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RESUMO

O Enterococcus faecalis ¢ uma bactéria facultativa que se encontra presente em canais infectados
provocando infec¢des de dificil tratamento, apresentando capacidade de aderéncia e resisténcia aos
antimicrobianos. Nesse sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano
da agua eletrolisada com acido hipocloroso associada a uma fonte de luz fotocatalitica como
estratégia de desinfec¢do de canais radiculares e sistemas de tibulos dentinarios contaminados com
o biofilme de Entetococcus faecalis. Através de um estudo experimental laboratorial realizado em
56 dentes unirradiculares bovinos, os dentes foram contaminados com a cepa E.faecalis por um
periodo de 7 dias. Apos este periodo foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de tratamento, sdo
eles: controle negativo; controle positivo; agua eletrolisada com &cido hipocloroso; agua
eletrolisada com acido hipocloroso + Germinator; Hipoclorito de Sodio; Hipoclorito de Sodio +
Germinator e¢ apenas Germinator. As amostras foram submetidas a analise pela Microscopia
eletronica de varredura (MEV) e classificados em rankings, para possibilitar a analise estatistica
através dos testes Kruskal Wallis e Mann Whitney adotando o nivel de significancia de P valor
<0.001. Os resultados se mostraram satisfatorios frente ao uso do Hipoclorito de Sédio, porém esse
irrigante demonstrou causar erosdes na estrutura dentinaria. Quando o hipoclorito de sédio foi
associado ao Germinator, houve uma melhor taxa de desinfeccdo, mas sem diferenga
estatisticamente relevante. A agua eletrolisada demonstrou potencial antimicrobiano, mas inferior
ao do hipoclorito de sodio. Seus efeitos também foram potencializados pelo uso do Germinator.
Esta avaliacdo nos permitiu delinear uma alternativa de estudo frente ao biofilme endoddntico,
buscando entender melhor o mecanismo de agdo dos irrigantes e da terapia auxiliar bem como de

suas aplicagdes e contribui¢des na endodontia.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis; Acido Hipocloroso; desinfeccdo de canais radiculares;

Microscopia Eletronica de Varredura.



Abstract

Enterococcus faecalis is a facultative bacterium present in infected canals, causing infections that
are difficult to treat and have adherence capacity and resistance to antimicrobials. In this sense, this
work aims to evaluate the antimicrobial potential of water electrolyzed with hypochlorous acid
associated with a photocatalytic light source as a disinfection strategy for root canals and dentinal
tubule systems contaminated with E.faecalis biofilm. Fifty-six single-rooted bovine teeth were
contaminated with the E.faecalis strain for seven days. After this period, they were randomly
divided into seven treatment groups. They are: negative control, positive control, water electrolyzed
with HOCI, water electrolyzed with HOCl + Germinator, NaOCl, NaOCl + Germinator and
Germinator.They are negative control, positive control, water electrolyzed with HOCI, water
electrolyzed with HOCI + Germinator, NaOCl, NaOCl + Germinator, and Germinator. They were
submitted to analysis by Scanning Electron Microscopy (SEM) and classified into rankings to
enable statistical analysis through the Kruskal Wallis and Mann Whitney tests, adopting the
significance level of P <0.001. The results were effective against the use of NaOCI, but this irrigant
showed to cause erosion in the dentin structure. When associated with the Germinator, there was a
better disinfection rate but without a statistically relevant difference. The electrolyzed water showed
cleaning potential but was lower than that of NaOCI. The use of the Germinator also potentiated its
effects. This study allowed us to outline an alternative action against endodontic biofilm, seeking to
understand better the action mechanism of irrigants and auxiliary therapy and their applications and
contributions to endodontics.

Keywords: Enterococcus faecalis; Hypochlorous Acid; disinfection root canals; Scanning

Electron Microscopy.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
pL - microlitro
pm — Micrometro
BHI — Brain heart infusion (4gar cérebro coracao)
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DNA - 4cido desoxirribonucleico
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E. faecalis — Enterococcus faecalis
EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediamine tetraacetic acid)
HP- Per6xido de Hidrogenio
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ICTYV - Comité Internacional de Taxonomia de Virus
HOCI- Acido Hipocloroso
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NAOCL - Hipoclorito de sodio
Nm — nandmetro
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PUI — Passive Ultrassonic Irrigation (Irrigacdo ultrassonica passiva)
TIFF - Tagged Image File Format (Formato de Arquivo de Imagem com Tags)

VNC - Estado viavel, mas ndo cultivavel



1. INTRODUCAO

A importancia dos microrganismos na perpetuacao da periodontite apical estd bem
consolidada (MILLER et al, 1894; KAKEHASHI et al., 1965). Quando estes microrganismos estao
organizados em biofilmes, eles apresentam vantagens que os fortalecem em relagao ao hospedeiro,
sendo resistentes as medidas de desinfecgdo (COSTERTON, 2005).

As bactérias persistentes nos sistemas de canais radiculares se configuram como uma das
principais causas na falha do tratamento endoddntico (SIQUEIRA, 2001). Poucas espécies possuem
essa habilidade e podem estar envolvidas no fracasso endoddntico. Devido a sua capacidade, o
microrganismo mais prevalente encontrado em insucessos endodonticos ¢ o E. faecalis (PINHEIRO
et al., 2003) sendo capaz de formar biofilmes em diferentes substratos (GUERREIRO et al., 2013) e
ter fatores de viruléncia associados ao patégeno (PECIULIENE et al, 2008).

O uso de solugdes irrigadoras faz parte do protocolo endoddntico. Os irrigantes sdo usados
durante toda a terapéutica para remover debris, lubrificar as paredes dentinarias, dissolver matéria
organica e ser antimicrobiano (SIQUEIRA et al., 1999). O Hipoclorito de Sdédio (NaOCl) ¢ o
irrigante endodontico mais utilizado pelas suas propriedades, porém tem efeito citotoxico, mau
cheiro, gosto desagradavel e potencial de induzir rea¢des alérgicas (TANOMARU et al., 2002;
KAUFMAN & KEILA 1989).

Além disso Foi relatado na literatura que o NaOCI € capaz de alterar estruturas morfologicas
da dentina (WAGNER et al., 2016) efeitos estes que podem comprometer a elasticidade da mesma
(OYARZUN et al., 2002) levando a fratura e afetando a adesdo de materiais restauradores (QIAN et
al., 2011; MORRIS et al., 2001; MARENDING et al., 2007).

