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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

As infeccbes endodonticas estdo entre os principais motivos de atendimento
odontologico. Estima-se que uma parcela significativa das falhas em tratamentos
endodénticos esteja associada a persisténcia de microrganismos resistentes nos
canais radiculares, o que representa um desafio clinico com impacto direto na saude
bucal e qualidade de vida dos pacientes. Enterococcus faecalis e Candida albicans
destacam-se como os principais patdgenos envolvidos nesses casos, devido a sua
alta resisténcia aos irrigantes convencionais e a capacidade de formar biofiimes de
dificil erradicacédo. Diante desse cenario, a presente pesquisa tem como objetivo
avaliar a efetividade antimicrobiana da agua ativada por plasma (PAW) de descarga
por barreira dielétrica (DBD) como uma alternativa promissora adjuvante aos
protocolos irrigantes ja estabelecidos, com potencial para otimizar o controle
microbiano, reduzir riscos e desconfortos ao paciente e ampliar as taxas de sucesso

dos tratamentos endodénticos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Endodontic infections are among the leading causes of dental care visits. It is
estimated that a significant portion of endodontic treatment failures is associated with
the persistence of resistant microorganisms in the root canals, representing a clinical
challenge with direct impact on oral health and patients' quality of life. Enterococcus
faecalis and Candida albicans are among the main pathogens involved in these cases
due to their high resistance to conventional irrigants and their ability to form difficult-to-
eradicate biofilms. A promising alternative adjuvant to established irrigation protocols
is plasma-activated water generated by dielectric barrier discharge (DBD), in the
present study, which evaluates the antimicrobial effectiveness of plasma-activated
water. By enhancing microbial control, reducing patient discomfort and risk, and
increasing endodontic treatment success, these therapies can increase treatment’s

success rates.
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RESUMO

Tavares VKF. Efetividade antimicrobiana da agua ativada por plasma de descarga por
barreira dielétrica (DBD) como agente irrigante em endodontia [dissertagcédo]. Sdo José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2025.

Infecgbes endoddnticas persistentes representam um desafio clinico relevante,
frequentemente associadas a presenga de Enterococcus faecalis e Candida albicans,
microrganismos capazes de sobreviver em ambientes de escassez nutricional e
formar biofilmes resistentes a agao dos irrigantes convencionais. A complexa
anatomia do sistema de canais radiculares e a limitacdo dos protocolos atuais
reforcam a necessidade de explorar terapias complementares eficazes, seguras e
viaveis clinicamente. Nesse contexto, a agua ativada por plasma (PAW), gerada por
dispositivos de descarga de barreira dielétrica (DBD) do tipo coaxial tem se destacado
como uma alternativa promissora devido a sua acdo antimicrobiana de amplo
espectro, baixa de citotoxicidade e potencial de personalizagdo por meio do ajuste de
parametros operacionais. Esta dissertacdo foi composta por trés estudos
experimentais. O primeiro estudo teve como objetivo avaliar a eficacia antimicrobiana
da PAW frente a células plancténicas de E. faecalis e C. albicans, utilizando diferentes
gases de trabalho (ar comprimido (PAW-Ca), argbnio (PAW-Ar) e hélio (PAW-He)), e
correlacionar os parametros fisico-quimicos com os efeitos microbiologicos. Os
resultados demonstraram que a PAW-Ar e PAW-He foram mais eficazes resultando
em redugdes significativas das contagens de unidades formadoras de colonia
(UFC/mL) de E. faecalis em curtos tempos de exposigcao (45 segundos e 1 minuto),
enquanto a PAW-Ca mostrou maior reducgao frente a C. albicans apds 1 minuto e 30
segundos de contato. Todas as aguas ativadas no teste de citotoxicidade preservaram
a viabilidade da linhagem celular de fibroblastos 3T3, ao contrario do hipoclorito de
sodio e da clorexidina. No segundo estudo, buscou-se avaliar o desempenho da PAW
em condi¢des mais proximas da pratica clinica, por meio da aplicacdo em biofilmes
mono e duo-espécie submetidos a exposigdes sucessivas (1, 2 e 3 exposi¢oes) de 1
minuto e 30 segundos, simulando irrigagdo endodéntica. A contagem de UFC/mL e as
imagens por microscopia eletronica de varredura (MEV) revelaram que a PAW-Ca foi
mais eficaz frente ao biofilme de C. albicans, enquanto a PAW-Ar foi mais eficaz frente
ao biofilme de E. faecalis. No caso dos biofiimes duo-espécie, tanto PAW-Ca como
PAW-Ar foram significantemente eficazes, induzindo desestruturagéo significativa da
matriz biofilme e alteragdo na morfologia das células microbianas. Além disso, o uso
de ar comprimido mostrou-se vantajoso por sua acessibilidade e baixo custo,
reforcando o potencial translacional da PAW-Ca.O terceiro estudo teve como foco
investigar o impacto da umidificagdo do gas de alimentagdo na composigao e eficacia
da PAW gerada com ar comprimido. Foram testados niveis de umidade de 0%, 20%
e 80%, sendo observada maior producgao de nitratos e nitritos com 20% de umidade e
possivel formacao de espécies altamente reativas, como o acido peroxinitroso, em
80%. A PAW gerada sob 20% de umidade por 20 minutos apresentou o melhor
desempenho antimicrobiano contra E. faecalis, indicando que a umidade e o tempo
de ativacdo sao variaveis criticas para a modulagdo da solugdo.Com base nos



