de célcio poderia inativar as enzimas bacterianas
de modo irreversivel ou definitivo, quando em condi¢cdes extremas de pH em longos
periodos de tempo. E também uma inativagdo enzimatica reversivel ou temporaria,
qguando do retorno do pH ideal a agdo enzimatica, haveria volta a sua atividade normal.
Estes fatores proporcionaram aos autores acreditarem que na realidade o hidréxido de
calcio apresenta duas grandes propriedades enziméaticas: a de inibir as enzimas
bacterianas, levando ao efeito antibacteriano, e a de ativar as enzimas teciduais, como
a fosfatase alcalina, gerando o efeito mineralizador.

Estrela et al.*?

(1999) reportaram que a acéo antimicrobiana do hidroxido
de calcio decorrente de seu pH elevado, determinada pela liberagdo de ions hidroxila,
requer tempo ideal para a efetiva acdo dos microrganismos, quer por contato direto ou
indireto nos tabulos dentinérios. Nesta pesquisa, foi avaliado o efeito antimicrobiano do
hidréxido de célcio em tdbulos dentinarios infectados, a partir de sua difusdo, nos
periodos de 0, 48, 72 horas e 7 dias. Quatro cepas bacterianas: S. faecalis, S. aureus,
Bacillus subtilis e P. aeruginosa foram repicadas em 5 ml de Brain-Heart-Infusion (BHI)
e incubada a 37°C por 24 horas. Cinco grupos de 12 dentes anteriores foram
instrumentados, esterilizados em autoclave, inoculados com estes microrganismos por
um periodo de 28 dias. A seguir, foram irrigados com soro fisiol6gico e preenchidos com
pasta de hidroxido de célcio e soro fisioldgico. Em intervalos de 0, 48, 72 horas e 7 dias,
a pasta de hidroxido de célcio foi removida, os canais radiculares foram secados e 0s
dentes imersos em 5 ml de caldo BHI, mantidos a 37°C por 48 horas. O crescimento
bacteriano foi evidenciado pela turvacdo do meio de cultura e confirmado pela
semeadura destes caldos em placas de agar BHI a 37°C por 24 horas. Coloracdo de
Gram foi realizada a partir do crescimento do caldo bem como das colbnias das placas
de agar BHI, para confirmacdo microscOpica dos microrganismos inoculados. Os
resultados mostraram que no periodo de 7 dias o hidréxido de célcio foi inefetivo por

acao indireta contra os microrganismos testados.



Apesar de o pH alcalino ser um fator prejudicial a sobrevivéncia de
microrganismos, muitas espécies implicadas em infecgbes dos canais radiculares
conseguem manter sua viabilidade frente a alteragdes no pH. Alguns microrganismos
como o E. faecalis e C. albicans podem sobreviver em meio extremamente alcalino. Mc
Hugh et al.”® (2004) avaliaram o comportamento do E. faecalis frente a diferentes
intervalos de pH. Os resultados demonstraram que na faixa de pH 10.5 a 11.0 o
crescimento do E. faecalis é retardado, enquanto que em pH 11.5 ou acima deste valor
nenhum crescimento € verificado.

Porém, Waltimo et al.'*®

(1999) avaliaram a susceptibilidade do E.
faecalis ao hidréxido de calcio, que permaneceram em contato por 5 minutos a 6 horas.
E. faecalis apresentou resisténcia igualmente alta ou até mesmo maior ao hidroxido de
calcio

E. faecalis e alguns microrganismos apresentam maior resisténcia ao
hidréxido de calcio devido possuirem sofisticados mecanismos para regulacdo do pH
intracitoplasmatico para niveis compativeis com a sobrevivéncia, a despeito de
alteracdes do pH no ambiente (Booth'*,1985).

Tem sido relatado o isolamento de E. faecalis mesmo em ambientes com
pH 11.5. Esta resisténcia de E. faecalis ao hidréxido de célcio esta relacionada a uma
bomba de prétons ativa, que reduz o pH intracitoplasmatico por bombear prétons para o
interior da células (Evans et al.**, 2002).

| 101

Quillin et a (1992) testaram os efeitos antimicrobianos, in vitro, de

pastas de Ca(OH), associadas a clorexidina e ao metronidazol, em varias
concentracoes, em dentes infectados e preparados biomecanicamente. Dentes de
humanos unirradiculados, recentemente extraidos, foram preparados com limagem
circunferencial e inoculados com uma mistura de Bacteroides intermedius, F. nucleatum,
S. faecalis e Eubacterium vurii. Os canais infectados foram preenchidos com os
medicamentos formulados, selados com cera esterilizada e incubados anaerobicamente
no meio Brucella complementado com hemina/menadiona (BHM) a 37°C. Nos intervalos
de tempo, os medicamentos foram removidos e 0s dentes colocados em BHM e
incubados por sete dias. Crescimento positivo, observado pela turbidez, foi confirmado
por procedimentos bacterioldgicos padrées. Nos casos de resultados negativos (sem
crescimento), BHM foi analisado para determinar a presenca e concentracdo de

substancias inibitérias difusas. Resultados preliminares, usando método de difusdo em
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agar, mostraram que preparacdes contendo metronidazol e clorexidina foram superiores
ao Ca(OH), sozinho na inibicdo do crescimento dos organismos testados.

Behnen et al.® (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana de varias
preparacdes de hidroxido de célcio (Ca(OH),) na dentina de canal radicular infectado
com E. faecalis. Raizes de incisivos bovinos extraidos foram preparadas formando
espécimes cilindricos, estandardizados com 5 mm de comprimento, a smear layer foi
removida e os espécimes foram incubados por 24 horas a 37°C em meio de cultura
bacterioldgico, contendo 7x10* unidades formadoras de colénias por mililitro de E.
faecalis. Os espécimes foram montados em placas de cultura individuais, com 4 mm de
diametro, e o material teste foi aplicado para preencher a luz do canal. Havia cinco
grupos de tratamento: grupo 1, uma mistura espessa de Ca(OH), USP (1g/ml de H,O);
grupo 2, uma mistura fina de Ca(OH), USP (0,1g/ml de H,0); grupo 3, pasta Pulpdent
TempCanal™; grupo 4, H,O esterilizada (controle positivo); e grupo 5, 25 espécimes de
dentina no meio de infusédo Brain Heart, ndo inoculado, esterilizado, que foram incluidos
como controles negativos. A andlise microbiolégica quantitativa da dentina, em varias
profundidades, foi completada ap6s 24 horas. Todos 0s grupos mostraram uma
diminuicdo significativa (p < 0,001) no numero de E. faecalis, em todas as
profundidades de dentina, comparados com o controle. Os grupos 2 e 3 demonstraram
atividade antimicrobiana significativamente maior (reducdo de 73%-86%) em todas as
profundidades de dentina testadas comparados com o grupo 1 (13%-26%) (p<0,05).
Estes resultados sugerem que o Ca(OH), pode diminuir o nimero de E. faecalis em
todas as profundidades dos tubulos dentinérios dentro de 24 horas, e prepara¢gfes mais
finas de Ca(OH), pode ser mais efetiva na eliminagdo de E. faecalis dos tubulos
dentinarios que preparacgdes espessas.

Weiger et al.**° (2002), propdem um método alternativo para caracterizar
a viabilidade bacteriana na dentina radicular humana infectada através da determinagéo
da proporcao de microrganismos viaveis e ndo viaveis, quando foi utilizado hidroxido de
calcio como medicacdo. Para este estudo foram selecionados 24 dentes humanos que
tiveram o didmetro e extensdo dos canais padronizados sendo, em seguida,
esterilizados. Os espécimes foram divididos em dois grupos (n=12) para contaminacao
com E. faecalis e S. sanguinis por 8 semanas. Cada um dos grupos foi subdividido em 1
grupo controle (n=6) e 1 grupo teste (n=6). Amostras da dentina radicular, através da
ampliagéo padronizada do canal radicular, foram coletadas para determinar o padréo de

contaminacgdo apds 4 semanas. Estas foram comparadas com amostras coletadas na 82
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semana (grupo controle) e com aquelas coletadas na 122 semana (grupo teste) apos 28
dias de aplicacdo de curativo de hidroxido de célcio. As amostras foram analisadas pela
microscopia de fluorescéncia para determinacdo da propor¢cdo de bactérias viaveis e
ndo viadveis e através da contagem de unidades formadoras de coldnias. Bactérias
viaveis e nao viaveis foram identificadas em todas as amostras da dentina radicular.
Nos grupos controles, a proporcdo de bactérias viaveis e avaliacdo das UFC nao
apresentaram grandes variacdes entre as amostras coletadas na 42 e 82 semana. Para
0 grupo teste, contaminado com E. faecalis observou-se 56,2% de bactérias viaveis e
média de 5.3 log UFC. Os autores concluiram que a viabilidade do E. faecalis nédo foi
afetada pelo hidroxido de calcio.

Turk et al.'®®

(2009) investigaram in vitro a atividade antimicrobiana do
hidréxido de calcio (CH), em combinac¢do com glicerina, gluconato de clorexidina (CHX),
cetrimida, ou &gua destilada contra E. faecalis e C. albicans. Pogos padronizados nas
placas de agar foram realizados e preenchidos com uma das preparacdes de CH e os
agentes de controle. As zonas de inibicdo microbiana foram medidas apés o periodo de
incubagdo. Os preparados de CH com glicerina e CHX demonstraram atividade
antifingica mais do que preparados de CH com cetrimida e agua destilada. Os
preparados de CH- glicerina ndo tiveram qualquer efeito contra o E. faecalis, e o
preparado CH- CHX foi o medicamento mais eficaz. A atividade antimicrobiana de CH
pode mudar com o tipo do veiculo e contra microrganismos diferentes. E. faecalis foi

mais resistente do que a C. albicans aos preparados de CH.

2.5 Hidr6éxido de calcio com PMCC

Algumas pesquisas demonstram que para uma efetiva agéo
antimicrobiana contra 0s microrganismos citados anteriormente, o uso do
paramonoclorofenolcanforado (PMCC), tem mostrado bons resultados.

Baseados na justificativa de que embora o hidréxido de calcio apresente
maior eficdcia contra os microrganismos anaerdbios, no inicio da década de 90,
Leonardo® (2005), voltou a preconizar o emprego da associacéo do hidréxido de célcio
com paramonoclorofenolcanforado (PMCC), pois este tem atividade antimicrobiana
contra alguns anaerobios facultativos, como 0s enterococos. Assim, as associagdes das

duas substéncias iriam conferir um maior espectro de atividade antimicrobiana.
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O paramonoclorofenol canforado é constituido por uma mistura liquida,
oriunda da combinacgéo do paramonoclorofenol com a canfora, em partes variaveis, 25 a
35% de paramonoclorofenol e 65 a 75% de canfora. O paramonoclorofenol apresenta-
se sob a forma de cristais e possui odor fendlico caracteristico. A canfora é,
quimicamente, uma cetona terpénica biciclica, derivada do canfeno e obtida da
canforeira, arvore da familia das laurdceas. Apresenta-se sob a forma de cristais
incolores ou massas cristalinas fridveis e transllcidas, untuosas ao tato; tem odor
penetrante, caracteristico, e sabor amargo; € uma substancia aromatica, muito pouco
solavel em &gua (1:800). Dessa forma, o paramonoclorofenol canforado, quando
empregado em associagdo ao hidroxido de calcio, funciona como veiculo oleoso, em
razdo da canfora ser considerada um 6leo essencial e apresentar baixa solubilidade em
agua (Lopes et al.*®, 2004).

Em 1983, Stevens, Grossman™*! avaliaram a efetividade do hidroxido de
calcio (Ca(OH),) e paraclorofenol canforado (PCC), como medicamentos intracanal.
Foram utilizados quatro caninos de gatos, inoculados com S. faecalis: dois foram
medicados com uma pasta a base de Ca(OH), — Pulpdent; um foi medicado com PCC e
um dente ndo recebeu medicacdo. Durante cinco semanas de observacdo, o PCC
apresentou culturas negativas em todos os periodos, enquanto o Ca(OH), mostrou
crescimento microbiano consistente. A eficacia dos medicamentos também foi avaliada
em S. faecalis in vitro, pelo método de difusdo em &gar. Zonas maiores de inibi¢cdo (19,5
mm de didametro) foram observadas para o PCC quando comparadas as do Ca(OH), (10
mm). Foi concluido que tanto em dentes de gatos quanto in vitro, o Ca(OH), nao foi
efetivo em destruir S. faecalis, quando comparado ao PCC.

Souza et al.*®

(1989) avaliaram o sucesso clinico e radiografico de
dentes portadores de necrose pulpar e lesédo perirradicular crénica empregando pasta
aquosa de hidroxido de calcio com PMCC e glicerina. Os autores concluiram que o
preenchimento do canal de dentes portadores de necrose pulpar e reacao perirradicular
crbnica com hidroxido de calcio com PMCC conduz a uma elevada porcentagem de
reparos clinicos e radiogréficos.

Orstavik, Haapasalo® (1990) avaliaram, in vitro, a ac&o desinfectante da
pasta Calasept, PMCC (6:3), sobre cilindros de dentina infectados com E. faecalis, S.
sanguis, E. coli ou P. aeruginosa. Avaliaram também o efeito da camada residual sobre
cilindros infectados com E. sanguis e E. faecalis, mediante aplicacdo do PMCC gasoso

ou liquido, e a acdo da Calasept sobre S. sanguis. Verificaram que a pasta Calasept
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ndo eliminou E. faecalis em 10 dias, sendo as demais espécies eliminadas em periodos
variaveis, nao ultrapassando 24 horas. O PMCC na forma liquida inativou S. sanguis em
cinco minutos e E. faecalis em 60 minutos. Na forma de vapor, o PMCC aboliu o
crescimento de E. coli em 20 minutos. Contudo, mais tempo foi necessario contra E.
faecalis, S. sanguis e P. aeruginosa. Portanto, o PMCC foi mais efetivo que o hidréxido
de calcio. Concluiram que a camada residual retardou, mas ndo aboliu o efeito
antibacteriano do PMCC na forma liquida ou gasosa, bem como do hidréxido de célcio.

Empregando técnicas diferentes no preparo biomecénico dos canais
radiculares de dentes de cdes com reacdo periapical cronica induzida, e medicagao
intracanal com pasta a base de hidréxido de célcio, Leonardo et al.®®, em 1994,
avaliaram o processo de reparo dos tecidos periapicais através de analise
histomicrobiologica e acompanhamento radiografico. Empregaram 40 canais radiculares
de pré-molares superiores e inferiores de cées adultos jovens. Apdés o periodo de
inducdo das lesdes, os canais radiculares foram instrumentados sendo no Grupo |
irrigados com o hipoclorito de sodio a 4% -6%, recebendo uma pasta a base de
hidréxido de célcio (Calen/PMCC) por 7 dias. No Grupo I, a solucao irrigadora utilizada
foi o hipoclorito de sédio a 0,5% (Dakin), sendo os canais radiculares obturados
imediatamente apds preparo biomecénico. Em ambas as técnicas o cimento obturador
empregado foi o Sealapex. Decorridos 270 dias, os animais foram sacrificados e o
material preparado para analise histomicrobiol6gica, empregando-se o método de
coloracdo de Brown e Brenn. Pelos resultados obtidos, o grupo que recebeu a
medicacdo intracanal com Calen/PMCC demonstrou os melhores indices de sucesso
guanto ao desaparecimento ou mesmo regressao acentuada das lesbes periapicais. A
extensdo da invasdo bacteriana para o interior dos tabulos dentinarios foi muito mais
intensa no grupo sem a medicagdo intracanal, bem como a quantidade de bactérias
encontradas nas ramificacdes do delta apical e luz do canal radicular.

Estrela et al.?’

(1995) analisaram o efeito antibacteriano de duas pastas
de hidroxido de calcio, uma associada ao soro fisiologico e a outra ao
paramonoclorofenol canforado, sobre microrganismos facultativos (P. aeruginosa, E. coli
e S. faecalis) em periodos de 24 e 48 horas, através do método de difusdo em agar. Os
resultados demonstraram que as duas pastas foram efetivas sobre todos os
microrganismos analisados em 24 e 48 horas. A pasta que continha o hidroxido de

calcio com PMCC mostrou um maior halo de inibicdo de crescimento. Embora, os
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autores acreditam que este fato ocorreu devido a dificuldade de difusdo dos ions
hidroxila da pasta de hidréxido de célcio com soro fisiolégico no agar.

