=“ LGAS MONIZ SCIHOOL | INSTITUTO UNIVERSITARIO
of THEALTI] & SCIENCL | EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA DENTARIA

ESTUDO IN VITRO DO EFEITO DO OZONO NA RESISTENCIA
ADESIVA A DENTINA POR MICROTRACAO

Trabalho submetido por
Flavia Sofia Carvalho Leandro
para a obten¢ao do grau de Mestre em Medicina Dentaria

Outubro de 2023






=“ EGAS MONIZ SCHOOI INSTITUTO UNIVERSITARIO
ol HEALTH & SCIENCE | EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA DENTARIA

ESTUDO IN VITRO DO EFEITO DO OZONO NA RESISTENCIA
ADESIVA A DENTINA POR MICROTRACAO

Trabalho submetido por
Flavia Sofia Carvalho Leandro
para a obten¢do do grau de Mestre em Medicina Dentéria

Trabalho orientado por
Prof. Doutora Joana Vasconcelos e Cruz

Outubro de 2023






AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora, Prof. Doutora Joana Vasconcelos e Cruz por toda a
paciéncia e ajuda neste percurso, sem divida que foi uma enorme inspira¢ao. Apesar dos
obstaculos ultrapassados conseguiu manter a sua boa disposi¢do, rigor, dedicacdo e

profissionalismo acima de tudo. Obrigada por acreditar em mim e no meu potencial.

Ao Prof. Doutor Antonio Delgado pelo auxilio na elaboragdo e analise dos

resultados estatisticos.

Ao Prof. Doutor Mario Polido pela disponibilizagdo tanto do laboratério de

biomateriais como também dos materiais necessarios para esta experiéncia.

A Egas Moniz School of Health and Science, ao corpo docente e ao Prof. Doutor
José Jodo Mendes por todas as oportunidades que me disponibilizaram durante o meu

percurso. Sem duvida que foram os meus melhores 5 anos rodeada das melhores pessoas.

A 2M Pharma por estarem sempre prontas a nos ajudar com o material que era

imprescindivel para esta experiéncia.

Aos meus pais que sempre acreditaram em mim, no meu potencial e me deram forca
para aguentar todos os dias, mesmo estando longe de casa. Apesar de todo o sacrificio

que passamos, tenho a certeza de que tudo foi feito do coragao.

As minhas amigas que me acompanharam durante estes 5 anos. Obrigada pelos
momentos inesqueciveis, risadas, e por estarem sempre do meu lado. Um especial
obrigado a minha colega de box/casa, a Marta, por ter uma paciéncia de santa para mim
e ser a minha rocha desde o primeiro dia de aulas. Sempre serds uma amiga/irma para a

vida.

Por fim, a0 meu namorado Duarte, que apesar de me aturar, acreditou sempre na
minha capacidade e inteligéncia para ultrapassar os obstaculos. Sem duvida que tornas os

meus dias mais felizes.






Este estudo deu origem a escrita do artigo “Antibacterial effect of ozone on
cariogenic bacteria and its potential prejudicial effect on dentin bond strength”, com 0s
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Antonio Delgado, Prof. Doutor Luis Proenca, Prof. Doutor Mario Polido e Prof.* Doutora
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Pharmaceutics a edicdo especial “Biomaterials and Agents: Pharmaceutical and

Biomedical Applications in Dental Research”.

Os resultados preliminares do estudo realizado no artigo também foram
apresentados no 6° Congresso Internacional do CiiEM “Immediate and future challenges
to foster One Health” (5-7 julho de 2023 no Instituto Universitario Egas Moniz), tendo
como titulo “In vitro study of the antibacterial effect of ozone on cariogenic bactéria” e
como autores: Marta Santos, Flavia Leandro, Prof.? Doutora Joana Vasconcelos e Cruz,
Prof. Doutor Mario Polido, Prof. Doutor Antoénio Delgado e Prof.* Doutora Helena

Barroso (Anexo I).






RESUMO

Objetivos: Avaliacdo da resisténcia adesiva na dentina, por microtragdo (WTBS), apos

aplicacdo de diversas formas de ozono.

Materiais e Métodos: 20 molares humanos higidos foram distribuidos aleatoriamente
por 4 grupos (n=5): (1) CTR (controlo); (2) O3_GAS (0zono gasoso); (3) Os_AG (4dgua
ozonizada); (4) Os_ AG+GAS (4gua ozonizada + gas). Inicialmente, foram realizadas
cavidades classe I em todas as amostras, a fim de expor a dentina para a aplicagdo do
ozono. Posteriormente, as amostras foram expostas a diversas formas de ozono, conforme
o grupo e restauradas recorrendo ao sistema adesivo Optibond™ FL (Kerr Corporation,
Orange, CA, USA) e resina composta Filtek Z250 (3M ESPE, Seefeld, Germany) com
incrementos de 2 mm, perfazendo uma altura de 3 mm acima da superficie oclusal. Apos
o armazenamento em agua destilada durante 24h a 37°C, as amostras foram seccionadas
em palitos de 1 mm? para serem testadas através do teste de microtragdo. Para analise
estatistica foram utilizados os testes ANOVA one-way, Tukey HSD ¢ Games-Howell
(nivel de significancia de 5%, SPSS v.28.0).

Resultados: ApoOs andlise estatistica verificaram-se diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo CTR e os grupos de ozono (O3 _GAS, O3 _AG, O3 AG+GAS)
(»<0,001). Contudo, entre os diferentes grupos de ozono ndo foram verificadas diferengas

significativas (p>0,05).

Conclusao: Independentemente da forma de ozono aplicada (gds ou 4gua), o ozono

interfere na resisténcia adesiva a dentina por microtragdo (LWTBS).

Palavras-chave: Ozono, resisténcia adesiva, dentina, adesao.






ABSTRACT

Objective: Evaluation of dentin bonding strength by microtensile bond strength (WTBS)

after application of different forms of ozone.

Materials & Methods: 20 healthy human molars were randomly assigned to 4 groups
(n=5): (1) CTR (control); (2) Os_GAS (ozone gas); (3) Os_AG (ozonated water); (4)
03;_ AG+GAS (ozonated water + ozone gas). Initially, class I cavities were made in all
the samples to expose the dentin for the application of ozone. Subsequently, the samples
were treated with different forms of ozone, depending on the group, and restored using
the Optibond™ FL adhesive system (Kerr Corporation, Orange, CA, USA) and Filtek
7250 composite resin (3M ESPE, Seefeld, Germany) in 2 mm increments, making a
height of 3 mm above the occlusal surface. After storage in distilled water for 24 hours at
37°C, the samples were sectioned into 1 mm? sticks to be tested using the microtensile
test. The ANOVA one-way, Tukey HSD and Games-Howell tests (5% significance level,

SPSS v.28.0) were used for statistical analysis.

Results: Statistical analysis showed statistically significant differences between the CTR
group and the ozone groups (O3_GAS, O3_AG, O3 AG+GAS) (p<0.001). However, there

were no significant differences between the different ozone groups (p>0.05).

Conclusion: Regardless of the form of ozone applied (gas or water), ozone reduces the

dentin microtensile bond strength.

Keywords: Ozone, microtensile bond strength, dentin, adhesive.
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Introducao

I. INTRODUCAO

1. Historia do ozono

A descoberta do 0zono iniciou-se em 1785 quando Van Marum detetou que o ar
proximo da sua maquina eletrostatica apresentava um odor diferente na presenca de
particulas elétricas. Mais tarde em 1801, Cruickshank reconheceu o mesmo odor derivado
do anodo durante a eletrolise da agua. No entanto, apenas em 1840, este composto foi
oficialmente descoberto por Christian Frederick Schonbein que o denominou de “ozono”
e em 1856 comegou a ser utilizado na desinfecdo de salas cirargicas (Gupta & Mansi,
2012; Srikanth et al., 2013). No ano seguinte, em 1857, Werner Von Siemens
desenvolveu um gerador de ozono denominado de “Siemens type” que consiste num
gerador dielétrico cilindrico que integra a maioria dos geradores de ozono atuais (Srikanth

etal., 2013).

Ao nivel da medicina, a primeira aplicagdo medicinal do ozono ocorreu em 1870
pelo Dr. C. Lender que utilizou o 0zono para purificar o sangue em tubos de ensaio. Mais
tarde, o médico dentista Dr. E. A. Fisch, em 1931, comegou a utilizar a 4gua ozonizada
em procedimentos dentarios ¢ na cura de feridas. Posteriormente Dr. E. A. Fisch
apresentou o ozono ao alemdo Dr. Erwin Payr que o utilizou pela primeira vez numa

cirurgia (Almaz & Sonmez, 2015; Srikanth et al., 2013; Suh et al., 2019).

Apos a descoberta e implementacao do ozono pelo Dr. E. A. Fisch, a sua utilizagao
na medicina e medicina dentaria evoluiu existindo, assim, uma maior quantidade de
médicos e médicos dentistas a aplicar o composto no seu quotidiano clinico (ISCO3,

2020).

2. Molécula de ozono
O ozono consiste num gés incolor composto por 3 atomos de oxigénio (O3) presente
na atmosfera, no qual consegue filtrar os raios ultravioletas (UV) provenientes do sol e,
ainda, manter o equilibrio biologico da biosfera. A sua formacdo ocorre na natureza
quando os raios UV associam os atomos de oxigénio em grupo de trés ou durante as
descargas elétricas provocadas pelos trovdes e relampagos. Desta forma, este composto
envolve a terra a uma altitude de 50.000-100.000 pés, de forma a proteger os organismos

vivos dos raios UV (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Santana et al., 2016; Srikanth et al.,
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2013). O ozono, apesar de ser mais pesado do que o ar, desenvolve uma autolimpeza da

terra através da limpeza do ar e ligagdo com os poluentes presentes (Tiwari et al., 2016).

O composto triatbmico ¢ um gés altamente instavel que depende da temperatura e
da pressao, por isso ndo pode ser armazenado, uma vez que facilmente se decompde em
oxigénio puro. Assim, apresenta um tempo de semivida de 40 minutos a 20°C ou 140
minutos a 0°C e um alto potencial de oxidacdo (Saini, 2011; Tiwari et al., 2016). A sua
producdo ocorre através da fotodissociagdo da molécula de oxigénio em atomos de
oxigénio ativado, que por sua vez, reagem com outras moléculas de oxigénio (Naik et al.,
2016). Portanto, o ozono, apesar de ndo ser uma molécula radical, ainda ¢ o terceiro

oxidante mais potente, logo a seguir ao fluor (Saini, 2011).

3. Propriedades biologicas
O ozono corresponde a uma molécula oxidante altamente reativa que apresenta
propriedades desinfetantes tanto na sua forma gasosa como aquosa, ou seja, tem

capacidade bactericida, fungicida e viricida (Naik et al., 2016; Srikanth et al., 2013).

A aplicagdo do ozono apresenta diversos beneficios como o seu efeito
antibacteriano, capacidade imunoestimulante e analgésico, efeito anti-hipoxico,

vasodilatador, bioenergético e biossintético (Gupta & Deepa, 2016).

Efeito antibacteriano e antiviral

O ozono produz reagdes diretas nas moléculas destruindo, de forma indireta, as
bactérias devido a producao de radicais livres. Durante a oxidagado iniciada pelo ozono, o
sistema enzimdtico ¢ inibido e as glicoproteinas, glicolipidos e aminoacidos sdo
destruidos provocando, por consequéncia, uma destrui¢do das paredes celulares e
membranas citoplasmaticas dos organismos. Subsequentemente, existe um aumento da
permeabilidade da membrana que proporciona uma entrada facilitada do ozono no
interior das células e morte celular das bactérias (Almaz & Sonmez, 2015). O ozono ¢
eficaz contra bactérias resistentes a antibidticos como as bactérias Gram positivas e
anaerdbicas, uma vez que existe um aumento da sua atividade antibacteriana no meio

liquido de pH &cido. No que concerne as infegdes virais, as células infetadas tornam-se
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resistentes ao peroxido provocando uma alteragdo da transcriptase reversa envolvida na

sintese das proteinas, quando existe um contacto com o ozono (Gupta & Mansi, 2012).

Efeito imunoestimulante

O ozono intervém no sistema imunoldgico humoral e celular, impulsionando o
aumento de células imunocompetentes, produ¢do de imunoglobulinas e ativagdo dos
macrofagos. Como tal, a aplicacdo de ozono € benéfica na ativacao do sistema imune em
individuos imunodeprimidos, dado que diminui a inflamagao e estimula a cicatrizagao.
No entanto, ¢ de notar que o efeito depende da dose administrada, uma vez que doses
altas podem causar um efeito imunodepressor enquanto doses baixas podem provocar um

efeito imunoestimulante (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Gupta & Deepa, 2016).

Efeito anti-hipdoxico e analgésico

O ozono estimula o transporte de oxigénio no sangue provocando uma alteragdo do
metabolismo celular como a ativacdo de procedimentos aerdbicos. Assim, a aplicagdo de
doses baixas de ozono ativa enzimas como superdxido dismutase, catalase, desidrogenase
e glutationa peroxidase, que sdo fundamentais na prote¢do do organismo contra os
radicais livres de oxigénio (Gupta & Deepa, 2016; Naik et al., 2016). No que concerne
ao efeito analgésico e anti-inflamatorio, o ozono pode diminuir a formagao de mediadores
inflamatorios e mediadores metabodlicos da dor através da produgdo de substincias como

as interleucinas e prostaglandinas (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Naik et al., 2016).

