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RESUMO

A irrigacdo desempenha papel fundamental para desinfecgdo de regides n&o
alcangadas pelos instrumentos endodbnticos. Objetivou-se avaliar a
descontaminacgéo intratubular ex vivo através de terapia fotodinamica (aPDT),
agitacdo da solugéo irrigadora com Easy Clean (EC), XP Endo Finisher (XP) e
irrigacéo ultrassénica passiva (PUI), utilizados apds o preparo mecénico dos canais
radiculares sobre biofilme misto; e avaliar a descontaminagéo intratubular ex vivo
através de diferentes agulhas de irrigagdo durante preparo quimico-mecanico dos
canais radiculares sobre biofilme multiespécie. Para avaliar as terapias coadjuvantes,
sessenta e seis raizes de dentes unirradiculares padronizadas foram contaminadas
com E. faecalis e C. albicans por 7 dias, com protocolo de centrifugagdo para
colonizagao dos tubulos dentinarios. As raizes foram instrumentadas e submetidas a
cinco protocolos de irrigagdo com agua destilada esterilizada: 1) irrigacéo
convencional (IC), 2) IC + aplicagao de aPDT, 3) agitagao por PUI, 4) agitagao por EC
25.04 e 5) agitagdo por XP. Apds estes protocolos, as raizes foram seccionadas
longitudinalmente, coradas com o kit Life&Dead e visualizadas através de microscopia
confocal de varredura a laser (MCVL), obtendo-se imagens das porgdes cervicais e
apicais. As bactérias vivas e mortas foram coradas em verde e vermelho,
respectivamente, e quantificadas. Apos analise estatistica comparativa (P<0,05),
observou-se que a PUl e o XP promoveram maior morte bacteriana, sendo
estatisticamente similares entre si. EC, aPDT e IC foram similares ao grupo controle
positivo, sendo menos efetivas. Para avaliar a descontaminagdo das canulas
irrigadoras, quarenta e quatro raizes de dentes unirradiculares padronizadas foram
contaminadas com E. faecalis, C. albicans e S. mutans por 7 dias, com protocolo de
centrifugacdo para colonizagdo dos tubulos dentinarios. As raizes foram
instrumentadas e submetidas a irrigagcdo com agua destilada esterilizada por 4
agulhas diferentes: extremidade aberta, extremidade aberta com abertura lateral,
extremidade fechada com uma abertura lateral e com duas aberturas laterais. Foram
realizadas coletas microbioldgicas do interior do canal principal antes e apds a
instrumentacéo e apos a irrigagao final para contabilizacdo de Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC/mL). Apos estes protocolos, as raizes foram seccionadas
longitudinalmente, coradas e visualizadas através de MCVL, obtendo-se imagens das

porcdes cervicais e apicais. As bactérias vivas e mortas foram coradas em verde e



vermelho, respectivamente, e quantificadas. Apos analise estatistica comparativa
(P<0,05), observou-se que houve diferenga entre a coleta inicial e as coletas apés
instrumentacéo e irrigacao final. O pior desempenho antimicrobiano foi da agulha de
extremidade fechada com unica saida lateral, seguido pela extremidade aberta e
ventilagdo lateral. A agulha de saida frontal teve performance intermediaria e a agulha
que gerou melhor descontaminagao intratubular foi a de extremidade fechada com
duas saidas laterais. Em conclusdo, a descontaminagao intratubular de biofilme misto
foi mais bem realizada pelo instrumento/dispositivo XP- Endo Finisher e pela canula
de extremidade fechada com duas saidas laterais.

Palavras-chave: Irrigacdo Endoddntica; Terapia Fotodinamica; Biofilmes



ABSTRACT

Analysis of intratubular decontamination after chemical-mechanical
preparation by different adjuvant strategies and different irrigating cannulas in

mixed biofilm

Irrigation plays a fundamental role in the disinfection of regions not reached by
endodontic instruments. The objective was to evaluate ex vivo intratubular
decontamination through photodynamic therapy (aPDT), agitation of the irrigating
solution with Easy Clean (EC), XP Endo Finisher (XP), and passive ultrasonic irrigation
(PUI) used after mechanical preparation of root canals on mixed biofilm; and to
evaluate ex vivo intratubular decontamination through different irrigation needles
during chemical-mechanical preparation of root canals on multispecies biofiim. To
evaluate the adjuvant therapies, sixty-six roots of standardized single-rooted teeth
were contaminated with E. faecalis and C. albicans for 7 days, with a centrifugation
protocol for colonization of the dentinal tubules. The roots were instrumented and
submitted to five irrigation protocols with sterilized distilled water: 1) conventional
irrigation (Cl), 2) IC + application of aPDT, 3) agitation by PUI, 4) agitation by EC 25.04,
and 5) agitation by XP. After these protocols, the roots were sectioned longitudinally,
stained with the Life&Dead kit and visualized through confocal laser scanning
microscopy (CLSM), obtaining images of the cervical and apical portions. Live and
dead bacteria were stained green and red, respectively, and quantified. After
comparative statistical analysis (P<0.05), it was observed that PUl and XP promoted
greater bacterial death, being statistically similar to each other. EC, aPDT and IC were
similar to the positive control group, being less effective. To evaluate the
decontamination of irrigating cannulas, forty-four roots of standardized single-rooted
teeth were contaminated with E. faecalis, C. albicans and S. mutans for 7 days, with a
centrifugation protocol for colonization of dentinal tubules. The roots were
instrumented and submitted to irrigation with sterilized distilled water through 4
different needles: open end, open end with lateral opening, closed end with one lateral
opening and with two lateral openings. Microbiological samples were taken from inside
the main canal before and after instrumentation and after final irrigation to count Colony
Forming Units (CFU/mL). After these protocols, the roots were longitudinally sectioned,
stained, and visualized through CLSM, obtaining images of the cervical and apical



portions. Live and dead bacteria were stained green and red, respectively, and
quantified. After comparative statistical analysis (P<0.05), it was observed that there
was a difference between the initial collection and the collections after instrumentation
and final irrigation. The worst antimicrobial performance was for the closed-end needle
with a single side exit, followed by the half-round needle. The frontal exit needle had
an intermediate performance, and the needle that generated the best intratubular
decontamination was the closed end with two lateral exits. In conclusion, intratubular
decontamination of mixed biofilm was best performed by the XP-Endo Finisher

instrument/device and by the closed-end cannula with two side outlets.

Keywords: Endodontic Irrigation; Photodynamic Therapy; Biofilms
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1. INTRODUGAO

Um dos principais objetivos do tratamento endodéntico é a eliminagdo dos
microrganismos presentes no sistema de canais radiculares. No entanto, apesar de
todos os esforgos, ainda nos deparamos com o insucesso na endodontia. A falha do
tratamento endodontico pode estar relacionada com varios fatores, como a
complexidade anatdbmica dos canais radiculares e a persisténcia bacteriana(1). Por
isso, todos os esforgos durante o preparo quimico mecénico (PQM) devem ser
realizados, para eliminar a quantidade maxima de bactérias dos canais radiculares,
antes da obturacao (1).

Com o tempo, o desbridamento e a desinfeccdo do sistema de canais
radiculares foram considerados, principalmente, uma funcdo dos instrumentos,
enquanto menos atencdo foi dada aos irrigantes (2). No entanto, evidéncias
acumuladas gradualmente revelaram que os instrumentos sdo incapazes de atingir
grande parte do sistema de canais radiculares (3). Como resultado, a importancia
percebida pela irrigagdo cresceu consideravelmente nas ultimas décadas e isso
acabou levando a uma mudanga de paradigma. Atualmente, a instrumentagao é
amplamente considerada um meio de favorecer o acesso dos irrigantes ao tergo
apical, para reforcar a limpeza e desinfeccao das diversas areas do sistema de canais
radiculares (4,5).

Um objetivo importante da instrumentacdo mecénica e irrigagdo na terapia
endodéntica € a eliminagdo de microrganismos e de tecido pulpar infectado(6). Devido
a complexidade anatémica do espacgo pulpar, alguns tecidos organicos e bactérias
sdo frequentemente deixados dentro dos sistemas de canais radiculares apos a
instrumentacéo. A irrigacéo € complementar a instrumentagao para facilitar a remogao
de bactérias, detritos e a camada de esfregago (7,8). A eficacia da irrigagado depende
tanto da agao de descarga mecénica quanto da capacidade dos irrigantes de dissolver
o tecido e matar as bactérias (9). Uma série de estudos tém sido feitos examinando
os fatores fisicos que influenciam o grau de penetragédo do irrigante e sua eficacia,
incluindo a forma e o tamanho do canal, o volume e a pressao do irrigante, o tipo, o
tamanho e a profundidade de insergdo da agulha de irrigagéo(7,10-12). A dinamica
da irrigagdo desempenha um papel importante(5) na eficacia da mesma, dependendo
do (s) mecanismo (s) de funcionamento do irrigante e da capacidade de colocar o
irrigante em contato com os microrganismos e restos de dentina presentes no canal
radicular(13).
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Apesar de haver varias pesquisas avaliando a dinamica de fluidos no interior
do canal radicular, existem poucos estudos avaliando a efetividade das diferentes
canulas de irrigagdo na desinfec¢ao dos tubulos dentinarios.

Recentemente, tem havido um interesse significativo em biofilmes e seu papel
no prognostico endodéntico(14). O biofilme é uma comunidade estruturada de
bactérias aderidas a superficie do canal radicular, encerradas em uma matriz
polimérica protetora. Além disso, foi observado que fragmentos de biofilme podem se
desprender, derivar e se reconectar a qualquer superficie dentro do sistema de canais
radiculares, incluindo os tubulos dentinarios(14). Microrganismos em um biofilme
multiespécies trabalham juntos para compartilhar nutrientes e regular seus numeros
gerais, expressao génica de viruléncia e caracteristicas fenotipicas por mecanismos
de quorum sensing (15).