Nesse contexto, ¢ desejavel um irrigante igualmente eficaz, mas mais seguro. A agua
eletrolisada com 4acido hipocloroso (HOCI) vem sendo estudada e reportada com bons resultados.
Além de um amplo espectro, traz consigo um conceito sustentavel e pode ser aplicada em varios
setores, como: hospitais, agricultura, higienizacdo de alimentos, escritérios e locais de
entretenimento, como desinfetante de superficies (RAHMAN et al., 2016). Porém a sua férmula
neutra ainda nao foi relatada na literatura frente ao biofilme de E. faecalis € nem os seus efeitos nos
componentes organicos e inorganicos da dentina.

Como terapia coadjuvante, foi criado um dispositivo protédtipo (“Germinator”™ by Designs
For Vision, Bohemia, NY, USA) que permite a fotocatdlise por meio de 4 LEDs usando um
comprimento de onda de 405nm. O Germinator apresentou resultados satisfatorios quando aplicado
para desinfec¢do da cavidade oral. Uma agdo antimicrobiana foi observada quando aplicado de
forma singular e com aditivos (Clorexidina e Per6xido de Hidrogénio) potencializando o efeito das

solucdes (SOUZA et al., 2021). Porém, ndo se sabe o seu efeito quando aplicado em canais



radiculares, mais especificamente no biofilme de E. faecalis, sendo esse um estudo pioneiro nessa
associacao.

Toda falta de consenso e lacunas deixadas na literatura dos efeitos do uso do NaOClI podendo
ser associado com uma terapia coadjuvante, levaram a nossa busca com o objetivo de avaliar o
potencial antimicrobiano da agua eletrolisada neutra com HOCI associada a uma fonte de luz

fotocatalitica contra o biofilme de E.faecalis.

1.1 Biofilmes bacterianos em Endodontia

A descoberta da relacdo entre bactérias e periodontite apical foi considerada um marco. Miller
e colaboradores (1894) foram pioneiros nessa associagdao, afirmando que microrganismos sao
agentes importantes no desenvolvimento da doenga na polpa dentaria. Kakehaski e colaboradores
(1965) demonstraram que a necrose pulpar e a perda dssea periapical sdo desenvolvidas na presenga
de microrganismos. Goran (1976) confirmou que a presenca de destruicdo dssea periapical estd
intimamente relacionada com a presenga de bactérias no canal radicular e sugere que a resposta
aguda ou cronica ¢ gerada por certas espécies bacterianas.

Os microrganismos sdo membros de uma comunidade, referida como biofilme. Essa
agregacao traz as bactérias uma série de habilidades e vantagens, como um amplo crescimento e
maior patogenicidade (COSTERTON, 2005). Os principais componentes envolvidos na formagao
do biofilme sao: células bacterianas, superficie sélida ¢ um meio fluido. Assim, as bactérias sao
capazes de se unir em comunidades em qualquer superficie que contenha fluido rico em nutrientes,
condi¢des estas que tornam o modo de crescimento do biofilme vantajoso para os microrganismos
(USHA et al., 2010; COSTERTON et al., 1987).

A estrutura do biofilme ¢ modificada a medida em que ele amadurece, sendo que condigdes
ambientais tém forte influéncia nessa transi¢io (DONLAN ¢ COSTERTON, 2002). E descrito como
totalmente desenvolvido quando se apresenta como um arranjo heterogéneo de células microbianas,
composto por uma matriz de proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e sal (WINGENDER,
NEU e FLEMMING, 1999). Circundado por componentes organicos, como: carboidratos, proteinas
e lipidios e inorgénicos: calcio, fosforo, magnésio e fluoreto (TRONSTAD e SUNDE, 2003).

Quando maduro, as bactérias do mesmo t€ém capacidade de sobreviver em um ambiente
critico. Isso porque elas possuem uma cooperagcdo metabolica entre si. As espécies bacterianas sao
capazes de se comunicar, trocar material genético e adquirir novas caracteristicas (LEWIS, 2001).
Dessa forma, a comunidade ndo fornece somente protecdo as bactérias contra as defesas do
hospedeiro, mas também as torna mais resistentes a uma variedade de protocolos de desinfec¢ao.

E importante compreender como o biofilme formado no canal radicular se comporta e quais



os mecanismos adotados para resistir aos protocolos de desinfeccdo. Parsek e Singh (2003)
estabeleceram critérios importantes para definir o comportamento do biofilme frente as infecgdes,
sendo: (1) As bactérias sdo aderentes a algum substrato ou estdo aderidas a alguma superficie; (2)
Bactérias vivendo em aglomerados de células, micro colonias, envoltas por matriz extracelular; (3)
A infec¢do ¢ confinada a um local especifico, a disseminagcdo pode ocorrer, mas ¢ um evento
secundario; (4) A infeccdo ¢ dificil ou impossivel de erradicar com antibidticos. Mais tarde, Ricucci
e colaboradores (2005) definiram que a eliminagdo ou desorganizagdo significativa da estrutura e
ecologia do biofilme levam a remissao do processo da doenca.

Em Endodontia nenhum padrdo tnico de estrutura morfologica de biofilme foi encontrado
(NAIR et al., 2006). Entretanto, o canal radicular é um territorio critico para a terapéutica (ROCAS,
SIQUEIRA, 2005). A organizagao bacteriana ¢ estratégica, o biofilme da porcao apical de dentes
com periodontite apical € significante na patogénese da doenca (RICUCCI et al., 2006).

As infec¢des endodonticas tém sua classificagdo conforme a sua localizagao anatdémica: intra-
radicular ou extraradicular. E também quanto ao momento de colonizagdo do canal radicular:
primaria, secunddria ou persistente (SIQUEIRA, 2002). A composicdo da microbiota varia
dependendo do tipo de infeccdo e das diferentes formas de periodontite apical (SIQUEIRA,
ROCAS, 2019).

A periodontite apical primaria é causada por bactérias que colonizaram a polpa necrotica, o
numero e complexidade das espécies esta relacionado com as complicagdes do caso (MUNSON,
2002). Por exemplo, dentes com lesdes extensas ou que apresentam fistula, tém mostrado uma
microbiota mais complexa e de dificil erradicagio (ROCAS e SIQUEIRA, 2008).
Predominantemente a colonizagdo primaria conta com espécies anaerdbias, particularmente as
espécies Gram-negativas pertencentes aos géneros Fusobacterium , Treponema , Tannerella,
Dialister, Porphyromonas , Prevotella e Campylobacter. Gram-positivas dos géneros Parvimonas,
Filifator, Actinomyces, Olsenella e Pseudoramibacter (SIQUEIRA e ROCAS, 2019).

As infecgdes secundarias sdo causadas por microrganismos que foram introduzidos no sistema
de canais radiculares, durante ou apos a intervengdo endodontica. Esses conseguiram sobreviver e
estabeleceram uma infec¢do secundaria. A espécie dominante da infec¢do secundaria esta
relacionada com a fonte da contaminacdo, a espécie mais frequentemente encontrada € o E. faecalis
(HAAPASALO, RANTA e RANTA, 1983; RANTA, 1988).