Siqueira et al.**®
pastas de hidroxido de célcio ( Ca(OH), - 1g, Oxido de zinco 0,5 g, PMCC- 0,5 ml e
glicerina; Ca(OH), - 1g, Oxido de zinco 0,5 g, PMCC - 1 gota, glicerina; Ca(OH), - 1g,

Oxido de zinco 1g, PMCC 0,5 ml, glicerina; Ca(OH), + agua destilada; hidroxido de

(1996) avaliaram a atividade antimicrobiana de algumas

potassio - 1 pastilha; hidréxido de sdédio - 1 pastilha; 6xido de zinco + 4gua destilada),
sobre os seguintes microrganismos: F. nucleatum, E. faecalis e S. sobrius, utilizando o
teste de difusdo em &gar. Os resultados mostraram que das trés bases fortes testadas,
os hidréxidos de sodio e potassio apresentaram atividade antimicrobiana excelente.
Nenhuma zona de inibi¢cdo associada ao hidroxido de célcio foi observada. Das pastas
contendo diferentes proporcdes de hidréxido de calcio, éxido de zinco e PMCC, as que
continham uma maior quantidade desta Ultima substancia apresentaram maiores efeitos
inibitérios. O 6xido de zinco, adicionado a pasta para conferir-lhe radiopacidade, ndo
apresentou qualquer efeito antibacteriano.

Em 1996, Siqueira Jr., Uzeda'® infectaram experimentalmente cilindros
de dentina de bovinos com bactérias anaerdbicas obrigatérias: A. israelii e F. nucleatum,
ou bactérias anaerdbicas facultativas: E. faecalis. Os espécimes infectados foram
expostos a pastas de Ca(OH), misturado com soro ou paramonoclorofenol canforado
(PMCC) por periodos de uma hora, um dia e uma semana. A viabilidade das bactérias
apos os periodos de exposicao foi avaliada pela incubacdo dos espécimes em meio de
cultura para comparar a efetividade das pastas na desinfec¢éo dos tubulos dentinarios.
A pasta Ca(OH),/PMCC matou efetivamente bactérias nos tubulos apds uma hora de
exposicdo, exceto para o E. faecalis, que necessitou de um dia de exposi¢cdo. Em
contraste, a pasta Ca(OH),/soro foi ineficaz contra E. faecalis e F. nucleatum, mesmo
apos uma semana de exposi¢do. Os resultados mostraram que o PMCC aumentou os
efeitos antibacterianos do Ca(OH),.

Siqueira et al.'*® (1997) estudaram a desinfeccéo por pasta de hidréxido
de calcio associado ao soro fisiolégico e ao PMCC, em dentina bovina infectada com A.
israellii, F. nucleatum e E. faecalis, nos periodos de 1 hora, 1 dia e 1 semana. Os
resultados mostraram que a pasta de hidroxido de calcio com PMCC foi efetiva matando
bactérias nos tabulos apds 1 hora de exposi¢do, exceto o E. faecalis que requer 1 dia
de exposicdo. A pasta de hidroxido de calcio associada ao soro fisioldgico foi inefetiva
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apds uma semana de exposi¢cdo. Os resultados mostraram que o PMCC aumentou o
efeito antimicrobiano do hidroxido de calcio.

As atividades antibacterianas do PMCC, CHX e Ca(OH), foram
comparadas por Barbosa et al.* 1997, através de avaliacdo clinica e laboratorial. No
experimento clinico, os canais radiculares que apresentavam culturas positivas uma
semana apos o0 completo preparo quimico-mecénico e curativo com PMCC foram
medicados com uma das trés substancias testadas. Amostras apds a medicagdo foram
obtidas dos canais uma semana ap06s. No experimento laboratorial, o teste de difuséo
em agar foi usado para avaliar a atividade inibitéria dos medicamentos contra bactérias
comumente encontradas em infec¢bes endoddnticas. Os resultados da avaliagao clinica
mostraram que todos os medicamentos foram efetivos em reduzir ou eliminar a
microbiota endoddntica, como demonstrado pela incidéncia de culturas negativas. Ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os medicamentos testados. Na
avaliagcdo laboratorial, o PMCC mostrou zonas de inibigdo bacteriana maiores contra
todas as cepas testadas.

Estrela et al.?®

(2001) avaliaram a influéncia dos veiculos sobre a eficacia
antimicrobiana do hidroxido de calcio. Um total de 588 pontas de papel absorvente
esterilizadas tamanho 50 foram imersas em varias suspensdes microbianas por 3 min.
As pontas foram entdo colocadas em Placas de Petri e cobertas com curativos
intracanal contendo hidroxido de calcio: Ca (OH),+ Salina, Ca (OH),+
Paramonoclorofenol canforado, Ca (OH), + solucdo de clorexidina 1%; Ca (OH), + lauril
sulfato de sédio 3%; Ca (OH),+ Otosporin ®. Apds 1 min, 48 e 72 h e 7 dias, 147 cones
de papel absorvente foram removidos do contato com o0s curativos intracanal e
transportados individualmente e imersos em 5 mL de caldo LB, seguido de incubacéo a
37°C por 48 h. Crescimento microbiano foi avaliado pela turvagdo do meio de cultura.
Um in6éculo de 0,1 mL obtido do LB foi transferido para 5 mL de BHI, e incubado a 37°C
por 48 h. O crescimento bacteriano foi nhovamente avaliado pela turvacdo do meio de
cultura. Tubos positivos BHI foram selecionados e inéculos foram espalhados sobre a
superficie de &gar BHI e incubados a 37° C por 48 h. O efeito antimicrobiano ocorreu
apos 48 h em as culturas de S. mutans, E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis,
C. albicans e uma cultura mista, independentemente da medicagéo intracanal. Nas
condicdes deste estudo, os varios veiculos associados com o hidréxido de calcio ndo

influenciaram o tempo necessario para inativagdo microbiana.
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Em outros experimentos, Siqueira Jr. et al."*® (2001), utilizando cilindros
de dentina bovina contaminada com cultura mista de F. nucleatum e P.intermedia,
anaeroébios estritos comumente encontrados em infec¢bes endoddnticas, expostos por 3
a 5 dias a quatro formulag6es diferentes de hidroxido de célcio, avaliaram a viabilidade
bacteriana por meio de incubagcdo dos espécimes em caldo de cultura, de forma a
comparar a efetividade das pastas na descontaminacéo da dentina. Apenas a pasta de
hidroxido de calcio, PMCC e glicerina foram capazes de, efetivamente, descontaminar a
dentina, apds dias de contato.

Em 2002, Leonardo et al.®®, avaliaram in vivo o reparo apical e periapical
utilizando o hidréxido de célcio (Calen PMCC) como medicacao intracanal em diferentes
periodos de tempo. Foram utilizados 61 canais radiculares de caes, que apés a
remocao da polpa, foram expostos a cavidade oral por 7 dias e selados com cimento de
oxido de zinco e eugenol por 45 dias. Estabelecidas as lesGes periapicais, os dentes
foram instrumentados com o auxilio do NaOCl 5,25% e o hidréxido de calcio foi
aplicado. Os periodos avaliados foram 7, 15 e 30 dias. Os autores verificaram em 7 dias
a presenca de reabsorcdo cementaria e infiltrado inflamatério contendo neutréfilos
polimorfonucleares. Em 7 dias também, a espessura do ligamento periodontal foi
aumentada devido a intensa reabsorcdo 6ssea enquanto que em 15 e 30 dias, a
neoformacao Gssea causou uma diminui¢cdo nesta espessura. Em 30 dias a inflamacgéo
encontrava-se moderada, sem neutrofilos com intensa neoformacéo de fibras colagenas
indicando uma evolucdo do processo de reparagdo. Assim, puderam concluir que os
melhores resultados histopatolégicos ocorreram de 15 a 30 dias.

Sukawat, Srisuwan*

(2002) compararam a eficicia antimicrobiana de
trés diferentes formulacdes de hidroxido de célcio utilizando espécimes de dentina
humana que foram infectados com E. faecalis. ApGs exposicéo a trés tipos de hidréxido
de célcio (hidroxido de calcio misturado com agua destilada, com clorexidina 0,2%, e
com paramonoclorofenol canforado) por sete dias, obteve-se pé de dentina dos
espécimes infectados e a quantidade bacteriana foi avaliada por espectrofotometria.
Observou-se que o hidroxido de calcio misturado com paramonoclorofenol canforado
matou todos os E. faecalis dentro dos tdbulos dentinarios. Este resultado foi melhor que
0 obtido com hidréxido de célcio misturado com agua destilada ou com clorexidina 0,2%
(p < 0,05). Hidroxido de célcio misturado com agua destilada e com clorexidina 0,2% foi

ineficaz contra esta bactéria.
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Menezes et al.”’

(2004) avaliaram in vitro a efetividade do hipoclorito de
sédio (NaOCl), clorexidina (CHX) e cinco medica¢des intracanal em microrganismos
dentro de canais radiculares. Noventa e seis dentes humanos unirradiculares extraidos
foram utilizados. Ap6s a remocao das coroas, os canais radiculares foram preparados e
as superficies radiculares externas cobertas com resina epodxica. Os dentes foram
esterilizados, contaminados com C. albicans e E. faecalis e incubados a 37 £ 1°C por
sete dias. Os dentes foram divididos de acordo com a solucéo irrigadora ou medicacao
intracanal: grupo 1, soro fisiolégico esterilizado (SFE) e pasta de hidroxido de calcio
(Ca(OH),); grupo 2, SFE e paramonoclorofenol canforado (PMCC); grupo 3, SFE e
tricresol formalina; grupo 4, SFE e pasta de Ca(OH), + PMCC; grupo 5, SFE e PMC
furacin; grupo 6, NaOCI 2,5% sem medicacdo intracanal; grupo 7, CHX 2% sem
medicagdo intracanal e grupo 8, SFE sem medicacdo intracanal (grupo controle).
Amostras microbiolégicas foram coletadas com pontas de papel esterilizadas e o
crescimento microbiano foi determinado. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA, p=0,05). Para C. albicans, os grupos 3 e 8 foram estatisticamente
menos eficientes que os grupos 1, 2, 4 e 5 (Kruskal-Wallis (K-W) = 65,241; gl=7;
p=0,001). Para E. faecalis, os grupos 6 e 8 foram estatisticamente menos eficientes que
0s grupos 1-4 e 7 (K-W = 61,048; gl=7; p=0,001). Concluiu-se que a pasta Ca(OH), +
PMCC foi a medicacéo intracanal mais eficiente na eliminagéo dos dois microrganismos
e a solucéo de CHX 2% foi mais efetiva que o NaOCI 2,5% contra E. faecalis.

Siqueira Jr. et al.'*’ (2007) em estudo clinico investigaram a reducéo
bacteriana apdés instrumentagdo com hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI) como agente
irrigante e posterior preenchimento do canal radicular com pasta de hidroxido de célcio
(Ca (OH) ,)/paramonoclorofenol canforado. Onze dentes com infecgdes intra-radiculares
primarias e lesdo periapical crénica foram selecionados de acordo com rigorosos
critérios de inclusdo / exclusdo. As amostras bacterianas foram coletadas antes do
tratamento (S1), ap6s o preparo quimico-mecéanico utilizando limas manuais de NiTi e
NaOCI 2,5% (S2), e ap6s 7 dias com medicagdo intracanal de pasta de hidréxido de
calcio com PMCC (S3). Cultura de bactérias dos canais radiculares infectados foram
removidas nas trés fases e identificados por meio de analise de sequéncias do Gene
16S rRNA. No S1, todos os casos abrigaram bactérias, com uma taxa média de 2,8 por
canal (faixa, 1-6). No S2, 6 dos 11 (54,5%) casos resultaram culturas positivas, com
uma a trés espécies por canal. No S3, apenas um caso (9,1%) foi positiva para a

presenca de bactérias, com Propionibacterium acnes como o microrganismo isolado.
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Uma reducdo significativa de bactérias foi observada entre S1 e S2 e S1 e S3.
Diferencas significativas também foram observadas para comparacdes envolvendo
amostras S2 e S3 que diz respeito a reducao bacteriana quantitativas (p= 0,029) quanto
ao numero de casos de cultura negativa (p= 0,03). Concluiram que o preparo quimico-
mecénico, com NaOCI 2,5% como um irrigante, reduziu significativamente o nUmero de
bactérias no canal, mas ndo conseguiu promover o canal livre de bactérias cultivaveis
em mais de metade dos casos.O curativo intracanal com pasta de Ca(OH),/PMCC por 7
dias aumentou significativamente o numero de casos de cultura negativa.

Lana et al.®*

(2009) avaliaram a eficacia de pastas de hidroxido de célcio:
Calen-PMCC e Calen associadas ao preparo quimico-mecanico. Foram avaliadas sobre
o0 crescimento de E. faecalis no interior de canais radiculares. Setenta incisivos
esterilizados foram inseridos em meio TSB, e contaminados com E. faecalis. O Meio de
cultura foi substituido a cada 24 horas e incubados a 37 °C por 72h. ApGs o preparo
guimico-mecanico, os canais radiculares foram preenchidos com Calen e Calen-PMCC
(7 ou 14 dias). As medicac¢des foram removidas e os dentes foram inseridos em tubos
de ensaio contendo caldo Enterococcosel. Pasta Calen (mantido por 7 e 14 dias)
induziu eliminacdo de 70% de enterococos e pasta Calen-PMCC eliminou 100%
somente apdés manutencao por 14 dias. Esses medicamentos foram significativamente
mais eficazes (p <0,001) do que o preparo quimico-mecanico somente a pasta Calen-
PMCC mantido por 7 dias; ambos foram incapazes de eliminar a viabilidade de
enterococos. Pastas de hidréxido de calcio demonstraram importantes efeitos
adjuvantes na eliminacdo do enterococo durante o preparo quimico-mecanico do
sistema de canais radiculares. Quando associado com PMCC, as pastas de hidroxido
de célcio devem ser mantidas por pelo menos 14 dias.

Leonardo et al.®’ (1993), conduziram e estabeleceram uma formulag&o na
consisténcia de pasta a base de hidroxido de célcio, para ser empregada como
medicacéo intracanal. Dentre as varias férmulas propostas, a que apresentou melhores
resultados fisico-quimicos e biolégicos foi 2,59 de hidréxido de calcio; 0,59 de éxido de
zinco; 0,05g de colofénia e como veiculo 1,75mL de polietilenoglicol 400, que é uma
substancia viscosa, incolor, ligeiramente higroscépico. Esta pasta acondicionada em
tubos de anestésicos é distribuida: pela S.S. White Artigos Dentérios Ltda com o home
de pasta Calen. Para facilitar a sua aplicacdo, os autores elaboraram uma seringa
especial ML, com émbolo rosqueavel, a qual se acopla uma agulha descartavel 27G,
tornado-se facil e segura a aplicacdo de hidroxido de calcio no canal radicular,



principalmente no seu segmento apical. Composi¢céo, por tubete, das pastas Calen e

Calen/PMCC, de acordo com Leonardo et al.®®:

Pasta Calen Pasta Calen /PMCC

Hidréxido de Célcio.......... 2,59 Hidroxido de Célcio............. 2,59

Oxido de Zinco................ 0,5¢ Oxido de Zinco.........ccuc....... 0,5¢

Colofonio.........ccovvuvvveenn. 0,05¢g Colofonio........cccvvveeeeiinnn. 0,05¢g

Polietilenoglicol 400......... 2,0mL Polietilenoglicol 400............ 2,0mL
PMCC.......ceeveen. (2,5:7,5) 0,15 mL

Embora a eficicia antimicrobiana do hidroxido de calcio, principalmente
sobre as bactérias anaerébias facultativas, seja melhorada com o uso do PMCC,
algumas pesquisas demonstram que esta substancia € citotoxica para os tecidos
periapicais.