Biofilmes microbianos multiespécies em areas remotas do sistema de canais
radiculares s&o a principal causa de infec¢des persistentes, por isso sao claramente
o principal alvo para remogéao por irrigacéo(16,17). Enterococcus faecalis e Candida
spp. frequentemente estdo associadas a falhas no tratamento endoddntico (18-21).
Esses microrganismos podem penetrar facilmente nos tubulos dentinarios dos canais
radiculares (22).

E. faecalis € muito estudado na endodontia por causa de sua alta prevaléncia
em quadros de periodontite apical persistente(23). Além disso, este microrganismo
possui mecanismos intrinsecos de resisténcia a varios agentes antimicrobianos e
resisténcia adicional também pode ser conferida pela aquisicdo de determinantes
genéticos por transferéncia horizontal (24).

A incidéncia de Candida spp. na cavidade oral humana tem sido relatada
como sendo mais de 30% em adultos saudaveis e até 95% em pacientes
imunocomprometidos(25,26). Os fungos podem ser detectados em 7 a 18% dos
canais radiculares infectados, sendo C. albicans a espécie mais comum encontrada
(26). A capacidade de C. albicans aderir fortemente a dentina, formando tubos
germinativos, hifas e matriz extracelular espessa, contribui para o aumento da
resisténcia contra a resposta do sistema imunolégico e, portanto, pode contribuir
para a patogénese das doencgas perirradiculares e para agentes quimicos como
azois, anfotericina B, hidroxido de calcio, hipoclorito de soédio, peroxido de hidrogénio
e até radicais de oxigénio (ROS) (26-28).
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A detecgdo de Streptococcus mutans nos sitios orais tem sido objeto de
interesse, ndo apenas devido ao seu papel primario no aparecimento da carie, mas
também devido a sua associagdo com infecgbes extraorais, como a endocardite
infecciosa (El) (29,30). A viruléncia de S. mutans como um patégeno dentario reside
principalmente em sua capacidade de: (i) aderir e formar biofilmes nas superficies dos
dentes, (ii) produzir grandes quantidades de acidos organicos a partir de uma ampla
gama de carboidratos e (iii) tolerar condigcbes ambientais adversas, como baixo pH e
tensdes oxidativas(31).

Recentemente, Nomura et al.(32) relatou que S. mutans estavam presentes na
polpa inflamada (pulpite) em alta frequéncia (50%). Lima et al.(33) também
observaram que 60% das amostras de dentes com periodontite apical e 70% dos
dentes com abscesso apicais agudos foram positivas para S. mutans.

As complexidades anatémicas do sistema de canal radicular e a existéncia de
microrganismos como estruturas de biofilme aderentes a superficie sdo os principais
desafios na desinfeccdo do canal radicular(4,34). Uma maneira de contornar tais
desafios € combinar irrigantes adequados com uma técnica de irrigagao ideal para
atingir a redugcdo maxima desses biofilmes.

A'irrigacado com seringa continua sendo o método mais comumente usado entre
dentistas gerais e endodontistas(3,35,36). O irrigante & fornecido por uma seringa e
uma agulha é inserida proximo ao comprimento de trabalho (CT) e, finalmente, flui em
diregdo ao forame apical do canal radicular, onde geralmente é evacuado por uma
ponta de succéo (37). Certas canulas podem ser selecionadas para dispensar irrigante
através de sua extremidade mais distal, enquanto outras canulas fornecem irrigante
através de um sistema de entrega de porta lateral e extremidade fechada.

Apesar de seu amplo uso, a irrigagado com seringas parece incapaz de limpar e
desinfetar areas além do canal radicular principal (38,39). Portanto, modalidades
adjuvantes aos procedimentos quimico-mecéanicos na terapia endodéntica, como
medicamentos endoddnticos e terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT), tem sido
avaliadas (40).

Inicialmente recomendada para combater células tumorais (41), a aPDT,
atualmente, tem sido proposta como adjuvante ao tratamento endodontico, uma vez
que estudos mostraram descontaminagdao microbiana adicional quando o aPDT é
usada apds a preparagao quimico-mecanica (42—46). Essa estratégia envolve a
combinagcdo de um fotossensibilizador ndo téxico (FS) e luz de baixa intensidade
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para matar um amplo espectro de microrganismos. A maioria dos tratamentos de
aPDT combinam comprimentos de onda de luz vermelha visivel com a cor azul de
agentes fotossensibilizantes, como azul de metileno (AM) e azul de toluidina,
ftalocianina, porfirina, xanteno, monoterpeno. No entanto, estudos utilizando novos
agentes fotossensibilizantes permitiram o uso de fontes de luz em diferentes
comprimentos de onda. Os corantes vermelhos como eritrosina (47), bengala (48) e
curcumina (49-51) s&o interessantes para aPDT em odontologia, pois permitem o
uso de uma fonte de luz azul, como a luz de LED azul, recurso comumente presente
em consultérios clinicos. A morte dos microrganismos ocorre pela formagéao local de
espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singlete e radical hidroxila, entre outros
(52,53). A aPDT, comumente, tem um efeito de morte variavel contra diferentes
microrganismos, sendo menos efetiva contra fungos, seguido de bactérias Gram-
negativas e mais efetiva contra bactérias Gram-positivas (53,54). Outra vantagem
dessa técnica € ser minimamente invasiva, n&o induzir resisténcia e ser reproduzivel
(46)

Algumas outras estratégias tém sido propostas para aumentar a efetividade
da desinfeccdo durante o preparo quimico-mecanico dos canais radiculares. Entre
elas, tem se destacado a agitagdo das solugdes irrigadoras, seja ela realizada com
instrumentos em movimento rotatério ou reciprocante no interior dos canais
radiculares ou com o uso de insertos ultrassénicos.

O uso de dispositivos ultrassdnicos durante a irrigagéo tem sido proposto para
confrontar os problemas observados durante a limpeza e desinfeccao do sistema de
canais radiculares(44,55) e os resultados sao significativos na reducéo de bactérias
sobreviventes (56). A irrigacdo ultrassbnica passiva (PUI) parece melhorar esses
resultados (57), devido a um fluxo acustico no canal radicular (56). Essa técnica
facilita a penetragdo do irrigante, a dissolugao do tecido pulpar e a remogéo da smear
layer, se mostrando melhor do que a técnica convencional de irrigagdo com agulha
(58).

Um outro instrumento apontado para agitagdo de irrigantes, o XP-endo
Finisher (XPF; FKG Dentaire SA, La Chaux-de-Fonds, Suica), foi recentemente
introduzido como uma abordagem adjunta para melhorar a eficacia da irrigagédo em
endodontia. O XPF € um instrumento de tamanho #25.00 e produzido usando um
tipo especial de liga, o NiTi MaxWire (Martensite-Austenite Electropolish-FleX, FKG).

Segundo o fabricante, o instrumento é reto em sua fase M, quando é resfriado, e
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muda para a fase A quando é exposto a temperatura corporal, onde tera sua forma
de curva unica, com um comprimento de 10mm a partir da ponta e uma profundidade
de 1,5 mm por causa de sua memoria molecular (59). Sugere-se ser usado a 800
rpm com solugdes irrigantes apos preparagao do canal radicular até o tamanho # 25
ou maior. Alguns estudos mostram que esse instrumento & eficaz para remover
biofilme de regides de dificil acesso dos canais radiculares(59—61), sobretudo
quando utilizado em trés ciclos de 20 segundos cada (59)

Entretanto, & importante salientar que este instrumento foi desenvolvido para
possibilitar um efeito chicote sobre as irregularidades da superficie dos canais
radiculares e assim remover o biofiilme em areas de dificil acesso. Segundo o
fabricante, o instrumento XPF é capaz de tratar canais com morfologias complexas.
Ademais, quando a lima entra em contato com a dentina, ira limpa-la sem alterar o
formato original do canal. Tudo isso gragas a capacidade de ampliar seu alcance em
6mm. Portanto, promove respeito a morfologia do canal, preservagéo da dentina,
eliminagao de detritos e remogédo da medicagao intracanal no tratamento em varias
visitas ou do material de obturagéo residual em caso de retratamento(62).

Adotando os mesmos principios de otimizar a acdo de agentes quimicos e
usando instrumentos ndo afetados pelo contato com paredes do canal, pelo espaco
em que operam ou pela dispersao de forgas no interior do canal, um instrumento de
plastico de acrilonitrila butadieno estireno (ABS) chamado Easy Clean (EC) foi
desenvolvido (Easy Equipamentos Odontologicos, Belo Horizonte, Brasil). O
instrumento tem um tamanho de 25.04, uma secc¢ao transversal em forma de hélice
e opera com um movimento reciproco (63) ou rotatério. Este instrumento se mostrou
eficaz na remogao da smear layer da regido apical assim como em istmos, embora
ainda tenham poucos estudos sobre (63,64)

Assim, torna-se necessaria a avaliagcdo antimicrobiana intratubular dos
dispositivos adjuvantes ao PQM, além da aPDT e das diferentes canulas existentes
no mercado, com o intuito de otimizar a maior descontaminacéo possivel do sistema
de canais radiculares, levando os tratamentos endodénticos a uma maior taxa de

SuUcCesso.

2. ARTIGOS
2.1.ARTIGO 1



22

The impact of mechanical instrumentation and physical means and aPDT on root
canal decontamination

Samilla Santos Gongalves Monteiro, MSc, Maricel Rosario Cardenas Cuellar, MSc,
Marcia Sirlene Zardin Graeff, PhD?2, Clovis Monteiro Bramante, PhD?, George T
Candeiro, PhDP, Flaviana Bombarda de Andrade, PhD?

aDepartment of Restorative Dentistry, Endodontics, and Dental Materials, Bauru
School of Dentistry, University of Sdo Paulo, Bauru, Sdo Paulo, Brazil.
b Department of Dentistry, University Christus, Fortaleza, Ceara, Brazil.