As infeccdes persistentes sao causadas por bactérias que de alguma forma resistiram aos
procedimentos do tratamento endoddntico. Clinicamente nao ¢ possivel diferenciar uma infecgao
secundaria de uma infec¢do persistente. Bactérias Gram-positivas sdo mais prevalentes, fungos
também s3o encontrados com maior significancia quando comparados as infec¢des primarias

(MOLANDER, 1998; SIQUEIRA, 2004).



O estudo do biofilme endodontico ¢ fundamental para entendermos o potencial patogénico da
microbiota que coloniza o canal radicular, para assim discutirmos novas abordagens de desinfeccao,

que tenha aplicabilidade em infecgdes primarias, secunddarias e persistentes.

1.2 Enterococcus faecalis

A principal causa de insucesso endodontico ¢ a persisténcia de microrganismos que causam
uma infec¢do intrarradicular ou extratradicular e que se tornam resistentes as medidas de
desinfeccdo (preparo quimico mecanico e medicagdo intracanal). Para sobreviver em canais
obturados, ¢ necessario que se adaptem a um ambiente com pouca disponibilidade de nutrientes
(SIQUEIRA, 2001).

A capacidade de sobreviver em condi¢des desfavoraveis ¢ muito importante para as bactérias.
Muitas vezes passam por periodos de escassez de nutrientes. Poucas espécies possuem essa
capacidade, e isso ocorrerd se suas toxinas e endotoxinas forem patogénicas e atingirem um numero
suficiente para induzir ou perpetuar lesoes periapicais (SIQUEIRA, 2001).

Estatisticamente o microrganismo mais prevalente encontrado em insucessos endodonticos € o
E. faecalis (PINHEIRO et al., 2003). Independentemente da qualidade de obturacdo o E. faecalis
estd predominantemente associado as falhas no tratamento, sendo a espécie dominante (SIQUEIRA
e ROCAS, 2004). Além disso, também € encontrado ocasionalmente nos casos de infecgdes
endododnticas primarias (SUNDQVIST et al., 1989; BAUMGARTNER, FALKLER,1991).

O E. faecalis ¢ um coco facultativo Gram-positivo, anaerdbio, classificado como patdégeno
oportunista, que demonstra diferentes mecanismos que lhe permitem sobreviver em um ambiente
exigente. E capaz de crescer em pH alcalino de 11,5 tornando-o resistente ao hidréxido de célcio
(SIQUEIRA, UZEDA, 1996).

Sobrevive a temperaturas entre 10°C e 60°C para suprir a a¢do dos linfocitos e ainda
demonstrou ter capacidade de invadir tubulos dentinarios at¢é 100pm do limen do canal, o que pode
permitir que ele resista ao preparo quimico mecanico (SIQUEIRA et al., 1997; JHAJHARIA et al.,
2015). Para sobreviver sem nutrientes o E faecalis utiliza fluidos do ligamento periodontal. O
coldgeno também parece ter um papel importante na nutricdo desse microrganismo
(NARAYANAN, VAISHNAVI, 2010; LOVE, 2001).

Possui a capacidade de formar biofilmes em diferentes substratos, produz uma interacdo com
o substrato e induz a dissolu¢ao mineral da dentina o que o torna mais resistentes aos protocolos de
desinfeccao (GUERREIRO et al., 2013; KISHEN ET al., 2006). Os fatores de viruléncia associados
ao patogeno também desempenham uma atividade importante: fatores secretados, adesinas,

estruturas superficiais como polissacarideo capsular e a resisténcia a antibioticos (PECIULIENE et



al, 2008).

O 4cido lipoteicdico (LTA) envolvido na adesdo as superficies do hospedeiro estimula a
producao de citocinas pelos mondcitos, possui enzimas liticas, como gelatinase e hialuronidase que
podem estar envolvidas no dano ao tecido (JETT et al., 1994). A endotoxina LTA ¢ liberada durante
a duplicag¢do ou morte da bactéria (ENDO et al., 2012). Cavalli et al. (2017) afirmam que o irrigante
mais comumente utilizado em endodontia - o hipoclorito de sédio (NaOCI) - é capaz de remover
endotoxinas, mas ndo completamente.

Quando esta em condigdes ambientais desfavoraveis o E. faecalis pode adquirir um estado
viavel, mas ndo cultivavel (VNC). Um mecanismo de sobrevivéncia, onde o patégeno mantém a sua
viabilidade e patogenicidade, mas perde a sua capacidade de crescer, podendo adotar esse
mecanismo por até 12 meses. Quando as condigdes ambientais sdo restauradas, voltam a crescer
recuperando-se de um longo periodo de inativagdo (SEDGLEY et al., 2005).

A resisténcia do E. faecalis a agdo do hidréxido de célcio, acontece devido a sua capacidade
de sobrevivéncia a altos valores de pH. Possui uma bomba de prétons que € capaz de langéa-los nas
células para acidificar o citoplasma, permitindo a adaptagdo do microrganismo ao ambiente

(SUNDQVIST et al., 1998; EVANS et al., 2002).

1.3 Hipoclorito de Sédio (NaOCl)

O NaOCI possui agdo antimicrobiana e tem a capacidade de dissolugdo tecidual (SEDGLEY,
2004; LUEBKE, 1967; TAYLOR, AUSTIN 1918). O irrigante ¢ capaz de se ligar as paredes
celulares bacterianas e alterar o equilibrio osmético das mesmas (GREENSTEIN et al., 1986). A
sua atividade antimicrobiana € proporcional a sua concentragdo (VIANNA et al., 2004).

Na literatura ainda ndo ha um consenso quanto a concentragao ideal a ser utilizada, sendo que
a concentragdo ideal ¢ aquela que possui baixa toxicidade e efeitos antibacterianos adequados,
capaz de destruir microrganismos e neutralizar seus produtos sem danificar os tecidos do
hospedeiro.

Bystrom & Sundqvist (1985) em estudo clinico ndo encontraram diferenca significativa no
efeito antibacteriano entre 0,5% e 5% de NaOCIl. Em contrapartida outros estudos relatam que a
eficacia antibacteriana estd associada com a concentragdo do NaOCl, e que quando diluido
compromete significativamente o efeito bactericida da solugdo (SIQUEIRA et al., 1998; RUTALA,
WEBER 1997; YESILSOY et al., 1995).

Siqueira e colaboradores (2000) sugerem que a irrigagdo abundante e com renovagdo
frequente ¢ mais importante do que a concentracdo do irrigante. Uma concentracdo de 1% de

NaOClI pode eliminar um numero significativo de células bacterianas. No entanto, pode nado



dissolver totalmente toda matéria organica e, o material orgdnico em contato com solucdes de
NaOCI consome o cloro disponivel e reduz a atividade antibacteriana.