Mauricio et al.”* (1986) realizaram um estudo histomorfoldgico do tecido
conjuntivo subcutaneo do rato ao implante de pastas a base de hidréxido de célcio,
contidas em tubos de dentina humana . Para tanto, utilizaram 36 ratos, albinos, machos,
adultos jovens, divididos em 3 grupos, de 12 animais cada, agrupados inicialmente em
gaiolas para 3 individuos. Os animais receberam implantes de tubos de dentina humana
contendo as seguintes pastas: Grupo 1- Hidroxido de calcio + Polietilenoglicol 400;
Grupo 2 — Hidréxido de calcio + Lipiodol (ultrafluido) e Grupo 3 - Hidréxido de célcio +
Paramonoclorofenol canforado 2,5:7,5. Decorridos os periodos de 30, 60, 90 e 120 dias,
os animais foram sacrificados e as &reas circunjacentes aos implantes, removidas e
preparadas para estudo histolégico. As misturas correspondentes aos Grupos |, Il e llI
comportaram-se como irritantes do tecido conjuntivo subcutaneo de rato, possibilitando
no entanto capsula em colagenizagéo progressiva no decorrer dos periodos. Em ordem
decrescente de agressividade determinada pela histocompatibilidade, tém-se: Grupo I
(Hidréxido de célcio + Lipiodoi); Grupo Il (Hidroxido de célcio + Paramonoclorofenol
canforado) e o Grupo | (Hidréxido de célcio + Polietileno glicol).

Carvalho et al'® (1991) analisaram histomorfologicamente o
comportamento dos tecidos apicais e periapicais de dentes de cées, apos
biopulpectomia, quando do emprego como "medicagdo intracanal" do
paramonoclorofenolcanforado, nas proporcdes 3,5:6,5 e 2,5:7,5, tendo como controle o
macrogol 400. Apds avaliagdo em periodos experimentais de 3 e 7 dias, concluiu-se que
a utilizacdo de substancias liquidas missiveis nos fluidos intersticiais, ainda que

consideradas inocuas, devem ser contra-indicadas como "medicacéo intracanal”, por
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permitir efeito de espacgo vazio; a propor¢cdo comercial do paramonoclorofenolcanforado
(3,5:6,5) determinou extensas necroses e intenso quadro reacional inflamatério,
chegando a formacdo de microabscessos apicais e periapicais em alguns casos; a
propor¢éo 2,5:7,5 do paramonoclorofenol canforado (titulagdo padrédo) apresenta menor
irritabilidade tecidual, todavia também néo indicada em biopulpectomias; a persistente
necrose e a reacdo inflamatéria mesmo que com intensidade reduzida aos 7 dias
demonstraram efeito sequente das misturas de paramonoclorofenolcanforado.

Para determinar a tolerancia tecidual dos medicamentos mais utilizados
como medicacdo intracanal no tratamento endodéntico, Hidalgo et al.>® (1999)
analisaram as reagbes por eles provocadas sobre o olho de coelho, tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos e tecidos periapicais de dentes de animais. Os medicamentos
(hidréxido de calcio, associacdo corticosteréide/ antibiético, paramonoclorofenol
canforado-PMCC e formocresol) foram instilados sobre a conjuntiva do olho de coelhos
e as reag0Oes locais foram observadas em vérios intervalos de tempo (entre 15min e
96h) posteriores a aplicagédo. Pela técnica de exsudacdo de corantes vitais, 0os quatro
medicamentos foram injetados intradermicamente na regido dorsal dos ratos,
imediatamente apés a injecao i.v. de azul de Evans. Decorridos 30 min, 3h, 6h ou 24h,
os animais foram sacrificados e as reacdes avaliadas através de determinacao
espectrofotométrica da exsudacdo plasmética. Os resultados mostraram que a
associacdo corticosteréide/antibiotico e o hidroxido de calcio provocaram resposta
inflamatéria de leve intensidade (hiperemia, edema e exsudato), retornando a
normalidade na sexta hora. Limites anatdbmicos, opacidade, reflexo e fechamento de
palpebra se mantiveram normais. Por outro lado, observou-se que o PMCC e o
formocresol provocaram resposta inflamatdria muito mais intensa, ambos apresentando
um perfil similar de reacdo do olho de coelho ao longo do tempo para todos os eventos
analisados, com excecdo da hiperemia da conjuntiva. Corroborando esses resultados,
dados semelhantes foram encontrados no modelo de exsudacdo de corantes vitais, 0
que indica que o hidréxido de calcio e a associagcdo corticosterdide/ antibibtico
apresentaram melhor tolerancia tecidual.

Nagem Filho et al® (2007) avaliaram a biocompatibilidade do
paramonoclorofenolcanforado na proporcéo 3,5:6,5 (PMCC) e do
paramonoclorofenolcanforado associado ao hidréxido de célcio (PMCC+Ca(OH),;) no
tecido subcuténeo de ratos, e o potencial antimicrobiano desses medicamentos frente a

alguns microrganismos: S. aureus, S. mutans, B. subtilis e C. albicans. Utilizaram dez
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ratos Wistar que receberam, ap0s a anestesia, a administracdo endovenosa de corante
Evan's Blue, seguida de inoculacdo de 0,1mL dos respectivos farmacos na regido
dorsal. A quantidade de corante extravasada, ligadas as proteinas do plasma foi
avaliada por meio de espectrofotometria. A atividade antimicrobiana foi realizada
através do teste de difusdo em agar através da medida dos halos de inibicao contra os
microrganismos. Os resultados mostraram que valores médios de densidade 6ptica para
o PMCC foram de 0,325+0,025 (reacdo moderada) e para o PMCC+Ca (OH), .
0,211+0,040 (reacao discreta). Os halos de inibicdo detectados foram de: PMCC -
7,29mm e PMCC+Ca(OH), - 7,29mm para S. aureus; PMCC - 8,57mm e
PMCC+Ca(OH), - 7,0mm para S. mutans; PMCC - 8,57mm e PMCC+Ca(OH), - 7,43mm
para B. subtilis e de PMCC - 8,71mm e PMCC+Ca(OH), - 8,29mm para C. albicans. Os
dados obtidos indicaram que o PMCC mostrou ser mais irritante que o PMCC+Ca(OH);,
enquanto que a atividade antimicrobiana ndo apresentou resultados estatisticamente
diferentes entre as substancias testadas.

Sendo assim, existe um interesse permanente em se buscar substancias
guimicas mais efetivas ou com acdo mais rapida sobre as bactérias anaerébias e que
sejam biocompativeis aos tecidos vivos. Dentre as possiveis substancias, com o intuito
de preencher tais objetivos, 0 0zbnio apresenta algumas caracteristicas biologicas
interessantes: acdo bactericida, efeito debridante, estimulo a angiogénese, além do
efeito oxidante.

2.6 O Ozbnio

O ozbnio (O3) é uma variedade alotropica do oxigénio (O,), que se forma
na alta atmosfera, naturalmente, por reacdes fotoquimicas. Serve de filtro contra as
radiacfes ultravioleta emitidas pelo sol quando a 25 km de altitude (UV-A, UV-B e UV-
C). Os raios UV-A auxiliam na sintese de vitamina D no organismo, UV-C sao
absorvidos pela propria atmosfera, ndo provocando grandes problemas. J4 o UV-B é
nocivo a saude, com grande potencial carcinogénico. Os raios ultravioletas atuam como
uma descarga elétrica quebrando a ligacdo do O,, transformando-o em oxigénio
atbmico (O), formando o 0z6énio no meio ambiente, 0 que promove a coloragdo azulada
do céu. O ozbnio no meio ambiente apresenta a principal fungcdo de proteger o
ecossistema contra esses raios ultravioletas. Substancias como o clorofluorcarbono

(CFC), subproduto do cloro, destroem a camada de 0zbnio e como consequéncia
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acarreta no efeito estufa. O CFC sobe para a alta atmosfera e reage com 0s raios
ultravioletas liberando cloro. O cloro que com densidade alta, desce passando pela
camada de 0z6nio, reage produzindo éxidos de cloro e oxigénio (Bocci'?, 1996).

O ozbnio (O3) é um gas bastante reativo, sendo que o prefixo 0zo vem do
grego “ozein”, com o significado de aroma ou cheiro, que no ozdnio é muito forte,
caracteristico, penetrante e desagradavel, extremamente prejudiciais ao homem
(Gardufio et al.®*’, 1995).

O gas € incolor, parcialmente soluvel em agua, instavel e evapora quando
na temperatura ambiente. Possui odor facilmente detectado mesmo em concentra¢des
muito baixas (0,01 a 0,05 mg/dl). Fatores como temperaturas elevadas, radiagédo
ultravioleta, agentes catalisadores, pH acido e forga i6nica podem acelerar o processo
de decomposicéo do ozénio (Lapolli et al.®?, 2003).

A historia do ozénio iniciou-se em 1834, através do quimico alemao
Christian Friedrich Schobein, professor da Universidade de Basel, que reconheceu
inicialmente o odor e passou a investiga-lo. Ele percebeu que ao liberar descarga
elétrica sobre a agua, era produzido um odor diferente. Foi descrito como uma
substancia oxidante e também desinfetante. Schoébein também notou que a
concentragdo de ozonio aumentava de acordo com a altitude. Um pouco antes de sua
morte em 1867, ironicamente por Bacillus anthracis, a formula molecular do ozénio foi
reportada por Jacques-Louis Soret que deixou claro que era composto de oxigénio
(Bocci*?, 1996).

O alem&o Werner Von Siemens, em seguida, identificou a possibilidade
de geracédo de ozonio a partir do oxigénio e do ar, por intermédio de descargas elétricas.
Desenvolveu o primeiro gerador de oz6nio capaz de eliminar microrganismos,
ressaltando sua alta instabilidade (Bocci'?, 1996).

Em varios paises da Europa, ha mais de oitenta anos, o ozbnio é
empregado no tratamento de agua potéavel (Barros, Fiorini®, 2000)

Paraskeva et al.®?. (1998) relataram o emprego do 0zénio no tratamento
de afluentes em areas de lazer e de a&gua potavel na Europa, descrevendo o 0zonio
como um desinfetante potente, que inativa microrganismos, matéria organica e
inorganica com acao bastante rapida, deixando menor quantidade de subprodutos. Com
o emprego do cloro, além da cor amarelada da &agua, esta fica com sabor e odor

desagradaveis, e com uma maior quantidade de subprodutos, extremamente nocivos. O
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maior emprego do cloro no tratamento e desinfeccdo da agua deve-se ao fator custo,
pois no tratamento da agua com cloro, resulta no preco mais acessivel.

Considerando sua caracteristica altamente oxidante, o 0zénio comecou a
despertar interesse, dentro da &rea biolégica. Estudos microbiol6gicos da acéo
antimicrobiana da agua ozonizada e sua eficacia contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas associadas com alimentos comecaram a fornecer dados para aplicagéo
na inddstria de alimentos, sendo que Restaino et al.'® (1995), afrmaram que o
emprego do ozonio resultou em reducdo microbiana, podendo ser aplicada no controle
microbiano de alimentos. A 4gua ozonizada exposta contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e leveduras foi eficaz na destruicdo destes patégenos, ressaltando
maior resisténcia dos esporos fldngicos. Seguindo a mesma linha da industria
alimenticia, Giizel-Seydim et al.** (2004) relataram o emprego do ozénio como agente
antimicrobiano, utilizado na higiene de superficie de frutas e vegetais, aumentando a
validade dos produtos.

O ozobnio oxida as paredes celulares e membranas citoplasmaticas das
bactérias, agindo também sobre fungos, protozodrios e virus. Este gas forma radicais
oxidantes na presenca de agua, que penetram e atacam as membranas celulares,
afetando o equilibrio osmético, promovendo a oxidagdo dos aminoacidos e &cidos
nucléicos, causando lise celular dependente da extensdo das reacdes (Gardufio et al.*’,
1995; Oizumi et al.®’, 1998; Velano et al.'*®, 2001). Estas propriedades antimicrobianas
sdo utlizadas no tratamento de varias enfermidades, sendo bastante efetivas na
eliminacdo de bactérias, fungos e virus em lesdes infectadas (Rodriguez et al.’®, 1994).

Durante a primeira guerra mundial foi utilizado de forma empirica para
tratamento de feridas infectadas e gangrenas. Seu efeito antimicrobiano é que estimulou
as pesquisas. Hans Wolff foi o primeiro a reportar a possibilidade de expor o sangue a
uma mistura de oxigénio e ozodnio, criando a técnica da autohemoterapia. Junto com
Joachim Hansler fundaram em 1972 a Sociedade Médica do Ozbénio, com o principal
objetivo de motivar pesquisas voltadas a esse assunto, tornando a terapia com 0z06nio
mais aceita (Bocci'?, 1996).

A ozonioterapia é a técnica que emprega o0zbnio como agente
terapéutico. Atualmente sdo descritas nas: osteomielites, abscessos, Ulceras de
decubito, pé diabético, queimaduras, doencas isquémicas, degeneragdo macular
relacionada com a idade (forma atrofica), problemas ortopédicos, fibromialgias,
tratamento de céries dentarias, osteonecrose da mandibula, infeccdes agudas e
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cronicas da cavidade oral, hepatites, herpesvirus, papilomavirus, herpeszoster,
onicomicose, criptosporidiose, fadiga em pacientes com cancer, doengas auto-imunes
(artrites reumatdides, doenca de Crohn, psoriases, esclerose multipla), doenca
pulmonar, sindrome do estresse respiratorio agudo, metastases, sepses e disfungéo de
varios 6rgéos (Bocci'!, 2005).

Para a utilizacdo do oz6nio, sua producdo € realizada por meio de
geradores médicos pela descarga corona. Onde ocorre uma descarga elétrica pela
diferenca de potencial de dois eletrodos em um fluxo gasoso de oxigénio medicinal. O
campo elétrico fornece energia suficiente aos elétrons para que ocorra o rompimento
das duplas ligacbes da molécula de oxigénio (O,), gerando dois a&tomos isolados. Esses
atomos de oxigénio reagem com outra molécula de O, formando o Os (Lapolli et al.®?,
2003).

A concentracdo do ozbnio vai depender da composicdo do gas
empregado na producao (O, ou ar), frequiéncia, fluxo de distribuicdo do sistema e
voltagem aplicada nos eletrodos. Velano'*® (2001) e Hass, Kayamak® (2003) relatavam
gue a acao antimicrobiana do ozb6nio depende da relagdo sobrevivéncia do
microrganismo X tempo de exposi¢do, intimamente associado a concentracao inicial de
microrganismos e a concentracdo do 0zonio; e também da velocidade de dissipagdo de
um microrganismo em relacdo ao outro exposto & A4gua ozonizada (Baysan et al’?,
2000).

Devido a sua alta instabilidade e toxicidade, a vida média do oz6nio é de
30 — 45 minutos a 20°C (68°F), descendendo sua concentracdo aos 16% de seu valor
inicial em duas horas; o gas ozénio deve ser incorporado a fluidos, tais como o sangue,
agua, solucgdes isotdnicas e veiculos oleosos, para ser utilizado. O ozénio dissolvido em
agua é ainda instavel e a sua permanéncia nesta esta ligado a pureza da agua. Deduz-
se entdo que o efeito da 4gua € imediato. O 6leo ozonizado, obtido através da reacdo
com acidos graxos insaturados, é rico em ozonideos. Estes, por sua vez, liberam
oxigénio ativo lentamente conferindo ao 6leo ozonizado um efeito prolongado (Cruz*,
2006).

O ozobnio, quando misturado ao azeite de oliva ou girassol, possui
caracteristicas antimicrobianas, ativacdo da oxigenacdo dos tecidos, auxilia na
regeneracdo tecidual e propriedades cicatrizantes. O mecanismo de acdo ocorre
através de triozonideos, que sao subprodutos do 6leo ozonizado, que posteriormente
gera peréxido de hidrogénio e produtos da peroxidacao lipidica. Com a capacidade de
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armazenamento de até dois anos quando mantido refrigerado. Demora de uma hora até
dois dias para atingir a concentracdo desejada, quando na temperatura ambiente. Um
grama de 6leo pode absorver até 160 miligramas de ozénio (Bocci'!, 1996).

O efeito antimicrobiano do o0zbnio na odontologia, ainda é pouco
difundido, mas tem atraido alguns pesquisadores interessados em estudos neste
campo.