achados obtidos, conclui-se que a agua ativada por plasma gerada por DBD coaxial
apresenta eficacia antimicrobiana significativa contra formas planctonicas e biofilmes
de microrganismos relacionados ao insucesso dos tratamentos endodénticos, sendo
possivel ajustar sua composi¢cao quimica de acordo com o gas, tempo de ativagao e
umidade do sistema. A auséncia de citotoxicidade e a viabilidade operacional com ar
comprimido reforgam a seu potencial na aplicagao clinica como irrigante adjuvante em
protocolos endodénticos. A PAW representa, portanto, uma ferramenta inovadora,
versatil e com aplicabilidade clinica promissora no controle de infecgcdes endoddnticas
resistentes.

Palavras-chave: Endodontia; Cold plasma; Descarga de barreira dielétrica; Agua
ativada por plasma; Antimicrobiano.



ABSTRACT

Tavares VKF. Antimicrobial effectiveness of dielectric barrier discharge (DBD) plasma
activated water as an irrigating agent in endodontics [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Sé&o Paulo State University (UNESP), Institute of Science and
Technology; 2025.

Persistent endodontic infections represent a relevant clinical challenge, frequently
associated with the presence of Enterococcus faecalis and Candida albicans,
microorganisms capable of surviving in environments of nutritional scarcity and forming
biofilms resistant to the action of conventional irrigants. The complex anatomy of the
root canal system and the limitation of current protocols reinforce the need to explore
effective, safe and clinically viable complementary therapies. In this context, plasma-
activated water (PAW), generated by dielectric barrier discharge (DBD) devices, has
emerged as a promising alternative due to its broad-spectrum antimicrobial action, low
cytotoxicity and potential for customization through adjustment of operational
parameters. This dissertation was composed of three experimental studies. The first
study aimed to evaluate the antimicrobial efficacy of PAW against planktonic cells of
E. faecalis and C. albicans, using different feed gases (compressed air (PAW-Ca),
argon (PAW-Ar) and helium (PAW-He)), and to correlate the physicochemical
parameters with the microbiological effects. The results demonstrated that PAW-Ar
and PAW-He were more effective, resulting in significant reductions in the colony
forming unit counts (CFU/mL) of E. faecalis in short exposure times (45 seconds and
1 minute), while PAW-Ca showed greater reduction against C albicans after 1 minute
and 30 seconds of contact. All activated waters in the cytotoxicity test preserved the
viability of the 3T3 fibroblast cell line, unlike sodium hypochlorite and chlorhexidine.
The second study sought to evaluate the performance of PAW under conditions closer
to clinical practice, by applying it to mono- and dual-species biofiims subjected to
successive exposures (1, 2 and 3 exposures) of 1 minute and 30 seconds, simulating
endodontic irrigation. The CFU/mL count and scanning electron microscopy (SEM)
images revealed that PAW-Ca obtained the best results against C. albicans biofilm,
while PAW-Ar was more effective against E. faecalis biofilm. In the case of dual-
species biofilms, both PAW-Ca and PAW-Ar were significantly effective, inducing
significant disruption of the biofilm matrix and changes in the morphology of microbial
cells. Furthermore, the use of compressed air proved to be advantageous due to its
accessibility and low cost, reinforcing the translational potential of PAW-Ca. The third
study focused on investigating the impact of feed gas humidification on the composition
and efficacy of PAW generated with compressed air. Humidity levels of 0%, 20% and
80% were tested, and greater production of nitrates and nitrites was observed at 20%
humidity and possible formation of highly reactive species, such as peroxynitrous acid,
at 80%. PAW generated under 20% humidity for 20 minutes showed the best




