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RESUMO 
Nunes IAM. Ação antimicrobiana da água ozonizada associada a 
terapia fotodinâmica com eritrosina em canais infectados com 
Enterococcus faecalis [dissertação]. São Luís. Universidade CEUMA; 
2020. 
 

RESUMO  

O principal objetivo do tratamento endodôntico é erradicar ou reduzir 

substancialmente a carga microbiana no canal radicular. Portanto, 

novos protocolos são constantemente testados na busca da completa 

desinfecção dos canais radiculares. Este trabalho avaliou o efeito 

antimicrobiano da água ozonizada associada a terapia fotodinâmica 

(TFD), além da ação do Sonic, no combate de Enterococcus faecalis 

em canais radiculares Métodos: 70 canais unirradiculares de dentes 

de humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis por 21 

dias. Os dentes foram divididos em seis grupos de tratamento 

experimentais (n=10): água ozonizada sem sonic (O+S-), água 

ozonizada com sonic (O+S+), TFD sem sonic (TFD+S-), TFD com 

sonic (TFD+S+), TFD + água ozonizada sem sonic (O+TFD+S-), TFD 

+ água ozonizada com sonic (O+TFD+S+) e dois grupos controle: 

positivo (n=5) e negativo (n=5). Foram realizadas coletas microbianas 

antes e após o tratamento, contadas em log das unidades formadoras 

de colônias (log UFC mL-1) e testado se havia diferença significativa 

entre essas contagens (teste T de Student). O teste Anova two way, 

com post hoc de Tukey, foi empregado para avaliar a redução 



 

microbiana nos grupos tratados com Ozônio, TFD e na associação 

Ozônio+TFD e para determinar se o emprego do Sonic alterou a 

redução de microrganismos. Resultado: Em todos os protocolos 

houve redução microbiana considerável (p=0,025), sendo que nos 

grupos em que foram empregados o Sonic a redução microbiana foi 

significativamente maior (p=0,001). Conclusão: Os tratamentos 

foram capazes de reduzir significativamente a quantidade de 

microrganismos nos canais radiculares. O emprego do Sonic ajudou 

a aumentar a redução microbiana de canais radiculares infectados.  

Descritores: Água ozonizada. Terapia Fotodinâmica. 

Enterococcus faecalis. 

  



 

ABSTRACT 
Nunes IAM. Antimicrobial action of ozonated water associated with 
photodynamic therapy with erythrosine in canals infected with 
Enterococcus faecalis [dissertation]. São Luís. CEUMA University; 
2020. 
 
ABSTRACT 

The main objective of endodontic treatment is to eradicate or 

substantially reduce the microbial load in the root canal. Therefore, 

new protocols are constantly being tested in the search for complete 

disinfection of root canals. This work evaluated the antimicrobial effect 

of ozonized water associated with photodynamic therapy (PDT) on 

root canals infected with Enterococcus faecalis. Methods: 70 

uniradicular canals of human teeth were prepared and contaminated 

with E. faecalis for 21 days. The teeth were divided into six treatment 

groups (n = 10): ozonized water without sonic (O + S-), ozonized water 

with sonic (O + S +), TFD without sonic (TFD + S-), TFD with sonic ( 

TFD + S +), TFD + ozonized water without sonic (O + TFD + S-), TFD 

+ ozonized water with sonic (O + TFD + S +) and two positive (n = 5) 

and negative (n = 5) control groups. Microbial collections were 

performed before and after treatment, counted in the log of colony-

forming units (log UFC mL-1) and tested if there was a significant 

difference between the microorganism counts (Student's t-test). The 

two-way Anova test, with Tukey's post hoc, was used to evaluate the 

microbial reduction in the groups treated with Ozone, TFD and in the 

Ozone + TFD association and to determine whether the use of sonic 



 

alters the reduction of microorganisms. Result: In all protocols there 

was a considerable microbial reduction (p = 0.025), and in the groups 

in which sonic was used, the microbial reduction was significantly 

greater (p = 0.001). Conclusion: The treatments were able to 

significantly reduce the amount of microorganisms in the root canals. 

Keywords: Ozonated water. Photodynamic Therapy. 

Enterococcus faecalis. 
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CAPÍTULO 1 



 

Nunes IAM. Ação antimicrobiana da água ozonizada associada a 
terapia fotodinâmica com eritrosina em canais infectados com 
Enterococcus faecalis [dissertação]. São Luís. Universidade CEUMA; 
2020. 
 

