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  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 

O ozônio (O3), variedade alotrópica do oxigênio, é constituído por moléculas 

triatômicas deste elemento
1-5

. Apresenta-se de modo natural na forma de gás, de cor azul 

tênue
2, 4, 5

. Este elemento é obtido a partir da dissociação do oxigênio molecular (O2) em 

átomos de oxigênio ativado, que então reage com moléculas suplementares de O2, mediante 

uma descarga elétrica, reações fotoquímicas ou artificialmente advindas de geradores 

elétricos
1, 2, 4

. É um potente oxidante, que o torna em um forte agente antimicrobiano
1, 3, 4, 6-8

.  

Devido suas propriedades bactericida, fungicida e virucida, o ozônio é muito utilizado 

na medicina e atualmente na odontologia vêm sendo usado no tratamento de lesões cariosas, 

na estomatologia, endodontia, periodontia e cirurgia 
1,3,5,9

.. 

A utilização do ozônio apresenta-se como uma alternativa conservadora no tratamento 

de lesões de cárie, devido sua comprovada propriedade antimicrobiana na inibição e/ou 

destruição de muitos microrganismos orais, tais como microrganismos Gram-positivos, 

Gram-negativos e Candida albicans 
7-10

. O seu uso no tratamento das lesões cariosas é 

baseado na atividade antimicrobiana, com capacidade de oxidar proteínas presentes nas 

lesões, permitindo a difusão de íons cálcio e fosfato pelas lesões cariosas e resultando a 

remineralização dos tecidos dentários afetados
6, 9, 11-13

. Além disto, o ozônio pode 

descarboxilar o ácido pirúvico, o ácido mais forte produzido naturalmente pelas bactérias 

cariogênicas durante a cariogênese, a ácido acético. Desta forma, a remineralização de lesões 

de cáries incipientes pode ocorrer quando a produção de ácido acético, ou outro ácido com 

alto pKa presente na placa, tampone o fluído do biofilme
4, 11

.  

O ozônio é uma variedade alotrópica do oxigênio e por isso possui alta instabilidade, 

voltando a ser oxigênio em curto espaço de tempo
1, 3, 14

. A presença de radicais livres de 

oxigênio pode inibir a polimerização dos sistemas adesivos, e como consequência diminuir a 

resistência de união entre o material restaurador e os substratos dentários
15, 16

.  

 Para neutralizar este oxigênio responsável pela polimerização incompleta dos 

monômeros resinosos, indica-se a utilização de um agente antioxidante (ascorbato de sódio a 

10%) sobre a superfície exposta aos radicais livres de oxigênio
17, 18

. O uso de agentes 

antioxidantes, tais como os derivados do ácido ascórbico, agem como estabilizadores de 

radicais livres, pois são capazes de neutralizar o efeito do oxigênio no processo de 

polimerização de materiais adesivos
17, 19

, permitindo que um procedimento restaurador seja 



 

realizado com sucesso e perspectiva de longevidade, durabilidade adesiva e ausência de 

microinfiltação
20, 21

.  

 Sabe-se que o oxigênio liberado pela utilização de agentes clareadores alteram as 

propriedades tanto do esmalte quanto da dentina
22-24

. Há, então, de verificar se ocorrem 

alterações da morfologia dos substratos dentinários quando da presença do oxigênio livre 

decorrente da aplicação do gás ozônio e se o ascorbato de sódio associado ao gás interfere na 

morfologia da dentina.  

Muitos testes podem ser empregados para analisar a morfologia da superfície de um 

material, dentre elas, a mais utilizada é a microscopia eletrônica de varredura (MEV). Possui a 

capacidade de proporcionar uma imagem de alguma ponto da amostra com alta resolução, 

desde dimensões entre 500 nm até dimensões abaixo de nm e ainda fornecer uma 

identificação da natureza dos elementos presentes na mesma
25, 26

. Apesar do MEV ser capaz 

de gerar imagens em nanoescala e subnanoscale de resolução, a preparação da amostra é 

complicada e invasora, que pode alterar a estrutura primária das amostras.
25-28

. 