Para compensar esse efeito, Haapasalo et al. (2010) afirmaram que € necessario aumentar a
concentragdo e o tempo de exposicdo do NaOCI no interior do canal. O que vai ao encontro de
Retamozo et al. (2010), que preconiza alta concentracao (NaOCIl 5,25%) e exposicao de 40 minutos
do NaOCl na dentina contaminada, para a completa eliminacao do E. faecalis.

A atividade antimicrobiana também pode ser otimizada através da modificacdo do pH da
solu¢do: uma redu¢ao do pH em torno de 6,0 a 7,5 tem uma melhora na sua eficacia, porém
dificulta a acdo de dissolucdo tecidual (ROSSI-FEDELE et al., 2011). A capacidade de dissolver
tecidos organicos contendo acidos graxos e lipidios ocorre devido a uma reagdo de saponificacio
(ESTRELA et al., 2002).

O tempo, concentracao e sequéncia de uso tém influéncia na estrutura mineral da dentina
(MALI et al., 2010). O NaOCl ¢ capaz de alterar a estrutura morfoldgica do coldgeno da dentina e
provocar uma erosdo significativa na dentina peritubular (WAGNER et al., 2016). Esses efeitos
aplicados a dentina organica e inorganica podem levar a alteracdes na elasticidade da dentina
(OYARZUN et al., 2002) e na tenacidade, o que pode levar a fratura radicular, e prejudicar a
resisténcia de unido de cimentos e materiais restauradores (qian et al., 2011; morris et al., 2001;

marending et al., 2007).

1.4 Agua Eletrolisada com Acido Hipocloroso

A agua eletrolisada € conhecida como um novo desinfetante de amplo espectro, ¢ um conceito
sustentavel e tem demonstrado desinfec¢do eficaz. Pode ser aplicada em varios setores, como:
hospitais, na agricultura, higienizacdo de alimentos, e em escritorios e locais de entretenimento
como desinfetante de superficies (RAHMAN et al., 2016). O tipo de superficie parece estar
relacionado com a sua eficacia, e tem demonstrado limitagdes na presenca de matéria organica
(OOMORI et al., 2000).

A agua eletrolisada exibe atividade antimicrobiana contra uma variedade de microrganismos e
elimina os tipos mais comuns de virus, bactérias, fungos e esporos em uma quantidade
relativamente curta de tempo (entre 5 e 20 segundos) (DING et al., 2015). Muitos sistemas para
producao de adgua eletrolisada estdo disponiveis no mercado mundial, sendo que existem mais de 20
empresas fabricando-os (RAHMAN et al., 2016).

A 4gua eletrolisada é produzida por um equipamento de eletrélise que contenha uma solugao
diluida de Cloreto de Sédio (NaCl). No inicio do processo de eletrélise o NaCl se dissolve em dgua

e dissocia-se em ions carregados positivamente e negativamente. Enquanto isso o Hidréxido e



Hidrogénio também sdo formados na solu¢do. Os ions carregados negativamente se movem em
dire¢do ao anodo onde sdo liberados elétrons, acido hipocloroso, acido cloridrico, gas oxigénio e
cloro. E os ions carregados positivamente se movem em direcao ao catodo, onde ganham elétrons,
resultando na formacao de Hidroxido de Sodio e gas Hidrogénio (RAHMAN et al., 2016).

Dois tipos de 4gua eletrolisada sdo gerados simultaneamente no dnodo, uma solu¢do acida
com um pH de 2 a 3 com 6xido redugao (ORP) >1100 mV e com concentragao de cloro disponivel
de 10 a 90 ppm, essa solug¢do ¢ referida como agua eletrolisada acida. No catodo ¢ gerada uma
solucao basica com um pH de 10 a 13 ¢ ORP de -800 a -900 mV ¢ produzido, esta solucao ¢
denominada como 4gua eletrolisada basica (RAHMAN et al., 2016).

E possivel encontra-las nas seguintes apresentagdes: agua eletrolisada alcalina, agua
eletrolisada 4cida e 4gua eletrolisada neutra. Todas elas tém excelente atividade bactericida.
Elementos desfavoraveis para a dgua 4cida sdo a corrosividade em metais e menor durabilidade da
atividade bactericida, caracteristicas essas que foram acentuadamente melhoradas com o aumento
do valor de pH (NAGAMATSU et al., 2002). Essas varias formulagdes mostram valores individuais
de pH e ORP, a concentracdo do produto e a quantidade cloro ativo também sao afetadas
(MOLINARI, COTTONE et al., 1994). Para a aplicabilidade odontologica, autores recomendam a
agua neutra, considerando-a como a mais segura (NAGAMATSU et al., 2008).

Relatos sobre o mecanismo da agdo germicida da agua eletrolisada sdo escassos. E bem
conhecido que as espécies de cloro ativo (Cl,, HOCI e “OCI) contribuem para a inativagcdo de
células microbianas. Além do cloro ativo, outros oxidantes como as espécies reativas de oxigénio
(ozonio e peroxido de hidrogénio) sdo gerados durante a eletrolise, o que também contribui para a
acdo antimicrobiana. A agdo germicida do HOCI foi atribuida a sua penetragdo nas células

microbianas através das paredes celulares e membranas (figura 1) (JEONG et al., 2007).
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Figura 1: modelo desenvolvido por Fukuzaki (2006) e reproduzido por Marchand T. (2022). Representando a
atividade germicida da agua eletrolisada com HOCI. O ion Hipoclorito (-OCl) isolado, ndo consegue penetrar no
interior do microrganismo devido a presenga da bicamada lipidica e acaba atacando somente a membrana externa na

bactéria (A). O fon HOCI penetra na membrana bacteriana (circulo A’), se difunde através da membrana celular

(figura B) e causa dano irreversivel ao DNA.

Na odontologia a 4dgua eletrolisada tem sido utilizada nos reservatorios de agua das cadeiras
odontoldgicas, que fornecem agua para irrigar as superficies dos dentes durante procedimentos
odontologicos, seringas triplice, resfriamento para os equipamentos odontologicos como pegas de
mao e ultrassom e para as saidas de agua da cuspideira. Boyle e colaboradores (2010) afirmam que
essa ¢ a uma solugdo plausivel no controle do biofilme das saidas de d4gua, com qualidade superior a
agua potavel. Ainda de acordo com os mesmos autores, a dgua eletrolisada ndo demonstrou nenhum
efeito adverso na viabilidade celular de queratinécitos orais.