RESUMO  

O principal objetivo do tratamento endodôntico é erradicar ou reduzir 

substancialmente a carga microbiana no canal radicular. Portanto, 

novos protocolos são constantemente testados na busca da completa 

desinfecção dos canais radiculares. Este trabalho avaliou o efeito 

antimicrobiano da água ozonizada associada a terapia fotodinâmica 

(TFD), além da ação do Sonic, no combate de Enterococcus faecalis 

em canais radiculares Métodos: 70 canais unirradiculares de dentes 

de humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis por 21 

dias. Os dentes foram divididos em seis grupos de tratamento 

experimentais (n=10): água ozonizada sem sonic (O+S-), água 

ozonizada com sonic (O+S+), TFD sem sonic (TFD+S-), TFD com 

sonic (TFD+S+), TFD + água ozonizada sem sonic (O+TFD+S-), TFD 

+ água ozonizada com sonic (O+TFD+S+) e dois grupos controle: 

positivo (n=5) e negativo (n=5). Foram realizadas coletas microbianas 

antes e após o tratamento, contadas em log das unidades formadoras 

de colônias (log UFC mL-1) e testado se havia diferença significativa 

entre essas contagens (teste T de Student). O teste Anova two way, 

com post hoc de Tukey, foi empregado para avaliar a redução 

microbiana nos grupos tratados com Ozônio, TFD e na associação 

Ozônio+TFD e para determinar se o emprego do Sonic alterou a 

redução de microrganismos. Resultado: Em todos os protocolos 



 

houve redução microbiana considerável (p=0,025), sendo que nos 

grupos em que foram empregados o Sonic a redução microbiana foi 

significativamente maior (p=0,001). Conclusão: Os tratamentos 

foram capazes de reduzir significativamente a quantidade de 

microrganismos nos canais radiculares. O emprego do Sonic ajudou 

a aumentar a redução microbiana de canais radiculares infectados.  

Descritores: Água ozonizada. Terapia Fotodinâmica. 

Enterococcus faecalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

INTRODUÇÂO  

O principal objetivo do tratamento endodôntico é erradicar ou 

reduzir substancialmente a carga microbiana no canal radicular (1-4), 

no entanto, a presença do biofilme bacteriano dentro dos canais 

radiculares é uma importante preocupação na endodontia e está 

diretamente relacionada ao índice de sucesso dos tratamentos 

endodônticos (5,6). Nesse sentido, o Enterococcus faecalis (E. 

faecalis) causa até 70% das falhas endodônticas devido à sua 

capacidade de formar biofilmes, bem como sua alta resistência aos 

irrigantes endodônticos (7-9).  

Os irrigantes endodônticos devem exibir uma poderosa 

atividade antimicrobiana, fornecerem desinfecção suficiente do canal 

radicular, bem como um efeito de dissolver remanescentes dos 

tecidos orgânicos, e não terem nenhum efeito citotóxico nos tecidos 

perirradiculares (10,11). O hipoclorito de sódio (NaOCl) é o irrigante 

de escolha devido aos seus grandes efeitos antibacterianos e à 

dissolução de tecidos (12,13), mas o NaOCl é tóxico em altas 

concentrações (14), além de enfraquecer a dentina, reduzindo sua 

resistência flexural e resiliência, tornando o dente mais suscetível à 

deformação e possivelmente fraturas (15-17). Assim, a procura por 

métodos alternativos que promovam a completa desinfecção dos 

canais radiculares sem diminuir a essa resistência é uma constante.  



 

Há que se considerar que muitas vezes só o preparo químico-

mecânico não parece ser eficiente na remoção de remanescentes 

orgânicos e inorgânicos dos canais radiculares. Dessa forma, durante 

a modelagem do canal radicular, a limpeza pode ser complementada 

por técnicas de agitação da solução irrigadora, como irrigação passiva 

ultrassônica e irrigação sônica (18). Segundo Ahmad et al. (1997) 

(19), uma maneira adequada de limpeza é a irrigação sônica, que 

opera numa frequência mais baixa (1-6 KHz) e produz menores 

tensões de cisalhamento numa alta amplitude. 