Corresponding Author:

Flaviana Bombarda de Andrade

Department of Restorative Dentistry, Endodontics and Dental Materials, Bauru
School of Dentistry, University of Sdo Paulo. Al Dr. Octavio Pinheiro Brisola n°. 9-75,
17012-901, Bauru, Sao Paulo, Brazil. Phone number: +55 14 3235-8000. E-mail
Address: flaviana@fob.usp.br

Abstract

Aiming to enhance root canal decontamination, several protocols supporting
mechanical chemical preparation have been proposed. The objective was to evaluate
ex vivo intratubular decontamination through photodynamic therapy (aPDT), agitation
of the irrigating solution with Easy Clean (EC), XP Endo Finisher (XP), and passive
ultrasonic irrigation (PUI) used after mechanical preparation of root canals on mixed
biofilm. Sixty-six standardized single-rooted tooth roots were contaminated with E.
faecalis and C. albicans for 7 days with a centrifugation protocol for colonization of
dentinal tubules. The roots were instrumented and submitted to five adjuvant protocols:
1) conventional irrigation (Cl) with distilled water, 2) IC + aPDT application, 3) PUI, 4)
irrigation with agitation by EC 25.04 and 5) irrigation with agitation by XP. After these
protocols, the roots were sectioned longitudinally, stained with Life&Dead dye, and
visualized through confocal laser scanning microscopy (CLSM), obtaining images of
the cervical and apical regions. Live and dead bacteria were stained in green and red
respectively and quantified. After statistical analysis by the Kruskal-Wallis test followed
by Dunn (P<0.05), it was observed that PUl and XP promoted greater bacterial death,
being statistically similar to each other. EC, aPDT, and IC were similar to the positive
control group, being less effective. Intratubular decontamination of mixed biofilm was

best performed by XP-Endo Finisher physical instruments/devices.
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INTRODUCTION

One of the main goals of endodontic treatment is the elimination of
microorganisms present in the root canal system. However, despite all efforts, we are
still faced with failure in some cases in endodontics. Endodontic treatment failure may
be related to several factors, such as the anatomical complexity of the root canals and
microbial persistence (1). Therefore, every effort during the mechanical chemical
preparation must be made to eliminate the maximum number of microorganisms from
the root canals before filling them (1).

Although mechanical preparation of the root canal system is more effective in
reducing the number of bacteria, instrumentation alone is often not sufficient to carry
out adequate disinfection (2).

Previous studies observed that intratubular contamination may contribute with
unsuccess in endodontic treatment(65). Some bacteria, mainly Gram-positive, may
colonize dentinal tubules and keep able for a long time after obturation of root canals
(14,16,23). Lipoteichoic acid (LTA) is one of virulence factor of Gram-positive bacteria
that may result in an apical inflammatory response and allows the colonization of
dentinal tubules. Enterococcus faecalis is one of the most resistant bacteria into
dentinal tubules and its synergy with Candida albicans have been studied (66,67)

Several devices have been recommended to optimize the root canal disinfection
to complement the conventional mechanical preparation and irrigation using needle
and syringe. Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT), agitation of the irrigating
solution with Easy Clean (EC), passive ultrasonic irrigation (PUI) and XP-Endo Finisher
(XP) are examples of these devices and present suitable results for in vitro, ex vivo
and in vivo studies z(13,56-58,61,64,68—74).

Calcium hydroxide medication is not able to eliminate bacteria into dentinal
tubules and the use of a complementary device can maximize it. However, limited
studies have observed the efficacy of complement devices to disinfect dentinal tubules.

The objective of the present ex vivo research was to evaluate intratubular
decontamination by antimicrobial photodynamic therapy (aPDT), conventional
irrigation and agitation of the irrigating solution with Easy Clean (EC), XP-Endo
Finisher (XP) and passive ultrasonic irrigation (PUI), used after root canal preparation.
The null hypothesis is that these complementary devices have no influence to
disinfect dentinal tubules.

MATERIAL AND METHODS
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Specimen preparation

Sixty-six unirradicular human teeth freshly extracted (with a single canal,
closed Apex, without caries and calcification of the canal, confirmed by radiography)
were selected based on dimensional and morphological similarities and stored in 1%
sodium hypochlorite for 48 hours for initial decontamination and were subsequently
immersed in distilled water. The crowns were cross-cut with a carborundum disc and
the length of the specimens was standardized to 15+0.5mm. Specimens were
instrumented in the root canal total length to file #25.01 (Prodesign Logic file, Easy
Equipamentos Odontolégicos, Belo Horizonte, Brazil).

Then, specimens were submitted to three ultrasonic baths of 10 min each one
with 1% sodium hypochlorite, 17% EDTA, and saline to neutralize the anterior
substances. The specimens received a double layer of red nail polish (L’Oréal
Colorama, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) externally to promote posterior contamination
only by the main root canal. The specimens were sterilized by autoclave (Cristofoli,
Campo Mourdo, PR, Brazil) for 20 min at 121°C.

Dentin contamination

Isolated colonies of E. faecalis (ATCC 29212) and C. albicans (ATCC 10231)
were used to create the inocula in BHI suspension after successive cultures. The cell
suspension was spectrophotometrically (Bel Photonics, Osasco, SP, Brazil)
measured according to the turbidity of the McFarland scale and adjusted to
3x108CFU/mL for E. faecalis and 7 x 106 CFU/mL for C. albicans. The microbial
growth curve was established previously and C. albicans was allowed to proliferate
some hours before E. faecalis in this inocula.

The protocol proposed by Andrade et al. (2015) (75) was followed to infect the
dentin. Under a hood, the specimens were individually inserted into microtubes with
1 mL of sterilized BHI solution and transferred to an ultrasonic bath for 15 min to
allow the culture medium to penetrate the dentinal tubules. The BHI inoculum was
added into the microtubes by a pipette (Nichipet EX, Nichiryo, Tokyo, Kanto, Japan)
and the centrifugation protocol was performed. The BHI solution was changed after
24h, and the centrifugation protocol was repeated after 48h. All specimens were
contaminated for 5 days and the effectiveness of the contamination protocol was
confirmed by the observation at the CLSM, by means of positive control specimens.

Protocol of desinfection
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Instrumentation was performed with the reciprocating system using the crown-
down technique and following the manufacturer’s instructions until the 25/.08
instrument was at working length. Before and after the instrumentation, the irrigating
solution was renewed. The specimens were submitted to the additional intracanal
disinfection protocol described below according to the group assigned:

Conventional Irrigation: the specimens were subjected to final irrigation with
6ml of distilled water

aPDT: After the endodontic procedure, the canal was irrigated with 0.5 mL of
the photosensitizer and left inside the root canal for 2 minutes as pre-irradiation time.
The root canal was then irradiated for 240 seconds (total energy, 9.6 J), with a
disposable 200mm diameter fiber-coupled diode laser (MMOptics, Sao Paulo, Brazil).
The laser delivered 660 nm light at a total power of 40 mW out of the fiber. The fiber
was placed in the apical portion of the root canal at a point where resistance to the
fiber was just felt (usually 1 mm from the apex), and spiral movements, from apical to
cervical, were manually performed to ensure even diffusion of the light inside the canal
lumen. The specimes were subjected to final irrigation with 6 mL of distilled water to
remove the photosensitizer (42).

PUI: After the endodontic procedure, the canal was irrigated with 0.5 mL of the
distilled water (NaviTip® - 29 G, Ultradent, South Jordan, UT, EUA). The solution was
agitated in the canals for 1 min by means of an endodontic ultrasonic soft file 20.01
E1-Irrisonic (Helse Industria e Comeércio Ltda, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil) that
was mounted on an ultrasonic unit Piezon Master PM200 - EMS (EMS, Séao Bernardo
do Campo-SP, Brazil). Passive ultrasonic activation of the irrigant was repeated 3
times, for 20 seconds each.

EasyClean: After the endodontic procedure, the canal was irrigated with 0.5 mL
of the distilled water that was activated using the EasyClean tip (Easy Equipamentos
Odontolodgicos, Belo Horizonte, MG, Brazil). This instrument has a size 25.04 taper
and was coupled to an electric motor VDW Silver Reciproc® (VDW, Munique,
Germany) in reciprocating motion. The activation of the irrigant was repeated 3 times,
for 20 seconds each, completing one minute, as the anterior group.

XP-endo: XPF was placed in a contra-angle handpiece (Dentsply Tulsa Dental,
Tulsa, OK, USA), inserted into the canal, and then activated (800 rpm and 1-Ncm
torque) for 20 seconds and gentle 7- to 8-mm lengthwise vertical movements to contact
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the full length of the canal as suggested by the manufacturer with distilled water inside

the root canal. This cycle was repeated 3 times.

CLSM analysis

Ten teeth of each group were used in the CLSM analysis. Longitudinal sections
of the specimens were created with a diamond disc and saline sterilized solution in an
Isomet machine (Isomet, Buehler, IL, EUA) to obtain two halves. Next, 17% EDTA was
utilized for 5 min to remove the cut smear layer and then washed in saline solution.
The halves of the dentinal tubes were stained with 30 yL of Live and Dead® dye for
10 min.

The samples were examined on an inverted Leica TCS-SPE confocal
microscope (Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Baden-Wurttemberg, Germany)
using a 40X magnification oil lens. The pictures were obtained by using about 23
sections of 1 ym step size in a format of 1024x1024 pixels. Four images were taken of
the cervical and apical portions of each specimen half. For each portion, the images
were taken in the most superficial region near the canal and in the greater dentinal
depth. Images were acquired using the Leica Application Suite-Advanced
Fluorescence software (LAS AF, Leica Mannheim, Baden-Wurttemberg, Germany).
The evaluation of bacterial viability was made with the biolmageL TM v21 software for
the bacterial count (green/live and red/dead).