Uma nova técnica vem sendo empregada, oferecendo uma série de vantagens em 

relação o MEV, trata-se da Microscopia de Força Atômica (AFM)
26

. O AFM fornece uma real 

topografia em forma de imagem tridimensional de uma superfície da amostra. Ela dá uma 

imagem do computador em tempo real, e assim pode ser utilizado para o acompanhamento de 

processos dinâmicos
26

. Pode ser utilizado de forma a não sofrer distorções pela presença de 

água e outros líquidos. A técnica não é destrutiva, assim amostras podem ser visualizados por 

diversas vezes.
26, 27

. 
 

Como uma amostra não requer ampla preparação para ser analisada por AFM pode ser 

mapeado muitas vezes, sendo o seu próprio controle. Além disso, porque AFM é um software 

dirigido, possui uma alta precisão matemática de mapeamento, podendo obter dados 

quantitativos sobre a caracterização da superfície, tais como rugosidade, fractais, picos, etc. 

As imagens obtidas por MEV, embora úteis, não informam um parâmetro numérico para a 

superfície aspereza, como a obtida por AFM
26

. 

Desta forma, para uma completa avaliação da morfologia da dentina humana após 

aplicação do gás ozônio e do ascorbato de sódio será utilizado o AFM e o MEV. 

 

 

 

 

 



 

OOBBJJEETTIIVVOOSS  

  

Objetivo Geral 

 

 Avaliar a morfologia dentinária após aplicação do gás ozônio e do ascorbato de sódio 

por imagem microscópica. 

 

Objetivos Específicos 

 

 Visualizar a morfologia da dentina humana após a aplicação do gás ozônio por meio 

do Microscópio de Força Atômica e Microscópio Eletrônico de Varredura. 

 Analisar o efeito do gás ozônio na morfologia da dentina humana com a realização do 

condicionamento ácido antes e após a aplicação do ozônio por meio do Microscópio 

de Força Atômica e Microscópio Eletrônico de Varredura. 

 Verificar, por meio do Microscópio de Força Atômica e Microscópio Eletrônico de 

Varredura, o efeito da aplicação de um agente antioxidante (ascorbato de sódio 10%) 

sobre a morfologia da dentina humana tratada com gás ozônio. 

 

MMEETTOODDOOLLOOGGIIAA  

 

 

Tipo de estudo: Estudo laboratorial in vitro. 

Local de execução: Universidade Federal de Goiás. 

Delineamento do estudo: 

 Unidade experimental: 7 terceiros molares humanos, cada dente forneceu 4 amostras 

que foram distribuídas em quatro grupos. 

Fatores estudados: Morfologia de dentina tratada em quatro condições experimentais.   

Variáveis de resposta: 

- Morfologia dentinária visualizada por meio de Microscópio de Força Atômica (AFM). 

- Morfologia dentinária visualizada por meio de Microscópio Eletrônico de Varredura 

(MEV). 

Aspectos éticos e legais 

Por envolver dentes humanos este projeto de pesquisa foi submetido ao Comitê de 

Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Goiás. Os dentes foram doados para pesquisa 



 

após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pacientes e pelo 

responsável pela pesquisa. A pesquisa foi aprovada no Comitê de Ética em Pesquisa da FO 

UFG sob protocolado sob o n
o
 85/2010. 

 

Obtenção e seleção da amostra 

Os dentes foram extraídos, por indicação prévia de exodontia, durante as disciplinas de 

Estágio em Clínica Integrada I, II e III da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal 

de Goiás. Foram selecionados 7 terceiros molares humanos hígidos, livres de cárie e com 

ausência de defeitos ou trincas.  