A TFD tem se tornado um método alternativo para 

potencializar a desinfecção de canais radiculares (5,20,21). A TFD 

alcança resultados positivos utilizando um agente fotossensibilizador 

(FS) não-tóxico, sensível a um comprimento de luz específico, que 

produz oxigênio reativo citotóxico a algumas espécies de 

microrganismos, e promove eficiente redução microbiana (22,23). No 

entanto, para que a TFD seja efetiva, é imprescindível que a fonte de 

luz interaja com o agente FS. Por tanto, a escolha da fonte de luz 

depende especialmente do FS que será utilizado.  

Nesse sentido a eritrosina é um agente FS bastante utilizado 

devido a sua baixa toxicidade, efetividade para inibir a atividade de 

microrganismos orais Gram-positivos e Gram-negativos, aprovada 

pela FDA (Food e Drug Association) para uso em produtos 

alimentícios e também aprovada para uso em odontologia, o que 



 

facilita sua aplicação clínica (24,25). Além disso, apresenta um pico 

de absorção muito próximo da emissão das fontes de luz utilizadas 

em consultórios odontológicos (fontes de luz LED ou halogênio com 

comprimentos de onda entre 500-550 nm), permitindo inclusão dessa 

prática no contexto odontológico (26).  

Por outro lado, o ozônio (O3) é um poderoso agente oxidante 

(11) usado na indústria da água para eliminar bactérias. A terapia com 

ozônio baseia-se no pressuposto de que o ozônio (O3) se dissocia 

rapidamente na água e libera uma forma reativa de oxigênio que pode 

oxidar as células, apresentando eficácia antimicrobiana sem induzir a 

resistência aos irrigantes (27).  

Além disso, uma das propriedades cruciais do ozônio aquoso 

é a sua não toxicidade para células orais in vitro, e é menos tóxico do 

que todos os outros irrigantes conhecidos (28).  

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ação 

antimicrobiana da água ozonizada associada a terapia fotodinâmica 

com eritrosina em canais radiculares infectados por Enterococcus 

faecalis utilizando ativação sônica.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Seleção e Padronização dos espécimes utilizados  



 

Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade CEUMA (UNICEUMA), sob Parecer de nº 2.868.372, 

foram utilizados 70 dentes unirradiculados extraídos de humanos 

(incisivos e caninos), obtidos através do termo de doação de dentes.  

Todos possuíam canais retos, sem obturação endodôntica, 

fratura ou reabsorções internas ou externas e foram esterilizados em 

autoclave a 121ºC por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas 

por máquina de precisão de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake 

Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado 

em 13 mm.  

Com o objetivo de confirmar a patência apical, foi realizada a 

exploração do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-

Sirona, Ballaigues, Suíça), até o comprimento real de trabalho (CRT), 

que foi padronizado em 12 mm para todos os dentes. A 

instrumentação dos canais radiculares foi realizada com o sistema 

Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com instrumento R40. Para a 

irrigação foram utilizados 2 mL de hipoclorito de sódio a 2,5%, e a 

aspiração realizada por meio de pontas NaviTip® (Ultradent, South 

Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigação-aspiração (Ultradent, 

South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentação, os canais 

radiculares foram irrigados com 1 mL de EDTA 17% (Biodinâmica, 

Ibiporã, PR, Brasil) agitado com auxílio de uma lima manual por 3 

minutos, e ao final do preparo, o canal foi novamente irrigado com 3 

mL de soro fisiológico.  



 

Após isso, todos os dentes foram mantidos em soro fisiológico 

estéril com trocas diárias durante 5 dias para remoção do hipoclorito 

de sódio residual. Após este período, os dentes foram vedados 

apicalmente com resina composta fotopolimerizável Opallis® (FGM 

Produtos Odontológicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e 

impermeabilizados externamente com duas camadas de esmalte de 

unha (Procosa Produtos de Beleza Ltda., São Paulo/SP, Brasil). Os 

dentes foram novamente esterilizados em autoclave a 121ºC por 20 

minutos. 

 

Cultura de Enterococcus faecalis 

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em 

ambiente asséptico, dentro da câmara de fluxo laminar (BSTec, 

Brasil). Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas 

em Tryptic Soy Broth – TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48 horas. As 

bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar – TSa 

(Difco, Detroit, MI, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37oC por 24 

horas, formando uma suspensão bacteriana preparada em solução 

fisiológica esterilizada, com concentração equivalente a 108 

bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade óptica da suspensão foi 

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.  