Nagamatsu e colaboradores (2016) investigaram o efeito bactericida da agua eletrolisada
neutra para impressao de alginato em comparacdo as outras aguas eletrolisadas. Um minuto de
imersdo de agua eletrolisada neutra foi suficiente para desinfetar a impressao de alginato, sem
diferencas significativas de dguas eletrolisadas acidas. Quando foi usada como agua de adicdo ao
p6 de alginato nenhum efeito bactericida foi encontrado.

Castillo et al. (2015) estudaram os efeitos da CHX e da 4gua eletrolisada com HOCI sobre a

viabilidade bacteriana de S. mutans, A. israelii , P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans , E.



corrodens , C. rectus , K. oxytoca ,K. pneumoniae e E. cloacae. A CHX mostrou uma maior
eficacia do que 4agua eletrolisada com 4cido hipocloroso contra S. mutans, A.
israelii , E. corrodens e E. cloacae. Enquanto que a agua eletrolisada com HOCI foi mais eficaz do
que CHX contra P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans , C. rectus e K. oxytoca. CHX e HOCI
tiveram eficacia semelhante contra K. pneumoniae, proteinas de P. gingivalis e S. mutans. HOCI
reduziu a viabilidade bacteriana especialmente em bactérias periodontopaticas, o que pode sugerir o

seu uso no controle do biofilme subgengival em pacientes periodontais.

1.5 Agua Eletrolisada e NaOCI

O efeito da agua eletrolisada acida no biofilme de E.faecalis cultivado na dentina humana
foi testado e demonstrou ser promissor-em 5 minutos. Notou-se uma reducao consideravel das célu-
las de E.faecalis. Apds 10 e 15 minutos as bactérias foram completamente eliminadas. O ntimero
de células bacterianas diminuiu com o aumento do tempo de contato. Em comparacdo ao NaOCl
5,25%, mostrou a mesma eficacia antimicrobiana em diferentes tempos de tratamento sendo poten-
cializada quando usados insertos ultrassonicos (CHEN et al., 2013).

Biofilmes estaticos e de fluxo de E. faecalis também foram avaliados frente ao efeito bacteri-
cida da 4gua eletrolisada acida. Em comparagdo ao NaOCl, os dois irrigantes demonstraram redu-
¢do bacteriana, e entre eles nenhuma diferenca estatistica foi encontrada (CHENG et al., 2016). Go-
mi et al. (2010) afirmam que em comparagdo ao NaOCl, a agua eletrolisada acida tem um odor mais
agradavel e ¢ muito mais suave a citotoxicidade as células pulpares.

A 4gua eletrolisada 4cida pode ser gerada com pH estavel e concentracdo de cloro ativo, mas
possui sua estabilidade limitada e deve ser utilizada imediatamente apos a preparacdo (KIURA et
al., 2002). Chen et al. (2016) também afirmam que quando em contato com o ar uma diminui¢ao na
eficacia antibacteriana foi percebida.

Nesse mesmo estudo, os autores citados acima observaram que a agua eletrolisada neutra al-
cangou maior eficacia antibacteriana a medida que o tempo de tratamento foi aumentado na superfi-
cie do titanio de pacientes acometidos por periimplantite. Na comparagdo com o NaOCIl e CHX a
agua eletrolisada demonstrou significativamente maior redu¢do de LPS bacteriano de P. gingivalis.
Os autores recomendam fortemente o uso de dgua eletrolisada para a limpeza de superficies de im-
plantes contaminados por biofilme (CHEN et al., 2016).

Hsieh et al. (2020) com o propdsito de investigar as propriedades antibacterianas e citotoxicas
da 4gua eletrolisada com HOCI em relacdo ao NaOCl, verificaram que uma concentragdo baixa de
AGUA ELETROLIADA COM HOCI (0,0125% e 0,0250%) ¢é igualmente eficaz como 1,5% e
5,25% NaOClI contra biofilmes de S. mutans e E. faecalis. Para testar a biocompatibilidade das solu-

¢oes foram utilizadas amostras de embrides de peixe-zebra, que ao entrar em contato com NaOCl



1,5% foram totalmente dissolvidos. HOCI (0,0125% e 0,0250%) mostrou uma taxa de sobrevivén-
cia semelhante ao meio, demonstrando pouca toxicidade in vivo. Nesse contexto, os autores qualifi-

cam como uma potencial solu¢do alternativa de irrigacao de polpa vital.

1.6 Protétipo para desinfeccdo fotocatalitica

Como estratégia auxiliar de desinfeccdo com o proposito de melhorar o potencial de desconta-
minacao bacteriana, foi criado um prototipo de luz fotocatalitica (“Germinator”™ por Designs For
Vision, Bohemia, NY, EUA) que permite fotocatalise através de 4 LEDs usando comprimento de
onda de 405 nm (SOUZA et al., 2021).

Souza e colaboradores (2021) tinham o objetivo de avaliar a eficacia de Germinator nas des-
contaminagoes da cavidade oral. Na tentativa de reduzir infecg¢des cruzadas de pacientes e profissio-
nais expostos aos riscos da pratica clinica odontologica (GRALTON et al., 2011). Nesse cenario o
Germinator foi testado como estratégia de desinfec¢do associado a agentes antimicrobianos como
peroxido de hidrogénio (HP) e CHX 0,12% e também de forma singular (SOUZA et al., 2021).

A luz azul de alta energia (no espectro de 405 nm) foi capaz de melhorar com sucesso a des-
contaminagdo oral isoladamente ou em conjunto com aditivos. O Germinator™ elevou a capacidade
de desinfec¢ao do HP em concentragdes de 3% e 1,5%, e mais do que duplicou a eficacia bacterici-

da da CHX (SOUZA et al., 2021).

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano da agua eletrolisada com HOCI associada a uma fonte de
luz fotocatalitica como estratégia de desinfeccdo de canais radiculares e sistemas de tiibulos denti-

narios contaminados com o biofilme de E.faecalis.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar por tercos as hemiseccdes através da visualiza¢do do biofilme por meio da MEV.
Avaliar o potencial bactericida de um prototipo de luz fotocatalitica quando aplicado em con-

junto com irrigantes e de forma isolada.

3. Metodologia
Dissertagdo de Mestrado desenvolvida para o uso da agua eletrolisada com HOCI como

estratatégia antimicrobiana contra o biofilme de Enterococcus faecalis, foi encaminhada a



Comissao de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS/COMPESQ) sob niimero
34070 (Anexo 1) .