 

Preparo das amostras 

Os dentes recém-extraídos foram raspados com uma cureta periodontal 13/14 Hu-

Friedy para a remoção de restos de ligamento periodontal e, em seguida, limpos com pasta de 

pedra-pomes e água, aplicada com o auxílio de escova tipo Robson em baixa rotação. 

Sequencialmente, por um período de três meses, os dentes foram armazenados, em água 

deionizada a 4°C, contendo Timol a 0,2% (Terapêutica Pharmacia de Manipulação, Goiânia, 

GO, Brasil) a fim de prevenir a desidratação e o crescimento bacteriano. 

Os dentes foram cortados no sentido perpendicular ao longo eixo do dente para obter-

se “fatias” de dentina com aproximadamente 2mm de espessura. Os dentes foram fixados 

horizontalmente em suportes de acrílico, com dimensões de 4,0 cm x 2,5 cm x 0,3 cm, com 

godiva de alta fusão Exata (DFL Indústria e Comércio Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 

foram acoplados ao dispositivo da cortadeira metalográfica Labcut 1010 (Extec®, Enfield, 

USA). Com a utilização de um disco de corte diamantado, em baixa velocidade (150 rpm), 

com constante irrigação, foi realizado um corte à aproximadamente 3,0 mm acima da junção 

amelo-cementária e outro corte a 2mm acima do primeiro corte. Todas as “fatias” de dentina 

foram aferidas com auxílio de um paquímetro digital universal (Digimatic Caliper, Mitutoyo, 

Tokyo, Japan) para confirmar 2mm de espessura. 

Posteriormente as “fatias” foram polidas com lixas de carbeto de silício (SiC paper)
43

, 

na seguinte sequência nº 800, 1000, 1200, com irrigação constante, para que seu perfil de 

rugosidade não ultrapasse o alcance do Microscópio de Força Atômica, que é em torno de 

5,85μm
42

. Durante o polimento existe a formação de uma camada de “smear layer” que foi 

removida utilizando em um dispositivo de limpeza ultrassônico onde as amostras 

permaneceram por 5 minutos.  



 

Após, cada “fatia” de dentina altamente polida foi seccionada em quatro partes iguais 

produzindo, assim, um total de quatro amostras por dente. Estas quatro amostras de cada 

dente foram divididas entre os quatro grupos experimentais, para minimizar a variabilidade 

entre diferentes “fatias” de dentina
25, 29, 30

. Os grupos estudados foram quatro (n=7, 28 

amostras para todos os grupos) sendo um grupo controle e três grupos experimentais, como 

descritos no fluxograma apresentado na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 1. Apresentação dos grupos de estudo e procedimentos realizados em seu respectivo 

grupo. 

 

Os materiais que foram utilizados em cada grupo de estudo, bem como o fabricante e a 

composição, estão descritos a baixo: 

 MAGIC ACID gel condicionador a 37%, composição Solução de ácido fosfórico a 

37%. L 001/10 

 Ascorbato de sódio 10%: composição: Sódio D-Isoascorbato monohidratado 10% 

em água destilada. 

 

Todos os procedimentos realizados nos grupos listados na Figura 1 foram executados 

de maneira padrão conforme o exposto abaixo:  

 

 

 

 

 

GRUPO 1 
Controle GRUPO 2 

 

GRUPO 3 
 

Ácido fosfórico 37% 
Ácido fosfórico 37% 

Gás ozônio 

Gás ozônio 

 

Ácido fosfórico 37% 

 

Ascorbato de sódio 

10% 

Gás ozônio 

 

Ácido fosfórico 37% 

 

Sem aplicação do 
gás ozônio 

28 Amostras 

de dentina 

GRUPO 4 
 



 

 Gás ozônio  

Foi aplicado numa concentração de 5,0 g/L por 40s
1,2,10

, utilizando um gerador de gás 

ozônio (Gerador PXZ3507; Eaglesat Tecnologia em Sistemas, São José dos Campos, SP, 

Brasil) acoplado a uma autoclave. O dente, após secagem com papel absorvente, foi colocado 

no interior da autoclave com a superfície dentinária exposta. 