 

Metodologia para formação de biofilme de Enterococcus 

faecalis  



 

A formação do biofilme foi realizada pela aplicação da 

suspensão bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb até 

preencher completamente o canal radicular utilizando seringa 

descartável de 0,5 mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A 

cada 48 horas e durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado nos 

espécimes para formação do biofilme. A cada reposição do meio de 

cultura, uma bolinha de algodão estéril, foi colocada na entrada do 

canal radicular. Todos os espécimes foram mantidos fechados em 

ambiente microaerófilo e em estufa a 37º C.  

 

Distribuição dos grupos experimentais  

 

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de 

acordo com as variáveis de interesse. Grupo de tratamento (Ozônio, 

TFD, Ozônio+TFD) e a utilização ou não do Sonic. A distribuição foi 

realizadas de acordo com a na tabela 1.   

 

 

Tabela 1. Divisão dos grupos de acordo com os grupos experimentais. 

 Ozônio  TFD  Ozônio+TFD 

 Sem Sonic Com Sonic  Sem Sonic Com Sonic  Sem Sonic Com Sonic 

n 10 10  10 10  10 10 

 

Grupos controles  



 

Para o controle positivo (n=5) foi utilizado 2,5 % de NaOCl, 

enquanto para o controle negativo (n=5) os espécimes receberam 

apenas a contaminação pela suspensão de E. faecalis. 

  

Metodologia de aplicação do LED, tempo pré-irradiação e 

agente fotossensibilizador 

Para a realização da TFD, um mesmo operador utilizou o LED 

de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com comprimento de 

onda entre 500 e 550 nm, ajustado na potência Xtra Power (3200 

mW/cm2), posicionado e acionado na entrada do canal, região cervical 

do dente, e foram realizadas 20 aplicações seguidas de 3 segundos 

cada, totalizando 1 minuto. 

A eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA), na 

concentração de 200 µM, foi utilizada como agente 

fotossensibilizador, com tempo de pré-irradiação de 5 minutos.  

 

Produção de água ozonizada  

Foi utilizado um gerador de ozônio (Medplus MX, Philozon 

Eletroterapia, SC, Brasil). Para produção da água ozonizada, foi 

utilizada 250 mL de água destilada autoclavada em um sistema com 

tubo de vidro acoplado ao gerador de ozônio, no qual foi borbulhado 

o gás na água, produzindo assim 40 ppm de água ozonizada.  

 

Aplicação do Sonic 

 



 

Para a aplicação do Sonic, um mesmo operador utilizou o 

EndoActivator (Dentsply-Sirona, Ballaigues, Suíça), no modo High, 

com uma ponta 25/04 (medium). Após o preenchimento do canal 

radicular com solução aquosa de ozônio ou eritrosina estes eram 

agitados com vibração sônica com movimentos de vai-e-vem até 2 

mm do comprimento de trabalho, sendo que foram realizadas duas 

aplicações de 30s cada, totalizando 60s de aplicação.   

 

Coletas e análise microbiológica 

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliação 

microbiológica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a 

segunda imediatamente após os tratamentos. Ambas foram 

realizadas utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiça) após os canais radiculares 

terem sido previamente preenchidos com solução salina estéril. Os 

cones utilizados foram transferidos para tubos eppendorf de 

polipropileno (Cral, São Paulo / SP, Brasil) com 1,5 mL de solução 

salina estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, EUA) durante 1 

minuto, sendo, posteriormente, realizadas diluições decimais seriadas 

e semeadas em placas de petri com meio TSa em triplicata. As placas 

foram incubadas em microaerofilia a 37º C durante 48 horas. Os 

resultados foram obtidos por meio da contagem de unidades 

formadoras de colônia por mL (UFC mL-1) e transformados em 

logaritmo (log10 UFC/mL).  

 



 

Análise estatística 

Após a constatação que os dados apresentavam distribuição 

normal (Shapiro Wilk, p>0,05), o teste T de Student foi empregado 

para testar se havia diferença significativa dentro dos grupos entre as 

contagens de microrganismos inicial e após o tratamento.  

Os valores de redução microbiana foram calculados 

diminuindo os valores iniciais dos valores finais de contagem 

microbiana e o teste Anova two way, com post hoc de Tukey, foi 

empregado para avaliar se havia diferença significativa na redução 

microbiana entre os grupos (Ozônio, TFD e associação Ozônio+TFD) 

e para determinar se o emprego do Sonic alterava a redução de 

microrganismos. 