Efeito vasodilatador

O ozono ¢ aplicado no tratamento de distlrbios circulatérios, uma vez que previne
a criagdo de agregados de eritrocitos e aumenta a superficie de contacto para o oxigénio.
Deste modo, o ozono otimiza o metabolismo dos tecidos inflamados, aumenta a
oxigenacao e diminui os processos inflamatorios locais. Sob outro ponto de vista, 0 ozono
também apresenta a capacidade de estimular a produgao de vasodilatadores como o 6xido
nitrico, sendo este responsavel pela estimulagdo da angiogénese e dilatagdo de vénulas e

arteriolas (Gupta & Deepa, 2016; Gupta & Mansi, 2012).
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Efeito biossintético

O ozono intensifica o mecanismo da sintese proteica. O aumento do numero de
mitocondrias e ribossomas permite o aumento da atividade funcional e a regeneracao dos

tecidos e orgdos (Gulafsha & Anuroopa, 2019).

Remineralizacio

No ponto de vista da medicina dentaria, o ozono apresenta vantagens a nivel
dentario como a estimulagdo da remineralizacao dos tecidos dentarios e a dilatagdao dos
tabulos dentinarios. Assim, a sua aplicagao proporciona uma remog¢ao das proteinas da
lesdo cariosa e a difusdo de ides de calcio e fosforo (Floare et al., 2022; Gupta & Mansi,

2012; Sen & Sen, 2020).

4. Métodos de administracao do ozono
A administracdo de ozono intraoral inclui a aplicagdo de ozono na forma de gas,

agua ou em o6leo.

4.1 Ozono em gas
O ozono na forma gasosa ¢ manuseado através de um sistema aberto ou um sistema
de aspiracgao fechado, de forma a impedir a inalagdao do gas pelas vias respiratérias devido

a sua toxicidade (Gupta & Deepa, 2016; Srikanth et al., 2013).

O ozono gasoso ¢ um tratamento ndo invasivo utilizado com uma maior
regularidade na dentisteria e endodontia. Na dentisteria, 0zono gasoso ¢ administrado
antes da colocagdo das restauragdes diretas devido a sua propriedade desinfetante, para

além de atuar também no tratamento de dentes hipomineralizados (Gulafsha & Anuroopa,

2019).

4.2 Agua ozonizada
A 4gua ozonizada, apesar de ser a forma de ozono mais econdomica, demonstra-se
eficaz na eliminacdo de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, virus e

fungos (Gupta & Deepa, 2016; Srikanth et al 2013). No biofilme, o ozono aquoso
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apresenta uma atividade bactericida forte contra as bactérias presentes (Gulafsha &

Anuroopa, 2019).

Na medicina dentéria, a confe¢do de agua ozonizada ¢ geralmente obtida através
de aguas de alta pureza e a concentragao de ozono dissolvido pode variar entre 1/4 a 1/5
da concentracio de gas formado. E de notar que ozono em agua refrigerada (2-3°C) tem
uma maior solubilidade em comparagdo com a d4gua em temperatura ambiente. Porém, a
dgua a temperatura ambiente ¢ mais reativa do que a refrigerada e ¢ mais adequada na

aplicacdo intraoral em situacdes de hipersensibilidade ao frio (ISCO3, 2020).

O ozono na forma aquosa pode ser utilizado devido as suas propriedades
desinfetantes ¢ esterilizantes, efeito hemostatico, aceleragdo da cicatrizagdao ¢ melhoria

no transporte de oxigénio e nos processos metabolicos (Sandhu, 2021).

4.3 Oleo ozonizado
O 6leo ozonizado ¢ obtido a partir de uma reagdo quimica desenvolvida nos extratos
puros de plantas, de forma a obter um 6leo espesso (Gulafsha & Anuroopa, 2019; Sandhu,

2021).

O oleo ¢ utilizado na cura de infecdes fungicas e revela uma eficicia contra
Streptococci, Enterococci, Staphylocococci, Pseudomonas, Escherichia coli e

Mycobacteria (Malik et al 2020).

5. Sistema de producao
Para fins terapéuticos, a producao de ozono € realizada por geradores proprios que
permitem que o oxigeénio atravesse os tubos de alta voltagem com saidas de 4000 V a
14000 V. Desta forma, existem trés mecanismos diferentes na produg¢do do ozono, o
sistema ultravioleta, sistema de plasma frio e “corona discharge system” (Tiwari et al.,

2016).
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5.1 Sistema ultravioleta
A luz ultravioleta transmitida permite a divisao da molécula de oxigénio em dois
atomos de oxigénio através da absorcdo da luz emitida. Por consequéncia, os dois atomos

de oxigénio unem-se a uma molécula de oxigénio produzindo o ozono (Sen & Sen, 2020).

Este sistema ¢ responsavel pela produ¢ao de ozono em baixa concentragdo e
geralmente ¢ utilizado na estética, saunas e na purificagdo do ar (Gulafsha & Anuroopa

2019; Sen & Sen, 2020).

5.2 Sistema de plasma frio
O oxigénio ¢ ionizado entre dois elétrodos que sdo divididos por uma barreira
dielétrica a uma temperatura de 20°C. Assim, quando se gera uma tensao entre o anodo e
o catodo forma-se um campo eletrostatico que permite a divisdo do oxigénio em atomos
de oxigénio. Como resultado, os atomos resultantes reagem com outra molécula de

oxigénio ¢ formam o ozono (Sen & Sen, 2020).

O sistema de plasma frio ¢ utilizado na purificacdo do ar e agua (Gulafsha &

Anuroopa, 2019).

5.3 “Corona discharge system”
No determinado sistema, o plasma ¢ formado no momento que o oxigénio atravessa
o sistema “corona discharge”. O plasma produz um Unico dtomo de oxigénio que reage

com outras moléculas de oxigénio e por consequéncia produz o ozono (Sen & Sen, 2020).

O sistema “corona discharge” produz ozono em concentragdes mais altas (3-6%) e
por essa razao € mais utilizado na medicina e na medicina dentaria. No entanto, durante

0 processo, existe a formacao de 6xido nitroso (Gulafsha & Anuroopa, 2019).

6. Ozonoterapia na medicina dentaria
A ozonoterapia corresponde a um tratamento médico complementar que utiliza uma
mistura de oxigénio-ozono como agente terapéutico proveniente de um gerador médico

certificado. Todavia, a aplicagdo de ozono ¢ um método complementar e ndo uma
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alternativa a um tratamento, ou seja, a ozonoterapia completa os tratamentos, mas nao os

substitui (ISCO3, 2020).

A ozonoterapia na medicina dentaria tem sido cada vez mais utilizada em diversas
areas como periodontologia, endodontia, dentisteria e cirurgia devido ao seu evidente
poder de desinfecao. Desta forma, este composto com acdo desinfetante, pode ser
aplicado no tratamento de caries, gengivite e periodontite, liquen plano oral, osteonecrose

mandibular, tratamento endodontico, halitose e controlo da dor (Suh et al., 2019).

6.1 Ozonoterapia e dentisteria

A carie dentdria ¢ uma doenga multifatorial crénica mediada por bactérias
cariogénicas que desmineralizam as estruturas dentarias através de acidos produzidos pela
fermentagdo de hidratos de carbono (Almaz & Sonmez, 2015; Cellik et al., 2018). A
presenca de biofilme e a sua composi¢do constituem um dos fatores importantes no
desenvolvimento da carie dentéria. A vista disso, a composigdo da microflora depende do
gendtipo do individuo, ou seja, se a biodiversidade do biofilme for reduzida existe uma
maior tendéncia de desenvolver lesdes de carie (Marsh, 2005). Porém, para além da
presenca de biofilme e ma higiene oral, ¢ imprescindivel a presenga de hidratos de
carbono na cavidade oral. Assim, o consumo excessivo de hidratos de carbono promove
a producdo de um ambiente acido que estimula a alteracao do equilibrio da microflora
oral, uma vez que permanecem espécies mais tolerantes a 4cidos e, ainda, promove

desmineralizacdo das estruturas dentarias (Santos et al., 2020).

A desmineralizagdo pode ocorre em qualquer localizacdo da estrutura dentaria
coberta pelo biofilme, como o esmalte, dentina ou cemento e pode provocar cavitagao
dentaria, desconforto, dor ou até mesmo perda da peca dentdria (Almaz & Sonmez, 2015).
Como tal, a carie tem tendéncia de se desenvolver em locais onde o biofilme permanece
um longo periodo como os sulcos e fissuras nas superficies oclusais, superficies cervicais
proximais do ponto de contacto e ao longo da margem gengival. Estes locais sdo mais
propicios a desenvolverem lesdes de carie, uma vez que sdo localizagdes protegidas de
determinadas influéncias mecanicas como a a¢do da lingua e das bochechas e a
escovagem dentdria. O aparecimento de lesdes de carie na cavidade oral ndo acontece da

mesma forma nas diferentes localizagdes, ou seja, as localizagdes junto as glandulas
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salivares maiores apresentam uma maior protecdo a desmineralizacdo devido a

capacidade de tampao da saliva (Fejerskov et al. 2015).

O tratamento da carie envolve a remog¢ao mecanica do tecido mole, descolorado e
infetado, de forma a permanecer apenas dentina dura hipermineralizada (Farges et al.,
2015). No entanto, a remog¢ao convencional do tecido infetado ndo garante que todas as
bactérias cariogénicas sdo eliminadas, visto que algumas bactérias remanescentes podem
ficar aprisionadas no interior dos tubulos dentinarios e na smear layer. As bactérias
residuais na dentina podem provocar caries secundarias, como também sensibilidade pos-
operatodria e inflamagao pulpar (Kruni¢ et al., 2018; Nedeljkovic et al., 2015). Assim, uma
das razdes para existirem falhas nas restauracdes estd relacionada com a presenca de
bactérias residuais, e, portanto, a utilizacdo de solugdes antibacterianas apos a remogao

da lesdo de carie e preparagdo cavitdria torna-se bastante vantajoso (Kruni¢ et al., 2018).

A remocdo incompleta da cérie com o método Stepwise excavation consiste num
protocolo minimamente invasivo que tem como objetivo evitar a exposi¢do pulpar em
dentes com cdries extensas. Assim, este método permite criar um equilibrio metabolico
entre o biofilme e a dentina desmineralizada promovendo a remineralizagdo do tecido.
Durante o tratamento ¢ remocao do tecido cariado deixa-se uma camada fina de dentina
cariada interna entre a cavidade e a polpa, uma vez que esta apresenta uma capacidade de
remineralizacdo. Desta forma, apds um determinado periodo, o dente tem capacidade de
formar dentina terciaria evitando, subsequentemente, a possibilidade de existir uma
exposi¢do pulpar. A conjugag¢do do método Stepwise excavation com a aplicagdao de
ozono demonstrou-se eficaz na reducdo da quantidade de bactérias devido a sua

capacidade de desinfe¢ao (Edwards et al., 2021; Mese et al., 2020).

A dentisteria minimamente invasiva ¢ uma abordagem que ¢ cada vez mais utilizada
na pratica clinica, sendo que um dos seus objetivos ¢ a manuten¢do da quantidade de
tecido dentario, a fim de preservar os dentes durante um longo periodo (FDI World Dental
Federation, 2017). Esta abordagem tende a ser cada vez mais conservadora, pelo que a
implementa¢do de protocolos que visem a remog¢do minimamente invasiva ¢ cada vez
mais estudada. Como tal, a ozonoterapia na medicina dentdria surgiu como um novo

procedimento no tratamento de doengas orais como a carie dentéria (Sen & Sen, 2020).

O ozono na dentisteria moderna € utilizado para eliminar as bactérias presentes nas
lesdes cariosas de forma indolor € com segurancga, para além de reverter a progressao da

carie dentéria, como em casos de céries incipientes (Garg & Tandon, 2009; Santos et al.,
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2020). O ozono, devido a sua propriedade oxidante, tem uma agado disruptiva nas bactérias
cariogénicas, visto que descarboxila o acido mais forte produzido por estas, o acido
piruvico, em acido acético e didxido de carbono. Assim, a remineralizagdo das lesdes
cariosas incipientes pode ser determinada pelo efeito tampao do fluido da placa durante
a produgao de acido acético ou outros acidos com pKa elevados, uma vez que diminui a

extensdo da queda do pH da placa (Elsayad, 2010; Floare et al., 2022; Tiwari et al., 2016).

No entanto, dado que o ozono ¢ uma molécula instavel que facilmente se converte
em oxigénio e a polimerizacdo do material restaurador ¢ inativado por este composto
podera haver uma relagcdo negativa ao combinar os dois compostos. A relagao pode surgir
porque a reatividade do oxigénio ¢ maior relativamente ao do monémero presente no
composito. Assim, o oxigénio reage com outros radicais livres da cadeira de crescimento
e interfere na polimerizacdo, reduzindo a resisténcia adesiva (Oliveira et al., 2020;

Rodrigues et al., 2011).