Estudos em periodontia constataram o efeito da agua ozonizada sobre o

biofime dentario supragengival. Gardufio et al.*’

(1995), estudaram os efeitos de
bochechos da agua ozonizada, na redugcdo de S. mutans do biofilme dentario. Os
resultados indicaram que os efeitos dos bochechos com a agua ozonizada reduziram S.
mutans do biofilme dentario, sendo que quanto maior o tempo de exposi¢cdo, maior
reducéo bacteriana. Na mesma linha, Barros e Fiorin® (2000), compararam o efeito da
clorexidina com a agua ozonizada sobre S. viridans, (bactéria prevalente no biofilme
dental supragengival da placa bacteriana) de 30 individuos. Estes foram instruidos a
suspenderem higiene oral por 24 horas, quando entdo foi realizada a primeira coleta da
placa supragengival para posterior diluicdo, plagueamento e incubacdo em estufa de
cultura por 48 horas para contagem de unidades formadoras de colonia. Apos este
procedimento, foram divididos em 2 grupos: 15 recebiam bochechos de 25 ml de
gluconato de clorexidina 0,12% e os outros 15 recebiam bochechos por 10 segundos de
agua ozonizada numa concentragdo de 4,5 mg/L, e foi realizada uma segunda coleta da
placa supragengival. Os resultados indicaram que com o bochecho de clorexidina houve
uma reducao significativa na contagem de unidades formadoras de col6nias na ordem
de 56% e com a agua ozonizada houve uma reducéo de 4,2% nédo sendo considerada
significativa. Os autores atribuem que para o que 0 0zdnio pudesse atingir os
microrganismos do biofilme dental, deveria ser transferido a agua uma maior
concentracao de ozbnio para sua completa eficdcia como anti-séptico intrabucal, porém,
a dose fisiol6gica de 0z6nio para uso oral ainda ndo foi estabelecida.

Nagayoshi et al.?” (2004) examinaram o efeito da 4gua ozonizada contra
microrganismos orais como S. mutans, bactérias periodontopatogénicas (P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans), endodontopatogénicas (P. endodontalis) e C. albicans.
Também investigaram o efeito da agua ozonizada em biofilmes da placa dentéria. Os
microrganismos foram ajustados a 1 X 10° células/mL, foram individualmente expostos
a acdo da 4gua ozonizada a uma concentracdo de 0,5, 2, e 4 mg/mL a um tempo de 10,
30, 60 e 120 segundos. A viabilidade de Streptococcus diminuiu 58% com a exposicéo
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de &gua ozonizada a uma concentracdo de 0,5 mg/mL por 10 segundos e em
concentracbes maiores (2 e 4 mg/mL), eliminou completamente os microrganismos.
Este resultado foi similar as bactérias periodontopatogénicas e endodontopatogénicas.
A viabilidade de C. albicans foi dose dependente e houve completa eliminacdo quando
se utilizou agua ozonizada a 2 mg/mL por 120 segundos. O tratamento com agua
ozonizada a 4 mg/mL a 120 segundos reduziu o nimero de S. mutans viaveis no
biofilme da placa dentaria. Os autores sugerem que com resultados obtidos neste
estudo devem promover orientacbes para futuros experimentos para aplicacdo do
0z6nio na placa dentéria da superficie dos dentes ou préteses.

Em dentistica restauradora, Baysan et al.® (2000), avaliaram os efeitos
antimicrobianos da agua ozonizada sobre lesfes primarias de cérie radicular, frente S.
mutans e S. sobrinus, por dez e vinte segundos; e no segundo estudo avaliaram 0s
efeitos antimicrobianos do ozénio sobre a saliva, frente 0s mesmos microrganismos por
somente dez segundos. Foi encontrada significante reducdo de S. mutans e S. sobrinus
das amostras das lesbes primarias de cérie radicular, em dez e vinte segundos de
tratamento pela agua ozonizada, em comparagdo as amostras do grupo controle. A
aplicacéo do ozénio pelo periodo de dez segundos na saliva humana, também resultou
na reducdo dos microrganismos testados.

Polydorou et al.'® (2006) avaliaram o efeito antimicrobiano do o0z6nio,
produzido pelo aparelho Healzone (Kavo - concentracdo de 2100 p.p.m. de 0z6nio a um
fluxo de 615 cc/min) sobre o S. mutans e compararam com a atividade antimicrobiana ja
estabelecida de dois adesivos dentinarios (Clearfil SE Bond e Clearfil Protect Bond).
Trinta e cinco terceiros molares humanos foram divididos em 5 grupos, dos quais foram
removidos as coroas e a porcéao radicular, e realizados 4 cavidades em cada dente. Em
seguida, foram esterilizados, e deixados em culturas com 10° unidades formadoras de
colénias de S. mutans a 36°C por 48 horas. Entdo os dentes receberam o tratamento
nas cavidades de acordo com o grupo: grupo A — ndo recebeu tratamento (controle);
grupo B — Clearfil SE Bond; grupo C- Clearfil Protect Bond; grupo D- aplicacdo de 40
segundos de o0zonio; Grupo E- aplicacdo de 80 segundos de ozbnio. Estas cavidades
foram vedadas com resina composta e ap6s 72 horas foram removidas e com auxilio de
um escavador foram coletadas amostras de dentinas para contagem das unidades
formadoras de colbnias. Todos os tratamentos reduziram significantemente os

microrganismos quando comparados com o grupo controle; mas o efeito dos dois
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adesivos dentinarios e aplicacdo de ozbnio por 80 segundos mostraram resultados
melhores quando comparados com a aplicacéo de o0zonio por 40 segundos.

Baysan, Beighton’ (2007) avaliaram o efeito da aplicagéo de 40 segundos
do gas ozbnio produzido pelo aparelho Healzone (Kavo) em 53 molares com lesdes de
caries na superficie oclusal, porém sem cavitacdo e compararam com um grupo de 49
molares, nas mesmas condi¢cfes, na qual foi aplicado somente ar atmosférico. N&do
houve diferenca significante entre o nUmero de bactérias que receberam tratamento
com o0z6nio e 0 grupo que recebeu apenas ar. Quando a dentina foi exposta, houve
apenas uma pequena reducdo na contagem de bactérias do grupo que recebeu
tratamento com 0z6nio, porém nao significante.

D&hnhardt et al.*® (2008) realizaram tratamento para hipersensibilidade
cervical com aplicacéo de 60 segundos de gas ozbnio sobre a superficie dentaria de 31
individuos. O total de dentes analisados foi de 62 dentes, dos quais metade recebia o
tratamento e eram categorizados como dentes teste, e a outra metade n&o recebia o
ozbnio, e eram categorizados como grupo controle. O periodo de tempo avaliado foi de
2, 6, 14, 22, 30, 38, 46, e 54 semanas. Os individuos foram instruidos a relatar o nivel
de dor na escala visual analégica, sendo zero como nenhuma dor e 10 como dor
insuportavel. Houve reducdo significante do nivel de dor do grupo teste apés a
aplicacdo do ozénio, porém quando comparado com o grupo controle ndo houve
diferenca estatisticamente significante em todo periodo de tempo analisado.

Morgan et al.?% (2009) realizaram um estudo que teve por objetivo avaliar
a eficacia antimicrobiana dos 6leos de copaiba e de girassol ozonizados sobre o S.
mutans em amostras de dentes bovinos. Quarenta blocos de esmalte/dentina de
incisivos foram preparados e imersos em tubos de ensaio contendo caldo BHI
contaminado com S. mutans em uma concentracéo inicial de 10° UFC/ml. Durante cinco
dias, foram realizadas trocas diarias do caldo BHI de forma a produzir um biofilme sobre
0s espécimes. ApoOs a formacao do biofilme, os blocos foram aleatoriamente divididos
em quatro grupos (n=10) de acordo com as terapias antimicrobianas a serem avaliadas:
G1- 6leo de copaiba ozonizado (1000 ppm); G2- éleo de girassol ozonizado (1000 ppm);
G3- solucgdo de hipoclorito a 5% (controle positivo); e G4- agua destilada estéril (controle
negativo). As amostras foram imersas uma a uma em eppendorfs contendo 0,5 ml de
cada agente antimicrobiano, vortexadas por 20 segundos e deixadas em repouso por
mais 40 segundos, totalizando 60 segundos de contato com cada agente

antimicrobiano. Todo o experimento foi realizado em ambiente asséptico em camara de
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fluxo laminar. DiluicBes seriadas até 10°UFC (unidades formadoras de col6nia) foram
realizadas e aliquotas de 50ul foram plaqueadas em triplicata em Agar mitis salivarius.
Apbs incubagdo em microaerofilia em estufa a 37°C por 48h, o nimero de unidades
formadoras de colbnias foi obtido por contagem visual. O Grupo 2 (6leo de girassol
ozonizado) mostrou capacidade de eliminacdo total no nimero de microrganismos
viaveis (100%) e o grupo 1 (6leo de copaiba ozonizado) reduziu em 99,3% o ndmero de
UFCs viaveis quando comparados ao grupo controle (G4), onde o numero de colénias
foi considerado incontavel. No Grupo 3 (hipoclorito de s6dio a 5%, controle negativo),
nao houve crescimento bacteriano. Estes resultados indicam que os 6leos de copaiba e
de girassol ozonizados foram efetivos na reducdo do S. mutans nas condic¢des utilizadas
no experimento, sugerindo uma possivel aplicacdo destes materiais no tratamento
clinico de lesdes de carie.

Em estomatolgia, Rodriguez et al.*®

(1994) avaliaram o emprego do 6leo
de girassol ozonizado no tratamento da gengivoestomatite herpética aguda em criancas.
Como tratamento das lesdes, foi empregado o 6leo de girassol ozonizado embebido em
gaze, utilizada na assepsia das lesfes, quatro vezes ao dia. O periodo de reparacao foi
bastante reduzido; em trés dias de tratamento obteve-se 76,9% de cura, das 113
criangas. Como conclusédo, comprovou-se a efetividade do ozbnio no tratamento das
lesbes com 100% de cura dos casos, ndo sendo observadas reacdes adversas do
medicamento.

Sechi et al.*®

(2001) avaliaram o efeito antimicrobiano do 6leo de girassol
ozonizado (Oleozon) em diferentes espécies bacterianas (Mycobactéria,
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pseudomonas e E. coli) , isoladas de
diferentes sitios. O Oleozon é produzido pelo Centro de Investigagfes do Ozbnio em
Havana, Cuba através de um gerador de ozbnio. Segundo os fabricantes, o efeito
bactericida deste 6leo é estavel em até 1 ano em temperaturas entre -10 e 8 °C, e
estavel por 6 meses em temperaturas entre 27-30°C, assim como o pH torna-se estavel
durantes estes periodos. Neste trabalho, foi determinada uma concentragdo inibitoria
minima do Oleo para inativar as diferentes espécies bacterianas. Os resultados
mostraram que o oleozon possui um valioso efeito antimicrobiano sobre todas as
espécies bacterianas testadas, sendo a Mycobactéria mais sensivel. As concentracdes
inibitérias minimas variaram de 1.18 a 9.5 mg/ml de oleozon para inativar as bactérias.

Os autores sugeriram que se deve conduzir a uma criagcado de pesquisas clinicas para



comparar o oleozon com outros agentes antimicrobianos, visto a baixa toxicidade deste
produto.

Faria et al.>®

(2005) avaliaram o efeito da 4gua ozonizada sobre culturas
de Candida albicans isoladas da cavidade bucal. Foram coletados 2 mL de saliva de
108 individuos com idade entre 18 e 25 anos da qual foram plaqueadas e incubadas por
a 37°C por 48 horas. Apés este periodo foi confirmada as culturas de Candida albicans
através de um microscépio, das quais 49 foram incluidas no estudo. A cepa padréo
ATCC 18804 de C. albicans também foi testada para comparagédo. Foram preparadas
suspensfes na concentracdo de 5X10% células/mL, que foram submetidas & agua
ozonizada a uma concentracdo de 3,3 mg/L de ozbnio, pelos tempos de 20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, 160, 180 e 300 segundos. ApOs estes intervalos de tempo foram
contadas as unidades formadoras de col6nia. Os resultados mostraram que o completo
efeito fungicida para as cepas padrdo foi obtido somente depois de 300 segundos,
porém ndo foi efetiva para a total inativacdo da C. albicans isoladas da cavidade bucal,
0 que sugerem gue estas cepas sdo mais resistentes a acdo do ozoénio.

Em cirurgia, Guerra et al.** (1997) comparou o efeito do oleozon (6leo de
girassol ozonizado, usado em Cuba) e da pasta alvogil utilizados no tratamento para
alveolite. Foram utilizados 50 pacientes que receberam a terapia com oleozon e 50
pacientes que receberam a terapia com alvogil e antibidtico sistémico. Antes de cada
tratamento, todos os alvéolos foram irrigados com solugdo salina para remover restos
de coédgulos necroéticos ou contetdo inadequado do alvéolo. ApGs 72 horas foi avaliado
novamente o estado a qual o critério de evolucdo satisfatéria foi auséncia de dor e
formacao de tecido de cicatrizagdo. Ambos os grupos evoluiram de forma similar, porém
foi visto que os pacientes que utilizaram o oleozon curaram mais rapidamente porque
nao necessitaram antibidtico por via oral. Este trabalho demonstrou que o oleozon pode
ser usado como um medicamento efetivo no tratamento da alveolite, devido as suas
propriedades germicidas, assim como poder de oxigenagdo aos tecidos que estimula a
regeneracao tecidual.

Em protese dentaria, Murakami et al.®

(1996) avaliaram o poder de
desinfeccdo do o0z6nio sobre C. albicans, cuja prevaléncia do acumulo desta em formas
de placa em superficies de préteses removiveis € alta. A remoc¢do desta placa se faz
importante, porque tem sido relacionada como causa de estomatites e odores
desagradaveis. Para tanto, culturas de C. albicans foram preparadas e contadas as

unidades formadoras de coldnias. Em seguida, estas amostras foram derramadas



55

dentro de um reservat6rio de dois aparelhos geradores de ozénio (gerador 1 e gerador
2), cuja concentracao era de 10 ppm, que receberam o0z6nio por um periodo de 30 e 60
minutos; e compararam com um grupo de cultura de C. albicans que recebia apenas ar
por 60 minutos. Os resultados demonstraram que tanto no gerador 1 quanto no gerador
2 houve declinio de 1/10 depois de 30 minutos e de 1/1000 ap6s 60 minutos, porém nao
eliminou por completo as colénias. No grupo que recebeu apenas ar, o declinio foi
apenas 13%. Concluiram que ha possibilidade da utilizacdo do ozbnio para limpeza e
desinfeccao de préteses.

Em outro estudo, Oizumi et al.¥’

(1998) compararam o efeito microbicida
do gas ozbnio com a agua ozonizada para determinar se sdo métodos eficazes para
desinfeccdo de proteses. Foram utilizadas culturas de S. aureus, S. mutans e C.
albicans, das quais sdo as que mais aderem as proteses e sao responsaveis pela
maioria das infec¢des orais. Estas foram aplicadas sobre a superficie da prétese. O gas
oz6nio produzido pelo gerador (20g/h) foi aplicado diretamente sobre esta superficie e
0s microrganismos foram coletados depois de 1 e 3 minutos e em seguida 0 numero de
células foi determinado. Foram preparados 1mL a 1 ppm e 3 ppm de agua ozonizada e
colocadas em tubos de polietileno esterilizados e adicionados a mesma quantidade de
suspensbes microbianas, em seguida o numero de células foi contado apés 30
segundos, um, cinco, dez, vinte e trinta minutos. Os resultados mostraram que em
ambos os mecanismos, houve declinio de bactérias; para a aplicacdo de gas ozobnio
este declinio foi de 1/10° apés 1 minuto e ap6s 3 minutos foram inferiores do limite de
deteccdo; para a 4gua ozonizada a 1ppm e 3 ppm o declino de C. albicans foi de 1/10 ,
o de S. mutans foi de 1/10° e para S. aureus foi de 1/10%, sendo que nenhuma mudanca
no numero de células foi observada apos este periodo. A aplicacdo do gas ozoénio
diretamente na superficie da protese foi mais efetiva, mostrando que o efeito bactericida
do 0zb6nio depende do nimero de moléculas de deste em contato com a bactéria.