 

 Ácido fosfórico 37% 

A aplicação do ácido fosfórico 37% foi realizada por 15 s, seguida de lavagem com 

água deionizada por 15 s e remoção do excesso de água com papel absorvente, tomando o 

cuidado para não exercer pressão sobre a superfície dentinária. 

 

 Ascorbato de sódio a 10% 

Foi aplicado 10 mL de solução de ascorbato de sódio a 10% por 10 min com a 

utilização de uma seringa descartável, irrigando-se sobre a amostra 1 mL de solução a cada 

minuto (1mL/min.), seguida de lavagem com 10 mL de água deionizada e remoção do 

excesso de água com papel absorvente
31-33

.  

 

As amostras foram armazenadas em ependorfs rotulados de acordo com o grupo de 

estudo e número do dente de origem, contendo água deionizada, mantidos em estufa 

bacteriológica a 37° C, até a realização da avaliação microscópica com o AFM e o MEV. 

A avaliação morfológica das amostras dentinárias foi realizada da seguinte maneira: 

seis amostras de cada grupo foram preparadas para serem avaliadas por meio do Microscópio 

Eletrônico de Varredura, conforme descrito abaixo, enquanto que uma amostra de cada grupo 

ficou livre dos preparos para Microscópio Eletrônico de Varredura e foi avaliada Microscopia 

de Força Atômica. 

 

Microscópio Eletrônico de Varredura 

As amostras receberam o seguinte preparo: desidratação em concentrações 

ascendentes de álcool etílico a 25%, 50%  e 75% por 15 minutos cada uma; 95% por 30 

minutos com uma troca após 15 minutos e 100% por 60 minutos, com uma troca após 30 

minutos; e então as amostras foram levadas há uma metalizadora (Sistema para deposição de 

filmes de ouro, Denton Vacuum, Desk V) recobertas com ouro
4, 7

. Foram feitas três tomadas 

de cada amostra no MEV (Microscópio Eletrônico de Varredura, Jeol, JSM – 6610, equipado 

com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging) no modo elétrons secundários (SE), nas 



 

magnificações de 1:1000, 1:5000 e 1:15000, sendo a mais relevante levada para interpretação 

e comparação
26, 30, 34

.
 

 

Microscópio de Força Atômica  

Foi analisada uma amostra de cada grupo no AFM (Microscópio de Força Atômica 

Agilent Techonogies 5500) no modo de não contato, pois assim as amostras poderiam passar 

pelo mesmo protocolo que as amostras analisadas em MEV, foram feitas quatro tomadas com 

mesma magnificação em três pontos da amostra.  

 

Tratamento e interpretação das imagens 

As análises de amostras provenientes da mesma “fatia”, submetidas aos diferentes 

procedimentos de cada grupo, e amostras de “fatias” diferentes de diferentes grupos foram 

comparadas as do grupo controle e dos demais grupos experimentais e comparadas em relação 

a morfologia. 

  

RREESSUULLTTAADDOOSS 

  

Os resultados mostraram que as diferentes sequências de aplicação do ozônio e do 

condicionamento ácido, assim como aplicação do ascorbato de sódio após a utilização do 

ozônio geraram diferenças na micro morfologia dentinária em relação ao grupo controle, no 

qual foi feito apenas o condicionamento ácido por 15 segundos. Todos os protocolos 

removeram de forma significante a smear layer e a smear plug dos túbulos dentinários, visto 

que quando não há esse efeito não é possível observá-los na microscopia
35, 36

. Nos grupos 2 e 

4, em que o ácido foi utilizado após o ozônio, foi possível observar a presença de grânulos na 

superfícies da dentina (Imagens 2, 4, 6 e 8 pontos A), o que sugere que a smear layer não foi 

removida
35, 36

. No grupo 3, em que o ácido foi empregado antes do ozônio, a 

desmineralização foi semelhante ao do grupo controle, promovendo uma superfície “limpa”, 

porem não foi possível observar em nenhuma das imagens a presença das fibrilas de colágeno  