7. Adesdo em dentisteria
A adesao ¢ definida pela unidao de duas superficies ou materiais através das forgas
de atracdo, ndo existindo a participagdo de uma forga externa. A adesdo pode ser
desenvolvida através da formagdo de ligagdes quimicas primarias (covalente, idnica ou
metalica) ou ligagdes de forga secundaria (ligagdes de hidrogénio ou forgas de Van der
Waals). No entanto, independentemente da ligacdo desenvolvida, a adesdo necessita de

uma interagao forte molecular entre os dois substratos em contacto intimo (Anusavice et

al., 2013; Breschi et al., 2013).

A adesdo a estrutura dentaria acontece através de quatro tipos de mecanismos,
nomeadamente mecanico, por adsor¢do, por difusdo ou combinagao dos trés mecanismos.
A adesdo mecanica acontece quando existe penetracdo mecanica da resina e a formagao
de resin tags no substrato dentario. A adesdo por adsor¢ao desenvolve-se quando se cria
uma ligacdo quimica com os componentes organicos (colagénio tipo I) e inorganicos
(hidroxipatite). Por ultimo, a adesdo por difusdo consiste na precipitacdo das substincias
no substrato dentario permitindo a ligagdo mecanica ou quimica dos mondmeros de resina

(Ritter et al., 2018).

Para existir uma boa adesao existem diversos fatores importantes que necessitam

de serem alcangados como a energia de superficie, molhabilidade e angulo de contacto.
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A energia de superficie consiste num excesso de energia molecular no exterior do
material em comparagdo com o seu interior. Uma energia de superficie elevada torna o
material mais suscetivel a ligar-se a outro material, de forma a diminuir a sua energia e
tornar-se estavel. No entanto, para melhorar a adesao ¢ fundamental aumentar a energia
de superficie, visto que € necessario unir o substrato dentario ao material restaurador
através do adesivo. Desta forma, para aumentar a energia de superficie da estrutura
dentaria pode-se realizar diversos procedimentos como a profilaxia com pasta de pedra-
pomes, condicionamento acido ou aplicagdo de solventes para eliminar os contaminantes

(Anusavice et al., 2013; Breschi et al., 2013).

A molhabilidade ¢ definido pela atracdo de um liquido pela superficie de um
material sélido e pode ser determinado através do angulo de contacto, isto €, o angulo
formado entre o liquido e a superficie s6lida. Uma superficie limpa e lisa apresenta uma
melhor molhabilidade, visto que o liquido flui facilmente sobre a superficie formando um
angulo de contacto proximo de 0°. Desta forma, quanto menor o angulo de contacto
(<90°), maior sera a molhabilidade, energia de superficie e por consequéncia a adesao.
Contudo, se o angulo de contacto for maior que 90°, a molhabilidade, energia de

superficie e adesdo serdo, por consequéncia, menores (Anusavice et al., 2013).

Para além destes fatores, existem outras variaveis que influenciam a adesdo como
a rugosidade da superficie, limpeza, viscosidade do adesivo, mudang¢a dimensional do
adesivo e durabilidade do adesivo e da interface. As superficies rugosas aumentam a area
de superficie levando a uma maior probabilidade de interagir com outras moléculas. A
viscosidade do adesivo também influéncia adesdo, visto que um adesivo mais viscoso,
como nao flui facilmente pela superficie, afeta o contacto intimo entre os substratos. No
que diz respeito a limpeza, ¢ fundamental a limpeza da superficie antes da adesdo porque
se a superficie for contaminada com sangue, saliva ou 4gua, o contacto intimo entre a
superficie e o adesivo sera comprometido. Por fim, durante a polimerizacao, o adesivo
sofre mudancas dimensionais que conduzem a um contracdo e criacdo de forgas que

puxam o adesivo do substrato e danificam a adesdo (Breschi et al., 2013).
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7.1. Adesao a dentina

A dentina humana ¢ um tecido conjuntivo avascular mineralizado formado,
aproximadamente, por 70% de material inorganico (hidroxipatite), 20% de material
organico (90% colagénio tipo I e 10% proteinas ndo colagénicas) e 10% de dgua (Grawish
et al., 2022). O esmalte, devido ao seu elevado contetido mineral, recobre e protege a
dentina corondria enquanto o cemento envolve a dentina radicular, de forma a fixar os
dentes ao osso alveolar (Goldberg et al., 2011). Em comparacdo com o esmalte, a dentina
¢ menos mineralizada e por consequéncia menos dura. Porém, o seu conteudo mineral ¢
relativamente maior do que o cemento que a rodeia (Grawish et al., 2022; Ritter et al.,

2018).

A dentina ¢ um substrato complexo permeavel que apresenta diversos tibulos
dentinarios com forma de cone invertido desde a jun¢do amelodentiniria ou cemento-
dentindria até a camara pulpar (Marshall et al., 1997; Tjaderhane, 2015). No seu interior
existem processos celulares odontoblasticos, ou seja, prolongamentos de odontoblastos,
e um fluido composto por proteoglicanos, tenascina, transferrina e albumina (Grawish et
al., 2022; Marshall et al., 1997). A densidade e o diametro destes tibulos diferem com
base na profundidade e localizagdo, sendo que a dentina superficial apresenta uma menor
quantidade de tibulos dentinarios (15,000 — 20,000 mm?) em comparag¢io com a dentina
junto a polpa (45,000 - 65,000 mm?). Desta forma, a quantidade de tiibulos dentinrios
presentes influenciam a adesdo, ou seja, quando existem menos tibulos, a impregnagdo
da resina ocorre ao nivel da dentina intertubular, e nas regides com mais tubulos, a
impregnacao acontece na dentina peritubular (Grawish et al., 2022; Hilton et al., 2013;

Marshall et al., 1997; Sofan et al., 2017).

No que diz respeito aos tipos de dentina envolvidas nos tibulos dentinarios, a
dentina intertubular € responsavel por rodear e separar os tubulos dentinarios, enquanto,
a dentina peritubular destaca-se por envolver o limen dos tabulos. Porém, ambas as
dentinas se diferem uma da outra, visto que a dentina intertubular apresenta uma matriz
de colagénio tipo I mineralizada e a dentina peritubular ¢ altamente mineralizada, mas
ndo apresenta fibras de colagénio (Goldberg et al., 2011; Marshall et al., 1997; Ozcan &
Volpato, 2020; Spencer et al., 2010; Tjaderhane, 2015).

A adesdo a dentina, relativamente a adesdo do esmalte, é considerada desafiante
devido as alteragdes estruturais dos seus componentes e propriedades como a

permeabilidade, humidade e fluxo do fluido dentinério, e a dentina esclerdtica. De acordo
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com a teoria hidrodindmica, perante um estimulo externo, o fluido dentinario presente no
interior dos tubulos dentinarios, movimenta-se € ativa os nervos pulpares provocando dor.
Assim, esta teoria afirma que o fluido dentindrio ¢ o motivo pelo qual existe
hipersensibilidade dentdria e humidade na dentina (Gholampour & Jalali, 2018; Pashley
& Carvalho, 1997; Perdigao, 2010).

Na preparagdo mecanica da cavidade existe a formagdo de detritos organicos e
inorgénicos que se denominam de smear layer na superficie dentéria e smear plugs no
interior dos tibulos dentinarios. A smear layer ¢ uma camada composta por hidroxipatite,
colagénio desnaturado, biofilme bacteriano e saliva, e a sua espessura e morfologia pode
variar com base no tamanho da preparacao cavitaria. A presenca da smear layer constitui
uma barreira perante a movimentagado do fluido, visto que encerra os orificios dos tibulos
dentinarios diminuindo a permeabilidade cerca de 86% (Perdigdo, 2010; Marshall et al.,
1997; Sofan et al., 2017). Para além disso, esta camada de detritos pode também afetar de
forma negativa a adesdo adequada, dado que apresenta forgas coesivas relativamente
baixas e interfere com a agdo dos monomeros na dentina (Anusavice et al., 2013; Van
Meerbeek et al., 2020). Assim, a smear layer pode ser eliminada através do
condicionamento acido, porém, existe um aumento da permeabilidade dentinaria que
também afeta negativamente a resisténcia de unido entre a resina € a dentina porque as
resinas hidrofobicas ndo se ligam a substratos hidrofilicos (Perdigao, 2010). Apos a
remog¢ao da smear layer, os mondomeros adesivos conseguem infiltrar-se entre a rede de

coldgeno formando uma camada hibrida com melhor qualidade (Ozcan & Volpato, 2020).

O condicionamento acido tem como objetivo criar retencdes micromecanicas na
superficie dentaria, sendo necessario aplicar um acido e enxaguar com a finalidade de
promover uma limpeza e eliminar a smear layer, residuos e hidroxipatite. Na dentina, a
aplicacdo do acido ortofosforico remove a smear layer e desmineraliza cerca de 4 a 6 um
expondo as fibras de colagénio, que por sua vez estdo suspensas em agua (Sofan et al.,
2017; Van Meerbeek et al., 2020). Segundo Breschi et al. (2013), o condicionamento
acido prolongado pode provocar uma desmineralizacao excessiva da dentina intertubular
e peritubular resultando numa infiltragdo incompleta dos mondmeros de resina e forcas
adesivas relativamente baixas. Assim, o tempo maximo de aplicacdo do 4cido
ortofosforico na dentina nao deve ultrapassar os 15 segundos (Anusavice et al., 2013;

Breschi et al., 2013; Van Meerbeek et al., 2020).
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Ao contrario do esmalte, a dentina nao deve ser completamente seca, visto que
perante a desidratacdo, as redes de colagénio tendem a colapsar formando uma camada
impermeével ao sistema adesivo. Porém, a dentina nao deve apresentar uma quantidade
de agua excessiva porque estara mais suscetivel ao aparecimento de infiltragdes. Assim,
de modo a manter a humidade adequada para a formacdo da camada hibrida deve-se
aplicar um primer com o intuito de manter a rede de colagénio hidratada e remover o
excesso de dgua presente na dentina (Anusavice et al., 2013; Breschi et al., 2013; Pashley

& Carvalho, 1997).

O adesivo constituiu um dos passos mais importantes na adesdo a dentina, uma vez
que ¢ necessario preencher os espacos na rede de colagénio, de maneira a formar uma

camada hibrida e os resin tags.

A camada hibrida representa uma camada desenvolvida na dentina resultante da
acao do condicionamento 4cido e infiltragdo da resina adesiva (Nakabayashi et al., 1982).
Esta camada tem como finalidade selar a dentina, diminuir a sensibilidade pos-operatoria
e evitar caries secundarias (Salvio et al., 2013). A sua qualidade, para além de depender
do grau de conversao do adesivo, também depende da efetividade da infiltra¢do da resina,
visto que as infiltragdes inadequadas de resina podem levar a uma diminui¢do da adesao
e uma maior tendéncia para degradacao hidrolitica (Anusavice et al., 2013; Pashley &
Carvalho, 1997). Assim, pode existir fatores que comprometem a infiltragdo da resina tal

como a viscosidade do adesivo e o colapso da rede de colagénio.

Relativamente a longevidade da camada hibrida, esta depende de diversos fatores
fisicos e quimicos. Os fatores fisicos incluem as forgas oclusais e alteragcdes dimensionais
através das alteragcdes da temperatura da cavidade oral, enquanto os fatores quimicos
englobam os agentes bacterianos e acidos do fluido dentinario, saliva, comida e bebidas
(Anusavice et al., 2013; Breschi et al., 2008). Por outro lado, a durabilidade da camada
hibrida pode ser prejudicada devido a sua sensibilidade a degradacdo hidrolitica. A
degradacao hidrolitica consiste na hidrolise dos monomeros resinosos, ou seja, destrui¢ao
dos mondmeros através da dgua e desorganizagdo das fibras de colagénio. As fibras de
colagénio expostas sdo destruidas pelas metaloproteinases de matriz (MMPs), originando
uma diminui¢do da for¢a adesiva e um desenvolvimento de microinfiltracdo e

pigmentacdo (Ozcan & Volpato, 2020).
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7.2 Sistemas adesivos
Os sistemas adesivos sao mondmeros hidrofilicos e hidrofébicos de resina, cuja sua
funcdo € permitir a adesdo do substrato dentario ao material restaurador (Perdigao, 2007,

Sofan et al., 2017).

Atualmente, os sistemas adesivos dividem-se em duas categorias: (1) pela geragao
(1°-8° geragdo) e (2) pela estratégia adesiva (Perdigdo, 2020). A classificacdo pela geragao
agrupa os sistemas adesivos pelas suas caracteristicas e introdu¢do no mercado, desde a
1° geracdo até¢ a 8° geragdo. Contudo, a sua nomenclatura ¢ questiondvel e pouco
informativa e, por isso, a classificacdo mais utilizada baseia-se na estratégia adesiva.

(Anusavice et al., 2013; Perdigao, 2020).

A nomenclatura baseada na estratégia adesiva tem em conta a interacao do sistema
adesivo com o substrato dentério e a smear layer. Os sistemas adesivos que incorporam
o condicionamento acido prévio correspondem ao adesivo etch-and-rinse, visto que
eliminam a smear layer e os smear plugs. Os adesivos sem condicionamento prévio sao
denominados de adesivos autocondicionantes, como o sistema self-etch, uma vez que nao
conseguem remover a smear layer (Perdigdo, 2020). O sistema etch-and-rinse pode
apresentar trés ou dois passos, enquanto o sistema self-etch dispde de um a dois passos.
Mais recentemente surgiu o sistema adesivo universal que pode ser utilizado com o

método etch-and-rinse ou self-etch dependendo da situacao clinica (Perdigdo, 2020).