Arita et al.® (2005) avaliaram in vitro a eficacia antimicrobiana da agua
ozonizada contra C. albicans em superficies de resinas para dentaduras. Placas de
resina acrilica foram cultivadas por 120 minutos com C. albicans. Estas placas foram
mantidas durante 1 minuto em 150 mL de 4gua ozonizada a uma concentracao de 0,5;
2 e 4 mg/mL por 1, 5, 10, 30 e 60 minutos. A viabilidade de C. albicans foi tempo-
dependente, ou seja, houve uma diminuicdo de unidades formadoras de colbnias
qguando as placas ficaram imersas na dgua ozonizada numa concentracdo de 4 mg/mL

por um tempo de 30 minutos de ozonizacao.
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Em endodontia, a maioria dos estudos concentram-se no 0z6nio como
agente irrigante e como medig&o intracanal.

Siqueira Junior et al.*?*

. (2000), avaliaram a atividade antimicrobiana do
0leo ozonizado frente a bactérias comumente envolvidas na etiopatogenia das doencas
perirradiculares. Foi comparado o efeito do 6leo ozonizado as pastas de hidroxido de
calcio associados a glicerina, ao hidroxido de calcio associado ao tricresol
formalina/glicerina e ao hidroxido de calcio associado ao paramonoclorofenol/glicerina,
sendo estas pastas empregadas como medicacbes intracanal em tratamentos
endodénticos. A eficiéncia do 6leo ozonizado, em comparacdo a outras pastas
utilizadas, foi observada através do halo de inibicdo de crescimento bacteriano em
placas de Petri. Os maiores halos de inibi¢cdo foram observados para o 6leo ozonizado.
Os autores ressaltaram ainda que pasta de hidréxido de calcio em glicerina apresentou
auséncia de efeito inibitério sobre todas as cepas bacterianas testadas, concluindo que
pasta de hidroxido de célcio em veiculos inertes (dgua destilada, soro fisiologico,
glicerina), foi ineficaz em inibir o crescimento de véarias espécies bacterianas anaerobias
estritas e facultativas.

Velano et al.}*®

(2001) pesquisaram in vitro a atividade antimicrobiana da
agua ozonizada sobre S. aureus, utilizando concentracdes variando de 10° a 10'°
microrganismos/mL. Para tanto, realizaram dois grupos de experimentos; grupo 1,
utilizando agua destilada previamente ozonizada a uma concentragdo inicial de 0,6
mg/mL por 20 minutos e grupo 2, agua destilada sem prévia ozonizagdo. No grupo 1, a
adgua ozonizada foi adicionada a suspenséo de S. aureus onde mantiveram o fluxo de
ozbnio constante até o término do experimento. Foram coletadas amostras com
intervalos de tempo variados para determinar o tempo de morte de 99% das bactérias.
No grupo 2, o mesmo procedimento foi realizado, s6 que foi utilizada dgua destilada
sem ozonizagdo prévia e entdo acionado o gerador para producdo do ozdnio. Os
resultados obtidos mostram que no grupo 1, a inativagéo bacteriana total foi conseguida
com o tempo variando entre 4 segundos e 5 minutos e 25 segundos e no grupo 2, a
inativacdo ocorreu no intervalo de 1 minuto e 31 segundos a 23 minutos e 45 segundos.
A partir dos dados obtidos, os autores sugeriram que é possivel que a agua ozonizada
apos um periodo de 30 minutos de prévia ozonizagdo com concentracao inicial de 0,6
mg/mL seria um excelente padréo para eliminar os microrganismos estudados.

Silveira et al.™ (2007) avaliaram radiogréfica, histolégica e
histobacteriologicamente o efeito da medicagdo intracanal com o 0leo ozonizado
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(Soluzione O3 a 99%, Fomblim 1% - Comoproject- Parma/ Italia) ou com a pasta de
hidréxido de célcio, paramonoclorofenol canforado e glicerina (HPG) no tratamento
endodéntico de dentes despolpados com lesdo perirradicular associada. Foram
utilizados 84 canais radiculares de pré-molares e incisivos inferiores de 6 caes. Para a
inducdo das lesdes perirradiculares, a polpa foi removida e o canal inoculado com E.
faecalis, sendo os dentes em seguida selados coronariamente com resina composta
fotopolimerizavel por 90 dias. Decorrido este periodo foi realizado exame radiografico e,
uma vez constatado o desenvolvimento de lesdo perirradicular, procedeu-se o
tratamento endodontico. Os dentes submetidos ao tratamento endoddntico foram
divididos em 3 grupos experimentais: tratamento endodéntico em sessdo Unica;
tratamento em 2 sessfes com medicacdo com HPG e tratamento em 2 sessfes com
medicacao intracanal com 6leo ozonizado. Como controles positivos foram utilizados os
seguintes grupos: instrumentacdo sem obturacdo e dentes com infeccdo sem realizar
tratamento; e como controle negativo, dentes com polpa viva tratados em sessao Unica.
Ap6s o término do preparo quimico-mecanico e decorridos 7 dias do medicacao
intracanal com o 6leo ozonizado ou com a pasta HPG, os canais foram obturados e as
cavidades coronérias seladas com resina composta fotopolimerizavel. Decorridos 180
dias apls a obturacdo, os dentes foram radiografados e os animais sacrificados por
sobredose anestésica. As pecas foram preparadas, fixadas em formalina a 10 por cento
e posteriormente desmineralizadas em EDTA. ApGs o processamento histolégico de
rotina, os cortes com 5 um de espessura foram corados por H. E. ou por Brown e Brenn.
Tanto a andlise radiografica quanto a histolégica e a histobacteriol6gica demonstraram
gue ndo houve diferenca significativa na resposta tecidual perirradicular aos dois
medicamentos utilizados. Os resultados entdo sugerem que o Oleo ozonizado tem o
potencial de ser utilizado na endodontia como medicamento intracanal.

Nagayoshi et al.*®

(2004) avaliaram in vitro o efeito da 4gua ozonizada
como agente irrigante em tubulos dentinarios infectados por E. faecalis e S. mutans em
dentes bovinos. A parte coronéria foi seccionada, e a parte radicular foi cortada em
blocos de 4 mm, que foram colocados em meio de cultura contendo E. faecalis e S.
mutans. Posteriormente, os blocos foram divididos e irrigados por 10 minutos com
4mg/L de &gua ozonizada, 4mg/L de agua ozonizada com ultrassom, 4gua destilada, 1
espécime nao foi irrigado (controle positivo) e 1 espécime foi irrigado por 2 minutos com
hipoclorito de sodio 2,5% (controle negativo). Apos irrigacdo dos agentes, raspas de

dentina foram coletadas com uso de uma broca e colocadas em meio de cultura,
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diluidas em solucéo salina, plaqueadas e cultivadas em estufa 37°C por 24 horas e
contadas as unidades formadoras de col6nia. Verificaram que a viabilidade do E.
faecalis e S. mutans diminuiu com todos o0s agentes irrigantes e diminuiu
significativamente quando irrigados com o0z0nio, especialmente quando utilizaram o
ultrassom, cujo resultados foram similares aos tratados com NaOCI 2,5%. Sugeriram
entdo, que a agua ozonizada pode ser empregada como agente irrigante durante a
terapia endodontica. Este trabalho também avaliou o efeito citotéxico do ozénio sobre
fibroblastos de ratos, o qual mostrou baixa toxicidade.

Hems et al.*® (2005) avaliaram in vitro a habilidade do 0zénio em eliminar
uma cepa de E. faecalis. Para o experimento, utilizou ar ozonizado, agua ozonizada
cuja concentragdo maxima foi determinada através de um espectrofotdmetro, e ar
atmosférico (controle negativo), que foram borrifadas sobre culturas de E. faecalis em
varios periodos de tempo (30, 60, 120 e 240 segundos). As unidades formadoras de
colonia foram contadas antes e depois da aplicagdo do ozénio. Compararam os dados
obtidos com o efeito bactericida do hipoclorito de sddio a 0,05% (controle positivo).
Houve reducdo no numero de células bacterianas em torno de 1-2 log;, em todos os
periodos de tempo, mas reducao significante foi detectada no tempo de 240 segundos,
tanto para a aplicacdo do ar ozonizado quanto da agua ozonizada. Nao houve reducéo
bacteriana quando o ar atmosférico foi aplicado nas culturas. O efeito bactericida do
hipoclorito de sédio 0,5% usados como controle positivos foram comparados com o
efeito do 0zbnio. Embora concentracdes de 0,5-5% de NaOCI| sdo comumente usados
para limpeza quimico mecéanica de canais radiculares, uma concentracao mais baixa foi
usada (0,05%), baseado em outros estudos, de que seria uma concentracdo eficaz
minima usada contra E. faecalis. Os autores concluiram que foi impossivel uma
comparacdo direta entre oz6énio e NaOCI porque a concentracdo do ozbnio muda
constantemente durante o borrifamento continuo.

Em 2006, Cruz?! avaliou in vitro a associacéo do efeito antimicrobiano do
ozonio a veiculos como 6leo de oliva, 6leo de girassol, Calen PMCC® (Hidréxido de
calcio com paramonoclorofenolcanforado) e propilenoglicol, quando foram semeadas as
bactérias E. faecalis em placas de petri com &gar, analisando halos de inibicdo
formados em cinco periodos diferentes de tempo de armazenagem. Concluiu que o
Calen® PMCC n&o tem boa associagcdo com o ozdnio e o propilenoglicol tem melhor
capacidade de associagdo, boa estabilidade de tempo, mantendo atividade

antimicrobiana por maior periodo.
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Estrela et al.*®

(2006) avaliaram a capacidade do 0z6nio associado a trés
diferentes solucdes usadas em um sistema de limpeza ultra-sbnica em inativar S.
aureus. Cento e vinte mL de suspenséo de S. aureus foram misturadas em 6 L das
solugdes experimentais (agua destilada esterilizada, vinagre de mac¢éa e agua destilada
esterilizada + Endozime AWplus) utilizadas no sistema de limpeza ultra-sbnica. O
oz6nio foi produzido por descarga elétrica através de uma corrente de oxigénio com
valor de 7g/h de ozbnio (1,2%) dentro das suspensdes microbianas. Um total de 10 mL
de cada solucédo experimental foram coletados e realizadas cinco diluicbes em 9 mL de
BHI e incubadas a 37°C por 48 h. O crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidade
do meio de cultura. Ao mesmo tempo, 1 mL das amostras bacterianas foram coletadas
e inoculadas em placas contendo BHIA. Apés o periodo de incubagédo a 37°C por 48
horas, realizou-se a contagem de unidades formadoras de colbnias (ufc/ mL). No teste
de diluigdo em tubos com BHI e placas com BHIA(ufc/mL), quando o ozénio foi
empregado, o crescimento bacteriano n&o foi observado em nenhuma das solugdes
experimentais. Nas condi¢cbes deste estudo, a aplicacdo do o0zénio nas solucdes
experimentais presentes no sistema de limpeza ultra-sbnica mostrou atividade
antimicrobiana sobre S. aureus.

Huth et al.>® (2006) investigaram se o o0zénio na forma gasosa e aquosa
exercem algum efeito citotoxico nas células epiteliais orais humanas e de fibroblastos
gengivais e compararam com agentes anti-sépticos ja estabelecidos: clorexidina 2% e
0,2%, hipoclorito de sodio 5,25% e 2,25% e perdxido de hidrogénio 3%. Todos os
agentes foram deixados por um periodo de 1 minuto de contato com as células. Foram
avaliados a contagem de células, atividade metabdlica, nivel de actina e apoptose. O
gés ozodnio foi utilizado na concentracdo entre 0,2 e 53 X10°ug/mL e a 4gua ozonizada
entre 1,25 e 20X10%ug/mL. Os resultados mostraram que o oz6nio na forma de géas
produziu efeitos téxicos em ambos os tipos celulares. Nenhum efeito toxico foi
observado para o ozbnio na forma aquosa. A clorexidina (2% e 0,2%) foi altamente
toxica para células epiteliais e pouco toxica para os fibroblastos. O hipoclorito de sédio e
a agua oxigenada mostraram reducao da viabilidade celular em ambos os tipos de
células. Sendo assim, o o0zbnio na forma aquosa demonstrou uma alta
biocompatibilidade em relacdo aos demais agentes anti-sépticos, tornando-o Util na
desinfec¢cdo endodéntica, tratamento periodontal e enxaguatérios para prevencado de

caries.
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Estrela et al.?®

(2007) avaliaram a eficacia antimicrobiana da é&gua
ozonizada, gas o0z06nio, hipoclorito de sodio e clorexidina em canais humanos infectados
com E. faecalis. Utilizaram 30 dentes anteriores superiores que foram preparados até o
didmetro de uma lima K 50 e inoculados com E. faecalis ajustadas com a escala 1 de
Mac Farland (3X10® células/mL) por 60 dias. Em seguida, a porcdo coronaria dos
espécimes foi conectada em tubos de eppendorf, no qual mangueiras de uretano foram
acopladas com uma bomba peristaltica. Os canais foram divididos em grupos de acordo
com a solucgéo irrigante: grupo |- agua ozonizada (preparada pelo borbulhamento de
oz6nio numa taxa de fluxo de 7 g/hora, em 1 litro de agua destilada); grupo Il - gas
ozbnio (taxa de fluxo de 7g/hora); grupo Ill — hipoclorito de soédio 2,5%; grupo IV-
solugédo de digluconato de clorexidina 2%; grupo V —controle positivo e grupo VI —
controle negativo. Os agentes irrigantes circularam num fluxo constante de 50 mL/min
durante 20 minutos. A seguir foram coletadas amostras através da introducao de cones
de papel absorventes no interior dos canais e imersos em caldo LB para incubagédo a
37°C por 48 horas, em triplicata. Ap6s este periodo foram transferidas 0,1 mL de caldo
LB para 7 mL de BHI e incubados a 37°C por 48 horas. O crescimento bacteriano foi
analisado pela turbidez do meio. Concluiram que nenhum agente irrigante usado por 20
minutos foi suficiente para inativar o E. faecalis.

Cardoso et al.® (2007) avaliaram in vitro o efeito da 4gua ozonizada a
concentracao de 24mg/L produzida por 20 minutos em 24 canais contaminados com E.
faecalis e 24 canais com C. albicans. Foi preparado uma suspensdo destes
microrganismos a uma concentracgéo de 1,3 x 108 células/mL e foram adicionados 20 pL
desta a canais esterilizados e instrumentados previamente até o diametro de uma lima
K no 35. Foram incubados a 37°C por 21 dias e a cada trés dias foi adicionado meio de
cultura TSB (Tryptic soy broth). Apés este periodo, um cone de papel foi colocado no
interior dos canais radiculares, deixados por 1 minuto e transferidos para tubos de
eppendorf contendo 1 mL de solucdo fisiologica esterilizadas. Aliquotas de 0,1 mL foram
plaqueadas e contadas as unidades formadoras de coldnias apdés 48 horas de
incubacéo a 37° C. Os canais foram instrumentados novamente até o didmetro de uma
lima K 80, o qual se utilizou para irrigacdo a agua ozonizada ou solugao fisiologica
esterilizada. Os dentes foram incubados por 7 dias a 37° C e apds este tempo foi
verificado as unidades formadoras de coldnias. Os resultados obtidos foram que a agua

ozonizada reduziu significantemente o numero de unidades formadoras de colbnias
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tanto para C. albicans quanto para o E. faecalis, porém, apds os 7 dias o numero de
microrganismos voltou a crescer, mostrando que o 0zénio ndo possui efeito residual.