RESULTS

After statistical analysis by the ANOVA test followed by Tukey (P<0.05) it was
observed that PUI and XP promoted greater bacterial death, being statistically similar
to each other. The EC, aPDT and IC were similar to the positive control group, being
less effective (Table 1, Figure 1). The cervical and apical areas, as well as superficial
and deep areas were also compared and the results among the groups of treatment
were the same (data not shown) of the total comparison, without separate the areas.
The images obtained in CLSM and after processing, for each test group, are shown in
Figure 2.
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Table 1. Mean and standard deviation of percentage showing microbial viability of the tested

groups
Conventional PUI  XP Endo CEIasy aPDT  C+
Irrigation ean
media 54,508¢ 40,02° 21,28 5825 59,19 73,54°
Standard deviation 9,937 1403 8844 655 2341 1031

Different capital letters indicate significant statistical differences.
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Figure 1.Graph of media and standard deviation of percentage of
bacterial viability. Comparison of conventional irrigation, PUI, XP-
Endo, EasyClean, aPDT and Positive Control (C+) groups. Different
capital letters indicate significant statistical differences.
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Figure 2. Viability images obtained in CLSM after processing for each test group. Green staining indicates
viable bacteria while red staining expressed dead bacteria. G1 (Group 1): image of a tooth treated with
convencional irrigation; G2: image a tooth treated; G3: tooth treated with XP-endo finisher; G: tooth treated
with Easy Clean; G5: tooth treated with the Photodynamic Therapy; C+: positive control tooth.

DISCUSSION

This study compared 5 different irrigation protocols and their abilities to
eliminate microorganisms in the root canal space, as well as their ability to penetrate
the dentinal tubules to kill these microorganisms. This study presents the confocal
laser microscope (CLSM) and specific imaging programs as an analysis method to
calculate the percentage of viable bacteria in the dentinal tubules. The data reflect the
efficiency levels of the different irrigation protocols tested to kill the microorganisms
that deeply colonized the dentinal tubules. According to these results, the null
hypothesis was partially accepted.

E. faecalis and C. albicans were chosen for this study because they were
isolated from the root canal system in cases of failure (1,19,20). Furthermore, these
microorganisms can penetrate the dentinal tubules (21) and form biofilms, which are
more resistant to canal disinfection (22).

The root canal was standardized to be straight or with a curvature of less than
20° and a 30 G needle was used for irrigation. This increases needle depth compared

to severely curved roots (23), improving the irrigation effect (24,25). The present study
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used distilled water as an irrigating solution in order to evaluate the disinfectant action
promoted by the supporting strategies without interference from the irrigating solution.

It can be considered that a limitation of our work was the use of distilled water
as an irrigant, since it does not have antimicrobial properties. It should be noted,
however, that in some clinical conditions the use of irrigating solutions commonly used
in endodontics, such as sodium hypochlorite or chlorhexidine, represents a risk due to
their cytotoxic potential(26—29). Situations such as incomplete rhizogenesis, or
perforating resorptions, or even in cases of accidents and complications such as
perforations.

As in other studies (12,24,30,31), the XP-Endo Finisher, used as an adjuvant in
the final irrigation, proved to be effective in biofilm removal and disinfection when
compared with conventional irrigation, Easy Clean and aPDT. For Tufenkgi (32) there
was no statistically significant difference in bacterial reduction when using the XP-Endo
finisher. It is possible that this difference in the result in relation to the present study is
related to the method of analysis, given that this study used the counting of colony
forming units while we evaluated the viability of microorganisms through CLSM.

PUI is more effective than conventional irrigation in cleaning the root canal
system (33,34,17). This type of irrigation has the potential to remove remnants of
dentin and organic tissue from areas inaccessible to instrumentation (29) and has been
shown to be superior to the various techniques of agitation of irrigating solutions in
some studies (35). We observed that both PUI and XPF performed better than the
other tested groups, which may be associated with the fact that these two instruments
are metallic. In addition, according to the manufacturer XPF has the ability to extend
its reach by 6mm. Therefore, it promotes respect for canal morphology, preservation
of dentin, elimination of debris and removal of intracanal medication in multi-visit
treatment or residual filling material in case of retreatment (36).

Some studies show a greater effectiveness of the Easy Clean instrument in
removing debris (37). However, the objective of the present study was to evaluate the
disinfection promoted by the different supporting strategies and it was possible to
observe that the viability of microorganisms in the canals treated with Easy Clean was
statistically similar to conventional irrigation, to the positive control group and to aPDT.
Fernandes et al analyzed the effectiveness of three irrigation systems: EndoActivator,
passive ultrasonic irrigation (PUl) and Easy Clean in reducing Enterococcus faecalis
through microbiological collection and culture method. The control group had a



30

significantly higher amount of CFU/mL after the chemical-mechanical preparation than
the other groups, which were similar to each other (p > 0.05) (33).

Several studies (38-41) demonstrate greater disinfection of the root canal
system when using aPDT. In none of these studies, however, the level of disinfection
achieved is compared to irrigation strategies that involve agitation of the irrigating
solution. It should be noted that the method of analysis used in these studies used
microbiological collections of root canals followed by counting of CFU's. This method
only allows us to verify the bacterial viability inside the main canal, while through CLSM
and the intratubular infection protocol it is possible to verify the level of disinfection of
the dentinal tubules. In our study, as in some previous studies (42,43), no statistically
significant difference was observed between conventional irrigation and the use of
aPDT.

The intratubular decontamination of mixed biofilm was best performed by

physical instruments/devices XP-Endo Finisher.
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2.2. ARTIGO 2

Descontaminacgao intratubular de biofilme multiespécie apoés o preparo quimico-

mecanico com diferentes agulhas de irrigagao

Monteiro, S. S. G.", Barros, M.C. ", Pedrinha, V.F.', Andrade, F.B."
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RESUMO

A irrigacdo desempenha papel fundamental para desinfec¢cdo de regiées nao
alcangadas pelos instrumentos endodénticos.  Objetivou-se avaliar a
descontaminacéo intratubular e na luz do canal ex vivo através de diferentes agulhas
de irrigagao durante preparo quimico-mecanico dos canais radiculares sobre biofilme
multiespécie. Quarenta e quatro raizes de dentes unirradiculares padronizadas
foram contaminadas com E. faecalis, C. albicans e S. mutans por 7 dias com
protocolo de centrifugagao para colonizagao dos tubulos dentinarios. As raizes foram
instrumentadas e submetidas a irrigagdo com agua destilada esterilizada por 4
agulhas diferentes: extremidade aberta, extremidade aberta com abertura lateral,
extremidade fechada com uma abertura lateral e extremidade fechada com duas
aberturas laterais. Foram realizadas coletas microbiolégicas antes e apods a
instrumentacéo e apos a irrigagao final para contabilizagdo de Unidades Formadoras
de Colbnias (CFU/mL). Apds estes protocolos as raizes foram seccionadas
longitudinalmente, coradas pelo kit Life&Dead e visualizadas através de microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM), obtendo-se imagens das porg¢des cervical e
apical. As bactérias vivas e mortas foram coradas em verde e vermelho
respectivamente e quantificadas. Apds analise estatistica comparativa pelos testes
ANOVA seguido de Tukey e Kruskal-Wallis seguido de Dunn (P<0,05), observou-se
que houve diferenga entre a coleta inicial e as coletas apés instrumentacéo e irrigagcéo
final. O pior desempenho antimicrobiano foi da agulha de extremidade fechada com
unica saida lateral, seguido pela extremidade aberta e ventilagao lateral. A agulha de
saida frontal teve performance intermediaria e a agulha que gerou melhor
descontaminagao intratubular foi a de extremidade fechada com duas saidas laterais.
Em concluséo, a descontaminacéo intratubular de biofilme misto foi melhor realizada

pela canula de extremidade fechada com duas saidas laterais.

INTRODUGCAO
Um objetivo importante da instrumentacdo mecénica e irrigagdo na terapia

endodéntica é a eliminagdo de microrganismos e tecido pulpar infectado(6). Porém,



35

devido a complexidade anatébmica do espago pulpar, alguns tecidos orgénicos e
bactérias sado frequentemente deixados dentro dos sistemas de canais radiculares
apo6s a instrumentacdo. Biofilmes microbianos multiespécies em areas remotas do
sistema de canais radiculares sdo a principal causa de infec¢des persistentes, por isso
sdo claramente o principal alvo para remogao por irrigacéo (16).0 importante papel
da irrigagdo do canal radicular €, portanto, remover o biofilme bacteriano residual
inacessivel nas superficies ndo instrumentadas, remover detritos e a camada de

esfregaco (7,8).

A eficacia da irrigagado depende tanto do turbilhdo quanto da capacidade dos
irrigantes de dissolver o tecido e matar as bactérias (9). Existem uma série de estudos
examinando os fatores fisicos que influenciam o grau de penetragéo do irrigante e sua
eficacia, incluindo a forma e o tamanho do canal, o volume e a pressao do irrigante, o
tipo, o tamanho e a profundidade de inser¢do da agulha de irrigagdo(7,10-12). A
dinamica da irrigagdo desempenha um papel importante(5) na eficacia da irrigacéo,
dependendo do mecanismo de funcionamento do irrigante e da capacidade de colocar
o irrigante em contato com os microrganismos e restos de dentina presentes no canal
radicular(13). Uma melhor compreensédo das interagdes entre esses fatores pode
levar a uma maior eficacia da irrigagdo do canal radicular durante a terapia

endodobntica.