Os sistemas adesivos incorporam trés componentes nomeadamente o acido, primer
e o adesivo. O acido remove a smear layer e o contedo mineral como a hidroxipatite,
expondo as fibras de colagénio (Breschi et al., 2018; Van Meerbeek et al., 2020).
Geralmente, o acido mais utilizado na adesdao € o acido ortofosforico com uma
concentragdo entre os 30% e 40% e deve ser removido com agua apds a sua aplicagdo no

substrato dentario (Perdigdo, 2020; Van Meerbeek et al., 2020).

O primer, aplicado posteriormente, consiste numa solugao hidrofilica e hidrofobica
de mondmeros resinosos que proporcionam a impregnagao dos mondmeros de resina na
dentina e evitam o colapso das fibras de colagénio. O mondémero 2-hidroxietil metacrilato
(HEMA) ¢ um dos mondmeros mais utilizados no primer, uma vez que apresenta uma
elevada hidrofilia e caracteristicas quimicas semelhantes aos dos solventes (Anusavice et
al., 2013; Breschi et al., 2018; Pashley & Carvalho, 1997). Os solventes (acetona, etanol
e agua) também sdo incorporados no primer com o intuito de melhorar a molhabilidade e

a mobilidade molecular e diminuir a viscosidade. Para garantir uma infiltragdo adequada

26



Introducao

¢ necessario aplicar durante 10-20 segundos e secar para evaporar os solventes presentes,
sendo que, a secagem inadequada pode comprometer a adesdo a dentina. Assim, o tempo
recomendado para secar o primer corresponde a pelo menos 10 segundos (Anusavice et

al., 2013; Breschi et al., 2013; Van Meerbeek et al., 2020).

Por fim, o bond apresenta uma mistura de monomeros com caracter hidrofobico
(bis-GMA, TEGDMA e¢ UDMA) que possibilitam a difusdo do adesivo na dentina
infiltrada com o primer. Assim, a resina adesiva para além de aprimorar a polimerizacao
do primer também melhora as propriedades mecanicas do adesivo e da camada hibrida,
visto que estabiliza a camada hibrida e forma resin tags no interior dos tibulos dentinérios

(Anusavice et al., 2013; Breschi et al., 2018; Perdigao, 2020; Van Meerbeek et al., 1998)

7.2.1 Sistema adesivo etch-and-rinse
O sistema adesivo efch-and-rinse de trés passos ¢ considerado o gold standard dos
sistemas adesivos e, por isso, requer a aplicagdo prévia do acido ortofosforico, seguida da
aplicagdo do primer ¢ do bond (Breschi et al., 2013; Sofan et al., 2017; Van Meerbeek et
al., 2020). Por outro lado, o sistema etch-and-rinse de dois passos, tal como o anterior,
inicia-se com o condicionamento prévio com o acido, no entanto, a etapa seguinte

modifica-se porque existe a incorporac¢ao do primer € do bond no mesmo frasco.

O sistema efch-and-rinse de trés passos procede a aplicagdo de um &cido forte,
nomeadamente o acido ortofosforico de 30-40%, de forma isolada, com o intuito de
desmineralizar o esmalte e a dentina cerca de 4 a 6 um de profundidade e remover a smear
layer (Perdigdo, 2020; Sofan et al., 2017; Van Meerbeek et al., 2020). Apds a aplicagao
do acido ¢ imprescindivel enxaguar com agua, de forma a remover o acido do substrato
dentdrio e secar. Porém, ao contrario do esmalte, a dentina ndo pode ser secada
excessivamente devido a presenca das fibras de colagénio (Perdigdo, 2020; Van
Meerbeek et al., 2020). Assim, de forma a manter a humidade da dentina, deve-se aplicar
o primer durante 15 segundos, de forma a hidratar novamente as fibras de colagénio e

secar gentilmente até evaporar os solventes (Van Meerbeek et al., 2020).

A Ultima etapa limita-se a aplicagdo do bond numa camada espessa possibilitando
a infiltragdo dos mondémeros hidrofobicos nos tibulos dentinarios e entre as fibras de

colagénio. Posteriormente, procede-se a fotopolimerizacdo da resina adesiva com o
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proposito de estabilizar a interface adesiva e formar a camada hibrida e as resin tags

(Cardoso et al., 2011; Van Meerbeek et al., 2020).

O sistema adesivo efch-and-rinse de dois passos, apesar de ser uma técnica mais
simples, os seus resultados sdo inferiores em comparagao com o etch-and-rinse de trés
passos. A conjugacdo do primer ¢ do bond numa Unica etapa apresenta uma capacidade
limitada de infiltracdo na dentina desmineralizada e uma maior tendéncia de degradacao

hidrolitica da camada hibrida (Cardoso et al., 2011).

A técnica etch-and-rinse ¢ um método eficaz na adesdo da dentina e esmalte, no
entanto, o seu principal problema centra-se na desmineralizacao excessiva da dentina com
a exposi¢do das fibras de colagénio. Como referido anteriormente, a desidratagdo da
dentina pode provocar o colapso das fibras de colagénio e por consequéncia uma
diminuicdo da resisténcia adesiva (Van Meerbeek et al., 2020). Outro ponto negativo
desta técnica ¢ a capacidade de degradagdo através de enzimas metaloproteinases de
matriz. As enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs) degradam o colagénio presente
na camada hibrida, diminuindo a durabilidade das restauragdes. Geralmente, estas
enzimas sdo ativadas durante a aplicacdo do 4&cido ortofosforico (Perdigdo, 2020; Van

Meerbeek et al., 2020).

8. Estudos para avaliacio da resisténcia adesiva
Os testes in vitro apresentam uma elevada importancia no fornecimento de novas
informagdes fidedignas no desenvolvimento de materiais dentdrios. De forma a
compreender e aperfeigoar o desempenho clinico dos materiais € indispensavel a
realizagdo de diversos testes de resisténcia (Armstrong et al., 2017; Van Meerbeek et al.,

2010).

Segundo Van Meerbeek e colaboradores (2010), os testes ideais de resisténcia
adesiva, para além da sua rapidez e facilidade, devem apresentar a possibilidade de avaliar
uma variavel, mantendo as restantes inalteraveis e ainda comparar diversos materiais e/ou
técnicas. Devem ainda permitir a avaliagdo simultinea de diversos grupos experimentais
utilizando instrumentos mais econdmicos. Posto isto, o objetivo principal dos testes de
resisténcia reside na recolha de informagdes suficientes que contribuem para os resultados

experimentais.
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A adesdo ao substrato dentario deve garantir uma resisténcia adequada as forgas
intraorais, um bom selamento marginal ¢ uma elevada durabilidade (Armstrong et al.,
2017). Surgem desta forma, diversas metodologias de teste utilizadas na medi¢cdo da
adesdo a dentina e ao esmalte, como os testes de resisténcia macro ou micro. Por norma,

. . . . )
os testes macro abrangem uma area de interface adesiva superior a 3 mm“, enquanto os

testes micro envolvem uma 4rea igual ou inferior a 1 mm? (Van Meerbeek et al., 2010).

8.1 Resisténcia adesiva a microtracao (WTBS)

Em 1994, Sano e colaboradores introduziram nos testes micro, um novo teste
correspondente a resisténcia adesiva a microtragdo (LTBS) com o intuito de avaliar a
resisténcia a tracdo e o modulo de elasticidade da dentina (Armstrong et al., 2010; Sano
et al., 2020; Van Meerbeek et al., 2010). Os testes micro, como referido anteriormente,
admite a uma 4rea de interface adesiva igual ou inferior a 1 mm?, assim, o mesmo dente
¢ seccionado em amostras pequenas possibilitando um maior nimero de testes (Van

Meerbeek et al., 2010).

Em comparagdo com os testes de adesdo macro, os uTBS possuem mais vantagens
como a utilizacdo econdmica de dentes, uma distribui¢do de tensdo superior € um melhor
controlo da avaliagdo regional como por exemplo a diferenciacdo da dentina periférica e
dentina central. Por essa razdo, a resisténcia a microtragdo demonstrou um desempenho
relativamente superior na andlise da adesdo em comparacdo com os métodos tradicionais
como a resisténcia ao cisalhamento (Van Meerbeek et al., 2010). Contudo, os testes de
microtragao podem apresentar desvantagens como a desidratacdo e danos nas amostras,
para além de existir a possibilidade de as amostras ap0s a fratura serem perdidas durante

a sua remocao da maquina (Armstrong et al. 2010).

8.2 Norma de orientacao da Academy of Dental Materials (ADM)

Na atualidade, a norma ISSO/TS 11405:2015 esta desatualizada, pelo que nao ¢
utilizada nos testes de adesdo a estrutura dentaria. Portanto, os testes de microtracao
realizados e as suas recomendagdes para a investigagdo sdo regidas pelas diretrizes da
Academy of Dental Materials (ADM). A norma evidencia um protocolo e um guia para o
desenvolvimento dos testes de microtracao, de forma a padronizar os procedimentos e a

sua repeticao (Armstrong et al., 2017).
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9. Enquadramento

A cérie dentéria corresponde a uma doenca multifatorial que afeta os tecidos duros
orais, sendo que um dos seus principais fatores para ocorrer ¢ a presenca de bactérias
cariogénicas (Cangul et al., 2020). A diminui¢do das bactérias cariogénicas no biofilme
¢ um dos critérios preventivos para impossibilitar o aparecimento de caries e tratar a
doenca. No entanto, o tratamento mecanico convencional ndo consegue remover
totalmente o tecido infetado, podendo assim, permanecer bactérias remanescentes por
baixo das restauragdes (Almaz & Sonmez, 2015; Farges et al., 2015). Visto que as caries
secundarias podem estar associadas a acumulac¢ao de bactérias por baixo das restauragoes,
a aplicacdo de agentes antimicrobianos pode ser vantajosa na sua remogao € prevengao

do reaparecimento (Almaz & Sonmez, 2015).

Atualmente, 0 0zono tem sido cada vez mais promissor na medicina dentaria devido
as suas propriedades antimicrobianas e elevada capacidade de oxidagdo (Almaz &
Sénmez, 2015). Por esse motivo, os profissionais tém vindo a utilizar este composto na
sua pratica clinica, uma vez que elimina as bactérias cariogénicas presentes de uma forma
indolor e segura e, ainda, reverte a progressao da cérie dentéria (Garg & Tandon, 2009;

Santos et al., 2020).

Por outro lado, estudos indicam que o ozono, apds a sua aplicacao, € extremamente
instavel e por isso decompde-se em radicais livres de oxigénio, que por sua vez, inibem
a polimerizagdo do material restaurador. Por consequéncia, pode existir uma diminui¢ao
na eficécia adesiva e comprometimento da estabilidade da interface adesiva resultante da
acumulagdo de oxigénio residual e desnaturacdo do complexo de proteinas presentes na

matriz organica da dentina (Can et al., 2022; Cadenaro et al., 2009; Garcia et al., 2012).

Tendo em conta este dilema e a escassez de artigos € importante investigar o efeito
de diversas formas de ozono na resisténcia adesiva da dentina através de testes de
microtracdo (LTBS). A dentina podera beneficiar da aplicacdo do ozono, no entanto, a
adesdo a dentina pode ser considerada dificil. Assim, este estudo permite analisar se existe

compromisso na adesao a dentina ap6s aplicagao de ozono nas diversas formas (dgua e/ou

gas).
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II. OBJETIVOS
O objetivo do estudo in vitro corresponde a avaliacdo da resisténcia adesiva na

dentina, por microtragdo, ap6s a aplicacdo do ozono.

1. Hipoteses de estudo
Hipétese Nula: A aplicacdo de ozono, antes da restauragdo, ndo apresenta

diferencas significativas na resisténcia adesiva da dentina.

Hipdtese alternativa: A aplicagdo de ozono, antes da restauragdo, apresenta

diferencas significativas na resisténcia adesiva da dentina.
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IIl. MATERIAIS E METODOS

1. Local do Estudo
O estudo experimental em questao decorreu no Laboratorio de Biomateriais da Egas
Moniz School of Health and Science (Anexo II), sendo que, o mesmo, foi aceite pela

Comissao de Etica com o respetivo niimero do processo interno 1137 (Anexo III).

2. Selecao das amostras

No estudo foram selecionados vinte molares humanos higidos sem caries,
tratamentos endoddnticos e/ou restauragdes cedidos pelo Banco de Dentes Humano da
Clinica Dentéria Universitaria Egas Moniz (Anexo IV). As extragdes dos dentes
ocorreram no maximo 6 meses antes do estudo e apds a extragdo, as amostras foram
armazenadas em cloramina T trihidratada a 0,5%. Posteriormente, os dentes foram limpos
e desinfetados com uma solugdo de cloramina T trihidratada a 0,5% e armazenados em
agua destilada a 4-7°C de temperatura. A 4gua destilada foi trocada semanalmente até a
data da preparagdo cavitéria, de modo a evitar a decomposicao da amostra (Armstrong et

al., 2017).