Huth et al.>® (2009) avaliaram a eficacia antimicrobiana do o0zénio gasoso
e aquoso como uma alternativa anti-séptica contra E. faecalis, C. albicans, P. micros e
P. aeruginosa em suspensdo e como modelo de biofilme em canais radiculares e
compararam com o hipoclorito de sédio, clorexidina e peroxido de hidrogénio. Para
avaliacdo do efeito do 0zbdnio na suspensdo, 0s microrganismos foram preparados na
escala 1 de Mac Farland, que foram plagueados e expostos ao 0zonio e ao ar ambiente
por 1 minuto. Depois, foram incubados e determinadas as unidades formadoras de
colonias. Os resultados mostraram que o0 0z6nio aquoso eliminou completamente o E.
faecalis e C. albicans quando usados na concentracdo de no minimo 5 pg/mL. No caso
da P. micros a concentracdo necessaria para a completa eliminacdo foi no minimo 2.5
pg/mL. O NaOCI e a CHX eliminaram totalmente os microrganismos testados, porém o
peréxido de hidrogénio nédo foi tdo efetivo. A concentracdo minima do gas ozonio para
eliminar completamente os microrganismos testados foi 1 g/m® aplicados por 1 minuto.
Para avaliacdo do ozbdnio sobre biofilme, foram preparadas culturas Unicas destes
microrganismos durante 3 semanas dentro de canais radiculares de dentes
permanentes extraidos e acoplados com uma bomba peristéltica com saliva artificial
suplementada com sacarose num fluxo de 720 mL/dia em condi¢cdes aerdbicas. Os
canais foram entdo cortados na horizontal e expostos ao 0z6nio gasoso e aquoso em
diferentes concentracdes e tempo; e comparados com os irrigantes endodonticos. Os
resultados mostraram que a aplicagdo do 0zénio aquoso, huma concentragdo maior que
20 pg/mL, durante 1 minuto, reduziram 96% do biofilme dos microrganismos, similar a
clorexidina. O NaOCI eliminou completamente, porém o peroxido de hidrogénio néo foi
efetivo. Quando aplicado o gas ozbnio, este mostrou uma reducdo dose dependente
contra diferentes espécies. A maioria de E. faecalis e C. albicans foi eliminada por uma
alta concentracdo a 53 g/m® e a P. aeruginosa por 32 g/m® e concluiram que altas
concentracoes de 0zonio gasoso e aquoso foram dose e tempo dependentes contra 0s
microrganismos testados na suspenséao e no modelo de biofilme testados.

Noetzel et al.®® (2009) avaliaram a eficacia do hidroxido de célcio , laser
Er: YAG, e gas oz6nio em canais radiculares contaminados com E. faecalis. Utilizaram
180 dentes humanos extraidos, com raiz Unica das quais foram divididos em 4 grupos
de 45 dentes cada. No grupo 1, os canais foram alargados até a lima n° 60 e nos grupos
de 2 a 4 foram alargadas até a lima n° 40. Depois os dentes foram esterilizados e
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inoculados com E. faecalis e incubados por 3 dias, seguido pela contagem das unidades
formadoras de col6nias. Subsequentemente, os canais foram alargados até a lima 60
nos grupos de 2 a 4 e para irrigagédo foi usado solucdo salina (0,9%) no grupo 2,
hipoclorito de sédio 1% no grupo 3 e clorexidina 0,2% no grupo 4. Finalmente cada
grupo de 45 dentes foi subdividido dentro de 3 grupos com 15 dentes cada, da qual foi
aplicado hidréxido de célcio por 7 dias, radiagéo laser Er: YAG por 30 segundos ou gas
0zobnio por 120 segundos, seguido pela avaliagéo final com a contagem das unidades
formadoras de colonias. Os resultados mostraram que ambos os grupos 1 e 2 a redugéo
média das bactérias depois da aplicacdo do hidroxido de célcio e ozbnio foi
significantemente maior do que a aplicacdo do tratamento com laser. A eficacia
antibacteriana foi aumentada pelo uso adicional de hipoclorito de sédio e clorexidina
como irrigantes em todos o0s subgrupos (grupos 3 e 4) comparado com O
correspondente subgrupo do grupo 1.

Nogales et al.?® (2008) apresentaram uma revisdo de literatura com a
finalidade de incorporar a terapia de 0zénio dentro da pratica odontoldgica, nas diversas
especialidades, como prétese, dentistica, periodontia, endodontia e estomatologia.
Concluiram que o futuro da terapia com o0z6nio deve ser focada para o estabelecimento
de parametros seguros e bem definidos em estudos clinicos controlados e
randomizados a fim de determinar a precisa indicacdo e orientacdes para tratamento
das varias patologias médicas e dentérias; assim como,0 estabelecimento do tempo de
aplicacdo do gés ozobnio, onde ha divergéncias de opinibes nos diversos estudos
relatados



3 Proposicao

Este estudo teve como proposta avaliar a atividade antimicrobiana do
0z6nio em associacao ao propilenoglicol e ao hidroxido de célcio como medicagdes em
canais radiculares contaminados com Enterococcus faecalis no periodo de 7 e o efeito
residual ap6s mais 7 dias.



4 Material e Método

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, protocolo n°42/08 (Anexo 1).

4.1 Selecao dos dentes e preparo biomecanico do canal radicular

Foram utilizados cinquenta dentes humanos unirradiculados extraidos por
motivos patologicos ou ortodénticos, doados pelo Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia de Araraquara. Os elementos dentarios foram conservados em hipoclorito
de sodio 1% para manté-los hidratados até o momento do uso. Os restos de tecido
periodontal ou 6sseo, que porventura estavam aderidos as superficies radiculares foram
removidos por raspagem com curetas periodontais.

Para a padronizacdo da amostra, a selecdo dos dentes foi baseada nas
dimensBes e similaridade morfolégica da raiz, os quais foram radiografados (Dabi
Atlante, S&o Paulo, Brasil) no sentido mésiodistal, sendo excluidos aqueles que
apresentaram mais de um canal radicular, calcificacbes difusas ou localizadas,
reabsorcdes internas e tratamento endodontico.

Os dentes tiveram suas coroas seccionadas em uma maquina de corte
de alta precisdo (BUEHLER Isomet 1000, lllinois, USA), a uma velocidade de 275 r.p.m.,
de modo que o comprimento final das raizes foi padronizado em torno de 15 + 0,5 mm
(FIGURA 1).

FIGURA 1 — padronizagdo das raizes: a) Padronizacdo de 15 + 0,5 mm; b)
Remocéo da porgéo coronaria.
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4.2 Preparo biomecéanico das raizes

Foi estabelecido um instrumento apical inicial com o auxilio de uma lima
tipo K (Dentsply-Maillefer®, Ballaigues, Suica), em média, nimero 15, de modo que
cada canal radicular foi explorado em toda a sua extensdo até que a lima fosse
detectada no forame apical. Raizes com didmetro menor que a lima K n°10, ou maior
que a lima K n° 20 eram descartadas. A partir da deteccdo da lima no forame apical, a
raiz foi instrumentada até a lima K n° 30, sendo em seguida, recuado um milimetro a fim
de determinar o comprimento de trabalho. Deste modo, foi realizado o preparo
biomecanico pela técnica classica, confeccionando-se o batente apical com a lima tipo K
n° 50 (Dentsply-Maillefer®, Ballaigues, Suica). As raizes foram fixadas em uma morsa
para que permanecessem imoveis durante toda a confeccdo do preparo biomecanico.

Para a irrigagéo, foi utilizado, entre um instrumento e outro, 2 mL de
solucao hipoclorito de sddio 1% (Férmula e Acédo, Sdo Paulo,SP, Brasil), com auxilio de
seringa apirogénica de 3 mL (Injex, Ourinhos, SP, Brasil) com agulha apirogénica 20 X
55 mm (BD, PR, Brasil) sendo a irrigacdo final realizada com 2 mL de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17% (Biodindmica®, Ibipord, PR, Brasil),
permanecendo por trés minutos, para a remoc¢ao da smear layer, provocada pela acdo
cortante dos instrumentos. Em seguida, procedeu-se novamente a irrigagdo com 2 mL
de hipoclorito 1% (Férmula e Acdo, Sao Paulo,SP, Brasil) a fim de neutralizar o EDTA e
secagem do canal com pontas de papel absorvente n° 50 (Tanari®, Amazonas, Brasil)

compativel com o didametro do canal.

4.3 Vedamento apical e impermeabilizacdo externa das raizes

Os forames apicais foram selados com resina composta fotopolimerizavel
Z100 (3M, Sumare, SP, Brasil) e as raizes foram impermeabilizadas com duas camadas
de adesivo epoxi-araldite (Brascola, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil) com auxilio de
um pincel, exceto na por¢éo correspondente ao acesso coronario (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — Impermeabilizagdo externa das raizes e selamento do &pice.

4.4 Inclusédo dos espécimes em placas de polistireno

Todos os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em cinco placas
de polistireno de 24 pocos (Costar, New York, USA), sendo quatro placas com onze
espécimes cada e uma placa com seis espécimes (FIGURA 3). Os espécimes foram
fixados nos pogos mais externos da placa com resina acrilica quimicamente ativada
incolor (Artigos Odontolégicos Classico, S&o Paulo, SP, Brasil), recobrindo

aproximadamente 10 mm a partir do apice.

FIGURA 3 - Raizes incluidas com resina acrilica na placa de contagem de

células: a) distribuicdo dos 11 espécimes na placa; b) detalhe dos dentes.

As placas foram tampadas e embaladas com papel kraft, e foram
esterilizadas por radiacdo gama cobalto 60 (20 KGy por 6 horas). Esta esterilizacéo foi
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realizada na empresa EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiacdo, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil).

4.5 Selecédo e preparo do in6culo

A bactéria utilizada foi E. faecalis, obtido da American Type Culture
Collection (ATCC 29212) doado pelo Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista, campus Araraquara. Foram
inoculados 100 pL da bactéria em um tubo de ensaio contendo 1 mL de meio Brain
Heart Infusion (BHI, Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA), previamente esterilizado a
121°C por vinte minutos. O tubo contendo a cepa foi incubado a 37°C por vinte e quatro
horas e, apbés esse periodo sua diluicdo foi ajustada ao tubo 0,5 da escala de
MaCFarland, correspondendo a uma concentracéo de 1,5 X 10%células/mL.

4.6 Contaminacgéo dos dentes

ApOs o preparo, em camara de fluxo laminar e com auxilio de uma
micropipeta (Gilson — Villiers-le-Bel, Fran¢ga) 10 pL da suspensdo microbiana de E.
faecalis, preparada com culturas de 24 horas ajustadas ao tubo 0,5 da escala de
MaCFarland, foram inoculados nos dentes previamente esterilizados, juntamente com
10 pL de meio Brain Heart Infusion (BHI) (Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA),
totalizando 20 pL (FIGURA 4). Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de
algoddo apirogénica embebida no caldo BHI, e em seis pogos do centro das cinco
placas, foi colocado chumacos de algoddo umedecidos em agua destilada esterilizada
para manter a umidade das mesmas. As placas foram fechadas, incubadas em estufa
microbiolégica a 37°C por 21 dias. Durante este periodo, foi adicionado apds as 24
horas de incubacéo, e depois a cada 72 horas, meio de cultura BHI (Difco Laboratories,
Detroit, Mi, USA), com auxilio de seringa de insulina 1 mL (Injex, Ourinhos, SP, Brasil),
de modo que preenchessem toda extensao do canal e 4gua destilada esterilizada nos
pocos que continham os chumacos de algoddo com auxilio de micropipeta. Seis dentes
ndo foram contaminados com a bactéria, porém foram colocados meio de cultura BHI

(Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA), pois foram utilizados como controle negativo.
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FIGURA 4 - Inoculagdo da suspensdo microbiana de E. faecalis nos dentes

previamente esterilizados.

4.7 Coleta de confirmacéo de contaminacao

A coleta para analise microbiol6gica para comprovag¢ao da contaminagéo
dos dentes foi realizada apds 21 dias de contaminacdo, em todos os dentes, por meio
da técnica de semeadura e contagem das unidades formadoras de colénias (UFC).
Para tanto, foram utilizados para a coleta das amostras, cones de papel esterilizados
namero quarenta (Tanari®, Amazonas, Brasil), que foram colocados no interior do canal
radicular e deixados por um minuto. Os cones foram retirados do canal radicular e
colocados no interior de tubos de ensaio contendo 1 mL de solucéo salina esterilizada e
agitados por 1 minuto em agitador de tubos (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP,
Brasil) e aliquotas de 100 pL foram transferidos para outros quatro tubos de ensaio
contendo 0,9 mL de solugédo salina esterilizada, realizando assim, quatro diluicbes
seriadas (1:1, 1:2, 1:3 e 1:4). Em seguida, com auxilio de uma alca plastica flexivel
estéril, aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram semeadas em placas de petri
contendo meio de cultura BHI Agar (Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA) (FIGURA 5 e
6) e incubadas em estufa de CO, 5% a 37° C. ApOs 24 horas foi verificado o

crescimento dos microrganismos, e contadas as unidades formadoras de col6nias
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(UFC/mL), confirmando assim a contaminacdo dos canais radiculares de todos os

espécimes apds 21 dias.

Tranferéncia de 100l m m m

1004l 1004l
ﬂ - -
U J 0
1ml de sol salina 0,9ml de sol 0,9midesol  09mldesol  0,9mlde sol
+ cone de papel salina salina salina salina
absorvente
1:10 1:100 1:1000 1:10.000
100 1001 1001 oul

OC

> Dilui¢es seriadas

>— Plaqueamento

FIGURA 5 - Realizacao das diluicdes seriadas.
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FIGURA 6 — a-) Cone de papel no interior de tubo de ensaio com solucdo
fisiolégica; b-) realizagéo da diluicdo seriada.

Para confirmar que a bactéria tratava-se de Enterococcus, foi realizada

uma coloracdo de Gram.

4.8 Divisdo dos grupos

Apés a coleta para comprovacgdo de contaminacao, os canais radiculares
foram secos com cones de papel absorvente nimero 40 (Tanari®, Amazonas, Brasil) e
divididos em quatro grupos, de acordo com a medicacao testada:

Grupo | (n=11) Propilenoglicol ozonizado

Grupo II- (n=11) Calen PMCC

Grupo llI- (n=11)- Propilenoglicol com hidréxido de célcio ozonizado

Grupo IV -(n=11) Dentes contaminados, porém ndo foram preenchidos
com nenhuma medicacao (controle positivo)

Grupo V — (n=6) Dentes esterilizados, n&o foram inoculados a suspenséo

bacteriana. Foram usados como controle negativo
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4.9 Preparo da medicagéo intracanal

Para ozonizar o veiculo — propilenoglicol (Labsynth, Diadema, SP, Brasil)-
(Grupo 1), tubos de ensaio contendo 5 mL de propilenoglicol foram submetidos a
borbulhagem de oxigénio por um tempo de 60 minutos cada, obtido de um gerador de
0z6nio (OZONIC modelo C-20, Sado Bernado do Campo, S&o Paulo, Brasil). A presséo
de alimentacdo de oxigénio medicinal foi de 5 L /minuto com uma poténcia de
converssao de 1 (poténcia méaxima do gerador), o que produziu uma concentracao de 9
mg/L. O produto ozonizado foi colocado em tubinhos de anestésico de vidro
previamente esterilizados e colocados no interior do canal radicular através de uma
seringa tipo carpule (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) com agulhas de anestésico
longas 27G (Injex, Ourinhos, SP, Brasil) (FIGURATY).

FIGURA 7 — a-) Ozonizador com o gerador de oxigénio; b-) propilenoglicol sendo
0zonizado; ¢-) introducéo do propilenoglicol ozonizado no interior dos canais.
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Para o grupo I, foi utilizado pasta calen PMCC® (SS White, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), que foi levado ao canal radicular através da seringa ML (Duflex, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), de modo que preenchessem todo o comprimento do canal

radicular.

FIGURA 8 — Introducéo da pasta calen PMCC no interior dos canais radiculares.

Para o grupo lll, foi utilizado 5 mL de propilenoglicol, acrescido de 5 mg
de hidréxido de calcio p.a. (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), e foram ozonizados
conforme descrito acima. O produto foi colocado em tubinhos de anestésico de vidro
previamente esterilizados e levados ao interior do canal radicular através da seringa ML

(Duflex), de modo que preenchessem todo o comprimento do canal radicular.