antimicrobial performance against E. faecalis, indicating that humidity and activation
time are critical variables for modulating the solution. Based on the findings obtained,
it is concluded that plasma-activated water generated by coaxial DBD has significant
antimicrobial efficacy against planktonic forms and biofilms of microorganisms related
to the failure of endodontic treatments, and its chemical composition can be adjusted
according to the gas, activation time and humidity of the system. The absence of
cytotoxicity and operational viability with compressed air reinforce its potential for
clinical application as an adjuvant irrigant in endodontic protocols. PAW therefore
represents an innovative, versatile tool with promising clinical applicability in the control
of resistant endodontic infections.

Keywords: Endodontics; Atmospheric cold plasma; Dielectric barrier discharge;
Plasma-activated water; Antimicrobial.
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1 INTRODUGAO

Os canais radiculares e as cavidades pulpares oferecem um ambiente propicio
para o crescimento e proliferagdo microbiana. A microbiota endoddntica € composta
por bactérias e fungos, que podem ser isoladas como células plancténicas e na forma
de agregados aderidas principalmente as paredes dos canais radiculares,
caracterizando a estrutura de biofilme ( Neelakantan et al., 2017; Prada et al., 2019).
Na infecgado endodéntica, microrganismos patogénicos atingem a polpa dentaria, e se
estabelecem no canal radicular, desencadeando um processo inflamatério. A
progressao da doenga se da com a necrose pulpar e formagéo de abcessos causando
principalmente edema e dor intensa ao paciente e edema. A infeccéo pode se expandir
para os tecidos circundantes levando a complicagdes tanto locais quanto sistémicas
(Gomes, Herrera, 2018; Niazi, Bakhsh, 2022).

Os micro-organismos quando em biofilme, apresentam capacidade de auto-
organizagao, resisténcia as alteracbes do ambiente em que colonizam, sinergismo e
a capacidade de responder as mudangas como uma unidade (Neelakantan et al.,
2017). Para sobreviver nos canais radiculares, principalmente em regides
anatomicamente complexas, os micro-organismos tém de sobreviver frente as
medidas de desinfeccdo intracanal (preparagcdo quimio-mecanica e medicamentos
intracanais) e deve se adaptar a um ambiente com pouca disponibilidade de
nutrientes. Sendo assim, somente algumas espécies que apresentam essas
habilidades (Prada et al., 2019).

Nas infec¢des endodonticas classificadas como secundarias ou persistentes ha
presenca de bactérias Gram-positivas anaerdbias estritas ou facultativas, sendo
prevalentes os géneros Streptococcus e Enterococcus. Além disso, fungos do género
Candida também podem estar envolvidos (Medina-Palacios et al., 2021; Sakko et al.,
2016; Zhang et al., 2018). Uma das principais causas de fracasso no tratamento
endodéntico é a infecgéo persistente (Tabassum, Khan, 2016).

Enterococcus faecalis € a espécie bacteriana mais comumente envolvida.
Trata-se de cocos Gram-positivos, anaerdbio facultativo, encontrado na cavidade oral
e no trato gastrointestinal. Sdo capazes de sobreviver dentro dos canais radiculares

mesmo apds procedimentos terapéuticos, em ambientes com altas concentragdes de
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calcio e com pH &cido, além de apresentar capacidade de formar biofilmes e invadir
profundamente os tubulos dentinarios. Também pode apresentar resisténcia a
periodos prolongados de privagdo nutricional e a varios medicamentos intracanais e
antibioticos sistémicos (Ch’ng et al., 2019; Kim, Rosa, Min, 2020; Stuart et al., 2006).

Candida albicans € um fungo oportunista que colonizada varios nichos do corpo
humano, como pele, cavidade oral, vagina e trato gastrointestinal. Individuos com
sistema imunolégico comprometido, como individuos HIV positivos, recém-nascidos e
idosos, sdo mais suscetiveis a infecgao por C. albicans (Du et al., 2022). Os biofilmes
formados por C. albicans, podem conter células em forma de levedura, pseudo-hifas
e hifas, embebidas por matriz extracelular, o que pode influenciar na sua viruléncia
(Lohse et al., 2018; Wang, 2015).