As amostras e o preparo dos canais radiculares foram realizados no Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. (UFRGS). A cultura
bacteriana, sua inoculacdo e seu crecimento, foram realizadas no Laboratério de Imunologia e
Microbiologia da Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
(PUC-RS).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada no Centro de Microscopia e

Microanalises da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

3.1 Selecio das amostras

Cinquenta e seis (56) dentes permanentes bovinos, de canal Unico foram coletados para este
estudo. Foram utilizados devido a semelhanga na morfologia e na histologia dos dentes humanos
com dentes de outros mamiferos, a disponibilidade dos mesmos faz dos dentes bovinos uma
preferéncia para as pesquisas odontologicas (CAMPOS et al, 2008). Os mesmos foram selecionados
e armazenados em agua destilada até serem usados.

Os critérios para que os dentes selecionados fossem incluidos no estudo foram: canais
predominantemente retos, os quais possuiam didmetros similares e que apresentavam apices
desenvolvidos por completo; como critérios de exclusao foram considerados dentes com presenga
de reabsor¢des dentarias visiveis, fraturas de um modo geral, dilaceracdes e d&pices ndo
desenvolvidos completamente.

O célculo final da amostra corresponde a 8 amostras por grupo, perfazendo um total de N=56.
A estimativa do tamanho da amostra foi obtida através de estudo prévio realizado, em que um
tamanho de efeito padronizado de 0,4 que foi detectado por uma ANOVA de medidas repetidas a
80% do poder e com uma probabilidade bicaudal de tipo alfa erro de 0,05 (HARTMANN et al.,
2019).
3.2 Preparo das amostras

Com as amostras selecionadas, a limpeza externa dos dentes foi realizada por meio de
raspagem radicular, com cureta periodontal tipo Gracey n° 1/2, 3/4 e 5/6 (Neumar Instrumentos
Cirurgicos Ltda. - Brasil), promovendo a remog¢ao do ligamento periodontal remanescente que se
encontrava aderido as raizes dos dentes. Apds a raspagem radicular, as amostras foram lavadas em
agua corrente, pelo tempo de 1 minuto. A secagem dos dentes foi realizada em temperatura

ambiente.



Os dentes tiveram suas coroas removidas, abaixo da jun¢do amelocementaria, perpendicular
ao longo eixo do dente com o auxilio de um disco diamantado (KG Sorensen Industria e Comércio
Ltda., Barueri, Sdo Paulo, Brasil) em peca reta de mao (Kavo Kerr) de modo que todas as raizes
mantivessem o mesmo comprimento de 16 mm (figura 2).

Também com o auxilio de peca reta de mao, foram realizados sulcos no sentido longitudinal
das faces vestibular e lingual das amostras, sem que as paredes do canal radicular fossem atingidas,
mas com profundidade suficiente para que no fim do experimento pudessem ser clivados com maior
facilidade em duas hemisec¢des (figura 3). Para a confeccdo dos sulcos, os mesmos discos
diamantados dupla face foram usados (KG Sorensen Industria e Comércio Ltda., Barueri, Sao
Paulo, Brasil). Tal procedimento foi feito para que posteriormente pudessem ser analisados através
da microscopia eletronica de varredura (MEV).

Para a exploracdo dos canais radiculares, limas manuais do tipo K (Dentsply Sirona
Maillefer, Catanduva, Sao Paulo - SP) de 21mm, de tamanho #10, calibradas em 16mm foram
utilizadas. Com auxilio de solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5% (lodontec Indistria e Comércio
de Produtos Odontolégicos Ltda., Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). Apds, foi realizada a
secagem do canal das amostras com pontas de papel absorvente esterilizadas previamente,
compativeis com o calibre do canal (Tanari Industria Ltda., Manaus, Amazonas, Brasil).

Finalizada a explora¢do dos canais radiculares, uma camada de cera utilidade New Max U
(Technew Comércio e Industria Ltda, Quintino Bocaiuva, RJ, Brasil) foi acoplada ao forame
radicular objetivando vedamento apical (figura 4). Dessa forma, foi possivel realizar a irrigacdo dos
dentes. As amostras foram ajustadas em uma morsa torno de bancada; as faces sulcadas ficaram
presas perpendicularmente aos dentes da morsa. Abaixo desse sistema foi instalado um recipiente

para coleta dos residuos.

Fonte: acervo do autor Fonte: acervo do autor
Figura 2: corte em 16mm da porg¢do radicular Figura 3: sulcos nas faces vestibular e lingual
preservando paredes do canal radicular.



Fte: a::eo do autor
Figura 4: cera obstruindo o forame dos dentes.

Os dentes receberam protocolo de irrigacdo adaptado para a desinfeccdo dos canais
radiculares: protocolo de Grundling et al. (2011). Insertos ultrassonicos Helse E1 Irrisonic (Helse,
Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil) foram utilizados para a limpeza das amostras. O inserto foi
posicionado a 3mm do comprimento de trabalho que era de 16mm e acionados com poténcia
correspondente a 1/3 (um ter¢o) do equipamento (Jet Sonic, Gnatus, Barretos, Sao Paulo, Brasil). O
protocolo utilizado para a limpeza das amostras foi composto por uma irriga¢do inicial com agua
destilada (Asfer, Sao Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil) e ativacdo por um tempo de trés segundos,
apos, a irrigacdo foi realizada com hipoclorito de sédio 2,5% (Soda Clorada Asfer 2,5%, Dental
Marc, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil) e novamente ativado por trés segundos, seguiu-se
com a irrigagdo utilizando EDTA trissodico a 17% (Iodontec Industria e Comércio de Produtos
Odontoldgicos Ltda, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil) e ativacdo por trés segundos.
Repetiu-se por trés vezes o protocolo de irrigacdo. Para a lavagem final, foi utilizada dgua destilada.
A secagem dos dentes foi realizada em temperatura ambiente.

Em seguida, os dentes descoronados foram secos em temperatura ambiente e apos
posicionados em microtubos de polipropileno de 1,5 ml (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil)
com a por¢do cervical para cima, para minimizar os riscos de contaminagdes e realizar as trocas de
meio. Um orificio foi realizado na regido central das tampas dos microtubos com auxilio de
instrumentos aquecidos em chama, na qual os dentes foram posicionados e fixados.

Nas laterais do microtubo proximas ao orificio principal (central), um pequeno orificio foi
realizado para as trocas do meio de cultura, este foi realizado com agulha descartavel para irrigacao

(Injex 21G, Ourinhos, Sao Paulo, SP). No conjunto microtubos e dentes, uma pequena quantidade



de Fita Micropore (Nexcare de 25MM X 1,35M, Sumaré, SP, Brasil) envolvendo as tampas e os

microtubos, foi colocada com objetivo de diminuir uma possivel contaminagao (figura 5).

Fonte: acervo do autor ' )
Figura 5: confecc¢do de orificio central e laterais nos microtubos,

para possibilitar inoculagdo e trocas de meio de crescimento.