A irrigacdo convencional com seringas continua sendo o método mais
comumente usado entre dentistas gerais e endodontistas (35,36); o irrigante é
fornecido por uma seringa e uma agulha inserida préximo ao comprimento de trabalho
e, finalmente, flui em direcdo ao forame apical do canal radicular, onde geralmente é
evacuado por uma ponta de sucgao (37). Esse método tem sido defendido como um
meétodo eficiente de aplicagdo de irrigante(76). Existem no mercado diferentes
agulhas que podem variar em calibre e no design da ponta, podendo apresentar
extremidade aberta, com ou sem saida lateral e extremidade fechada, com 1 ou varias
saidas laterais. Alguns autores pesquisaram sobre a dinamica de fluidos no interior
dos canais ao utilizar diferentes canulas de irrigagdo, ou ainda a capacidade de
remogao de debris (77)alcangada com a utilizagdo delas, porém pouco se sabe sobre
a efetividade em remover o biofilme intratubular. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a desinfeccéo de diferentes canulas irrigadoras sobre biofilme multiespécies

intratubular e da luz do canal.
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MATERIAIS E METODOS

Preparagcao da Amostra

Quarenta e quatro dentes humanos unirradiculares recém-extraidos (com canal
unico, apice fechado, sem carie e calcificagdo do canal, confirmada por radiografia)
foram selecionados com base em semelhangas dimensionais e morfolégicas e
armazenados em hipoclorito de sédio 1% por 48 horas para descontaminagao inicial,
e posteriormente imersos em agua destilada. As coroas foram cortadas
transversalmente com um disco de carborundum e o comprimento dos espécimes foi
padronizado para 15+0,5mm. Os espécimes foram instrumentados no comprimento
total do canal radicular com lima n°® 25.01 (Prodesign Logic file, Easy Equipamentos
Odontolégicos, Belo Horizonte, Brazil).

Em seguida, os espécimes foram submetidos a trés banhos ultrassénicos de
10 min cada um com hipoclorito de sédio 1%, EDTA 17% e solucédo salina para
neutralizar as substancias anteriores. Os espécimes receberam uma dupla camada
de esmalte vermelho (L’Oréal Colorama, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) externamente
para promover a contaminagao posterior apenas pelo canal radicular principal. Os
espécimes foram esterilizados em autoclave (Cristofoli, Campo Mourdo, PR, Brasil)

por 20 minutos a 121°C.
Contaminagao da dentina

Coldnias isoladas de E. faecalis (ATCC 29212), C. albicans (ATCC 10231) e S.
mutans (ATCC 25175) foram utilizadas para criar o in6culo em suspenséo de BHI apos
cultivos sucessivos. A suspensao celular foi medida espectrofotometricamente (Bel
Photonics, Osasco, SP, Brasil) de acordo com a turbidez da escala de McFarland e
ajustada para 3x108CFU/mL para E. faecalis e S. mutans; e 7 x 108 UFC/mL para C.
albicans. A curva de crescimento microbiano foi previamente estabelecida e permitiu-
se que C. albicans proliferasse algumas horas antes de E. faecalis e S. mutans neste
inoculo.

O protocolo de Andrade et al. (2015) (16) foi seguido para infectar a dentina.
Sob um fluxo laminar, os espécimes foram inseridos individualmente em microtubos
com 1 mL de solugéo esterilizada de BHI e transferidos para um banho ultrassénico
por 15 minutos para permitir que o meio de cultura penetrasse nos tubulos dentinarios.
O in6culo de BHI foi adicionado aos microtubos por uma pipeta (Nichipet EX, Nichiryo,

Toquio, Kanto, Japéo) e o protocolo de centrifugagao foi realizado. A solugéo de BHI



37

foi trocada apds 24 h, e o protocolo de centrifugacéo foi repetido apds 48 h. Todos os
espécimes foram contaminados por 7 dias e a eficacia do protocolo de contaminagao
foi confirmada pela observagao no CLSM, por meio de espécimes de controle positivo.

Protocolo de Desinfec¢ao e Coleta de Microbiologia

A instrumentacgao foi realizada com o sistema reciprocante Reciproc (VDW,
Munique, Alemanha) usando a técnica coroa-apice e seguindo as instrugbes do
fabricante até que o instrumento 25/.08 e 40/.06 estivessem no comprimento de
trabalho. Apos o uso de cada instrumento, 10mL de agua destilada esterilizada foram
utilizados como solugéo irrigadora em um fluxo constante de 0,26mL/s (17), além de
uma irrigagao final com 10mL de agua destilada esterilizada. As coletas foram
realizadas com 3 cones de papel esterilizados (15/02): antes da instrumentagao (CO0),
apos a instrumentacdo (C1) e apds a irrigagao final (C2). Os cones de papel foram
inseridos em um microtubo contendo 1mL de caldo BHI, depois passaram por
diluicbes seriadas e semeados nos seguintes meios para o crescimento dos
microrganismos isolados: agar M-enterococcus (KASVI, Curitiba, Brasil) para
crescimento de E. faecalis, Agar Sabouraud com Clorafenicol (KASVI, Curitiba, Brasil)
para o crescimento de C. albicans e agar Mitis Salivarius (Difco, Kansas City, MO,
EUA) para o crescimento de S. mutans. Apos 48 horas, foram contadas as unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) nas placas.

Os dentes foram divididos em quatro grupos de acordo com as céanulas de
irrigacao utilizadas: agulha com extremidade aberta e ventilagdo lateral (Endo-eze,
Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA) (G1), agulhas de ponta fechada com
ventilacdo lateral (Max-i-probe, Dentsply , Surrey, Reino Unido) (G2), agulha plana
(abertura frontal) (NaviTip; Ultradent, South Jordan, UT)(G3) e ponta fechada com
ventilacdo lateral dupla (Endo-Irrigation Needle; Transcodent, Neumu “nster |,
Germany)(G4). Todas as canulas utilizadas tinham o mesmo tamanho 30G, que
corresponde a um instrumento n°® 35 e foram colocadas a Tmm do comprimento de
trabalho (WL). Apenas 10 dos 11 dentes foram utilizados para coletas microbioldgicas,
ja que 1 dente de cada grupo foi utilizado como controle positivo para analise por
MCVL.
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Analise por MCVL

Dez dentes de cada grupo foram usados na analise por MCVL. Cortes
longitudinais dos espécimes foram criados com um disco de diamante e solug&o salina
esterilizada em uma maquina Isomet (Isomet, Buehler, IL, EUA) para obter duas
metades. Em seguida, 17% de EDTA foi utilizado por 5 min para remover a smear
layer do corte e depois lavada em solugdo salina. As metades dos tubos de dentina
foram coradas com 30 uL de corante Live and Dead® por 10 min.

Os espécimes foram examinados em um microscépio confocal Leica TCS-SPE
invertido (Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Baden-Wurttemberg, Alemanha)
usando uma lente de ampliagdo de 40X com oleo de imersao. As imagens foram
obtidas usando cerca de 23 se¢des de passo de espessura de 1 ym em um formato
de 1024x1024 pixels. Quatro imagens foram tiradas das porgdes cervical e apical de
cada metade do espécime. Para cada porg¢ao, as imagens foram feitas na regido mais
superficial proxima ao canal e na maior profundidade dentinaria. As imagens foram
adquiridas usando o software Leica Application Suite-Advanced Fluorescence (LAS
AF, Leica Mannheim, Baden-Wurttemberg, Alemanha). A avaliagdo da viabilidade
bacteriana foi feita com o software biolmageL TM v214 para a contagem bacteriana
(verde/viva e vermelha/morta).

Os dados de UFC/mL e porcentagem de viabilidade bacteriana foram tabulados
e submetidos ao teste de normalidade. Nas diferentes analises, conforme a
distribuicdo normal ou n&o, utilizaram-se os testes ANOVA seguido de Tukey ou
Kruskal-Wallis seguido de Dunn (P<0,05) para comparacéo estatistica dos grupos de
estudo. Para avaliagédo dentro de cada grupo, das diferengas entre cada fase, utilizou-
se o teste de Friedman quando os dados foram nao paramétricos e ANOVA para os
parameétricos (P<0,05).

RESULTADOS

Os resultados mostraram uma reducgao significativa nas bactérias apos 30mL de
irrigacédo dentro dos grupos individuais. No entanto, para todos os microrganismos
presentes no biofilme ndo houve diferencga significativa entre C1 e C2, para todas as
céanulas irrigadoras testadas (Fig. 1-3).
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Figura 1. Gréficos de valores médios de colbnias bacterianas de S. mutans para cada cénula de irrigagéo utilizada
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Figura 2. Gréficos de valores médios de colbnias bacterianas de C. albicans para cada canula de irrigagao utilizada
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Figura 3.. Gréficos de valores médios de colbnias bacterianas de E. faecalis para cada cédnula de irrigagdo utilizada
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Figura 4. Graficos de valores médios de colbnias bacterianas comparando os quatro grupos de canulas
na coleta pés-irrigagé@o final. A) Log de colénias de C. albicans apos irrigagéo final com as diferentes cénulas; B)
Log de colbnias de E. faecalis apds irrigagao final com as diferentes canulas; C) Log de colbnias de S. mutans
apos irrigagéo final com as diferentes canulas.
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Figura 5 — Imagens MCVL representativas da area total dos tubulos dentinarios. (G1) Canula em forma
de extremidade aberta e ventilagdo lateral; (G2) Canula de extremidade fechada com uma saida lateral; (G3)
Cénula com extremidade aberta; (G4) Canula de extremidade fechada com saida bilateral; (C+) Controle positivo.
Células viaveis coradas em verde e as nao viaveis em vermelho. Ampliagcdo 40x. Barras: 20,0 um.

Quando comparadas a desinfeccdo alcancada pelas diferentes canulas
irrigadoras observou-se que para E. faecalis nao houve diferenga estatistica entre os
grupos G3 e G4, somente. Para C. albicans os grupos G1 e G2 foram estatisticamente
semelhantes entre si, assim como G3 e G4. Para S. mutans todas as cénulas
irrigadoras tiveram comportamento estatisticamente semelhante. Na figura 4, se
encontram a comparagéo das unidades formadoras de colbnias entre os grupos de

canulas.