4.10 Anélise bacteriol6gica apds tratamento

Apés sete dias com os curativos, 0os onze dentes de cada grupo foram
irrigados com 2 mL de solugdo salina esterilizada e preenchidos com a mesma e um
cone de papel absorvente esterilizado numero 40 (Tanari®, Amazonas, Brasil), foi
inserido em cada canal radicular, permanecendo por 1 minuto. Posteriormente o cone
foi transferido para um tubo de ensaio contendo 1 mL de solugdo salina esterilizada e
agitados por 30 segundos em agitador de tubos (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara,
SP, Brasil) e aliquotas de 100 uL foram transferidos para outro tubo de ensaio contendo
0,9 mL de solugéo salina esterilizada. Foram removidos 10 pL para semeadura em
placas de petri contendo meio de cultura BHI Agar (Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA)
e incubadas em estufa de CO, 5% a 37° C. Apds 24 horas foi verificado o crescimento
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dos microrganismos, e contadas as unidades formadoras de colénias (UFC/mL). Nos dentes
do controle negativo também foram realizadas as coletas microbiolégicas.

Os espécimes foram preenchidos com solucdo salina esterilizada e deixados em
estufa microbiolégica por mais 7 dias. Apos este periodo foi realizada novamente a coleta
microbiolégica para avaliagdo do efeito residual das medicacdes. Estes procedimentos
foram realizados da mesma forma que citado anteriormente do periodo de 7 dias.

Coleta da
12 coleta 22 coleta

Contaminacdo contaminacao , )
inag ) ¢ — s m—) apés

dos espécimes e colocagdo da dicaca dicacs
21 dias medicagdo 7 dias | MECICACA0 | 14 digs [ MECICACAO

FIGURA 9 - Coletas das amostras do canal radicular.



5 Resultados

5.1 Analise microbioldgica

A Figura ilustra a coleta de confirmacdo das amostras ap6s 21 dias de

contaminacao com E. faecalis

FIGURA 10 — Coleta de confirmagao em agar BHI.

5.2 Analise estatistica

Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as variaveis
quantitativas esta analise foi feita através da observacao dos valores minimos e maximos, e
do célculo de médias, desvios-padrao e 1°. quartil, mediana e 3°. quartil. Para a comparacao
dos quatro grupos em cada momento de avaliagédo foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, com comparagdo mdultiplas através de Dunn, pois a suposicdo de
normalidade dos dados foi rejeitada.Para a comparagdo dos momentos de avaliagdo em
cada um dos quatro grupos foi utilizado o teste nao-paramétrico de Friedman, pois a
suposicdo de normalidade dos dados foi rejeitada. Os dados foram representados
graficamente através do Box-Plot. O nivel de significancia foi de 5%.
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Tabela 1: Valores descritivos da quantidade de bactérias segundo o grupo de estudo e

0 momento da avaliacdo

21 dias ap0s 7 dias ap0s 14 dias ap0s
Grupo contaminagéo medicacédo medicacédo
Média 6945454,55 3545,45 5959,09
dp 1858689,67 4033,95 6019,56
Propilenoglicol + Minimo 4500000,00 0,00 0,00
ozbnio 1o. Quartil 5200000,00 0,00 530,00
(n=11) (grupo I) Mediana 6700000,00 3000,00 4000,00
30. Quartil 8900000,00 7000,00 11000,00
Méaximo 9400000,00 12000,00 17000,00
Média 8290909,09 818,18 527,27
Calen PMCC dp 1774516,58 2400,76 1502,72
(n=11) (Grupo Il Minimo 4500000,00 0,00 0,00
1o. Quartil 7200000,00 0,00 0,00
Mediana 8300000,00 0,00 0,00
30. Quartil 9800000,00 0,00 0,00
Méaximo 10800000,00 8000,00 5000,00
Média 7963636,36 55090,91 49122,73
dp 2307497,66 22853,68 37652,83
Controle positivo Minimo 4200000,00 11000,00 1000,00
(n=11) (grupo V) 10. Quartil 5800000,00 39000,00 11000,00
Mediana 7900000,00 57000,00 54000,00
30. Quartil 10200000,00 71000,00 82000,00
Méaximo 11500000,00 89000,00 104000,00
Propilenoglicol + Média 8345454,55 19181,82 18000,00
hidréxido de Ca+ ozbnio dp 2631487,65 12867,15 12288,21
(n=11) (grupo NI Minimo 4200000,00 0,00 4000,00
1o. Quartil 5700000,00 5000,00 5000,00
Mediana 8000000,00 21000,00 18000,00
30. Quartil 11500000,00 29000,00 25000,00
Méaximo 12000000,00 39000,00 44000,00
Média 0,00 0,00 0,00
dp 0,00 0,00 0,00
Controle negativo Minimo 0,00 0,00 0,00
(n=6) (Grupo V) 10. Quartil 0,00 0,00 0,00
Mediana 0,00 0,00 0,00
30. Quartil 0,00 0,00 0,00
Méaximo 0,00 0,00 0,00
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Pelo teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis observamos que os grupos
diferem nos momentos 21 dias (p=0,001), 7 dias (p< 0,001) e 14 dias (p< 0,001).

No momento 21 dias:

O grupo V (controle negativo) difere significativamente dos demais grupos
(teste de Dunn, p< 0,05).
Os outros grupos nao apresentam diferenca significante entre si.

12000000

10000000
8000000 - I I

6000000

4000000

2000000

Grupo

GRAFICO 1: Box-plot da quantidade de bactérias, segundo o grupo de estudo na avaliagdo
de 21 dias.
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No momento 7 dias:

O grupo V (controle negativo) difere significativamente dos grupos IV e Il
(controle positivo e Propilenoglicol + hidréxido de Ca+ 0zénio) (teste de Dunn, p< 0,05).

O grupo IV (controle positivo) difere significativamente dos grupos | e I
(Propilenoglicol + 0z6nio e Calen PMCC) (teste de Dunn, p< 0,05).

O grupo Il (Propilenoglicol + hidréxido de Ca+ o0z6nio) difere
significativamente do grupo Il (Calen PMCC) (teste de Dunn, p< 0,05).

As demais comparacdes nao apresentaram diferenca significante entre si.

100000 —

80000 -

60000

40000

20000 -

Grupo

GRAFICO 2: Box-plot da quantidade de bactérias, segundo o grupo de estudo na avaliagéo
de 7 dias.
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No momento 14 dias:

O grupo V (controle negativo) difere significativamente dos grupos IV e Il
(controle positivo e Propilenoglicol + hidroxido de Ca+ 0zénio) (teste de Dunn, p< 0,05).

O grupo Il (Calen PMCC) difere significativamente dos grupos Il e IV
(Propilenoglicol + hidréxido de Ca+ ozénio e controle positivo) (teste de Dunn, p< 0,05).

As demais comparacdes nao apresentaram diferencga significante entre si.

Pelo teste ndo-paramétrico de Friedman observamos que nos grupos LILII e
IV (Propilenoglicol + ozénio, Calen PMCC, Controle positivo e Propilenoglicol + hidréxido de
Ca+ ozbnio) apresentam alteracao significante ao longo das avaliagdes (p< 0,001). No grupo
V (controle negativo) nao ha alteragao significante.

Nos grupos com alteracdo, a avaliagdo de 21 dias difere significativamente
das avaliacbes 7 dias e 14 dias (p< 0,05). As avaliacbes de 7 e 14 dias ndo diferem entre si
(p> 0,05).
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GRAFICO 3: Box-plot da quantidade de bactérias segundo o grupo de estudo na avaliagdo
de 14 dias



6 Discussao

6.1 A escolha do tema

A maioria das infeccbes endodbnticas é de natureza

polimicrobiana®>*3"*42

decorrentes da invasdo de microrganismos e de seus
subprodutos, para a regido periapical. Durante o processo de infeccdo nos canais
radiculares, ocorrem interacbes entre as espécies microbianas, favorecendo o
crescimento de espécies anaerObias estritas, devido a baixa tens@o de oxigénio, e das
relacdes nutricionais’®**" %8,

Desta forma, o sucesso do tratamento endoddntico dependerd da
méaxima eliminacdo de restos teciduais necroticos, microrganismos, e de seus produtos
e subprodutos. Durante o tratamento endodontico, além da acdo mecénica, ha
necessidade da acdo conjunta de substancias quimicas auxiliares ou solucdes
irrigadoras, complementada pela acdo da medicacdo intracanal, objetivando assim a
desinfeccdo do complexo sistema de canais radiculares, contribuindo para o sucesso da
terapia endodontica®>°1>80870.117

Na busca de uma nova medicacao intracanal com agao antimicrobiana,
foi avaliado no estudo, a acdo do propilenoglicol ozonizado como medicagéo intracanal
entre sessdes. O 0z6nio (O3) € um gas bastante reativo, que formam radicais oxidantes
na presenca de agua, que atuam na membrana celular, e dependendo da extenséo das
reacdes causam lise, conferindo-lhe propriedades antimicrobianas®’®"*®.

O efeito antimicrobiano do o0zbnio na odontologia, ainda é pouco
difundido, mas tem atraido alguns pesquisadores em determinadas é&reas. Em
periodontia com os trabalhos de Gardufio et al.*’, (1995); Barros, Fiorini®, (2000), em
dentistica restauradora com trabalhos de Baysan et al.” (2000), em endodontia com as
pesquisas de Siqueira Jr. et al.*** (2000); Nagayoshi et al.?*® (2004), no tratamento de
lesBes bucais, Rodriguez et al.'®® (1994); Guerra et al.**(1997) e na acdo sobre C.
albicans da saliva humana com os estudos de Faria et al.*® (2005).

Desta forma, a avaliagdo ex vivo (utilizando dentes humanos extraidos),
da acdo do propilenoglicol ozonizado como medicacdo intracanal foi verificada e
comparada com o efeito da pasta Calen PMCC, cuja eficAcia antimicrobiana esta

bastante comprovada na literatura?®2"61:63.77.90,115-118.129
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6.2 A utilizagdo de dentes humanos

A utilizacdo de dentes humanos em pesquisas ex vivo enfrenta algumas
dificuldades como obtenc¢&o dos dentes e padronizacdo da amostra. Para esta pesquisa
foram obtidos dentes que foram indicados para exodontia, na maior parte dos casos por
problemas periodontais. Em relacdo a questéo ética, no que diz respeito ao emprego in
vitro de dentes humanos, foram utilizados nesta pesquisa dentes doados e provenientes
do acervo do Banco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara-
UNESP.

Apesar das dificuldades como idade do dente, variagbes anatdmicas,
guantidade de dentina esclerosada, no presente estudo foram utilizados dentes
unirradiculados, que tiveram suas coroas seccionadas, padronizando o tamanho dos
espécimes em 15+0,5mm. Os canais radiculares foram instrumentados até a lima Kerr
n° 50 para padronizacéo do diametro do canal radicular, obtendo-se assim espaco para
inoculacéo de 20 pL da suspensédo de microrganismos concordando com o trabalho de
Menezes’® (2005).

ApOs a instrumentagdo inicial os canais radiculares foram preenchidos
com solucao de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 17%, para remocao da smear
layer, sendo este um fator importante a ser considerado, pois a remog¢éo desta camada
expde os tubulos dentinarios, facilitando assim a penetracdo de microrganismos no
momento da contaminacdo dos canais, como também favorece a efetividade da
medicacdo intracanal de acordo com os estudos de Sen et al.*''(1999); Waltimo et
al.**(2000).

ApOs preparo biomecanico inicial, foi realizada vedagéo da regido apical
com resina fotopolimerizavel, para impossibilitar a saida de microrganismos durante e
ap6s a contaminacao, bem como impossibilitar a saida da medicacdo intracanal. A
impermeabilizacdo externa da raiz, com adesivo epoxi, foi realizada para que a
contaminagcdo ndo ocorresse fora do canal radicular pelos tubulos dentinarios. Para
facilitar o manuseio e manter a assepsia dos espécimes, os mesmos foram incluidos em
placas de polistireno de 24 pocos, com resina acrilica quimicamente ativada™.

Apbs este procedimento, os espécimes foram esterilizados com radiagéo
gama cobalto 60, pela Empresa Brasileira de Radiacdo (EMBRARAD). Esta radiacdo é
capaz de neutralizar pirégenos provavelmente devido a destruicdo da porgéo
polissacaridica e alteracéo do lipideo A%



81

6.3 A escolha da bactéria

Na selecdo dos microrganismos empregados, optou-se por E. faecalis,
pois € uma bactéria frequentemente encontrada em canais infectados, apresentando
importante habilidade em penetrar nos tibulos dentinarios como relata Love’ (2001) e
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Waltimo et a (2000), sendo bastante relacionado com 0s casos de insucessos

endodOnti0081’41'42’47'78'79’94’97'98’105'135'136.

Trabalhos relataram variados periodos de contaminacdo dos canais
radiculares por microrganismos: 48 horas - Valera et al. *** (2001), cinco dias - Waltimo
et al.'*’(2000), sete dias - Menezes et al.”” (2004), 14 dias - Siqueira Jr. et al.*** (2003) e
21 dias — Menezes’® (2005). O periodo de contaminacdo que foi adotado apds
inoculagdo da suspensdo contendo E. faecalis no interior do canal radicular dos
espécimes, foi de 21 dias com adicdo de meio de cultura a cada trés dias, para
manutencdo das condi¢gbes favoraveis para o crescimento da bactéria, pois segundo
Menezes et al.”” (2005) este é o periodo de tempo necessario para que a suspensao
contendo a bactéria se difunda em direcdo ao cemento pelos tubulos dentinarios.

A contaminagdo dos canais radiculares foi confirmada por uma coleta de
amostras microbioldgicas que foi realizada apds os 21 dias da contaminacao, na qual foi
verificado que todas as raizes estavam contaminadas. Somente apds esta confirmacao,
foi iniciada a colocacdo das medicacdes intracanais.

Na metodologia da contaminagdo dos canais radiculares do presente
estudo, foram utilizados dentes humanos, ja Nagayoshi et al.®® (2004) utilizou dentes
bovinos e obtiveram diminuicdo significativa de microrganismos, apds preparo
biomecanico com a agua ozonizada, porém deve-se ressaltar que em estudos onde se
utiizam dentes bovinos, que apresentam tdbulos dentinarios maiores e mais
permeaveis, a acdo do agente irrigante ou medicacgéao é facilitada.

No estudo de Siqueira Jr. et al.®* (2000), ndo foi utilizado dentes
humanos ou bovinos na contaminacgédo, e sim placas de Petri, eliminando o fato de que
microrganismos penetram em direcdo aos tubulos dentinérios, local onde ficam
alojados, dificultando a agdo da medicagéao intracanal.

O método utilizado na coleta de amostras microbioldgicas, na verificagdo
do crescimento microbiolégico no interior dos canais radiculares, foi por meio de cones
de papel esterilizados, por ser um método efetivo, e de facil execucdo. O cone foi
colocado e deixado no interior do canal radicular, absorvendo o liquido existente, e
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levado em tubo de ensaio contendo solucéo fisioldgica esterilizada, agitado, e semeado
em placas de Petri contendo meio de cultura de acordo com os estudos de Siqueira Jr.
et al.'** (2000) e de Valera et al."** (2001).

O método por meio de cones de papel esterilizados pode limitar-se
apenas a luz do canal, ndo atingindo microrganismos presentes nas profundidades dos
tubulos dentinarios. Com intuito de eliminar este fato, foi realizada uma segunda coleta
apos sete dias da colocacdo da medicacdo e verificado a permanéncia de
microrganismos viaveis no interior dos canais radiculares, permitindo também avaliar o
efeito residual da medicacao intracanal empregados®

No presente estudo ndo foi realizada a neutralizagdo do hidroxido de
calcio e do ozénio. Optou-se pela ndo neutralizacdo, pois foi verificado o efeito residual
destas substancias no periodo de 7 e 14 dias.