Os microtubos com os dentes foram acomodados em caixas de polipropileno (Heathrow
Scientific, Vernon hills, IL, EUA) embaladas individualmente em embalagens para autoclave
(Hospflex, Sorocaba, Sao Paulo, Brasil), e posteriormente esterilizados em autoclave Vertical
(Laboratorio de Imunologia e Microbiologia da Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul). O tempo de esterilizagdo das amostras ocorreu em um ciclo de 15

minutos a temperatura de 120°C (figura 6).



Fonte: acervo do autor . ) .
Figura 6 : disposicdo das amostras em caixa de polipropileno

Antes da inoculacdo das amostras, as mesmas passaram por um teste de esterilidade
utilizando cones de papel (Pontas de papel absorventes 15-40 e 45-80, Diadent/TDK, Dental Web,
Porto Alegre- RS) estéreis. Estas pontas foram introduzidas no interior do canal radicular. Em
seguida estes cones foram transferidos para um tubo de 3ml de BHI, incubados a uma temperatura
de 37°C por um periodo de 24 horas. Isto foi realizado em todos os dentes das amostras. Nao
havendo crescimento bacteriano no caldo, as amostras seguiram para a proxima etapa do
experimento, que foi a inoculagdo com Enterococcus faecalis. Caso algum crescimento bacteriano

fosse notado o procedimento seria repetido.

3. 3 Preparo da Cultura e Inoculacao

3.3.1 Enterococcus faecalis

O biofilme de E. faecalis foi cultivado no Laboratério de Imunologia e Microbiologia da
Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC - RS) em meio
BHI contendo 1% de tripticase (BBL, Cockeysville, MD), 1% de proteose peptone (Difco, Detroit,
MI), 0,5% de extrato de levedura (Difco, Detroit, MI), 0,5% de cloreto de sddio, Smg/mg de hemina
e 0,5% mg/ml de vitamina K suplementado com 0.2% de glicose, a 37°C (Takahashi et al., 1997)
durante 24 horas (PUC-RYS).

A cepa bacteriana selecionada para a realizagao deste trabalho foi a ATCC 29212. O preparo
do inoculo foi realizado a partir de estoque -20, cultivado em uma aliquota de 200ul em 3ml de
caldo BHI, incubados por um periodo de 24 horas. Em seguida uma aliquota de 200ul foi retirada e

recultivada em novo caldo de BHI de 3ml e incubados novamente por 24 horas.



A partir do preparo do indculo, a contagem inicial do mesmo foi realizada através de
diluigdo feita até a -9. Na caixa de diluigdo, foi adicionada 450ul de solucdo salina em 9 pogos, cada
um correspondente a cada diluigao. No primeiro pogo foi acrescentado 50ul do inoculo inicial. Em
seguida, foi realizada diluicdo seriada, em que 50ul do primeiro pogo era passado para o segundo
poco, e assim sucessivamente, homogeneizando o caldo. Apos a diluicdo seriada, 10ul de cada
dilui¢do eram inoculados através da técnica de gota, em triplicata em placas de agar sangue e
mantidas a 37°C durante 24 horas, ap0s foi realizado o teste de coloracdo de Gram para verificar se
havia contaminacao.

A cultura de E. faecalis foi adicionada de forma igualitdria a cada amostra, com auxilio de
uma seringa ultra fina (BD, Curitiba, Brasil) através do orificio na tampa dos microtubos para que
ocorresse o desenvolvimento de biofilme. As estirpes de E. faecalis foram cultivadas em caldo de
infusdo de cérebro coracao (BHI), seguida de realizagdo de Gram para verificar se houve algum tipo

de contaminag¢do, e apds confirmagdo foi mantida em estufa a 37° C até a nova troca de meio BHI.

3.3.2 Trocas de meio

A renovacgao do meio de cultivo era realizada a cada 48h através do orificio lateral no dente
em capela de fluxo laminar, para que tivéssemos areas de trabalho estéreis para a manipulagdo de
materiais biologicos, evitando que as amostras sofressem contaminacdo do meio ambiente,
garantindo a seguranga no momento da manipulacdo das mesmas. O meio cultivado era removido
com auxilio de uma seringa descartavel e agulha descartavel, para que em seguida novo meio fosse
inserido.

A troca do meio de cultivo era realizada com auxilio de agulhas (Injex 21G, Ourinhos, Sao
Paulo, SP - Dental Web, Porto Alegre, Rio Grande do Sul) e seringas descartaveis luer lock (Injex,
Sml, Ourinhos, Sao Paulo, SP - Dental Web, Porto Alegre, Rio Grande do Sul). Onde 2/3 da
quantidade de caldo BHI era removido através do orificio lateral nas tampas dos microtubos e
descartado posteriormente, para que posteriormente um novo meio de cultivo fosse inserido. As
amostras em seguida eram novamente embaladas em plastico filme e levadas a estufa a uma
temperatura de 37°C por 48 horas, até nova troca por um periodo de 7 dias, para que ocorresse o
desenvolvimento de biofilme, com renovacao do meio de cultivo no periodo de 3 vezes por semana.

Durante as trocas de meio de cultivo, uma gota do material coletado do interior dos
microtubos era disposta em placa dgar sangue, e levados a estufa a 37°C por um periodo de 48
horas, para posterior avaliacdo visual e contagem bacteriana, verificando se houve contaminagao

em alguma amostra, através de coleta para analise de Gram (figura 7).



A partir das placas de agar sangue, a colora¢do de Gram era realizada com auxilio de uma
alca aquecida e estéril, colonias eram depositadas em laminas de vidro e coradas, para que em
seguida pudessem ser analisadas em microscopio (objetiva de 1000x) para observar se houve
presenca de bactérias, do tipo estafilococos, sem presenga de contaminagdo € com auséncia de

coldnias diferentes (figura 8).

Fonte: acervo do autor
Figura 7: placas de dgar sangue confirmando a cultura pura.

Fonte: acervo do autor

Figura 8: Analise de Gram realizada a partir das placas
de agar sangue.

3.4 Classificagao dos Grupos de Tratamento

A divisdo das amostras ocorreu de forma randomizada em 7 grupos, levando-se em conta os
grupos contaminados, o grupo de controle negativo e o grupo de controle positivo, cada grupo com
8 amostras.

Conforme os grupos, os procedimentos que foram realizados estao descritos abaixo:



GRUPO 1 (G1) - Controle Negativo (n=8): para fins de comprovacdo de auséncia de
microrganismos as amostras foram esterilizadas e testadas, ndo foram inoculadas com cepas de E.
faecalis, e passaram pelos procedimentos experimentais.

GRUPO 2 (G2) - Controle Positivo (n=8): As amostras foram esterilizadas e inoculadas, e
passaram pelos procedimentos experimentais, com presenca de crescimento de biofilme dentario,
mas nao foram submetidas a nenhum tratamento.