O programa estatístico utilizado foi o SPSS 26.0 (IBM, 

Armonk, NY, USA). O nível de significância estabelecido foi de 5%. 

 

RESULTADOS 

A Tabela 2 mostra os valores médios (desvio padrão) de log 

de UFC/mL dos grupos obtidos nos dois momentos de avaliação. 

Houve diferença significativa entre os valores iniciais e finais da 

quantidade de microrganismos nos canais radiculares (log UFC/mL) 

em todos os grupos.  



 

A figura 1 representa um gráfico de linhas evidenciando os 

valores médios de redução microbiana, em log de UFC/mL, 

juntamente com seus respectivos intervalos de confiança de 95%, de 

acordo com os grupos avaliados e o emprego ou não do Sonic.  

O resultado da Anova Two way mostrou que houve diferença 

entre os grupos (p=0,025) e o emprego do Sonic fez com que os 

valores médios de redução microbiana aumentassem 

significativamente (p=0,001). No entanto, as interações (Grupo de 

tratamento e o emprego do Sonic) não foram significativas (p=0,220), 

ou seja, os fatores agiram de forma independentes sobre a redução 

dos microrganismos. 

Na comparação dois a dois entre os grupos, constatou-se 

que, enquanto o grupo Ozônio+TFD foi diferente significativamente do 

grupo do TFD (p<0,05), este não apresentou diferença para o grupo 

de Ozônio (p>0,05).  

 

 
Tabela 2. Valores médios (desvio padrão) de log UFC/mL nos diferentes grupos nos 
dois momentos de avaliação.  

 O+S- O+S+ TFD+S- TFD+S+ O+TFD+S- O+TFD+S+ 

Inicial 4,71 (±0,15) 4,86 (±0,12) 4,40 (±0,18) 4,51 (±0,19) 4,64 (±0,12) 4,93 (±0,39) 

Pós-tratamento 2,57 (±0,52) 2,39 (±0,54) 2,48 (±0,29) 2,16 (±0,33) 2,62 (±0,80) 2,01 (±0,85) 

p-valor 0,001 0,002 <0,001 <0,001 0,036 0,031 

O=Ozônio, TFD=Terapia Fotodinâmica, S= Sonic, + =Presença, - =Ausência. 
P<0,05 = diferença estatística significativa entre os valores médios iniciais e pós-tratamento 
dentro de cada grupo.  
  



 

 

 

 
 
 

  

 
Figura 1 - Comportamento dos valores médios (intervalo de confiança de 

95%) de redução microbiana expressa em log UFC/mL de acordo com os 

grupos avaliados e o emprego ou não do sonic.  

 

 

 
 
 

  



 

DISCUSSÃO 

O presente estudo avaliou a ação antimicrobiana da água 

ozonizada associada a terapia fotodinâmica com eritrosina em canais 

radiculares infectados por Enterococcus faecalis utilizando ativação 

sônica. Todos os grupos conseguiram uma redução microbiana 

significativa, porém em nenhum dos grupos houve a completa 

eliminação.  

Embora se saiba que a infecção de um canal radicular é 

muitas vezes caracterizada por um biofilme de múltiplas espécies, foi 

utilizado nesse estudo um biofilme de E. faecalis, principalmente, por 

ser o principal patógeno responsável pela falha do tratamento 

endodôntico (29) e pela sua capacidade de penetrar nos túbulos 

dentinários e colonizar o sistema de canais radiculares e formar 

biofilme (30).  

O período de 14 ou 21 dias, é um tempo suficiente para a 

formação de biofilme de E. faecalis no substrato dentinário (31), por 

esse motivo foi adotado um período de cultura de 21 dias, permitindo 

o crescimento bacteriano e garantindo que os protocolos de 

descontaminação pudessem ser testados.  

A terapia endodôntica tradicional não é capaz de promover a 

esterilização do sistema radicular (32). Neste estudo, foram utilizadas 

duas terapias complementares na tentativa de encontrar um protocolo 

eficaz no combate a infecções endodônticas causadas pelo E. 

faecalis. A TFD foi realizada com a aplicação da eritrosina (200 µM), 



 

como FS, sensibilizada com LED de alta intensidade com 

comprimento de onda entre 500 – 550 nm, faixa de maior absorção 

da eritrosina (33). O LED foi utilizado em sua potência máxima (3200 

mW/cm²), durante 60 segundos. Apesar da TFD ter apresentado 

resultados significativos para redução bacteriana do canal radicular, 

esta não conseguiu zerar o crescimento microbiano. Diferentemente, 

Borba et al. (2017) (34) conseguiram uma redução de 100% do E. 

faecalis usando um LED de alta potência e eritrosina. Tal resultado 

discordante provavelmente deve-se as diferenças metodológicas 

entre os estudos. Enquanto Borba et al. (2017) (34), utilizou E. faecalis 

em forma planctônica e um tempo de exposição de 120 segundos, 

neste estudo foi utilizado o microrganismo em forma de biofilme e um 

menor tempo de exposição.  