No seguinte estudo, o principal objetivo foi verificar a resisténcia adesiva na dentina
apos a aplicagao de diversas formas do ozono. Por essa razdo, as amostras selecionadas

foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos (n=5):

o Grupo CTR (n=5): Sem aplicagdao do ozono (controlo).

o Grupo O3_GAS (n=5): Aplica¢dao de ozono gasoso com uma concentracao de 40

pg/mL durante 80 segundos.

o Grupo O3_AG (n=5): Aplicagdo de 100 mL de 4agua ozonizada com uma

concentra¢ao de 80 pg/mL.

o Grupo O3_AG+GAS (n=5): Aplicagdo de 100 mL de dgua ozonizada com uma

concentracdo de 80 pg, seguida da aplicagdo de 40 pg/mL de ozono gasoso

durante 80 segundos.
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3. Materiais
Os materiais utilizados no decorrer do estudo experimental foram listados na Tabela

1 com base na sua composi¢ao:

Tabela 1. Lista de materiais dentarios utilizados

Material Composicao Lote Validade
Acido Acido ortofosforico a 37%. 31222 12/2024
ortofosforico
(Bestdent,
Hebei,
China)
Optibond™  Primer: 2-hidroxietil metacrilato (HEMA), Primer: 31/03/2025
FL glicerol-fosfato  dimetacrilato  (GPDM), LB
(Kerr mono-2-(metacriloiloxi) ftalato de etilo Bond:  31/05/2024

Corporation (MMEP), 4gua, etanol, fotoiniciador BRETER

Orange, CA, (canforoquinona), hidroxitolueno butilado.
USA) Bond: Bisfenol A glicidil metacrilato (Bis-
GMA), HEMA, GPDM, uretano
dimetacrilato (UDMA), fotoiniciador
(canforoquinona), particulas (S102, vidro de
bario, aluminoborosilicato,  fator de

acoplamento A174).

Resina Ceramica tratada com silano, bisfenol A 9675474 11/12/2025
Filtek Z250 etoxilado dimetacrilato (Bis-EMA), UDMA,
(3M ESPE, Bis-GMA, dimetacrilato de trietileno glicol
(TEGDMA), 6xido de aluminio e 6xido de

Seefeld,
Germany) titanio.
Cola Zapit  Base: Etil-2-cianoacrilato, polimetil- - -
(Dental metacrilato, hidroquinona.
Ventures of  Acelerador: Heptano, acetona, N, N-dimetil-
America, p-toluidina.
Corona, CA,
USA)
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4. Preparacido das amostras
Na fase inicial, os dentes foram posicionados, com cera colante, no suporte de
acrilico (Figura 1), de modo a serem seccionados no micrétomo de tecidos duros
(Accutom-50, Struers A/S, Ballerup, Denmark) (Figura 2). O corte perpendicular ao
longo eixo do dente (LED) foi realizado abaixo da jun¢do amelocementaria, com o intuito

de separar a raiz da por¢ao corondria.

Figura 1. Posicionamento da
amostra no suporte de acrilico

Figura 2. Microtomo de tecidos duros (Accutom-50,
Struers A/S, Ballerup, Denmark)

Apos o corte das raizes das amostras, a polpa dentéria foi eliminada do interior da
camara pulpar utilizando uma colher de dentina e preencheu-se com cola cianoacrilato

(Pecol, Agueda, Portugal).
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4.1 Preparacio da cavidade

Para a realizagdo da cavidade Classe I, as por¢des corondrias das amostras foram
posicionadas no suporte de acrilico com cera colante, a fim de serem colocadas no
calibrador de instrumentos rotatorios (Figura 3). O calibrador apresenta um paralelometro
que permite a colocagdo da turbina em diversas posicdes para realizar as cavidades
(Manso et al., 2011). Assim, para iniciar a preparacdo da cavidade, a broca cilindrica de
extremidade reta foi colocada paralelamente ao longo eixo do dente (LED) das amostras,
no sulco central da superficie oclusal. E de notar que o suporte acrilico e a base do
calibrador de instrumentos estao paralelos ao chao e os parafusos manuais bem apertados,

de forma a padronizar as cavidades realizadas.

A profundidade e as dimensdes da cavidade sdo medidas em milimetros através do

paquimetro digital integrado no calibrador de instrumentos rotatérios (Figura 4).

Figura 3. Calibrador de instrumentos rotatorios Figura 4. Paquimetro digital do
calibrador de instrumentos rotatorios

De modo a garantir que a preparacao da cavidade seja efetuada num substrato de
dentina, foram realizadas cavidades de Classe I (Figura 5) com uma profundidade de 2,5
mm e um comprimento e largura, nomeadamente, de 4 mm x 5 mm, com uma irrigagao

abundante de agua (Makishi et al., 2015).

el

Figura 5. Preparagoes cavitarias Classe 1
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4.2 Aplicacao do ozono

Ap0s arealizagdo das cavidades Classe I, as amostras foram submetidas a diferentes

formas de ozono, consoante o grupo a que foram distribuidas (Tabela 2):

Tabela 2. Protocolo de aplica¢do do ozono nas amostras, passo a passo

GRUPO
Grupo CTR
Grupo O3_GAS

(Figura 6.A)

Grupo O3_AG

(Figura 6.B)

Grupo
03_AG+GAS

(Figura 6.C)

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
1. Sem aplicagdo do ozono.

1. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain)
no modo continuo a uma concentra¢do de 40 pg/mL, acoplado a
uma garrafa de oxigénio medicinal (Nippon Gases, Maia,

Portugal).

2. Com recurso a um extensor ¢ uma agulha de irrigacdo Sterican
(B Braun, Melsungen, Germany) insuflar o ozono diretamente na

cavidade durante os 80 segundos.

1. Colocar 1 L de agua de osmose reversa refrigerada a 4°C obtida
através do sistema Mili Q (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

na coluna de ozonizacao (Philozon, Nova esperanga, Brasil).

2. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain)
no modo continuo a uma concentragdao de 80 pg/mL a 30 L/H
durante 5 minutos, de forma a obter a dgua ozonizada. O gerador
estd acoplado a uma garrafa de oxigénio medicinal (Nippon Gases,

Maia, Portugal).

3. Colocar 100 mL de dgua ozonizada no interior da cavidade com
uma seringa Omnifix (B Braun, Melsungen, Germany) e agulha
de irrigagdo Sterican (B Braun, Melsungen, Germany) durante 80

segundos.

1. Preparar a 4gua ozonizada conforme o procedimento descrito

no grupo O;_AG.

3. Colocar 100 mL de 4gua ozonizada no interior da cavidade com

uma seringa Omnifix (B Braun, Melsungen, Germany) e agulha
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de irrigagdo Sterican (B Braun, Melsungen, Germany) durante 80

segundos.

4. Ap6s a irrigagdo da cavidade com agua ozonizada aplicar o

0zono na sua forma gasosa.

5. Programar o gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain)
no modo continuo a uma concentragdo de 40 ug/mL, acoplado a
uma garrafa de oxigénio medicinal (Nippon Gases, Maia,

Portugal).

2. Com recurso a um extensor e uma agulha de irriga¢ao Sterican
(B Braun, Melsungen, Germany) insuflar o ozono diretamente na

cavidade durante os 80 segundos.

A)

B) .

80 ug a 30 /M)
| (Smin) |

\ =Cxomil]

Mitiq

Figura 6. Esquema representativo da aplicag¢do de ozono, passo a passo. A) Grupo O3 GAS B) Grupo
03 _AG C) Grupo O3_AG+GAS
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4.3 Protocolo adesivo e restauracao das amostras
Seguidamente procedeu-se a aplicagdo do sistema adesivo Optibond™ FL (Kerr
Corporation, Orange, CA, USA) em todas as amostras com a técnica etch-and-rinse,

segundo as instrug¢des do fabricante (Tabela 3 e Figura 7):

Tabela 3. Protocolo de aplicagdo do sistema adesivo

Técnica de aplicaciao do sistema adesivo

1. Aplicagdo de acido ortofosforico 37% durante 15 segundos no esmalte e dentina,
seguida de uma lavagem de 15 segundos com o intuito de remover o acido aplicado

€ uma secagem minuciosa, de forma evitar a desidratacdo da dentina.

2. Aplicar o primer, no esmalte e dentina, com um microbrush e realizar movimentos

circulares durante 15 segundos.
3. Secar durante 5 segundos para evaporar os solventes.

4. Aplicagdo do hond com um microbrush e esfregar em movimentos circulares

durante 15 segundos

5. Secar durante 5 segundos e fotopolimerizar durante 10 segundos

: f i f i :’ \ {
Acido ortofosforico Lavagem (15 seg.) Primer (15 seg.} Secagem (5 seg.)
(15 seg.) Secagem

7 A P ,

<
|

‘ ! Bond (15 seg.)

! |
Fotopolimerizacdo Secagem (5 seg.)
(10 seg.)

Figura 7. Esquema representativo do protocolo de aplicagdo do sistema adesivo
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Apos a aplicacao do sistema adesivo, as cavidades foram restauradas com resina
composta microhibrida Filtek Z250 cor A2 (3M ESPE, Seefeld, Germany) em
incrementos de 2 mm até atingir uma altura de 3 mm acima da superficie oclusal (Figura
8), totalizando um build-up de resina de 5,5 mm (Armstrong et al., 2017). Os incrementos
realizados foram fotopolimerizados durante 20 segundos através do fotopolimerizador
Elipar™ DeepCure-S (3M ESPE, Seefeld, Germany) com uma intensidade de 900
mW/cm? medidos através do radiometro Optilux Radiometer (Kerr, Orange, CA, USA).

A medicao da intensidade do fotopolimerizador foi repetida a cada trés utilizagdes.

e,
s

Y

Figura 8. Restauracdo das cavidades com uma altura
de 3 mm acima da superficie oclusal, totalizando um
build-up de resina de 5,5 mm.

No final da restauragdo, as amostras foram colocadas na estufa (Memmert INE 400,
Schwabach, Germany) (Figura 9) a 37°C, armazenadas em agua destilada, durante 24

horas.

Figura 9. Estufa de incubag¢do (Memmert
INE 400, Schwabach, Germany)
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4.4 Corte das amostras
Antes de iniciar o corte das amostras em palitos, a restaura¢dao foi marcada com

uma caneta de acetato vermelha, de forma a facilitar a sua identificagdo apos o corte.

As amostras foram novamente posicionadas no suporte de acrilico com cera colante
e colocadas no microtomo de tecidos duros (Accutom-50, Struers A/S, Ballerup,
Denmark) a uma baixa rotacdo, a fim de serem seccionadas longitudinalmente nos
sentidos vestibulo-lingual e mesio-distal. No final dos cortes obtiveram-se palitos com
uma sec¢do transversal de 1 + 0,3 mm?, sendo que os palitos de esmalte foram

descartados.

5. Teste de resisténcia adesiva a microtra¢ao (WTBS)
As dimensdes de cada palito foram registadas com uma craveira digital (Vogel
Germany, Kevelaer, Germany) (Figura 10), com o intuito de calcular a 4rea da secgao

transversal da interface adesiva.

Figura 10. Craveira digital (Vogel Germany, Kevelaer, Germany)

Os palitos resultantes foram colados com cola cianoacrilato (Zapit, Dental Ventures
of America, Corona, CA, USA) nos jigs metalicos de aco inoxidavel, de forma a serem
submetidos a forgas de microtragdo na maquina de testes universal (Shimadzu, Autograph
AG-IS, Tokyo, Japan) (Figura 11), a uma velocidade de 0,5 mm/min e uma célula de

carga de 0,5 N (Armstrong et al., 2017).
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| AUTOGRAPH.

Figura 11. Maquina de testes universal (Shimadzu,
Autograph AG-IS, Tokyo, Japan)

As falhas resultantes foram observadas através de uma lupa estereoscopica (EMZ-
8TR, MegjiTechno Co., Ltd., Saitama, Japan), com o intuito de classificar as falhas em

(Figura 12):
o Falha adesiva: Fratura na interface adesiva;

o Falha coesiva dentina: Fratura a nivel da dentina;

o Falha coesiva resina: Fratura a nivel da resina;

o Falha mista: Fratura tanto na interface adesiva, como também na dentina ou

resina.
Resina
Interface -—‘/
Dentina
Adesiva Coesiva Coesiva Mista

Dentina Resina

Figura 12. Figura representativa dos tipos de falhas resultantes
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Os valores da forca de tensdo aplicada na fratura (N) e a area dos palitos (mm?)
foram registados para posteriormente calcular o valor da resisténcia adesiva (WTBS) em

MPa, de acordo com a formula (Figura 13).

-
Y

Figura 13. Equagdo da resisténcia adesiva (Bs) relacionando a for¢a medida
pela maquina de testes universais (F) e a area de interface adesiva de cada
palito (A).

Apenas as fraturas adesivas foram contabilizadas para o céalculo da resisténcia
adesiva a microtragdo, ainda assim, as falhas pré-testes foram anotadas com um valor de
0 MPa (Armstrong et al., 2017). As fraturas adesivas, coesivas ¢ mistas encontram-se

detalhadas no Anexo V.