Os dados de viabilidade obtidos através de CLSM mostraram diferenca entre os
grupos teste e o controle positivo. A agulha de extremidade fechada e duas aberturas
laterais apresentou menor viabilidade, porém nao foi possivel observar diferenca

estatistica entre as diferentes agulhas de irrigagéo (Fig 5).
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DISCUSSAO

As complexidades anatdbmicas do sistema de canal radicular e a existéncia de
microrganismos na estrutura de biofilme aderente a superficie sdo os principais
desafios na desinfecgdo do canal radicular(4,17). Uma maneira de contornar tais
desafios é combinar irrigantes ideais com uma técnica de irrigagéo ideal para atingir a
reducdo maxima de biofilmes aderentes a superficie dos canais radiculares. O uso de
irrigantes antimicrobianos, como hipoclorito de sédio, s&o mais eficientes
na reducdo das bactérias viaveis dos canais radiculares(78). No entanto,
O oObjetivo neste estudo foi avaliar a eficacia ~mecanica dos
irrigantes quando administrados usando pontas de agulha diferentes. Assim, a agua
destilada esterilizada foi usada como irrigante. (10)

E. faecalis e C. albicans foram escolhidos para o este estudo porque foram
repetidamente isolados do sistema de canais radiculares em casos de insucesso
(1,79,80). Além disso, esses microrganismos podem penetrar nos tubulos
dentinarios(79,81) e formam biofilmes, que sdo mais resistente a desinfecgdo do canal
(82). Recentemente, S. mutans também foi encontrado em alta prevaléncia em
infeccbes endoddnticas assintomaticas e sintomaticas, inclusive em abscessos (33).

No presente estudo, os canais foram instrumentados até um preparo apical de
tamanho 40, que € o tamanho apical minimo para facilitar a remogéao de debris (11,83).
O volume de irrigante € conhecido por afetar a limpeza do canal radicular (76,84,85),
e no presente estudo em todos os grupos foi utilizado o mesmo volume de irrigante
em quantidade suficiente para possibilitar uma excelente troca de fluidos no interior
dos canais radiculares.

As canulas irrigadoras que apresentaram melhor desempenho para remogao do
biofilme no presente estudo foram as de abertura frontal (G3) e a de extremidade
fechada com duas aberturas laterais (G4). Diversos estudos que utilizam dinamica de
fluidos computacional avaliaram velocidade, alcance e turbuléncia gerada por
diferentes canulas de irrigacao(9,37,86—89). Estes estudos mostram que as agulhas
abertas criaram um jato em direc&o ao apice e reposi¢gao maxima de irrigante. Dentro
deste grupo, as agulhas com abertura lateral pareciam menos eficiente em termos de
substituicdo de irrigante(9,37,86-90), mas uma tensdo de cisalhamento muito maior
em uma regido localizada da parede do canal (proxima a saida da agulha) (5,13,30—
35). O padrao de fluxo das agulhas fechadas era diferente em comparagdo com as
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agulhas abertas. O fluxo foi mais direcionado para a parede do canal radicular no lugar
do apice (9,37,71,86-90).

Tem sido sugerido que a agulha com abertura lateral € mais eficiente do que as
e entalhadas na remogéo de corante(91) ou bactérias bioluminescentes (10). Esses
estudos avaliaram principalmente a capacidade de cada agulha de trocar o irrigante
no canal radicular, em vez de separar detritos ou microrganismos da parede, porque
tanto as particulas de corante quanto as bactérias bioluminescentes estavam em
suspensao.

A profundidade da colocagdo da agulha € um fator importante na redugédo da
contagem de bactérias durante a irrigagdo do canal radicular (11,92). A substituicdo
do irrigante em agulhas abertas estendeu-se além de 2 mm apicalmente, ao passo
que foi limitada em 1 a 1,5 mm apicalmente em agulhas com pontas fechadas(37,87—
89). Devido a possivel interferéncia na troca de fluidos no tergo apical estabelecemos
a distancia de 1Tmm do comprimento de trabalho para inser¢do das agulhas de
irrigacao.

No presente estudo a descontaminag¢ao na luz do canal radicular de biofilme
multiespécie foi maior quando utilizadas agulhas de irrigagcado de extremidade aberta,
provavelmente devido ao maior fluxo produzido, gerando uma maior movimentagao
do irrigante. Também a de extremidade fechada com duas aberturas laterais, que
promoveu a maior descontaminag¢ao no interior do canal radicular, se deve ao fato do
fluxo do irrigante ser direcionado lateralmente, atingindo mais superficies internas da
parede de canais radiculares. Clinicamente, pode-se extrapolar esse efeito em diregéo
lateral também as possiveis ramificacdes do terco apical. Para descontaminacéo dos
tubulos dentinarios os resultados observados através de MCVL nao permitiram
observar diferenga estatistica significante entre as diferentes cénulas utilizadas.
Sugere-se o uso de canulas de abertura fronta ou com extremidade fechada e duas
aberturas laterais no tratamento endoddntico, objetivando a maior descontaminagéo

possivel do sistema de canais radiculares.
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3. DISCUSSAO AMPLIADA E FUNDAMENTADA

O objetivo da irrigacdo desenvolvida atualmente € aumentar as taxas de
sucesso do tratamento endodéntico, proporcionando uma irrigagao eficaz dos canais
radiculares, eliminando o maximo possivel os microrganismos desta superficie,
removendo substancias toxicas, esfregagcos e detritos(93,94). Por isso, & de
fundamental importancia a realizagdo de pesquisas sobre técnicas de irrigagdo que
propiciem o maior nivel de limpeza.

Uma vez que as infecgbes endoddnticas sdo de origem multiespécie e
organizadas em biofilmes, a geragao de biofilmes bacterianos padronizados realistas
fora da boca € notoriamente dificil (95). O uso de modelos de monoespécies para
avaliar agentes antimicrobianos €& considerado uma desvantagem critica na
endodontia, pois as infecgdes do canal radicular na clinica s&o polimicrobianas (96—
98).

E. faecalis e C. albicans foram escolhidos para estes estudos porque foram
repetidamente isolados de canais radiculares em casos de insucesso (1,79,80,99).
Além disso, esses microrganismos podem penetrar nos tubulos dentinarios(79,81) e
formam biofilmes, que sdo mais resistente a desinfecgéo do canal (82).

S.mutans foi encontrado em alta prevaléncia em infec¢gdes endoddnticas
assintomaticas e sintomaticas, inclusive em abscessos, mas nao foi detectado nos
canais radiculares de dentes com polpa vital normal (33)

Um estudo anterior (100) investigou o perfil bacteriano de exsudato purulento
de abscessos apicais agudos (AAA) e de canais radiculares de dentes com
periodontite apical assintomatica (PAA) usando a técnica “checkerboard”, visando
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identificar 40 espécies/filétipos bacterianos. Encontraram a presencga de espécies de
estreptococo em 45% dos AAA e nos canais radiculares de pacientes assintomaticos
(~ 33%). Em um estudo mais recente (33), apenas S. mutans foi investigado e
estavam presentes em 70% dos casos com AAA (70%) e em 60% dos com PAA.

O uso de irrigantes antimicrobianos, como hipoclorito de sédio, s&o mais
eficientes na reducao das bactérias viaveis dos canais radiculares(78). No entanto, o
objetivo do presente trabalho n&o foi avaliar o efeito quimico, mas sim a eficacia
mecanica do irrigante quando administrado usando diferentes pontas de agulha ou
meétodos adjuvantes durante a irrigagao. Assim, a agua destilada esterilizada foi usada
como irrigante (VINOTHKUMAR et al., 2007).

A irrigagcédo convencional com seringas tem sido defendida como um método
eficiente de aplicagao de irrigante(76). Foi relatado que varios fatores fisicos, como a
anatomia do canal radicular (tamanho, curvatura, forma), o didmetro e a profundidade
da colocagédo da agulha, o desenho da ponta da agulha e a taxa de fluxo do irrigante,
podem afetar a eficacia da irrigagéo e a extrusao do irrigante(9,101-103). Uma melhor
compreensao das interagcdes entre esses fatores pode levar a uma maior eficacia da
irrigacao do canal radicular durante a terapia endodéntica.

O volume de irrigante é conhecido por afetar a limpeza do canal radicular
(84,85,103). Em ambos os artigos aqui apresentados, seja para analise das agulhas
de irrigacéo, seja para os métodos adjuvantes ao PQM, utilizou-se 0 mesmo volume
de irrigante entre os grupos testados para que esse fator ndo interferisse nos
resultados.

O canal radicular foi padronizado para ser reto ou com curvatura menor que
20°, com aproximadamente o mesmo comprimento, e a agulha 30G foi usada para
irrigacdo. Isso aumenta a profundidade da agulha em comparagdo com raizes
severamente curvadas(104), e melhora a eficacia das solugdes de irrigagdo(105,106).

O alargamento apical, pelo menos, para o tamanho 30-35 é considerado
necessario para atingir o desbridamento e desinfecgdo do sistema de canais
radiculares, pois permite que as agulhas de irrigacdo 27-30G sejam inseridas mais
perto do CT e o irrigante supere os efeitos que limitam sua penetragcao(11,84,89,107).
Em nosso estudo sobre cénulas irrigadoras, o canal foi preparado apicalmente até o
tamanho 40, que € o tamanho apical minimo para facilitar a remogao de debris (83).

Hsieh et al., 2007 (102) investigaram a influéncia do tamanho e da profundidade
de insergéo das agulhas irrigadoras e do diametro da lima apical mestre na distribuicéo
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do fluxo durante a irrigagdo em canais radiculares. Todos esses fatores influenciaram
para se obter uma irrigagao satisfatéria de todo o comprimento de trabalho. Nesse
estudo, em canais preparados a partir do tamanho 35 e com agulha de calibre 27G
inseridas a 3mm do apice, foi possivel observar uma irrigagdo bem-sucedida ao longo
de todo o canal radicular preparado.

Segundo Ruddle et al., 2007 (108), além do formato das arestas laterais dos
instrumentos endoddnticos, dois fatores adicionais que influenciam a irrigagcéo e seu
potencial para limpar um sistema de canais radiculares sdo a conicidade do preparo
e o didmetro terminal de um canal. Estes podem influenciar o fluxo do irrigante e,
portanto, o potencial de limpeza.