6.4 As medicagdes intracanais

6.4.1 Calen PMCC

Com relagdo as medicagfes intracanais, o hidroxido de calcio € a
medicacgdo intracanal mais utilizada e tem sido o produto mais recomendado pelos
autores: Leonardo®, (2005); Lopez, Siqueira Jr.”® (1999); Tanomaru Filho et al.*®;

Leonardo et al.®®

(2002), e quando esta associado ao PMCC possui maior acgéo
antimicrobiana  frente  bactérias anaerObias facultativas, dentre elas E.
faecalis®"®%9116122127 gando assim, a escolha do hidroxido de célcio com PMCC na
presente pesquisa foi feita para comparacdo com outras medicacfes intracanais
experimentais, visto que esta substancia pode ser considerada como padrdo ouro,

tendo em vista as inimeras pesquisas que comprovam sua eficacia antibacteriana®
27,61,63,66,77,90,115-118,122,129,133

6.4.2 Ozbnio

Os pesquisadores estdo em busca de novos medicamentos intracanais
gue sejam tao eficientes quanto o hidroxido de calcio associado ao PMCC, mas que nao
possuam alguns efeitos indesejaveis do PMCC. Neste contexto, encontra-se o 0zdnio,
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que apresenta algumas caracteristicas biolégicas interessantes: acdo bactericida, efeito
debridante, estimulo a angiogénese, além do efeito oxidante.*’

No presente estudo, optou-se por avaliar in vitro, com a utilizacdo de
dentes humanos extraidos, o efeito do 0zénio associado ao propilenoglicol, como uma
possivel medicacdo intracanal. Os efeitos benéficos do ozbnio foram avaliados na
endodontia como agentes irrigantes com os estudos de Velano et al.*® (2001),
Nagayoshi et al.®®* (2004), Hems et al.*® (2005), Estrela et al.*° (2006), Cardoso et al.™®
(2007), Huth et al.>* (2009) e como medicacao intracanal com os trabalhos de Siqueira
Jr. et al.”®! (2000), Pereira® (2002), Cruz** (2006), Noetzel et al.*® (2009), sendo por
testes de contato direto, utilizacdo de dentes humanos extraidos ou em caes. Todos
estes estudos comprovaram a eficacia antibacteriana do 0z6nio sobre diversos
microrganismos.

O tempo de ozonizacdo escolhido foi de 60 minutos. Este foi o tempo
avaliado em estudo piloto realizado por Andolfatto et al.? (2009) realizado em placas de
petri semeadas com 100 pL de E. faecalis, na qual se utilizou propilenoglicol ozonizado
a diferentes tempos de ozonizagdo (5, 10, 15, 30 e 60 minutos). Estas placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C e ap6s este periodo o halo de inibicdo foi verificado,
sendo maior quando se utilizou o propilenoglicol ozonizado a 60 minutos. Um estudo
anterior, por meio do método do teste de contato direto, Cruz** (2006) também utilizou
60 minutos de ozonizagdo para inativar E. faecalis, sendo que as propriedades
antibacterianas do propilenoglicol ozonizado foi avaliado imediatamente, 7, 15, 30 e 180
dias apds a ozonizacdo, comprovando que a eficacia antibacteriana permanece por 180
dias, desde que o produto seja armazenado em geladeira.

A concentracdo de 0z6nio no propilenoglicol, gerada por 60 minutos de
ozonizacao foi de 9ug/mL. O fabricante especifica que o aparelho pode gerar 20g de
0zobnio por 1 hora, alimentado com 5L de oxigénio medicinal por hora. Para medir esta
concentragao, foi realizado estudo piloto, na qual foi ozonizado 5 mL de propilenoglicol a
temperatura ambiente. Amostras do produto foram tituladas com tiossulfato de sodio e
calculada a concentragéo final.

Embora exista dificuldade em comparar o presente estudo com os
trabalhos realizados por Barros e Fiorin® (2000); Nagayoshi et al.?? (2004); Baysan et
al.® (2000); Polydoru et al.'® (2006); Baysan, Beihton’ (2007); Faria et al.*® (2005);
Oizumi et al.®” (1998), Velano et al.**® (2001); Hems et al.*® (2005); Estrela et al.”
(2007); Cardoso et al.'® (2007); Huth et al.>® (2009), pois utilizaram agua ozonizada em



diferentes concentracbes e em diferentes periodos de tempo de ozonizacgdo, para
eliminar diversos microrganismos como E. faecalis, C. albicans, S. mutans, S. aureus O
presente estudo concorda com o trabalho de Cruz et al.®® (2006), na qual o
propilenoglicol necessitou ser ozonizado por 60 minutos para produzir efeito bactericida
sobre E. faecalis.

O ozbnio pode apresentar efeito maléfico quando inalado em altas
concentracdes, podendo produzir danos com consequéncias prejudiciais a salde em
individuos saudaveis. Recomenda-se que em locais fechados onde se gera 0z6nio, nao
se deve permanecer por mais de oito horas. Desta forma, durante a geracdo de 0zdnio
para os experimentos do presente estudo, o local de geragdo foi em um ambiente
ventilado com renovacgdo constante do ar, e o periodo de permanéncia no local ndo
ultrapassou o tempo de quatro horas diarias, a fim de se evitar qualquer efeito

prejudicial®.

6.4.3 Propilenoglicol

O propilenoglicol € um liquido viscoso limpido, inodoro, incolor,
higroscopico, hidrofilico, volatil, ndo irritante da pele, cuja formula molecular é C3HgO,;
de peso molecular 76,09; amplamente utilizado pela industria farmacéutica como
veiculo de um grande numero de medicamentos de uso tdpico, digestivo, retal e
parenteral, entre eles produtos antibacterianos'%.

Tem sido utilizado como veiculo e solventes farmacéuticos em varios
produtos. O uso de propilenoglicol como veiculo, por exemplo, em pastas de hidréxido
de calcio tem sido amplamente pesquisado, e demonstrado ser o mais favoravel para
induzir a liberacdo de ions célcio e hidroxila nas pastas em comparagdo com outros
veiculos, incluindo dgua destilada*.

A escolha do propilenoglicol a ser ozonizado para posterior utilizagdo
como medicacéo intracanal foi devido ao trabalho de Cruz et al.?° (2006), que 0zonizou
diferentes produtos como o Oleo de oliva, Oleo de girassol, Calen PMCC, Calen,
Propilenoglicol, propilenoglicol com hidréxido de calcio, e colocou em placas de petri
contendo E. faecalis. Os resultados mostraram que o propilenoglicol teve melhor
capacidade de associacdo com 0 0zbdnio e boa estabilidade no tempo, mantendo a
atividade antimicrobiana. Outra caracteristica importante que deve ser ressaltada é no

|19

trabalho de Cruz et al.™ (2002), que fizeram um estudo com o objetivo avaliar a
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penetracdo de propilenoglicol em dentina radicular. Para tanto, foi utilizado o corante
juntamente com o propilenoglicol e dgua destilada, das quais foram introduzidas em
canais radiculares com e sem smear layer artificial. A difusdo através dos tubulos
dentinérios foi determinada espectrofotometricamente. O tempo necessario para a saida
do propilenoglicol e 4gua destilada através do forame apical também foi determinada. A
extensdo e as areas de penetracdo sobre as superficies das raizes foram avaliadas
usando o Adobe Photoshop e NIH Image Software. O Propilenoglicol permitiu a saida
do corante mais rapido através do forame apical. A area e a profundidade de
penetracdo do corante com propilenoglicol foi significativamente maior do que com agua
destilada (P <0,0001). A camada de smear layer atrasou significativamente a
penetracdo do corante. Os autores concluiram que o propilenoglicol com corante
atravessou 0 sistema de canais radiculares mais rapidamente e mais eficazmente

indicando seu uso potencial como componente para medicac¢ao intracanal.
6.4.4 Propilenoglicol ozonizado com hidroxido de célcio

Foi avaliado o uso do propilenoglicol com hidroxido de célcio no intuito de
manter as propriedades antimicrobianas do hidréxido de calcio associadas as
propriedades do o0zbnio, verificando a possibilidade de substituicdo do
paramonoclorofenolcanforado, que infelizmente possui propriedade irritante aos tecidos
periapicais como visto anteriormente na literatura.

De acordo com o presente estudo, esta formulacdo ndo possui
propriedades bactericidas, visto que néo eliminou ou reduziu o Enterococcus faecalis no
periodo de 7 dias e 14 dias, quando comparada com o grupo controle positivo. Este
resultado est& de acordo com o estudo de Cruz et al.?* (2006), onde através do teste por
contato direto mostrou que o hidroxido de calcio juntamente com o 0z6nio ndo tiveram
boa associacdo, ou seja, ndo tinham propriedades bactericidas sobre a suspensdo de
Enterococcus faecalis.

6.4.5 Os resultados

A contagem bacteriana referente a primeira coleta (apés 21 dias de

contaminag&o) mostrou que todos os canais radiculares estavam contaminados por E.
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faecalis, exceto o grupo controle negativo, no qual ndo foi inoculado nenhum
microrganismo, garantindo assim a eficacia da esterilizagéo.

Em seguida, foram colocadas as medica¢des estudadas. A andlise de E.
faecalis apdés 7 dias no grupo controle positivo mostrou a manutencdo de UFC/mL
semelhante ao inicial. No grupo calen PMCC, houve reducdo bacteriana significativa.
Embora algumas pesquisas como Leonardo et al.®*® (2002) e Lana et al.®* (2009)
demonstrarem que esta medicacdo necessita de 14 dias para ter sua atividade
bacteriana adequada, o presente estudo verificou que houve atividade em 7 dias,
concordando com os estudos de Leonardo et al.®® (1994); Siqueira Jr., Uzeda'? (1996);
Sukawat, Srisuwan'® (2002); Menezes’’ (2004); Siqueira Jr et al.'*’(2007). Optou-se
por verificar a atividade antibacteriana em 7 dias devido esta medicacdo apresentar
alguns resultados positivos neste periodo e para comparar se o propilenoglicol
ozonizado possuia efeito semelhante no mesmo periodo estudado, visto ser uma
tendéncia em se buscar medicacdes com efeito bactericida adequado em curto periodo
de tempo. Quando a pasta calen PMCC foi comparada com o Hidréxido de calcio
ozonizado, este mostrou ser estatisticamente diferente, ou seja, eliminou um namero
menor de bactérias. Estes resultados concordam com os de Cruz et al.** (2006).

O grupo propilenoglicol ozonizado também reduziu a quantidade de
bactérias semelhante ao calen PMCC em 7 dias. Embora a maioria das pesquisas
utilizem diversos veiculos ozonizados, como a agua e O6leo, e com diversas
concentracbes e tempos e de ozonizagdo, 0s resultados do presente trabalho

assemelham-se com os estudos de Cardoso et al.*®

(2007), que utilizou 4gua ozonizada
como agente irrigante e reduziu o ndmero de Enterocococcus faecalis no mesmo
periodo de tempo. Comprovando a importancia da dgua ozonizada na diminuicdo do
ndmero de microrganismos ou de sua eliminagdo, outros estudos também
demonstraram este efeito como agente irrigante.

No presente estudo, também compara a atividade antibacteriana com os
estudos de Pereira® (2002), que utilizou 6leo ozonizado como medicacéo intracanal em
dentes de cées contaminados por E. faecalis. Embora o veiculo também seja diferente,
os resultados mostraram a eficacia do 6leo ozonizado em possuir efeito bactericida
semelhante ao hidréxido de célcio com paramonoclorofenolcanforado e glicerina.

Quando o propilenoglicol ozonizado foi comparado com o hidréxido de
calcio ozonizado, ndo mostraram diferencas estatisticas, sugerindo entao a necessidade

de novas pesquisas como o0 aumento do numero de amostras de dentes com o0s
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medicamentos ou aumento do tempo de ozonizacdo dos produtos, para se comprovar
se o propilenoglicol ozonizado tem maior poder bactericida do que o hidréxido de célcio
ozonizado.

Assim sendo, tanto o Calen PMCC, quanto o propilenoglicol ozonizado
guando comparados com o grupo controle, foram capazes de reduzir a quantidade de
bactérias no interior do canal radicular em 7 dias.

Com o intuito de verificar se os curativos a base de ozbnio possuem
efeito residual, amostras microbiolégicas foram coletadas no interior dos canais
radiculares com 14 dias ap6s a colocacdo das medica¢cbes. Os dados desta coleta
mostraram que este periodo foi semelhante aos de 7 dias para todos os grupos. Assim
sendo, as amostras bacterioldégicas mostraram que o 0zénio ndo possui efeito residual,
indicando que microrganismos localizados mais profundamente nos tibulos dentinarios,
ndo foram atingidos pelo propilenoglicol ozonizado e hidréxido de calcio ozonizado, pois
foram capazes de recolonizar a luz do canal radicular.



7 Conclusao

De acordo com a metodologia empregada e os resultados obtidos,

conclui-se que:

O Propilenoglicol ozonizado e a pasta Calen PMCC reduziram
estatisticamente o niumero de bactérias quando comparados ao grupo controle positivo,
em 7 e 14 dias.

O hidréxido de célcio ozonizado ndo reduziu estatisticamente o nidmero

de bactérias quando comparados ao grupo controle positivo em 7 e 14 dias.

O propilenoglicol ozonizado e a pasta Calen PMCC, mostraram ndo haver
diferencas estatisticas significantes na proliferacdo bacteriana em 7 e 14 dias.

Em uma ordem decrescente de atividade antibacteriana nos dois
periodos analisados, encontra-se a pasta Calen PMCC, seguido do propilenoglicol

ozonizado e hidréoxido de calcio ozonizado.
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Os resultados obtidos pela contagem de unidades formadoras de colénia por

mililitro (UFC/mI) em todas as coletas nos grupos LILIILIV e V estdo representadas nas

tabelas abaixo:.

Tabela 2 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. faecalis do grupo | apds 21

dias de contaminacéo, 7 dias e 14 dias apds a medicacao

Dentes 21 dias ap0s 7 dias ap0s 14 dias ap0s
contaminagéo medicacéo medicacéo

1 7.200.000 0 800

2 8.500.000 5.000 11.000

3 5.200.000 8.000 15.000

4 6.700.000 3.000 4000

5 4.500.000 0 220

6 9.400.000 7.000 7.000

7 5.500.000 12.000 17.000

8 8.900.000 0 530

9 4.800.000 0 0

10 9.400.000 1.000 4.000

11 6.300.000 3.000 6.000

Grupo | — propilenoglicol + 0z6énio
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Tabela 3 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. faecalis do grupo Il apés 21

dias de contaminacéo, 7 dias e 14 dias apds a medicacao

Dentes 21 dias apos 7 dias apo6s 14 dias apo0s
contaminagéo medicagéo medicagéo

1 10.800.000 0 0

2 9.300.000 0 0

3 7.700.000 8000 5000

4 7.800.000 0 0

5 8.300.000 0 0

6 9.800.000 0 0

7 8.500.000 0 0

8 7.000.000 1.000 800

9 7.200.000 0

10 4.500.000 0

11 10.300.000 0

Grupo Il — Calen PMCC

Tabela 4 — Resultados obtidos: médias de UFC/mI de E. faecalis do grupo IV apos 21

dias de contaminacéo, 7 dias e 14 dias apds a medicacao

Dentes 21 dias ap0s 7 dias ap0s 14 dias ap0s
contaminagéo medicacéo medicacéo

1 5.800.000 71.000 104.000

2 11.500.000 89.000 94.000

3 10.300.000 62.000 11.000

4 6.300.000 48.000 54.000

5 4.200.000 49.000 62.000

6 10.200.000 83.000 14.000

7 5.700.000 39.000 1.000

8 7.900.000 57.000 82.000

9 8.700.000 66.000 73.000

10 7.400.000 31.000 1.350

11 9.600.000 11.000 44.000

Grupo IV — Controle positivo
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Tabela 5 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. faecalis do grupo Il apés 21

dias de contaminacéo, 7 dias e 14 dias apds a medicacao

Dentes 21 dias apos 7 dias ap0s 14 dias ap0s
contaminagéo medicacéo medicacéo

1 5.300.000 27.000 20.000

2 12.000.000 32.000 44.000

3 5.700.000 0 4.000

4 7.500.000 16.000 5.000

5 8.800.000 29.000 25.000

6 11.500.000 5.000 8.000

7 9.200.000 21.000 23.000

8 11.600.000 39.000 18.000

9 8.000.000 24.000 17.000

10 4.200.000 1.000 5.000

11 8.000.000 17.000 29.000

Grupo Ill — propilenoglicol+ hidréxido de Ca+ ozbnio

Tabela 6 — Resultados obtidos: médias de UFC/ml de E. faecalis do grupo V apoés 21

dias de contaminacéo, 7 dias e 14 dias apds a medicacao

Dentes 21 dias ap0s 7 dias apés 14 dias apo0s
contaminagéo medicagéo medicagéo
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0

Grupo V — Controle negativo



106

Autorizo a reproducéo deste trabalho.
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