6. Analise estatistica
De forma analisar e comparar a resisténcia adesiva a microtragdo (LTBS) dos
diversos grupos foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versao 28.0, com um nivel de significancia de 5%, de forma a aceitar a hipotese

nula, caso p> 0,05.

Os grupos foram avaliados através de uma anélise de variancia (ANOVA) one-way,
para verificar se as diferentes estratégias de ozono influenciaram a resisténcia adesiva a
dentina por microtragdo (UWTBS). Para analisar as diferengas significativas entre os
diversos grupos foram utilizados dois testes, nomeadamente o Tukey HSD e Games-

Howell.
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Resultados

Para analisar os dados de cada grupo foi realizado uma tabela de analise descritiva

que engloba a média da resisténcia adesiva em MPa, desvio-padrdo e o erro padrao dos

grupos experimentais (Tabela 4).

Tabela 4. Tabela de andlise descritiva dos grupos experimentais

Descritivas
Resisténcia Adesiva

95% de Intervalo de

Confianca para Média

Desvio Limite Limite
N Media padrao Erro Padriao inferior superior Minimo Miximo
Controlo 5 33,2877 9,37736 4,19368 21,6441 44,9312 25,07 49,21
03_GAS 5 15,2529  5,98761  2,67774 7,8183 22,6875  B,89 23,55
03_AG s 80871 165845 74168 6,0278 10,1463 6,42 10,66
03 AG+GAS 5 12,6469  4,86908  2,17752 6,6012 18,6927 6,54 17,95
Total 20 17,3186  11,31509  2,53013 12,0230 22,6143 642 4921

Os resultados obtidos através do teste de resisténcia adesiva a microtragao (W TBS)

encontram-se ilustrados na Figura 14. Com recurso ao teste ANOVA one-way (Tabela 5)

foram verificadas diferencas estatisticamente significativas (Z=16,255; p<0,001) entre os

grupos, chegando a conclusdo de que os diversos métodos de aplicacdo de ozono afetam

a média de resisténcia adesiva a microtragao.

Resisténcia adesiva (MPa)

40

Controlo

p < 0,001

p < 0,001

p<0,01
[

T
L

8,09

03_GAS

T
03_AG

03_AG+GAS

Figura 14. Grafico de barras comparativo dos quatro grupos experimentais
relativamente ao teste de resisténcia adesiva (MPa). Foram verificadas
diferencas significativas entre os quatro grupos (ANOVA, Z=16,255; p<0,001).

As barras de erro apresentadas correspondem aos erros de padrdo das médias.
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Tabela 5. Resultados do teste ANOVA one-way considerando a resisténcia adesiva como uma variavel
dependente entre os grupos e nos grupos.

ANOVA

Resisténcia Adesiva

S5oma dos Quat}radu

Quadrados df Medio F Sig.
Entre Grupos 1831,616 3 610,539 16,255  <,001
Nos grupos 600,979 15 | 37,561 |
Total 2432,595 19

Devido as diferengas significativas entre os grupos registados no teste ANOVA
one-way foi realizado uma tabela de comparacdo multipla entre os diversos grupos
(Tabela 6) recorrendo aos testes Tukey HSD e Games-Howell com um nivel de

significancia p=0,05.

Tabela 6. Tabela de comparag¢ées multiplas entre os quatros grupos experimentais com a varidavel
dependente (resisténcia adesiva) recorrendo aos testes Tukey HSD e Games-Howell. Nivel de significincia
p=0,05.

Comparacgdes multiplas

Variavel dependente: Resisténcia Adesiva
Intervalo de Confianga 95%

Diferenca Limite Limite

() Grupo Experimental  (J) Grupo Experimental média (<))  Erro Padrio Sig. inferior superior
Tukey HSD Controlo 03_GAS 18,03476 3,87614 001 6,9450 29,1245
03.AG 25,20058° 3,87614 <001 14,1109 36,2903
03_AG+GAS 20,64072 3,87614 <001 9,5510 31,7304
03_GAS Controlo -18,03476° 3,87614 ,001 29,1245 -6,9450
03_AG 7,16582  3,87614  ,288  -3,9239 18,2555
03_AG+GAS 2,60596 3,87614 906 -8,4838 13,6957
03_AG Controlo -25,20058" 3,87614 <001 -36,2903 -14,1109
03 GAS -7,16582 3,87614 288 18,2555 3,9239
03_AG+GAS -4,55986 3,87614 650 15,6496 6,5299
03_AG+GAS Controlo -20,64071°  3,87614  <,001 31,7304 -9,5510
03_GAS -2,60596 3,87614 906 -13,6957 8,4838
03_AG 455986  3,87614 650  -6,5299 15,6496
Games-Howell Controlo 03_GAS 18,03476°  4,97567 035 1,4325 34,6370
03.AG 25,20058°  4,25876 012 8,3627 42,0385

D3_AG+GAS 20,64072°  4,72531 018 4,2923 36,9892

03_GAS Controlo -18,03476" 4,97567 035 34,6370 -1,4325
03_AG 7,16582  2,77856  ,168  -3,4298 17,7614
03_AG+GAS 2,60596 3,45136 872 -8,5531 13,7650
03_AG Controlo -25,20058" 4,25876 012 42,0385 -8,3627
03_GAS -7,16582 2,77856 168 -17,7614 3,4298
03_AG+GAS -4,55986 2,30037 308 -13,1045 3,9848

D3_AG+GAS Controlo -20,64071°  4,72531 018 36,9892 -4,2923
03_GAS -2,60596 3,45136 872 13,7650 8,5531

03_AG 455986  2,30037  ,308  -3,9848 13,1045

*. A diferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Através do teste Tukey HSD, o grupo de controlo (CTR) regista diferencas
significativas comparativamente com o grupo O3 GAS (p=0,001), O3 AG (p<0,001) e
03 AG+GAS (p<0,001). No entanto, entre os grupos de aplicacdo de ozono ndo se

verificaram diferengas significativas (p>0,05).

De forma a complementar o teste anterior, o teste Games-Howell relata que o grupo
de controlo (CTR) apresenta diferencas significativas relativamente ao grupo O3 GAS
(»p=0,035), O3_AG (p=0,012) e O3 AG+GAS (p=0,018). Tal como o teste Tukey HSD,
nao se verificaram diferencas significativas entre os grupos experimentais de aplicagao
de ozono (O3_GAS, O3 AG e O3 AG+GAS), uma vez que entre eles, a diferenga média

era superior a 0,05.
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V.  DISCUSSAO

A medicina dentaria conservadora tem evoluido nos ultimos anos, sendo
fundamental estudar novas aplicacdes e métodos que permitam conservar a estrutura
dentaria. Um dos métodos, que tem sido cada vez mais implementado na pratica clinica,
¢ a aplicacdo de ozono previamente a uma restauracao definitiva, visto que este composto
¢ um desinfetante eficaz contra as bactérias cariogénicas (Cadenaro et al., 2009).
Atualmente, o0 ozono permite remover as bactérias cariogénicas remanescentes que ficam
aprisionadas no interior dos tubulos dentinarios ou na smear layer, de forma a evitar o
aparecimento de caries secundarias, falhas nas restauragdes, pulpites irreversiveis,
periodontite apical ou necrose (Cadenaro et al., 2009; Can et al., 2022; Kapdan & Oztas,
2013).

A adesdo a dentina continua a ser um problema em comparagao com o esmalte
devido a complexidade da estrutura dentdria. As alteragdes fisioldgicas na dentina
provocadas pela carie dentaria, como a dentina tercidria, podem provocar um aumento de
espessura da dentina, que por sua vez, afeta a permeabilidade da dentina e a adesdo

(Perdigdo, 2020).

Com a desmineralizacdo, a hidroxipatite presente na dentina ¢ removida expondo,
assim, as fibras de colagénio que estdo suspensas em agua. Ao contrario do esmalte, a
dentina necessita de manter a sua hidratagdo, a fim de assegurar a estabilidade da rede de
colagénio e garantir a formacdo da camada hibrida. Se ndo existir uma hidratacao
adequada, as fibras de colagénio colapsam e impendem a infiltragdo correta do adesivo
podendo, assim, interferir na formag¢do de uma boa camada hibrida (Anusavice et al.,

2013).

A hibridacdo da dentina corresponde ao resultado da associacdo molecular de
polimeros adesivos e o tecido dentario duro. Como consequéncia deste processo ¢é
formado uma camada hibrida que, para além de oferecer uma adesdo estavel, permite
estabelecer uma impermeabilidade contra as bactérias e fluidos da cavidade oral
(Nakabayashi & Pashley, 1998). Uma vez estabelecida, a qualidade desta camada
depende do grau de conversdao do adesivo e da infiltracdo da resina. Uma infiltracdo
incompleta da resina pode estar associada a viscosidade do adesivo ou o colapso da rede
de colagénio e, por esses motivos, pode existir uma diminui¢cdo da adesdo (Anusavice et

al., 2013; Pashley & Carvalho, 1997).
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O ozono ¢ uma molécula de 3 4tomos de oxigénio que apresenta diversas vantagens
devido a sua capacidade de diminuir a carga microbiana e toxinas organicas. Assim, o
ozono demonstra-se eficaz como um agente antimicrobiano quando ¢ utilizado contra
bactérias, fungos, virus e protozoarios (Dalkilic et al., 2012). No entanto, existem estudos
que afirmam que existe uma preocupacdo na utilizacdo do ozono, antes da restauragao
definitiva, porque referem que este desinfetante pode influenciar a resisténcia adesiva das
resinas compostas (Can et al., 2022; Garcia et al., 2012). Segundo Garcia e colaboradores
(2012), a instabilidade do ozono permite a sua dissociagdo em moléculas de oxigénio e
radicais de hidroxilo, sendo estes uns dos fatores responsaveis pela inibicdo da
polimerizacdo das resinas compostas e compromisso da resisténcia adesiva. Assim, o
estudo in vitro realizado teve como objetivo verificar se a aplicagdo do ozono previamente
a restauracao podera influenciar a resisténcia adesiva através da microtragdo. Para tal,
foram utilizadas diversas formas de aplicagdo de ozono (gasoso e aquoso) para verificar

a sua influéncia na adesao.

Ao longo do estudo, um dos principais cuidados que se pretendeu alcangar foi a
aproximacao as condi¢des clinicas. Como tal, recorreu-se a utilizacdo de ozono,
produzido através de um gerador Ozonette Dent (Sedecal, Madrid, Spain) que gera ozono
através de oxigénio medicinal. Assim, 0 ozono medicinal, ao contrario do ozono gerado
através do ar ambiente, possui uma concentragdo de ozono superior € nao apresenta
elementos reativos de nitrogénio que sdo contraindicados na pratica clinica (ISCO3,
2020). A escolha da concentracdo utilizada de ozono gasoso teve como base as
concentragdes definidas pela ISCO3 (2020), sendo 40 pg/mL a concentragdo mais
utilizada na pratica clinica, quando se pretende uma acdo antibacteriana. Ainda assim, de
forma a garantir o protocolo de aplicacdo de ozono mais adequado foram realizados
ensaios prévios fazendo variar a concentragdo e tempo de aplicagdo de ozono para analisar
as condi¢des que produziriam uma atividade bacteriana mais eficaz contra bactérias
cariogénicas. Apos esse ensaio preliminar optou-se por selecionar para este estudo a
concentragdo de 40 pug/mL durante 80 segundos nos grupos de ozono gasoso. Por outro
lado, na ozonizagao da 4gua programou-se a concentracao mais elevada (80 pg/mL), visto
que a 4gua ndo tem a capacidade de incorporar toda a concentragdo administrada, apenas

permanecendo cerca de 1/4 (ISCO3, 2020).

Apesar da maioria dos artigos utilizarem o sistema self-etch, no estudo utilizou-se

o sistema Optibond™ FL (Kerr Corporation, Orange, CA, USA) que corresponde a um
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etch-and-rinse de 3 passos, uma vez que ¢ considerado o gold standard da adesdo. A
escolha do sistema adesivo baseou-se no facto do efch-and-rinse de 3 passos ser um
sistema mais confidvel em termos de adesdo, para além de apresentar uma maior forga de
adesdo a dentina em comparagao com os restantes adesivos (Anusavice et al., 2013;

Breschi et al., 2013).

Tendo em conta os resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que, independentemente
da forma de ozono aplicada (gasoso, aquoso ou ambas simultaneamente), a aplicacao do
0zono, anteriormente a restauragdo com resina composta, influéncia a resisténcia adesiva
na dentina quando ¢ submetida ao teste de microtracao. Assim sendo, os resultados
levaram a que a hip6tese nula fosse rejeitada e a hipotese alternativa aceite, uma vez que
se verificaram diferencas estatisticamente significativas na resisténcia adesiva da dentina

apos a aplicagao do ozono.

Apesar de se tentar manter as condi¢cdes mais favoraveis na aplicagdo do ozono
gasoso, verificou-se uma desidratacdo da dentina, ao fim dos 80 segundos, podendo ser
uma das principais razdes pela qual a resisténcia adesiva na dentina foi inferior (Cadenaro

et al., 2009; Can et al., 2022).