A presenca de C. albicans pode ser um fator significativo e com isso, as
interacdes entre fungos e bactérias na cavidade oral tém atraido cada vez mais
atencao, visto o contexto do impacto da viruléncia de biofilmes polimicrobianos e sua
maior resisténcia antimicrobiana (Du et al., 2022). Estudos tém demonstrado que C.
albicans pode coexistir com bactérias como E. faecalis em biofilmes complexos
encontrados nos canais radiculares infectados, podendo promover interagdes entre
esses micro-organismos, afetando a progressao da infeccdo e a resposta do
hospedeiro (Alshanta et al., 2022; Du et al., 2022; Fiallos et al., 2022).

Ademais, sugere-se que a presenga de C. albicans pode aumentar a resisténcia
do biofilme bacteriano e influenciar a viruléncia de patégenos como E. faecalis, de
modo que se pode inferir que C. albicans e E. faecalis podem favorecer o mesmo
ambiente ecolégico ou interagir de forma a apoiar a sobrevivéncia um do outro,
potencializando assim os efeitos patogénicos na infecgdo endodontica principalmente
em casos persistentes e refratarios (Alshanta et al., 2022). Sendo assim, controlar o
crescimento desses dois patdgenos é relevante na Endodontia, visto que a presenca
de ambos os microrganismos €& frequentemente detectada em casos de infecgao
endodontica.

Nos casos de infeccao endodéntica, a intervencéao terapéutica é necessaria. O
tratamento endodéntico € um procedimento o qual a polpa inflamada ou infectada é
removida (Soares et al., 2007), diminuindo a carga microbiana para evitar a
propagacéao da infeccdo para outros tecidos e sua evolugado (Medina-Palacios et al.,

2021). Os quadros de infeccdo endodéntica podem ser classificados em primaria,
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secundaria e persistente. Sendo a primaria uma infecg¢ao inicial que ocorre no sistema
de canais radiculares, resultado de caries profundas ou traumas dentais que permitem
gue microrganismos penetrem na polpa dental, causando inflamacéo e infecgdo. Ja a
secundaria ocorre apos um tratamento endodéntico falho, onde os micro-organismos
continuam introduzidos no sistema de canais radiculares. Por fim, a infeccdo
persistente ou refrataria € uma infeccao que persiste mesmo apds retratamento devido
a sobrevivéncia de microrganismos resistentes (Fiallos et al., 2022; Gomes, Herrera
2018; Moradi et al., 2019).

O tratamento endodéntico evoluiu significativamente ao longo dos anos. O
tratamento endoddntico € amplamente utilizado para preservar principalmente o
elemento dentario em posi¢cdo, mantendo a sua estrutura e fungdo mastigatoria
(Bergenholtz, 2016; Soares et al., 2007). Entretando, ainda ha desafios no que diz
respeito a eficacia, devido a dificuldade de localizar canais radiculares complexos
anatomicamente, a remocédo completa de tecido necrosado e a necessidade de
garantir um selamento eficaz (Bergenholtz, 2016). A falha do tratamento é causada
principalmente por infecgdes microbianas persistentes e devido a complexidade e
variabilidade do sistema de canais radiculares, os microrganismos invadem
profundamente os tubulos dentinarios, ramificagcdes, istmos e outras posi¢cées e com
isso, os instrumentos disponiveis utilizados para o desbridamento mecanico nao
conseguem acessar microrganismos ocultos necessitando também o uso de solugdes
quimicas intracanais com propriedades antimicrobianas (Gomes et al.,, 2023).
Portanto, o desbridamento quimico-mecanico de canais radiculares infectados é
fundamental para a desinfeccéao eficaz do canal radiculares (Boutsioukis, Arias-Moliz,
2022; Zeng et al., 2018).

Embora o tratamento endodontico seja seguro, pode haver ainda riscos de
complicacbes como perfuragdes, infeccdes secundarias e persistente ou danos aos
tecidos circundantes causados pelos produtos quimicos utilizados como irrigantes e
medicacéao intracanal, fazendo com que em alguns casos o tratamento n&ao seja bem-
sucedido (Bergenholtz, 2016; Dioguardi et al., 2021; Setzer, Kratchman, 2022; Prada
etal.,, 2019).