Vinothkumar et al. (10) avaliaram a influéncia de trés desenhos de ponta de
agulha na remocdo de bactérias Iluminescentes geneticamente modificadas
inoculadas em canais radiculares instrumentados, medindo o numero de bactérias
remanescentes apos a irrigagdo, usando um luminémetro de tubo unico. Concluiram
que agulhas com terminagéo fechada com uma unica saida lateral sao eficientes na
remogao mecénica das bactérias dos canais radiculares instrumentados. Embora
todas as agulhas funcionem com o mesmo principio, a Max-I-Probe (agulha com uma
saida lateral e extremidade fechada) removeu significativamente mais bactérias
quando comparada com a RC-Twents (agulha de extremidade fechada e duas saidas
laterais) e a agulha hipodérmica convencional. Esta descoberta esta essencialmente
de acordo com um estudo anterior, indicando que a abertura lateral exclusiva dessas
agulhas com extremidade fechada produz turbuléncia ascendente que melhora a
limpeza completa dos canais radiculares(91).

Boutsioukis et al. 2009 (86) observaram que as agulhas de irrigacédo devem ser
colocadas a 1 mm do CT para garantir a troca de fluidos. O fluxo turbulento do irrigante
leva a uma substituicdo mais eficiente. Assim, em termos de eficiéncia de reposicéao,
de acordo com os resultados do estudo (86), uma vazéo de (0,01-0,26 mL/s) deve ser
combinada com a colocacgéo da agulha de irrigagado dentro de 1 mm do CT, a fim de
obter uma troca de irrigante aceitavel.

Em outro estudo, Boutsioukis et al., (88) observaram que a substituigdo do
irrigante estendeu-se além de 2 mm apicalmente em agulhas com extremidade aberta,
ao passo que foi limitada em 1 a 1,5 mm apicalmente em agulhas com extremidade
fechada. As agulhas abertas criaram um jato em dire¢do ao apice e reposi¢ao maxima
de irrigante. Dentro deste grupo, a agulha com duas saidas laterais parecia menos
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eficiente em termos de substituicdo de irrigante do que com apenas uma saida lateral
ou multiplas saidas laterais. Dentro do grupo de extremidade fechada, a agulha com
ventilagdo lateral e a agulha com dupla ventilagdo lateral criaram uma série de vortices
e uma substituicdo de irrigante menos eficiente; a agulha com ventilagao lateral foi um
pouco mais eficiente dentre as agulhas de extremidade fechada. O padrao de fluxo
das agulhas fechadas era diferente em comparagcéo com as agulhas abertas. O fluxo
foi mais direcionado para a parede do canal radicular no lugar do apice(88).

Tem sido sugerido que a agulha com abertura lateral € mais eficiente do que
as biseladas e entalhadas na remogéao de corante (91) ou bactérias bioluminescentes
(10). Esses estudos avaliaram principalmente a capacidade de cada agulha de trocar
o irrigante no canal radicular, em vez de separar detritos ou microrganismos da
parede, porque tanto as particulas de corante quanto as bactérias bioluminescentes
estavam em suspenséao.

A entrega dos irrigantes usando uma seringa e agulha e a ativagdo por uma
lima ultrassénica sdo os métodos de irrigagdo mais populares. N&o ha evidéncias de
que qualquer método de irrigacédo adjuvante, incluindo a ativagao ultrassoénica, possa
melhorar o resultado a longo prazo do tratamento do canal radicular além do que pode
ser alcangado pela instrumentacao e irrigagdo com seringa (109)

Em um estudo de Mayer et al., (93) foi feita uma avaliacdo da eficacia da
remogao de esfregaco e residuos de debris nos canais radiculares com PUI e IC.
Nenhuma diferenga significativa foi determinada entre as duas técnicas de irrigagéo.

Sahbaz et al., (77) observaram que uma melhor limpeza do tergo coronal foi
alcangada através da PUI, em comparagao com irrigagéo convencional, enquanto que
no tergo médio observou-se uma melhor limpeza dos debris com a IC.

Varios estudos ex vivo (110-113)e um ensaio clinico(67) ndo encontraram
nenhuma diferenga significativa entre a irrigagdo com seringa e uma variedade de
outros métodos, incluindo irrigacdo por pressdo negativa, ativacdo sobnica e
ultrassbnica, em relagcao a remocao de restos de tecidos moles, detritos de tecidos
duros, bactérias ou biofilme do canal radicular principal ou da cicatrizacdo de
periodontite apical em dentes com um uUnico canal/raiz e anatomia relativamente
simples(111-115). Em contraste, estudos que chegaram a conclus&do oposta,
geralmente, n&o alargaram os canais para um tamanho adequado ou colocaram as
agulhas muito longe do CT(84,110,116). Portanto, a irrigagdo com seringa parece ser

um meétodo de irrigagdo suficiente para dentes com um unico canal radicular e
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anatomia simples. No entanto, o fluxo desenvolvido ndo pode penetrar muito longe
dentro de irregularidades anatébmicas, como sulcos (38,117,118), istmos
(39,55,111,119,120) e canais laterais (121,122), de modo que os métodos de ativagao
do irrigante podem ser uteis em casos com anatomia mais complexa.

Nakamura et al.,, (67)em um estudo clinico randomizado, compararam a
eficacia da ativagao ultrassénica com a irrigagcédo nao ativada na remocgao de bactérias
e endotoxinas dos canais radiculares. Segundo esse estudo, a ativagédo ultrassénica
foi mais eficaz do que a irrigagédo n&o ativada para reduzir o numero de bactérias, mas
nao os niveis de endotoxinas nos canais radiculares de dentes com periodontite
apical.

A eficacia da ativacao ultrassdnica parece ter sido superestimada nos primeiros
estudos in vifro e ex vivo (VAN DER SLUIS et al., 2006), o que provavelmente
contribuiu para sua adogdo prematura por grande parte dos endodontistas e
cirurgides-dentistas. As evidéncias atuais indicam que ela é claramente mais eficaz
do que a irrigagdo com seringa, no que diz respeito ao desbridamento de extensdes
ovais nao instrumentadas, istmos e canais laterais, mas ha informagcdes muito
limitadas sobre seu efeito antimicrobiano nessas areas e nenhum ensaio clinico
encontrou ainda qualquer melhora no resultado do tratamento a longo prazo (123).

Van der sluis et al., (118) observaram um melhor desempenho da irrigagcéo
ativada por ultrassom com 3 ciclos. O irrigante combinado com o método de lavagem
intermitente produz um efeito cumulativo ao longo de 3 ciclos de renovagao/ativagao.

Em nosso estudo, observamos que a ativagao ultrassénica proporcionou uma
maior descontaminagao dos tubulos dentinarios em relagdo a irrigagéo convencional.
Esses resultados corroboram com os achados de outros estudos (67,76,111)

Diferentes técnicas foram desenvolvidas para melhorar a desinfeccéo do canal
radicular. Dentre essas técnicas, a aPDT tem ganhado atengao especial, pois pode
melhorar a taxa de sucesso. Pode ser aplicada como complemento ao tratamento
quimico-mecéanico (46).

Muhammad et al., (MUHAMMAD et al., 2014) avaliaram a capacidade de dois
protocolos de aPDT diferentes em interromper o crescimento do biofilme microbiano
no espago do canal radicular, comparando sua eficiéncia com a PUI, usando solugbes
de EDTA 17% e NaOCI 2,6%. A irrigagdo ultrassdnica apresentou os melhores
resultados para romper os biofilmes microbianos (P < 0,0001). Nas condi¢cbes deste
estudo, PUI usando EDTA e as solugdes de NaOCI| mostraram-se eficazes para
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eliminar um biofilme de sete dias criado in vitro. A aPDT n&o foi eficaz para este fim.
A terapia fotodinamica usando uma luz n&o colimada e uma concentragéo otimizada
de agente fotossensibilizante pode ter um papel na ruptura do biofilme e na diminuigéo
da carga bacteriana do biofilme microbiano intacto, porém estes efeitos foram
estatisticamente inferiores aos obtidos pela PUI.

Em relacédo ao efeito da aPDT em C. albicans, alguns estudos indicam que a
aPDT é uma nova alternativa promissora para o tratamento de candidiase oral, ou
mesmo infecgbes endoddbnticas (125,126), no entanto, a eficacia antimicrobiana
variavel foi relatada (127). Dois estudos ex vivo mostraram uma reducao significativa
no numero de C. albicans apoés o tratamento, mas nao houve eliminagdo completa do
microrganismo(128).

Uma revisdo sistematica e meta-analise (129) mostrou que, embora os
parametros de aPDT possam variar de um estudo para outro, todos os estudos
clinicos randomizados encontraram uma redugdo na carga microbiana com o uso
adjuvante de aPDT. Portanto, o uso de aPDT adjuvante ao desbridamento quimico-
mecéanico convencional do sistema de canais radiculares infectados oferece
beneficios adicionais.

Estudos in vivo (130,131) observaram que a aPDT provocou uma redugao
substancial na diversidade e contagem microbiana, de infecgbes primaria e
secundaria.

Silva et al., (132) realizaram um estudo microbiologico clinico e molecular em
que a aPDT foi utilizada como adjuvante ao tratamento endodéntico. Os dentes foram
submetidos a preparo quimico-mecanico, seguido de aPDT, resultando em uma
reducao significativa na incidéncia de E. faecalis antes da obturagéo do canal radicular
em dentes com infec¢gdes endoddnticas primarias.

Miranda et al., (133) avaliaram a cicatrizacdo de dentes com lesdes apicais
apos tratamento convencional e com o uso de aPDT. Esses autores observaram que,
em termos de evolugao clinica, todos os dentes de ambos os grupos apresentaram
reducdo no tamanho das lesbes ao longo do tempo. No entanto, na avaliagado
radiografica final (6 meses de acompanhamento), os dentes do grupo aPDT
apresentaram escores significativamente mais baixos do que os dentes tratados
apenas com terapia convencional.

O aPDT tem duas grandes vantagens em comparagdo com 0s agentes

quimicos convencionais de irrigagao do canal radicular. Em primeiro lugar, a atividade
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microbiocida do aPDT esta confinada a &reas que foram tratadas por
fotossensibilizador e luz com comprimento de onda especifico, sem danificar os
tecidos do hospedeiro e perturbando a microbiota normal em outras regiées que n&o
as areas infectadas. Em segundo lugar, o desenvolvimento de resisténcia ao aPDT é
improvavel devido ao seu modo de agao multialvo.