(Imagem 6 ponto B), observadas em todos os outros grupos (Imagens 5,6 e 8 pontos C). Nas 

imagens de AFM, o grupo 1 e 2 apresentaram uma desmineralização mais uniforme (Imagem 

9 e 11), tanto na embocadura dos túbulos quanto na topografia da superfície, o que é 

confirmado pelo MEV (Imagem 1 e 3) enquanto que os grupos 2 e 4 apresentaram uma menor 

padronização da sua superfície (Imagens 10 e 12).  
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Imagem 1: magnificação de 1:5.000 Imagem 2: magnificação de 1:5.000, 

ponto A localizado em local de grande 

quantidade de smear layer remanescente. 

Imagem 3: magnificação de 1:5.000 Imagem 4: magnificação de 1:5.000, 

ponto A em região de smear layer. 

Imagem 5: magnificação de 1: 20.000, 

ponto C em região de fibrilas colágeno. 
Imagem 6: magnificação de 1: 20.000, 

ponto A em região de smear layer. ponto 

C em região de fibrilas colágeno. 

A 

A 

A 

A 

B 

C C 

C 

Imagem 8: magnificação de 1: 20.000, 

ponto A em região de smear layer. ponto 

C em região de fibrilas colágeno. 

Imagem 7: magnificação de 1: 20.000, 

ponto B em região com ausência de 

fibrilas colágeno. 



 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 

  

  

  

  

  

DDIISSCCUUSSSSÃÃOO 

 

Embora a maioria das pesquisas comprove a eficácia do ozônio no tratamento de 

lesões cariosas
1, 2, 4, 6, 9-11, 37

, é essencial conhecer as alterações que este pode causar na 

estrutura dentária após sua aplicação
38

. 

 

 A alta atividade de oxidação do ozônio, pode também modificar algumas 

propriedades físicas do esmalte e da dentina
39

. Cardenaro et al.
40

 sugeriram que alguns efeitos 

dos radicais livres no esmalte produzidos por géis clareadores a base de peróxido de 

hidrogênio poderiam ocorrer na utilização do ozônio. As alterações na superfície do esmalte 

são atribuídas à modificação de sua composição orgânica após o tratamento com os agentes 

clareadores a base de peróxido, que liberam radicais livres de oxigênio
23

. Estas mudanças na 

composição química do esmalte diminuem consideravelmente a quantidade de cálcio e 

fósforo, além de modificarem a morfologia da maioria dos cristais da camada superficial 

quando comparados com esmalte não submetido ao clareamento
22

. Na dentina também são 
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Imagem 9: modelo 3D gerado pelo AFM  Imagem 10: modelo 3D gerado pelo AFM  

  

Imagem 11: modelo 3D gerado pelo AFM  
 

Imagem 12: modelo 3D gerado pelo AFM  

 



 

observadas mudanças na morfologia, como a redução de seus componentes orgânicos que são 

fundamentais para os procedimentos adesivos, além de diminuir significativamente sua 

microdureza
23

. 

 Em um estudo realizado por Rodrigues
16

 quatro grupos semelhantes ao do presente 

estudo, com os mesmos protocolos de aplicação do ácido fosfórico, do ozônio e do ascorbato, 

foram submetidos ao ensaio mecânico de microtração para avaliar a resistência de união. Os 

resultados indicaram que os grupos 2 e 3, tiveram valores menores de resistência de união, 

enquanto que o grupo 4 teve valores semelhantes ao grupo 1, controle. O estudo sugere que 

isto pode ocorrer pela ação direta do ozônio na dentina, ou pela interação do mesmo como o 

ácido fosfórico.  