Com a desidratacdo da dentina, a 4gua que envolve as fibras de colagénio evapora-
se provocando o colapso das mesmas. O colapso da rede de colagénio diminui a
permeabilidade da dentina as resinas adesivas, o que dificulta a formag¢do da camada
hibrida, para além de diminuir a resisténcia de unido (Anusavice et al., 2013; Pashley &
Carvalho, 1997; Perdigdo, 2020). Desta forma, a desidratacdo da dentina provocada pela
exposicao de ozono gasoso pode originar uma diminuicao da molhabilidade, que por sua

vez pode interferir na adesao (Cadenaro et al., 2009; Rosales et al., 1999).

Por outro lado, o fendmeno da desidratacao provocado pelo ozono em contacto com
a dentina ndo podera ser a Unica explicacdo uma vez que, nas amostras em que se aplicou

a agua ozonizada a adesdo também foi igualmente prejudicada.

Assim, outro fator que pode ter influenciado os resultados corresponde a presenga
de moléculas de oxigénio residuais provenientes da instabilidade do ozono. O oxigénio
residual reage as cadeias de monomeros interferindo, assim, na polimeriza¢ao (Cadenaro
et al., 2009; Can et al., 2022; Rodrigues et al., 2011). Além disso, segundo Cadenaro e
colaboradores (2009), a presenca de oxigénio residual origina modificagdes mecanicas na

dentina como a desnaturagdo e desestabilizagdo do complexo de proteinas presentes na
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matriz organica da dentina. Assim, as altera¢des no complexo de proteinas podem ser um

dos responsaveis pela reducdo da resisténcia de adesao.

Os estudos disponiveis na literatura sdo insuficientes para permitir uma
comparacao adequada dos resultados, uma vez que existem poucos que estudam a agao
do ozono na resisténcia adesiva na dentina através da microtragao. Apesar do nimero
reduzido de artigos disponiveis foram analisados os que apresentavam semelhangas com

as condi¢cdes do estudo em questao.

Can e colaboradores (2022) realizaram um estudo que permite verificar os efeitos
dos desinfetantes de cavidade, entre eles o ozono, na resisténcia adesiva da dentina. O
protocolo utilizado difere da presente investigagdo em diversos fatores, como a
concentragdo de cloramina T trihidratada (5%), o gerador de ozono (OzoneDTA, Apoza,
New Taipei City, Taiwan) utilizado, o tempo de aplicacdo (30 segundos), auséncia de
informagdes sobre a concentragdo de ozono aplicado e por fim o sistema adesivo (G-
Premio Bond que corresponde a um sistema universal). Embora o protocolo aplicado seja
diferente, os resultados obtidos foram bastante semelhantes, ou seja, o estudo revelou
igualmente uma diminuicdo estatisticamente significativa da resisténcia adesiva da
dentina por microtracao nos grupos de ozono, em compara¢ao com os grupos de controlo.
Para tal, Can e colaboradores (2022) justificam esse acontecimento através da presenca

de oxigénio residual na cavidade.

No estudo de Dalkilic e colaboradores (2012) foi analisado o efeito de diferentes
desinfetantes na microtracao da dentina. Os resultados permitiram analisar que o 0zono
gasoso diminuiu significativamente a resisténcia adesiva por microtragdo em comparagao
com o grupo de controlo. O estudo utilizou um gerador diferente, nomeadamente o
Ozonytron X delivery system (OzonyTron X-Biozonix, Munich, Germany) que utiliza
igualmente oxigénio medicinal para desenvolver o ozono, durante 60 segundos, porém
nao refere a concentragdo de ozono aplicado. O sistema adesivo utilizado foi o Clearfil
SE Bond (Kuraray, Tokyo, Japan) e a resina composta Clearfil Majesty Posterior
(Kuraray, Tokyo, Japan). Contudo, apesar das diferengas nos protocolos utilizados, este
estudo in vitro obteve resultados coerentes com os publicados por Dalkilic e

colaboradores (2012).

No artigo de Rodrigues e colaboradores (2011), os autores estudaram o efeito do
ozono, na sua forma gasosa, antes do sistema adesivo e apds na resisténcia adesiva a

dentina. Assim, o protocolo utilizado no seguinte estudo difere em diversas
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caracteristicas, nomeadamente, o desinfetante das amostras (Timol 0,2%), o gerador de
0zono, concentracdo, tempo de aplicagdo, sistema adesivo (Single Bond 2% 3M Dental
Products, St Paul, MN, USA) e resina composta (TPH3 resin composite, Dentsply Caulk,
Milford, DE, USA). O ozono gasoso foi obtido pelo gerador PXZ3507 (Eaglesat
tecnologia em sistemas Ltda, Sao José dos campos, SP, Brazil) e administrado a uma
concentragdo de 5 g/L durante 40 segundos. Apesar do tempo de aplicagdo ser inferior, a
concentragdo utilizada, ao ser convertida, corresponde a 5000 pg/mL, ou seja, uma
concentracdo mais eclevada. Os resultados observados afirmam uma reducao
estatisticamente significativa na resisténcia adesiva, tanto nos grupos que se aplicou

ozono antes do sistema adesivo como naqueles que se aplicou posteriormente.

Por outro lado, o tema continua a ser bastante controverso porque existem outros

artigos que concluem que a aplicacdo de ozono nao interfere com a resisténcia adesiva.

No estudo realizado por Cadenaro e colaboradores (2009), o seu principal objetivo
consiste na avaliagdo da resisténcia adesiva por microtragdo da dentina como também do
esmalte perante a aplicacdo do ozono na sua forma gasosa. Os resultados obtidos
permitem esclarecer que ndo se registaram diferencas significativas na resisténcia adesiva
a dentina. O artigo utilizou amostras provenientes de bovinos, apesar de os autores
afirmarem que ndo existem diferencas entre os dentes humanos e bovinos. Para além
disso, embora o tempo de aplicacao de ozono ter sido igual (80 segundos), os autores nao
referem a concentracdo de ozono administrado. Outro aspeto importante € o facto de ter
sido utilizado o gerador HealOzone (KaVo, Biberach/Riss, Germany), sendo este
responsavel por formar ozono através do ar ambiente. Assim, como o ar ambiente
apresenta mais componentes para além do oxigénio, a quantidade de ozono produzido
sera significativamente menor do que ao utilizar oxigénio medicinal (Brazzelli et al.,
2006; ISCO3, 2020). Por fim, existem também diferencas nos sistemas adesivos
utilizados, visto que no referido estudo foram aplicados Clearfil Protect Bond e o Xeno
III, que correspondem, respetivamente, a um self-etch de 2 passos € um self-etch de 1
passo. O sistema self-etch apresenta um primer acidico que permite a desmineralizagao
do contetildo mineral com uma desidratagao reduzida dos substratos devido a presenca de
solventes (Perdigdo, 2020). Assim, as utiliza¢des de diferentes sistemas adesivos nos dois
estudos poderao também explicar as diferencas, dado que, o etch-and-rinse desidrata mais
a dentina, devido ao condicionamento acido prévio, contribuindo para o colapso da rede

de colagénio (Breschi et al., 2013). Segundo Cadenaro e colaboradores (2009), o ozono
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apresenta também a capacidade de desidratar a dentina e alterar a composi¢ao das fibras
de colagénio. Considerando que no artigo foi utilizado o sistema self-etch, a aplicagdo de
ozono desidrata menos a dentina e por esse motivo existe um menor colapso das fibras
de colagénio. O contrario acontece quando se utiliza o sistema efch-and-rinse com uma
concentracdo de ozono alta com eficacia antibacteriana, ou seja, com a aplicagdo deste
protocolo, a dentina apresenta uma maior desidratagdo e desmineralizagdo que potencia
o colapso das fibras de colagénio e por consequéncia interfere na resisténcia adesiva. Por
essa razao, o sistema adesivo utilizado pode ser uma das razdes pela qual o artigo nao
apresentou diferengas significativas na resisténcia adesiva (Cadenaro et al., 2009; Dalkilic

et al., 2012).

Os resultados obtidos por Garcia e colaboradores (2012) afirmam que a resisténcia
adesiva na dentina ndo foi afetada apds o tratamento com o ozono gasoso ou agua
ozonizada, isto €, ndo existiram diferengas significativas entre o grupo de controlo e os
grupos de ozono nas duas experiéncias realizadas. O estudo foi dividido em duas
experiéncias, nomeadamente, a primeira em que se aplicou o ozono antes da restauracao
e o segunda em que se administrou o ozono apos a restauracdo definitiva e corte das
amostras em palitos. Os grupos experimentais de ozono utilizaram o gerador Ozone &
life model O&L3 (Sao José dos Campos, SP, Brazil), que obtém o ozono a partir de
oxigénio medicinal. No grupo de ozono gasoso, a concentracdo de ozono administrado
corresponde a 2100 ppm durante 120 segundos, ou seja, para além da unidade de
concentragdo ser expressa em ppm em vez de pg /mL, a duragdo da aplicagdo foi superior.
No grupo da 4gua ozonizada, tanto a quantidade de agua utilizada para ozonizar (500 mL)
como também a concentragdo programada para a ozonizagdo (20 mg/L) sdo menores.
Assim, a concentragdo final da 4gua apresenta uma concentragdo de ozono muito inferior,

podendo assim explicar a auséncia de interferéncia na resisténcia adesiva na dentina.

Na investigacdo de Kapdan & Oztas (2013), o gerador HealOzone (Kavo Dental,
Biberach, Germany) foi o responsavel pela formagdo do ozono, sendo que como foi
referido anteriormente, o oxigénio obtido provém do ar ambiente, assim, a concentragao
de ozono final serd menor. Apesar do tempo de aplicagdo ser igual, ou seja, 80 segundos,
ndo foi referido a concentracdo de ozono que foi aplicado. Os resultados demonstraram
que nao existiram diferencas significativas entre o grupo de controlo e o grupo de ozono
gaso0so, apesar do grupo de ozono apresentar um ligeiro aumento da resisténcia adesiva.

O gerador pode ser uma das razdes pela qual ndo existem diferencas significativas, uma
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vez que, este produz ozono através do ambiente. Assim, a concentragao final de ozono
sera inferior, podendo ndo ser suficiente para provocar alteragdes nas propriedades da

dentina (ISCO3, 2020).

Oznurhan e colaboradores (2015) estudaram o efeito de diversos desinfetantes na
resisténcia adesiva por microtragao, sendo que utilizaram o 0zono aquoso € gasoso como
um dos desinfetantes. A dgua ozonizada foi produzida através do gerador (TeknO3zone,
Izmir, Turkey), de forma a obter uma concentracao final de 3,5 ppm a 4 ppm. Por fim, a
agua ozonizada foi administrada durante 30 segundos na cavidade, porém, nao foi
explicito o volume final de agua aplicada. O ozono gasoso, ao contrario da agua
ozonizada, foi gerado através do HealOzone (Kavo Dental, Biberach, Germany) e
aplicado durante 30 segundos. Contudo, ndo esclarecem a concentragdo de 0zono gasoso
aplicado na cavidade. Para além disso, existem também diferengas nos sistemas adesivos
e resina composta utilizados, visto que no estudo utilizou-se, respetivamente, Adper
prime and bond NT (Dentsply Detrey, Konstanz, Germany) e Tetric N-Ceram (Ivoclar
Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Os resultados do estudo permitiram referir que a agua
ozonizada apresentou um aumento na resisténcia adesiva em comparag¢do com o grupo de
controlo e 0 0zono gasoso ndo apresentou diferencas significativas em comparagdo com
o grupo de controlo. Uma das razdes podera ser o tempo de aplicacao do ozono, uma vez
que a sua duragdo de contacto foi apenas 30 segundos, e o gerador utilizado, visto que
utiliza o ar ambiente para produzir o ozono. Por outro lado, os autores Oznurhan e
colaboradores (2015) justificam o aumento da resisténcia adesiva a microtragdo quando
se aplica dgua ozonizada devido ao efeito da 4gua abrir os tibulos dentinérios e remover
os detritos organicos. Este resultado nao foi observado no presente estudo possivelmente
devido ao maior volume (100 mL) e tempo de aplicagdo da 4gua ozonizada (80 segundos),
que pode ter contribuido para uma maior quantidade de ozono e radicais livres de
oxigénio no interior da cavidade como também dos tubulos dentinarios. O oxigénio
residual, ao permanecer no interior da cavidade, potencia altera¢des ao nivel da dentina

que interferem na resisténcia adesiva (Cadenaro et al., 2009).

Com base nos artigos analisados e os resultados obtidos na seguinte investigacao
pode refletir-se que as possiveis razdes pela qual a aplicagdo do ozono diminui a
resisténcia adesiva sdo a desidratacao da dentina provocada pelo ozono gasoso, a presenca
de oxigénio residual, o gerador de ozono e o sistema adesivo utilizado (Cadenaro et al.,

2009; Can et al., 2022).
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Durante a aplicagdo do ozono gasoso constatou-se uma maior desidratagdo na
dentina, ao fim dos 80 segundos, em comparagdo com a agua ozonizada. Ao existir uma
maior desidratacdo da dentina existe uma maior tendéncia para a rede de colagénio
colapsar e afetar a formac¢ao da camada hibrida, visto que nao se consegue obter uma boa
infiltracao da resina (Anusavice et al., 2013; Cadenaro et al., 2009; Pashley & Carvalho,
1997). Contudo, os resultados entre os diversos grupos (agua e gas) ndo demonstraram
diferengas significativas. Portanto, embora a desidratagdo provocada pelo ozono
contribua para a diminuic¢ao da resisténcia adesiva, nao pode ser considerada a principal
razao porque para tal era necessario que os grupo da agua ozonizada apresentassem uma

maior resisténcia adesiva em comparagdo com o grupo com gas apenas.