GRUPO 3 (G3) - (n=8): As amostras foram esterilizadas e inoculadas, e passaram por
procedimentos experimentais, com presenca de crescimento de biofilme dentario. Receberam o
tratamento: agua eletrolisada com HOCI (Dentaqua®, Sao Francisco, EUA) 3 ciclos de irrigagao
de 3 segundos, movimento de vai e vem da agulha de irrigacdo que foi calibrada -3mm do
comprimento de trabalho.

GRUPO 4 (G4) - (n=8): As amostras foram esterilizadas e inoculadas, e passaram por
procedimentos experimentais, com presen¢a de crescimento de biofilme dentario. Receberam o
tratamento: agua eletrolisada com HOCI, 3 ciclos de irrigacdo de 3 segundos, movimento de vai e
vem da agulha de irrigagdo que foi calibrada -3mm do comprimento de trabalho. Entre um ciclo e
outro receberam a fonte de luz Germinator durante 3 minutos com o canal inundado de agua
eletrolisada.

GRUPO 5 (G5) - (n=8): As amostras foram esterilizadas e inoculadas, e passaram por
procedimentos experimentais, com presenca de crescimento de biofilme dentdrio. Entraram em
contato com o NaOCl 2,5%, 3 ciclos de irriga¢do de 3 segundos, movimento de vai e vem da agulha
de irrigagdo que foi calibrada -3mm do comprimento de trabalho.

GRUPO 6 (G6) - (n=8): As amostras foram esterilizadas e inoculadas, e passaram por
procedimentos experimentais, com presenca de crescimento de biofilme dentdrio. Entraram em
contato com o NaOCl 2,5%, 3 ciclos de irriga¢do de 3 segundos, movimento de vai e vem da agulha
de irrigacdo que foi calibrada -3mm do comprimento de trabalho. Entre um ciclo e outro receberam
a fonte de luz Germinator durante 3 minutos com o canal inundado de NaOCl.

GRUPO 7 (G7) - (n=8): As amostras foram esterilizadas e inoculadas, e passaram por
procedimentos experimentais, com presenga de crescimento de biofilme dentdrio. Entraram em

contato com o Germinator, 2 ciclos de 3 minutos com o canal inundado de agua destilada.

3.5 Agua eletrolisada com HOCI
A agua eletrolisada com HOCI foi obtida através do equipamento Dentaqua® Device Dw-8
fornecido pela empresa Dentaqua®, localizada em San Francisco, EUA, para realizarmos o estudo

experimental. Os procedimentos foram realizados no laboratorio de Imunologia e Microbiologia da

Escola de Ciéncias da PUC-RS.



A Formulag¢dao de HOCI foi manipulada conforme as instru¢des do fabricante descrita como
“brine”, composta por 450 ml de dgua deionizada, S0ml de Cloreto de Sdédio e 25 ml de acido
cloridrico 9%. O equipamento Dentaqua® foi operado conforme as indicagdes do fabricante,

descritas no manual de uso.

3.6 Germinator

E um Protdtipo que permite a fotocatalise por meio de luzes de LED, com comprimento de
onda de 405nm, denominado Germinator (Germinator—Designs For Vision, Bohemia, NY, EUA). O
Germinator ¢ composto pelo prototipo de protetor bucal para descontaminagdo oral e sua bateria
com unidades conectoras de USB (Figura 5). Para ligar o dispositivo o botdo liga/desliga deve ser
pressionado e configurado em alta poténcia (400 mA) fornecendo a emissdo de luzes LED.

Quando o protocolo foi realizado o operador segurou o protetor bucal sobre os dentes por 3
minutos, 2 ciclos em cada amostra, totalizando 6 minutos (figura 9). Antes de ser usado, o
dispositivo foi envolto em filme plastico. O mesmo dispositivo foi usado em todas as
amostras. Apds cada uso, o filme plastico foi removido e o dispositivo inserido em sua caixa
esterilizadora UVC-LED (WillBrite International Ltda.—Taiwan) (figura 11). Ap6s o ciclo de
esterilizagdo de 3 minutos, o dispositivo foi removido da caixa esterilizadora e embrulhado em

filme plastico, ficando pronto para ser usado novamente (SOUZA et al., 2021).

e 1

(SOUZA et al., 2021) Fonte: acervo do autor
Figura 9: Prot6tipo de protetor bucal Figura 10: prototipo de protetor bucal, com luz LED
e sua bateria. ligada, sobre as amostras.
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Fonte: acervo do autor
Figura 11: unidade esterilizadora.

3.7 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As amostras permaneceram em solucdo de glutaraldeido a 2,5% (Glicolabor — Ribeirdo
Preto, Sao Paulo, Brasil). Através da imersao em solugdes de acetona em concentragdes de 10, 30,
50, 70, 90 até 100% foram desidratadas e secas usando uma ponta de papel absorvente 15-40 e 45-
80 (Diadent/TDK, Dental Web, Porto Alegre- RS), em uma superficie com a por¢ao do canal
voltada para cima.

A microscopia eletronica de varredura foi realizada no Centro de Microscopia e
Microanalises da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUC — RS). As amostras
foram cobertas com aproximadamente 30nm de espessura de liga ouro/paladio (Emitech K650
Sputter Coater, London, England), em maquina Sputter Coater BAL-TEC SCD 005 (BAL-TEC
AG, Liechtenstein, Alemanha), em que a deposicdo da liga ocorreu nas amostras a um nivel de
vacuo de aproximadamente 5 x 10-2 mbar (figura 12).

As observagdes em microscopia eletronica de varredura (XL 30; Philips, Eindhoven,
Netherlands) foram realizadas com magnificagdes de 500x, 2000x, 5000x, 10000x e 20000x, as
areas de aquisi¢do foram padronizadas entre ter¢o cervical e médio e médio e apical (figura 13). O
objetivo foi analisar o canal principal e os tubulos dentindrios e foi realizada uma analise

observacional descritiva por um pesquisador experiente e cegado.



Fonte: acervo do autor

Figura 12: amostras metalizadas e acopladas em stub do MEV.

(Marchand T., 2022)

Figura 13: ilustrag@o do dente hemissecionado, apontando as areas de analise em MEV.

3.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada em duas etapas. Em um primeiro momento foi realizada
uma analise observacional dos aumentos 5.000x e 10.000x, por um avaliador treinado, experiente e

cegado, foi realizado o ranqueamento de escores em ordem cronologica (0-100) sendo: O livre de



contaminacdo ¢ 100 contaminado. Estabelecidos os escores, os resultados foram analisados no

software SPSS (21.0 version, IBM Corp, Somers, NY) através de Kruskal Wallis e Mann-Whitney.
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