 Restos de smear layer e a falta de padronização no diâmetro dos túbulos 

dentinários
35

, observados nas amostras 2 e 4, sugerem que uma menor efetividade do 

condicionamento ácido nas superfícies pode ter ocorrido por interação do ozônio com o ácido 

fosfórico. 

  A literatura é bastante escassa quanto à reação de oxidação do ácido fosfórico. Em 

um estudo de 1979
41

, propuseram o uso de ozônio e peróxido de hidrogênio, como fonte de 

radicais livres do oxigênio para oxidação de alguns ácidos e outras substâncias, dentre elas o 

acido fosfórico. O estudo revelou que a concentração utilizada de peróxido de hidrogênio é 

eficiente na oxidação de diversos compostos, entre eles, compostos fosfóricos, como o ácido 

fosfórico
41

, sendo assim é possível que na presente pesquisa o ozônio tenha interagido com o 

acido fosfórico e por sua vez reduziu a eficácia do condicionamento ácido. Gwinnett
42

 por 

meio do MEV, comprovou que o condicionamento ácido ampliava os túbulos dentinários e 

facilitava o escoamento de monômeros resinosos para o seu interior. Pashley et al.
43

 

comprovou a eficiência de alguns ácidos em remover a smear layer da superfície dentária e 

melhorar a adesão de materiais restauradores adesivos à estrutura dentária, portanto a menor 

eficiência do condicionamento ácido na superfície dentária e a presença de smear layer 

dificultam a penetração de adesivos, e consequentemente sendo deletérias a duração das 

restaurações adesivas 
42, 44

. 

 Para neutralizar o oxigênio produzido pelo ozônio, responsável também pela 

polimerização incompleta dos monômeros resinosos, indica-se a utilização de um agente 

antioxidante (ascorbato de sódio a 10%) sobre a superfície exposta aos radicais livres de 

oxigênio
29-34

. A presença de smear layer e smear plug no grupo 4, em menor proporção que 

no grupo 2, indica que o ascorbato de sódio inibiu em grande parte o oxigênio residual, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pashley%20DH%22%5BAuthor%5D


 

porém, não em sua totalidade, estes dados corroboram com os resultado dos testes de 

resistência de união apresentados por Rodrigues
16

. 

 No grupo 3, não foi possível observar fibrilas de colágeno, presentes em todos os 

outros grupos, o que provavelmente ocorreu pela ação do ozônio sobre as fibrilas colágeno. 

Kinght et. al
39

 suspeitaram desse efeito em um estudo sobre a formação de biofilme em 

dentina previamente tratada com ozônio, visto que quando o ozônio entra em contato com 

fluídos orgânicos, reage imediatamente com espécies reativas do oxigênio
45

. Em um estudo 

com gelatina
45

, um derivado de baixo peso molecular do colágeno, para utilização de ozônio 

em esterilização de alimentos, comprovou que o uso do ozônio em grandes concentrações 

causou danos evidentes ã estrutura protéica do alimento. As fibrilas de colagéno são 

fundamentais para a união dos sistemas adesivo com a dentina
46, 47

 podendo ser uma das 

causas do baixos valores de resistência de união no trabalho de Rodrigues
16

. 

  

CCOONNCCLLUUSSÃÃOO 

 

Por meio dessa pesquisa foi possível concluir que: 

 

1- A utilização do ozônio antes do ácido fosfórico altera a eficácia do 

condicionamento ácido quanto à remoção da smear layer, o mesmo efeito pode 

ser observado quando a ascorbato de sódio é utilizado, porém com menor 

intensidade. 

2- A utilização do ozônio depois do ácido fosfórico altera a micro estrutura 

dentinária, podendo ser um fator prejudicial quanto à resistência de união de 

agentes adesivos. 

3- O ascorbato de sódio diminui o efeito do ozônio antes do condicionamento 

ácido, mas não o anulou por completo. 

4- Mais estudos são necessários para avaliar o efeito do ozônio sobre a superfície 

dentinária e sua interação com o ácido fosfórico. 
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