O processo de irrigacao é frequentemente considerada uma das partes mais
importantes do tratamento endodéntico, principalmente no contexto de desinfeccao

dos canais radiculares promovendo a remogao do tecido necroético e detritos gerados
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durante a etapa mecanica, controle da infecgcédo e eliminagcao de biofilme (Haapasalo
et al., 2014). Dentre os irrigantes convencionais mais utilizados destacam-se o
hipoclorito de sodio (NaOCI) e o digluconato de clorexidina (Drews et al., 2023).

O hipoclorito de sodio possui propriedades antimicrobianas e é capaz de
dissolver tecidos organicos, incluindo a polpa dentaria e detritos. Estudos relatam as
concentragcbes empregadas na pratica clinica variam de 0,5% a 6%, sendo a
concentracéo de 2,5% a mais utilizada na rotina (Cai et al., 2023; Drews et al., 2023).
A medida que as concentragbes aumentam, maior é eficacia na desinfecgdo e
dissolucado de tecidos, entretanto, o risco de irritagdo tecidual devido ao seu alto
potencial oxidativo, também aumenta, podendo se estender para fora dos canais
radiculares, formar precipitados e causar lesdes e desconforto para o paciente (Cai et
al., 2023; Wright et al., 2017). Estudos demonstram que que altas concentracdes de
hipoclorito de sédio também podem causar desmineralizagdo da dentina, resultando
em uma reducgdo da microdureza e da resisténcia do tecido dentinario (Abuhaimed,
Neel, 2017; Xu et al., 2022).

A clorexidina € um agente antimicrobiano de amplo espectro. Comumente
aplicada em concentragbes de 0,12% a 2%, sendo a concentragédo de 2% a mais
utilizada na clinica (Gomes et al., 2013). Em comparacao com o hipoclorito de sédio,
possui menor toxicidade e efeito antimicrobiano em baixas concentragbes. A
clorexidina apresenta substantividade, proporcionando acdo antimicrobiana
prolongada, o que € benéfico em casos em que € necessario manter a desinfecgao
por um periodo mais longo e em casos de reinfecgao (Patil et al., 2023). Contudo, ha
relatos de que seu uso pode causar manchas escuras no esmalte do dentario, além
de ndo ser compativel com o hipoclorito de sddio, pois a combinacdo de ambos em
altas concentracdes principalmente de clorexidina pode resultar em um precipitado
que pode conter em sua composigao paracloroanilina, que € considerada prejudicial
com efeitos genotoxicos para fibroblastos gengivais (Bueso et al., 2022; Drews et al.,
2023; Jeong et al., 2021).

O plasma frio a pressao atmosférica (CAP) é considerado um estado da matéria
composto por uma mistura de particulas ionizadas, incluindo elétrons, ions, radicais
livres e outras espécies altamente reativas. E gerado a temperaturas relativamente
baixas, o que o torna seguro para uso em aplicagdes bioldgicas. Essas caracteristicas

permitem que o CAP seja utilizado em diversos processos, como esterilizagao,
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cicatrizacao de feridas e tratamento de superficies, sem causar danos térmicos aos
materiais ou tecidos tratados (Borges et al., 2021; Scholtz et al., 2015). Além disso, é
uma tecnologia versatii podendo ser adaptado para diversas aplicagdes
odontoldgicas, incluindo a possibilidade de aplicagao de forma indireta com a ativagéo
de liquidos, trazendo novas possibilidades de aplicacdo de seu potencial
antimicrobiano, podendo colaborar para a eficiéncia de tratamentos convencionais,
como o tratamento de infec¢gdes endoddnticas (Muniz et al., 2023).

Diferentes sistemas de geracdo de plasma tém sido desenvolvidos com
configuragcbes distintas e que estdo diretamente relacionadas as reacbes fisico-
quimicas heterogéneas que proporcionam a formagao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (RONS) como de peréxido de hidrogénio (H202), radicais
hidroxila (-OH) e superéxido (O2-), éxido nitrico (NO), nitrito (NO27) e nitrato (NO37)
em diferentes concentragées (Zhou et al., 2020; Liu et al., 2010). Os parametros
operacionais incluem tipo de descarga (jato de plasma, glinding arc, tipo corona,
descarga por barreira dielétrica (DBD)), tempo de ativagdo do liquido, tempo de
tratamento no alvo, gas de trabalho (ar comprimido, oxigénio, hélio, argénio, nitrogénio
e/ou misturas) e caracteristicas da fonte de alimentagao (Armand et al., 2019).