O ozônio foi sugerido para o tratamento endodôntico devido 

sua alta ação antimicrobiana (35,36) e por apresentar um decréscimo 

significativo na citotoxicidade para células de mucosa oral em 

comparação com soluções irrigantes de NaOCl a 2,25% e de 

clorexidina a 2% (37,38). Embora a redução bacteriana tenha 

alcançado níveis significativos com o ozônio, não foi capaz de produzir 

resultados semelhantes aos de Silva et al. (2020) (39), que utilizou 

uma concentração de 16 ppm de solução aquosa de ozônio ativada 

com técnica de irrigação ultrassônica, o qual e alcançou uma redução 

de 100%. Possivelmente a diferença entre os resultados se deve ao 



 

tempo de aplicação utilizado. Enquanto Silva et al. (2020) (39) utilizou 

o tempo de 180s, neste estudo foi utilizado 60s. 

A associação TFD + ozonioterapia alcançou os maiores 

valores médios de redução apresentando-se superior a terapia de 

ozônio somente. No entanto, em nenhum grupo houve a redução 

completa do E. faecalis.  

 Quando foi empregado o Sonic, os grupos alcançaram 

maiores valores médios de redução microbiana. Esse resultado está 

de acordo com o estudo de Eggmann et al. (2020) (40) que 

constataram um impacto significante da irrigação sônica sobre a 

redução microbiana em canais infectados com E. faecalis, Candida 

albicans, Streptococcus gordonii e Actinomyces oris. Plotino et al. 

(2019) (41) avaliaram a eficácia dos sistemas sônico e ultrassônico e  

concluíram que o sistema ultrassônico foram mais eficazes na 

remoção de restos de tecido pulpar e dentina que o sistema sônico, 

porém, deformavam o canal radicular. Por esse motivo optou-se usar 

o método sônico, evitando o risco de deformação do canal radicular. 

Embora diversos estudos mostraram a eficácia do uso da TFD 

(42,43) e da ozonioterapia (32), em nenhum foi avaliado o efeito da 

associação entre essas técnicas. O presente estudo mostrou que a 

associação TFD e ozonioterapia pode ser uma alternativa em um 

tratamento endodôntico. 



 

Este estudo mostrou que os protocolos utilizados foram capazes 

de reduzir a contagem microbiana, no entanto recomenda-se que 

outros parâmetros em relação a propriedade da luz empregada, 

tempo de exposição, fotossensibilizadores, concentração de ozônio e 

da técnica de aplicação sejam testados para buscar resultados mais 

satisfatório tanto da TFD utilizando eritrosina quanto da água 

ozonizada.  

CONCLUSÃO 

Todos os tratamentos testados foram capazes de reduzir 

significativamente a quantidade de microrganismos nos canais 

radiculares, especialmente quando utilizado o Sonic. A associação 

ozônio + terapia fotodinâmica com eritrosina a 200 µM atingiu o maior 

valor médio de redução microbiana.  
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ANEXOS 
ANEXO 1 - METODOLOGIA DETALHADA 

1.1 - Seleção e Padronização dos espécimes utilizados  

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa da Universidade Ceuma (São Luís, Brasil) sob o número 

de parecer 2.868.372 (anexo 1). Foi dispensada a apresentação do 

Termo de Doação dos Dentes. 

Após aprovação, foram selecionados 70 dentes humanos 

unirradiculares extraídos (incisivos e caninos superiores). Todos 

possuíam canais retos, sem obturação endodôntica, fratura ou 

reabsorções internas ou externas. Os dentes foram esterilizados em 

autoclave a 121ºC por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas 

por máquina de precisão de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake 

Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado 

em 13 mm.   