Outro aspeto importante € o sistema adesivo utilizado no estudo (etch-and-rinse)
ser diferente dos artigos analisados (self-etch). Como referido anteriormente o etch-and-
rinse € um sistema que incorpora um condicionamento acido prévio, assim, existe uma
maior desmineralizagdo da dentina e esmalte que, por sua vez, expde mais as fibras de
colagénio, em comparagdo com o self-etch (Anusavice et al., 2013; Breschi et al., 2013).
Se existir uma desidratagdo prévia provocada pelo ozono, essa desidratagdo serd
potenciada ap6s o condicionamento acido, visto que expde uma maior quantidade das
fibras de colagénio, existindo assim uma maior tendéncia para estas colapsarem se nao
existir hidratagdo (Breschi et al., 2013). Ao contrario do etch-and-rinse, o self-etch como
apresenta um primer acidico, o seu poder de desmineraliza¢do ¢ relativamente menor e
por consequéncia a desidratacdo ¢ menor, visto que o primer incorpora solventes
responsaveis pela hidratagdo da dentina. Por essa razdo, o sistema self-etch seria uma
melhor escolha tendo em conta os problemas associados com a desidratagdo (Breschi et

al., 2013).

Outro motivo que pode ter impacto nos resultados ¢ a utilizagdo de um gerador
diferente, visto que nos artigos, a maioria, utilizou um gerador que produz ozono através
do ar ambiente, que ndo garante a mesma eficicia antibacteriana. O ar ambiente, para
além do oxigénio, apresenta também outros compostos como nitrogénio. Por essa razao,
a quantidade final de ozono ¢ menor em comparagdo com o ozono obtido através do
oxigénio medicinal, dado que a concentragdo de oxigénio do ar ambiente € relativamente
menor, para além de ndo garantir a mesma eficicia antibacteriana. Por outro lado, a

utilizacdo do ar ambiente apresenta também outra desvantagem que ¢ a presenca de
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elementos reativos de nitrogénio que sdo contraindicados na pratica clinica devido a sua

citotoxicidade (ISCO3, 2020).

Por fim, o aspeto que possivelmente apresenta um maior impacto nos resultados
obtidos no estudo ¢ a presenga de oxigénio residual. O ozono devido a sua instabilidade
decompde-se rapidamente em moléculas de oxigénio que reagem com os mondmeros da
polimerizacdo, diminuindo o grau de conversdo do polimero e reduzindo assim a
resisténcia adesiva (Cadenaro et al., 2009; Can et al., 2022; Rodrigues et al., 2011). Em
todos os grupos de ozono observou-se realmente uma reducao da resisténcia adesiva que
pode ser explicada pela quantidade de oxigénio presente na cavidade, visto que estes
radicais livres podem entrar no interior dos tubulos dentindrios (Can et al., 2022). Nos
artigos analisados, a maioria nao referencia as concentragdes de ozono ou sdo menores
do que no estudo, assim, pode chegar-se a conclusdo de que as diferengas foram devido
a menor quantidade de oxigénio residual. Uma vez que existem menos radicais livres de
oxigénio residual, estas moléculas terdo interferido menos na qualidade da polimerizagao
formando, assim, uma camada hibrida mais coesa e estdvel, ao contrario do que tera

acontecido neste estudo.

Devido a escassez de artigos relativos a agdo do ozono na resisténcia adesiva por
microtragdo seria fundamental, no futuro, realizar um maior numero de estudos
relativamente a este assunto. Apesar dos resultados analisados nao serem vantajosos na
pratica clinica, permitem dar um importante contributo e alerta para os profissionais que
j& incorporam esta ferramenta na sua pratica clinica. Além disso, este estudo permite
ainda alertar para a importancia de se desenvolver novas investigagdes que possam
clarificar o efeito do ozono na adesdo bem como desenvolver novas abordagens que
permitam aliar os beneficios da utilizacdo do ozono como agente antibacteriano ao
mesmo tempo que se obtém uma adesdo eficaz. Assim, seria importante estudar se seriam
obtidos os mesmos resultados caso fosse aplicado um agente antioxidante, de forma a
inativar os radicais livres que se formam devido a decomposi¢ao do ozono. Outra
alternativa a considerar seria estudar quanto tempo apo6s a aplicacdo de ozono, a adesdo
deixaria de ser prejudicada, de forma a estabelecer um protocolo clinico mais seguro e
eficaz. Devido aos artigos existentes serem maioritariamente com sistema adesivo self-
etch seria relevante estudar, de forma a comparar, o efeito do ozono na resisténcia entre

dois sistemas adesivos diferentes, nomeadamente o self-etch e o etch-and-rinse.
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1. Relevancia Clinica
A dentisteria minimamente invasiva ¢ uma abordagem atual que ¢ cada vez mais
preconizada na pratica clinica. O seu principal objetivo consiste em preservar uma maior
quantidade de tecido dentario remineralizado, de forma a manter os dentes durante um
longo periodo (FDI World Dental Federation, 2017). Atualmente, a dentisteria
minimamente invasiva tem sido um dos métodos que abrange a aplicacdao de ozono para
prevenir o aparecimento de caries e o seu tratamento (Gupta & Mansi, 2012; Naik et al.,

2016).

O ozono na medicina dentaria tem evoluido com o passar dos anos, sendo que
existem diversos profissionais que o aplicam na sua pratica clinica devido ao seu efeito
antibacteriano amplamente estudado. Assim, este composto consiste numa ferramenta
pratica, indolor e eficaz, podendo ser aplicado em zonas de dentina mais profundas, a fim
de evitar um maior desgaste e, consequentemente, a exposicao pulpar (Badhe et al., 2022;
Garg & Tandon, 2009). Diversos autores referem que o ozono apresenta uma agao
antibacteriana eficaz contra as bactérias cariogénicas, mas ao contrario dos antibioticos,
este composto ¢ eficaz contra espécies com resisténcias antibioticas (Gupta & Mansi,
2012; Naik et al., 2016). Assim, o ozono apresenta um papel fundamental no tratamento
da carie, uma vez que ¢ eficaz na regenera¢do pulpar inicial relacionada com a carie

avangada, evitando assim tratamentos endodonticos (ISCO3, 2020).

Apesar de existirem diversos artigos sobre o 0zono e a sua eficécia, existem ainda
poucos estudos publicados relativamente a interferéncia do ozono na adesdo como
também acerca da metodologia mais adequada de forma a evitar esse acontecimento. Os
artigos publicados apresentam protocolos pouco padronizados e diferentes entre si, o que

dificulta a obtencdo de conclusdes com um grande nivel de evidéncia cientifica.

Por esse motivo, sdo necessarios mais estudos in vitro para avaliar melhor o efeito
do ozono na resisténcia adesiva e, ainda, para compreender qual a melhor forma de aplicar

0 0zono na pratica clinica sem comprometer a longevidade da interface adesiva.
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VI. CONCLUSAO
O ozono, apesar de ser promissor na medicina dentaria e parecer demonstrar uma
eficacia contra as bactérias cariogénicas, a partir do estudo realizado pode concluir-se

que:

1. Os grupos de ozono verificaram diferencas estatisticamente significativas na
resisténcia adesiva na dentina por microtragdo em comparagdo com o grupo de

controlo.

2. Independentemente da forma de ozono aplicada (gasoso ou aquoso), os resultados
foram semelhantes entre si, chegando a conclusdo de que ambas as forma de

aplicag¢do de ozono afetam a resisténcia adesiva na dentina.

Embora o ozono apresente vantagens clinicamente interessantes, como a sua
eficacia antibacteriana e capacidade desinfetante, ¢ necessario o desenvolvimento de mais
estudos com um protocolo experimental bem definido. Assim, a concecdo de uma
metodologia adequada e padronizada permite estabelecer protocolos replicaveis

clinicamente com um nivel de evidéncia cientifica relevante.

1. Perspetivas futuras

Tendo em conta o estudo efetuado, em investigacdes futuras serd pertinente:

— Auvaliar a resisténcia adesiva da dentina por teste de microtracdo apos aplicacao

de ozono, seguido de um antioxidante.

— Auvaliar, passado uma semana, o efeito do ozono na resisténcia adesiva da dentina
por microtracdo, sendo necessario colocar uma restauracdo provisoria apos a

aplicacdo do ozono.

— Verificar a resisténcia adesiva ap0s aplicacdo do ozono, seguida da sua lavagem,
com um intervalo de 5 minutos antes da colocacdo do sistema adesivo e a

restauragao definitiva.

— Comparar o efeito do 0ozono na resisténcia entre dois sistemas adesivos diferentes,

nomeadamente o self-etch e o etch-and-rinse.
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— Analisar a interface adesiva antes e apos aplicagdo de ozono através do
microscopio eletronico de varrimento (SEM), de forma a entender melhor o seu

efeito no substrato dentinario.

— Analisar o efeito da aplicacio do ozono na polimerizagdo dos materiais

restauradores.
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Marta Santos®, Joana Cru

2 Flévia Leandro®, Mério Polido?, Anténio Delgado® and Helena Barroso®”

1 Egas Moniz School of Health & Science; marta.filipaD0@gmail.com; flaviasofialeandro@gmail.com

! Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research (ClEM
mpolido@ egasmoniz.edu. ptant. delgado94 @ gmail.com; mhbarroso Begasmoniz.edu.pt
* Correspondence: marta.filipaD0@gmail.com

1 Presented at the Gth International Congress of CiEM—Immediate and Future Challenges to Foster

BACKGROUND

Egas Moniz School of Health & Science;

Joanaveruz@gmail.com;

Health, Almada, 57 July 2023.

\ A

Dental caries is one of the most prevalent chronic diseases worldwide. It is a multifactorial condition, in which bacteria metabolize carbohydrates into organic

acids, leading to the demineralization of hydroxyapatite (1,6). Recently there has been a paradigm shift towards a more conservative approach in the

treatment of dental caries {4). As a result, ozone has been increasingly used as a complementary and conservative treatment due to its antibacterial action

(2,3,5). However, there remains a lack of evidence and consensus on protocels (5). Consequently, this study aims to evaluate in vitro the antibacterial capacity

of ozone on cariogenic bacteria and contribute to the development of a universal protocol.

MATERIAL AND METHODS

Suspensions of Streptococcus mutans ATCC 35668, Streptococcus sobrinus

DSM 20742, Loctobacillus casei ATCC 393 and Actinomyces noesiundii DSM
43013 were exposed to 40ug of pure gaseous ozone and G0ug of ozonated
water during 80 seconds through an ozone generator machine "Ozonette”
{Sedecal, Madrid, Spain). The ozonated water was tested in two different
ozone systems, an ozone water bubbler system (SimplyO3, Grand Ledge,
USA) and a microbubble water ozonation column (Philozon, MNova
Esperanga, Brazil) (figure 1).

Figure 1 — Dione generator machine; Drone water bubbler system; Microbubble waler azonation column

A negative control group without ozone and a positive control group
(chlorhexidine 2%) were used. After the ozone/chlorhexidine’s action on
the suspensions, aliquots were inoculated on specific culture medium and
placed in the incubator at 372C/48h (figure 2). The results were

determined by counting the number of CFU (colony forming unit) on the

inoculated media. ﬁ
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Figure 2 - Simpiified protecol of geseaus atone groups (A) and caonated water grouss {8)

RESULTS
All statistical procedures were performed using IBM 5P55 version 28.0 (IBM,

New York, WSA), in which Kruskal-Wallis and Bonferroni tests were applied.

There were no statistically significant differences between the different

bacteria analysed (p=0.78).

It was observed significant bacterial reduction after 80 seconds of ozone
exposure in all the microorganisms tested, both on 40pg gaseous ozone
(p<0.01), 60ug ozonated water (p<0D.01) and 40ug gaseous ozone + 60ug
ozonated water (p<0.01) groups (figure 3).
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Figure 3 — Graph of sverages and standard desiation for sach method. The groups with different letters
fab) show sgnificant differences p<0.05)

Ozone has similar results to Chlorhexidine (p>0.05) and although there seems
to be a tendency for greater efficacy of ozonized water by the Philozon
column compared to the SimplyO3 system, there is no statistical significance

between them (p=0.487).

CONCLUSION

Ozone, in both water and gas forms, exhibits significant antibacterial activity against cariogenic bacteria, being an equally effective aiternative to Chlorhexidine.

This supports the need for further investigation as a potential preventive therapy for dental caries or as an antibacterial agent after mechanical caries removal.
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ANEXO V

Falhas Adesivas Coesiva Coesiva Mista Pre-teste
dentina resina
CTR | 30,8% 11,5% 15,3% 15,3% 26,9%
03 GAS | 30,9% 2,9% 27,9% 17,7% 20,6%
03 AG | 32,6% 2.2% 15,2% 17,4% 32,6%
03 AG+GAS | 28,8% 5,8% 17,3% 19,3% 28,8%