Dentre os sistemas geradores de plasma mais utilizados para ativacdo de
liquidos se destaca o DBD, onde o plasma é gerado entre dois eletrodos, sendo um
aterrado e outro de alta tens&o, onde pelo menos um é coberto por material dielétrico.
Quando uma tensdo alternada é aplicada, o gas entre os eletrodos é ionizado,
formando a descarga. A presenca do material dielétrico impede a formagao de arcos
elétricos continuos, resultando em uma descarga que se distribui uniformemente
(Fridman et al., 2005; Kogelschatz 2003). Uma das vantagens € que esse tipo de
sistema permite a utilizacdo de uma variedade de gases e em relagdo a eficacia
antimicrobiana, os liquidos ativados com plasma DBD possuem quantidade
significativa de espécies reativas que sao eficazes na inativacao de microrganismos,
proporcionando uma solugao eficiente para desinfecgao e esterilizagdo (Brun et al.,
2018; Thirumdas et al., 2018).

A agua € um solvente universal, capaz de dissolver uma ampla variedade de
substancias. Isso permite que dentre os liquidos, a agua seja uma escolha favoravel
para ativagao por plasma, induzindo reacdes quimicas benéficas e permitindo um

transporte eficiente de RONS, aumentando assim sua eficacia antimicrobiana no
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processo de desinfecg¢ao de alvos que necessitam (Thirumdas et al., 2018). Ademais,
a agua ativada por plasma (PAW) pode apresentar perfil oxidativo além de diminuigéo
do pH devido justamente a formagao de espécies reativas principalmente de oxigénio
(Misra et al., 2018). Embora, haja diminuigdo do pH e a presengca de RONS, a PAW
tem se demonstrado segura, acessivel e ndo toxica, tanto para tecidos bioldgicos
quanto para o meio ambiente, podendo minimizar os riscos associados ao manuseio
de liquidos perigosos ou toxicos, tornando o processo mais seguro para pacientes (Lu
etal., 2017; Thirumdas et al., 2015; Wong et al., 2023). Outros liquidos como solu¢des
salinas ou peroxido de hidrogénio também podem ser ativados por plasma, entretanto
a agua ainda oferece um perfil de seguranca superior e menor risco de irritagdo ou
toxicidade (Thirumdas et al.,, 2018). Na endodontia, uso de PAW pode reduzir a
necessidade de produtos quimicos tradicionais, que podem ser irritantes ou toxicos
(Muniz et al., 2023).

A acédo antimicrobiana de PAW decorre principalmente de danos oxidativos aos
componentes celulares microbianos, como componentes de membrana, proteinas e
acidos nucleicos (Sakudo et al., 2019; Wong et al., 2023). Laurita et al., (2015)
obtiveram redugao de 3-log UFC-mL™"para C. albicans ap6s 5 minutos de contato da
PAW com o fungo, sendo ativada com sistema de descarga de barreira dielétrica
(DBD) e ar comprimido, o tempo das ativacbes foram de 5 e 10 min. Embora os
resultados tenham sido promissores, os autores sugerem que os curtos tempos de
laténcia da atividade antimicrobiana em temperatura ambiente devem ser levados em
consideragao, minimizando o tempo entre o preparo e a aplicagdo do PAW para
maximizar o efeito antimicrobiano. Além disso, apontam a necessidade de explorar o
efeito em em células de mamiferos, a fim de avaliar o risco relacionado ao seu uso
em tecidos bioldgicos. Julak et al., (2012) utilizaram PAW e Solugdo Tamponada com
Fosfato (PBS) ativadas por plasma de descarga do tipo corona e observaram efeito
antifungico baixo sobre C. albicans e relatam que o efeito antifUngico pode ser
mediado pela presenca de 0zo6nio e perdxido de hidrogénio, as quais ndo estavam
presentes em concentracdes suficientes nos liquidos ativados avaliados.