                                                 



 

Figura 2 - máquina de precisão de corte Isomet 

Figura 3 – corte do dente na máquina 

Com o objetivo de confirmar a patência apical, foi realizada a 

exploração do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-

Maillefer, Ballaigues, Suíça), até o comprimento real de trabalho 

(CRT), que ficou em 12 mm para todos os dentes. 

                  

Figura 4 – verificação da patência apical 

Figura 5 – CRT 

 A instrumentação dos canais radiculares foi realizada com o 

sistema rotatório Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com uso da 

lima R40.  

                              

Figura 6 - Sistema Rotatório Reciproc® (VDW, Munich, Germany) 

Figura 7 – calibração lima R40 



 

                  

Figura 8 – instrumentação com rotatório   

Figura 9 – padrão de instrumentação 

Para a irrigação foram utilizados 2 mL de hipoclorito de sódio 

a 2,5%, e a aspiração realizada por meio de pontas NaviTip® 

(Ultradent, South Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigação-

aspiração Ultradent® (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada 

a instrumentação, os canais radiculares foram irrigados com 1 mL de 

EDTA a 17% (Biodinâmica, Ibiporã, PR, Brasil), agitado com auxílio 

de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do preparo utilizou-se 3 

mL de soro fisiológico para a irrigação do canal radicular. 

Os dentes foram mantidos em soro fisiológico estéril com 

trocas diárias durante 5 dias para remoção de hipoclorito de sódio 

residual. Após este período, os dentes foram vedados apicalmente 

com resina composta fotopolimerizável Opallis® (FGM Produtos 

Odontológicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e impermeabilizados 

externamente com duas camadas de esmalte de unha (Procosa 

Produtos de Beleza Ltda., São Paulo/SP, Brasil). Os dentes foram 

novamente esterilizados em autoclave a 121ºC por 20 minutos. 



 

1.2 - Cultura de Enterococcus faecalis  

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em 

ambiente asséptico, dentro da câmara de fluxo laminar (BSTec, 

Brasil). Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas 

em Tryptic Soy Broth – TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48 horas. As 

bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar – TSa 

(Difco, Detroit, MI, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37oC por 24 

horas, formando uma suspensão bacteriana preparada em solução 

fisiológica esterilizada, com concentração equivalente a 108 

bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade óptica da suspensão foi 

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.  

               

Figura 10 – Capela de lâmina de fluxo 

Figura 11 – coleta de E. faecalis 

        

Figura 12 – ajuste da densidade ótica 

Figura 13 – comparativo da densidade com Escala de Macfarland 0,5 



 

1.3 - Metodologia para formação de biofilme de Enterococcus 

faecalis  

 A formação do biofilme foi realizada pela aplicação da 

suspensão bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb até 

preencher completamente o canal radicular utilizando seringa 

descartável de 0,5 mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A 

cada 48 horas e durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado nos 

espécimes para formação do biofilme. 

A cada reposição do meio de cultura, uma bolinha de algodão 

estéril, foi colocada na entrada do canal radicular. Todos os 

espécimes foram mantidos fechados em ambiente microaerófilo e em 

estufa a 37º C.  

           

Figura 14 – bolinha de algodão  

Figura 15 – jarra utilizada para ambiente microaerófilo 

  

Figura 16 – estufa bacteriológica a 37ºC 

 



 

1.4 - Distribuição dos grupos experimentais  

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de 

acordo com a tabela 1.  

 

 

Tabela 1. Divisão dos grupos de acordo com os grupos experimentais. 

 Ozônio  TFD  Ozônio+TFD 
 Sem 

Sonic 
Com 
Sonic 

 Sem 
Sonic 

Com 
Sonic 

 Sem Sonic Com Sonic 

n 10 10  10 10  10 10 

 

1.5 - Grupos controles  

Para o controle positivo (n=5) foi utilizado 2,5 % de NaOCl, 

enquanto para o controle negativo (n=5) os espécimes receberam 

apenas a contaminação pela suspensão de E. faecalis. 

1.6 - Metodologia de aplicação do LED, tempo pré-irradiação e 

agente fotossensibilizador 

Para a realização da TFD, um mesmo operador utilizou o LED 

de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com comprimento de 

onda entre 500 e 550 nm, ajustado na potência Xtra Power (3200 

mW/cm2), posicionado e acionado na entrada do canal, região cervical 

do dente, e foram realizadas 20 aplicações seguidas de 3 segundos 

cada, totalizando 1 minuto. 

A eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA), na 

concentração de 200 µM, foi utilizada como agente 

fotossensibilizador, com tempo de pré-irradiação de 5 minutos.  

 



 

               

Figura 17– preenchimento do canal radicular com eritrosina. 

Figura 18 – aplicação da fonte de luz 

 

Produção de água ozonizada  

Foi utilizado um gerador de ozônio (Medplus MX, Philozon 

Eletroterapia, SC, Brasil). Para produção da água ozonizada, foi 

utilizada 250 mL de água destilada autoclavada em um sistema com 

tubo de vidro acoplado ao gerador de ozônio, no qual foi borbulhado 

o gás na água, produzindo assim 40 ppm de água ozonizada 

(concentração do ozônio).  

  

 

           

Figura 19 – produção da água ozonizada. 

Figura 20 – preenchimento do canal radicular com água ozonizada. 

 



 

Aplicação do Sonic 

 

Para a aplicação do Sonic, um mesmo operador utilizou o 

EndoActivator (Dentsply-Sirona, Ballaigues, Suíça), no modo high, 

com uma ponta 25/04 (medium). Após o preenchimento do canal 

radicular com solução aquosa de ozônio e/ou eritrosina estes eram 

agitados com vibração sônica com movimentos de vai-e-vém até 2 

mm do comprimento de trabalho com duração de 60 s, sendo que, 

após os 30 s iniciais o canal radicular era novamente preenchido com 

a solução aquosa de ozônio e/ou eritrosina.   

  

Figura 21 – aplicação do sonic por 60s. 

 

 

1.7 - Coletas e análise microbiológica 

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliação 

microbiológica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a 

segunda imediatamente após os tratamentos. Ambas foram 

realizadas utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiça) após os canais radiculares 

terem sido previamente preenchidos com solução salina estéril. 



 

Foram utilizados 2 cones de papel absorvente (#40) para a 

coleta nos espécimes. Eles foram transferidos para tubos eppendorf 

de polipropileno (Cral, São Paulo/SP, Brasil) com 1,5 mL de solução 

salina estéril e agitados (Vortex Mixer XH-C, Santo André, Brasil) 

durante 1 minuto. 

 

                 

Figura 22 – coleta da cultura nos espécimes 

Figura 23 – colocação dos cones no tubo eppendorf 

 

. 

 

  

Figura 24 – Vortex Mixer 

 



 

Posteriormente, foram realizadas diluições decimais seriadas e 

semeadas em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, MI, EUA) 

em triplicata.  

   

          

Figura 25 – coleta de 1ml do material após o vortex 

Figura 26 – diluição nos tubos de ensaio 

 

O tubo de ensaio nº 1 corresponde a placa com a diluição 10-¹, o tubo 

nº 2 corresponde a placa com a diluição 10-² e o tubo nº 3 corresponde 

a placa com a diluição 10-³. 

     

                 

Figura 27 – coleta no tubo de ensaio para confecção da placa. 

Figura 28 – deposição da cultura de E. faecalis na placa. 



 

             

Figura 29 – desenho da placa. 

As placas foram incubadas em microaerofilia a 37º C durante 48 

horas. Os resultados foram obtidos por meio da contagem de 

unidades formadoras de colônia por mL (UFC mL-1) e transformados 

em logaritmo (log10 UFC/mL). 

 

   

Figura 30 – contagem das UFCs. 

 

1.9 - Análise estatística 

Após a constatação que os dados apresentavam distribuição 

normal (Shapiro Wilk, p>0,05), o teste T de Student foi empregado 

para testar se havia diferença significativa dentro dos grupos entre as 

contagens de microrganismos inicial e após o tratamento.  

Os valores de redução microbiana foram calculados 

diminuindo os valores iniciais dos valores finais de contagem 



 

microbiana e o teste Anova two way, com post hoc de Tukey, foi 

empregado para avaliar se a redução microbiana, nos grupos tratados 

com Ozônio, TFD e a associação Ozônio+TFD se diferenciaram 

significativamente, e para determinar se o emprego do Sonic foi um 

fator que alterou a redução de microrganismos.  

O programa estatístico utilizado foi o SPSS 26.0 (IBM, Armonk, NY, 

USA). O nível de significância estabelecido foi de 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ANEXO 2: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 

 



 

 



 

 

 



 

ANEXO 3: NORMAS DA REVISTA: PHOTODIAGNOSIS AND 

PHOTODYNAMIC THERAPY 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

 