O efeito antimicrobiano da PAW frente a Enterococcus faecalis também tem
sido explorado na literatura. Entretanto, as poucas evidéncias encontradas na
literatura ainda nao sustentam a aplicagao clinica. Ademais, ainda ha necessidade de

estudos utilizando modelos mais complexos e proximos a realidade clinica, como os
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de biofilmes multi-espécies. Hameed et al., (2023) obtiveram resultados promissores
com redugéo de 8-Log UFC-mL™", entretanto, com tempos de exposigdo de 15, 20 e
25 minutos. Li et al. (2019), relatam que espécies reativas de oxigénio presentes em
agua ativada por sistema DBD reduziram significativamente a viabilidade de células
planctdnicas de E. faecalis a partir do tempo de contato de 45 segundos, além de
reduzir a expressao de fatores de viruléncia.

Considerando as propriedades promissoras dos liquidos ativados por plasma,
especialmente a agua ativada por plasma (PAW), e seu potencial como solugao
irrigante para o controle de microrganismos resistentes frequentemente associados
as falhas no tratamento endodéntico, como Enterococcus faecalis e Candida albicans,
este trabalho tem como objetivo geral caracterizar e avaliar a aplicabilidade
antimicrobiana da PAW gerada por um sistema de descarga por barreira dielétrica
(DBD) do tipo coaxial, ou seja, os eletrodos sdo concéntricos sendo que o eletrodo
Interno possui um dielétrico (isolante). O eletrodo interno é o eletrodo de alta tensao
e o0 externo € o eletrodo aterrado. Existe um "gap" entre os eletrodos por onde passa
0 gas de trabalho e nessa mesma regiao se forma o Plasma, como solugao irrigante
em Endodontia. Para isso, a dissertacdo foi estruturada em trés estudos
complementares. O primeiro investigou a atividade antimicrobiana da PAW produzida
com diferentes gases de trabalho (ar comprimido, argbnio e hélio) frente a células
plancténicas de E. faecalis e C. albicans, correlacionando suas propriedades fisico-
quimicas com os efeitos observados além de estudar o peril de citotoxicidade. O
segundo estudo avaliou a eficacia das diferentes PAWs frente a biofilmes mono e duo
espécie desses patdogenos, por meio de analises microbioldgicas e morfoldgicas
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Ja o terceiro estudo buscou
compreender a influéncia de diferentes niveis de umidade do gas de alimentacéo do
plasma na geragdao da PAW e seu impacto na atividade antimicrobiana contra E.
faecalis. Ao integrar essas abordagens, o presente trabalho visa contribuir para o
desenvolvimento de protocolos de aplicacdao da PAW na Endodontia, considerando
fatores fisico-quimicos, microbiolégicos e operacionais, com foco na otimizacéo da

eficacia antimicrobiana e seguranga clinica.
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3 CONSIDERAGOES GERAIS

A desinfecgdo dos sistemas de canais radiculares tem se consolidado como um
dos principais desafios da endodontia contemporanea, especialmente frente a
resisténcia de microrganismos como Enterococcus faecalis e Candida albicans,
frequentemente associados aos quadros de persisténcia da infeccdo e falhas
terapéuticas frente aos tratamentos convencionais disponiveis e padronizados
(Medina-Palacios et al., 2021). A limitagcdo dos irrigantes convencionais, tanto em
termos de agao antimicrobiana quanto de biocompatibilidade, tem motivado a
pesquisa e o desenvolvimento de estratégias inovadoras capazes de unir eficacia
microbioldgica, seguranga bioldgica e aplicabilidade clinica (Drews et al., 2023).
Nesse contexto, a tecnologia do plasma frio de presséo atmosférica, especificamente,
a agua ativada por plasma (PAW), vem ganhando destaque por sua versatilidade em
aplicagbes meédico-odontolégicas além do potencial translacional para o cenario
clinico.

O primeiro estudo apresentado teve como objetivo a avaliagdo da atividade
antimicrobiana da PAW gerada por um sistema DBD coaxial, utilizando diferentes
gases (ar comprimido, argdnio e hélio), frente a células plancténicas de E. faecalis e
C. albicans. Além disso, aspectos fisico-quimicos das solucdes obtidas foram
analisados e correlacionados com os efeitos microbiologicos. Os resultados
demonstraram que a composi¢cao quimica da PAW variou significativamente conforme
o gas utilizado, resultando em diferentes perfis de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (RONS). A PAW gerada com hélio e argbnio mostrou maior eficacia contra
E. faecalis, mesmo em tempos de exposi¢cao reduzidos (45 segundos e 1 minuto),
enquanto a PAW produzida com ar comprimido apresentou desempenho superior
frente a C. albicans, sobretudo apds 1 minuto e 30 segundos de exposicado. Esses
achados destacam a importancia da escolha do gas como fator determinante na
eficiéncia da PAW, bem como a necessidade de ajustar o tempo de aplicagéo ao tipo
de microrganismo-alvo, além de enfatizar que as espécies reativas produzidas atuam
em conjunto influenciando a formacdes de novas espécies. Outro ponto relevante foi

a auséncia de citotoxicidade associada as diferentes solug¢ées, indicando que, mesmo
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ricas em RONS, as PAWSs podem ser geradas e ainda preservar a integridade tecidual,
oferecendo possibilidades reais para a aplicagao clinica.

No segundo estudo, buscou-se avancar na complexidade dos modelos
microbioldgicos e na aproximagéo com a pratica clinica. Para isso, a mesma PAW foi
testada em biofilmes mono e duo-espécie de E. faecalis e C. albicans, utilizando um
protocolo baseado em exposi¢des sucessivas de 1 minuto e 30 segundos (melhor
tempo de agdo antimicrobiana encontrado no estudo anterior levando em
consideragao os diferentes gases e ambos os microrganismos). Essa abordagem foi
explorada ndo somente nas analises microbioldgicas quantitativas, mas também em
avaliagcdes morfolégicas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os resultados
evidenciaram redug¢des significativas na carga microbiana, especialmente com a PAW
gerada com ar comprimido (PAW-Ca), e maior desestruturacao biofilme observada
por MEV. O desempenho de PAW-Ca foi particularmente expressivo em biofilmes de
C. albicans, enquanto o PAW-Ar apresentou maior eficacia frente a E. faecalis,
indicando uma possivel especificidade relacionada a composigdo quimica da agua
ativada e as caracteristicas estruturais dos microrganismos. Além disso, o uso do ar
comprimido como gas de alimentagao se mostrou vantajoso do ponto de vista logistico
e econbmico, dado que se trata de um recurso amplamente disponivel para utilizagao
em consultérios odontolégicos, ao contrario dos gases nobres como o argdnio € o
hélio, cuja acessibilidade e custo limitam sua aplicagao rotineira. Assim, os dados do
segundo estudo reforcam o potencial da PAW-Ca como adjuvante aos irrigantes
tradicionais, sendo promissora para incorporagao futura em protocolos clinicos.

O terceiro estudo é uma expanséao do trabalho experimental, desenvolvido em
colaboracéo internacional durante estagio no exterior (BEPE FAPESP), com o objetivo
de explorar uma variavel ainda pouco investigada: a influéncia da umidade em
conjunto com o gas de alimentacao. A hipétese central foi que a presenga de umidade
poderia interferir positivamente na geragao e estabilidade das espécies reativas
formadas durante a ativacdo do plasma. Os achados confirmaram que niveis
moderados de umidade aumentaram a producdo de espécies reativas e pode
influenciar na producdo de outras como &acido peroxinitroso e radicais hidroxila,
potencializando os efeitos antimicrobianos da PAW frente a E. faecalis. Esses
resultados demonstram que a umidade do gas ndo apenas modifica o perfil quimico

da solugcdo, mas também influencia diretamente sua eficacia antimicrobiana,
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demonstrando ser um parametro relevante para futuras otimizagbes e contribuindo
para o avang¢o no entendimento da dinamica de geragdo e composigao quimica da
PAW para aplicagbes terapéuticas em diferentes contextos clinicos.

Portanto, os achados apresentados permitem concluir que PAW por representa
uma tecnologia inovadora, eficaz e versatili para a aplicagdo endoddntica. A
caracterizagao das variaveis envolvidas em sua geragao (parametros operacionais,
tipo de gas, tempo de ativagdo e exposigdo, espécies reativas, umidade) e a
demonstracdo de sua eficacia em diferentes modelos microbioldgicos, incluindo
biofiilmes complexos com metodologia proxima a realidade clinica, reforcam sua
aplicabilidade pratica e possibilidade de uso. Além da eficacia antimicrobiana, a
seguranga biolégica demonstrada nas PAWSs testadas amplia ainda mais sua

relevancia como estratégia e recurso complementar aos irrigantes convencionais.
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