Além disso, diferentemente dos antibidticos, que possuem microrganismos
alvos especificos, o oxigénio reativo derivado de uma reagao fotodinamica possui um
mecanismo de agao inespecifico, evitando o desenvolvimento de resisténcia
microbiana (49). Outro ponto positivo € que o aPDT nado exerce efeitos citotoxicos
significativos para a célula do hospedeiro (134).

Para obter os melhores resultados, existem alguns fatores que devem ser
levados em consideragdo, como a concentragdo do FS, comprimento de onda do
laser, poténcia de saida, tempo de irradiacdo, tempo de incubacdo e o tipo de
ponteiras utilizadas (por exemplo, pontas planas ou difusor) (46,130)

Yildirim et al., (YILDIRIM et al., 2013), avaliando os efeitos de diferentes
duragdes de exposicao a luz na reducao de E. faecalis, concluiram que a irradiagao
por 1 minuto é adequada para alcangar o efeito antimicrobiano.

De acordo com a revisao sistematica (POURHAJIBAGHER; BAHADOR, 2019),
pode-se observar que os estudos que adotaram azul de metileno como
fotossensibilizador indicaram que o uso adjuvante de aPDT ao procedimento quimico-
mecanico poderia trazer beneficios adicionais, quando comparado ao procedimento
quimico-mecanico sozinho, em termos de redugéo da carga microbiana.

No que diz respeito ao proprio fotossensibilizador, as fenotiazinas e os
xantenos sdo o0s mais comumente testados quanto a eficacia antibacteriana.
Selecionamos o azul de metileno (AM), que se enquadra na categoria de fenotiazinas
catibnicas e é eficaz contra diferentes bactérias endoddnticas como Enterococcus ssp.
e cepas resistentes a drogas (RABELLO et al., 2017). O elevado efeito antibacteriano
do AM ¢ atribuido a sua hidrofilicidade, baixo peso molecular, cationicidade e alta
producdo de oxigénio singlete(52,126,137). Shrestha & Kishen (138) relataram que a
producdo de oxigénio singleto € menos prejudicada pelos restos pulpares, dentina e
lipopolissacarideos (LPS) presentes nos canais radiculares ao usar AM do que outro
fotossensibilizador(52,137).

Garcez et al., (137)testaram a concentragao de fotossensibilizador e avaliaram
o fendmeno de blindagem éptica e irradiagdo de energia minima para otimizar a aPDT
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para sugerir um protocolo para tratamento clinico. A produgdo de ROS foi
inversamente proporcional a concentragdo de AM. A blindagem optica limitou a
penetracéo da luz em altas concentragbes de AM. Uma concentragao de AM de cerca
de 0,05 por 1 min e irradiagdo de energia em torno de 10 J, com uso de um laser de
baixa poténcia emitindo a 660 nm (o que significa cerca de 2 a 4 min de irradiagao
usando equipamentos com poténcia de 40 a 100 mW), preferencialmente acoplado a
uma fonte optica fibra ou difusor, parece ser um protocolo eficaz para aPDT
endodontica.

No presente trabalho, embora a aPDT tenha desempenhado algum efeito
antimicrobiano, seguindo os protocolos descritos existentes na literatura, seu efeito foi
comparavel ao grupo controle de irrigagdo convencional e menor do que aquele obtido
com a PUl e o XP Endo Finisher.

Duque et al., (74) avaliaram a limpeza do canal e do istmo realizada por
diferentes sistemas de agitagdo do irrigante (Easy Clean em rotagdo continua e
movimento reciprocante, ultrassom, Endoactivador e irrigagdo convencional). Ao final
das 3 etapas de agitagdo, observou-se diferenga estatistica apenas em 2 mm, onde o
sistema Easy Clean em rotagdo continua foi mais eficiente que a irrigacéo
convencional (P < 0,05). Easy Clean em rotac&o continua, Easy Clean em movimento
reciprocante, o Endoactivador e PUI ndo apresentaram diferencas estatisticas ao final
de cada procedimento (P > 0,05). Os resultados de limpeza do canal obtidos apds os
procedimentos mostraram que a capacidade de remoc¢ao de detritos foi semelhante
para todos os sistemas, exceto na porgdo de 2 mm (apice), onde o Easy Clean em
rotacdo continua foi mais eficiente que a irrigagado convencional (P < 0,05). O Easy
Clean em movimento reciproco nao apresentou diferengca estatisticamente
significativa com os demais grupos estudados, ao contrario da situagado observada
recentemente por Kato et al., (KATO et al., 2016), em que o Easy Clean foi mais
eficiente que o PUI. Isso pode ter ocorrido devido ao tipo de analise realizada. Apesar
de Kato et al., (KATO et al., 2016) analisarem a limpeza de irregularidades em paredes
curvas do canal radicular, neste estudo foi analisada apenas a limpeza no canal
principal sem curvatura. E importante observar que a porcentagem de debris de
dentina remanescentes no canal apés 3 passos de agitacédo foi significativamente
menor no istmo, corroborando os resultados obtidos por Ad cock et al., (111). Esses
resultados corroboram os achados de Van der Sluis et al., (118), que encontraram a
necessidade de 3 passos de agitagdo com duragao de 20 segundos, com renovagao
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da solugao irrigante, para obter uma melhor limpeza tanto do canal quanto do istmo,
indicando a presenga de um efeito cumulativo. Duque et al., (DUQUE et al., 2017)
concluiram que os métodos com agitacdo da solugao irrigadora promoveram melhor
limpeza do canal e do istmo, principalmente com o sistema Easy Clean utilizado em
rotagdo continua e em baixa velocidade. E necessario realizar 3 passos de agitagéo
de 20 segundos cada para garantir uma melhor limpeza do canal e do istmo.

Silva et al., (139) compararam quatro protocolos finais de irrigagdo: PUI,
EndoVac, Self Adjusting File (SAF) e Easy Clean na remocao de detritos de tecido
duro acumulados de canais mesiais de molares inferiores por meio de microtomografia
computadorizada (micro-CT). Todos os protocolos finais de irrigagdo mostraram a
mesma eficacia na remocao de debris.

Aveiro et al., (140) avaliaram em um ensaio clinico a eficacia da ativagédo
reciproca com o instrumento Easy Clean e ultrassénica de 6% de hipoclorito de sédio
(NaOCl) na reducéo da carga microbiana, bem como nos niveis de lipopolissacarideo
(LPS) e acido lipoteicoico (LTA) em dentes com infecgdes endoddnticas primarias e
concluiram que a ativacdo de 6% NaOCI reduziu os niveis de LPS e LTA sem
diferengas entre os grupos. No entanto, a ativagdo ultrassdnica foi associada a uma
maior redug&o na carga microbiana dentro dos canais radiculares.

Bao et al., (59) usaram um modelo de biofilme multiespécies usando dentes
uniradiculares com um sulco artificial padronizado no tergo apical do canal radicular
para investigar a eficacia de 3 diferentes técnicas de irrigacdo. Dentro da ranhura, o
XPF reduziu significativamente mais o biofilme (97,06% e 98,96%) do que PUI (94%
e 94,28%) e IC (73% e 73,19%), o que indica que a XPF tem excelente potencial para
eliminar as bactérias do biofilme de areas de dificil acesso. Os 2 grupos XPF
apresentaram a melhor eficacia de remocao de biofilme tanto dentro quanto fora do
sulco, seguido pelos 2 grupos PUIl. O grupo XPF usando o protocolo de 3 etapas
apresentou melhor eficiéncia antibiofilme que o grupo XPF com irrigacdo continua
dentro do sulco (P < 0,05). O XP-endo Finisher, como técnica de agitag&o de irrigacéo,
pode ajudar a remover o biofiime de areas de dificil acesso no sistema de canais
radiculares e o protocolo de irrigacdo em 3 etapas foi mais eficaz do que irrigagao
continua quando XPF foi usado. Este resultado corrobora o achado de Druttman e
Stock (141), que notaram que a eficacia da substituicdo do irrigante foi aumentada
quando o numero de ciclos de irrigagdo aumentou, envolvendo agitagéo alternada do

canal usando uma lima manual e irrigagdo com seringa. O possivel motivo pode ser a
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mistura frequente do liquido no canal, a qual melhorou a renovagéao (141,142). Isso
significa que a solugao de irrigagdo contendo muitos detritos e material de biofilme
(por exemplo, solto pela agitagdo do XPF) é trazida para fora e o irrigante fresco tem
uma maior capacidade de continuar a limpeza, dissolvendo e destacando biofilme.
Assim, apds 3 ciclos, um efeito cumulativo foi alcangado. Além disso, Macedo et al.,
(143) encontraram que 3 ciclos consecutivos de renovacgé&o/ativagéo ultrassbnica de
NaOCI poderia produzir um aumento cumulativo na taxa de reagdo do NaOCI.

Azim et al., (AZIM et al., 2016) compararam a capacidade de remogé&o
bacteriana de canais radiculares, particularmente de tubulos dentinarios, através de 4
sistemas de irrigacao diferentes: (1) IC, (2) agitagdo sonora com EndoActivator, (3)
XPF ou (4) Transmissao fotoacustica induzida por fotons (PIPS). Corroborando com
nossos achados, a XP Endo teve a maior redugédo bacteriana em comparagdo com
outras 3 técnicas (P < 0,05). A analise do MCVL mostrou que o XP Endo teve o maior
nivel de bactérias mortas.

Carvalho et al., (144) investigaram a eficacia do XPF, associado as limas XP-
Endo Shaper ou Reciproc Blue na redug¢ao da carga bacteriana em canais radiculares
ovais durante o preparo quimico-mecanico (usando solugéo salina 0,9% (NaCl) ou
hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI), e concluiram que o XPF foi usado com sucesso
para reduzir a contagem de unidades formadoras de coldnias de E. faecalis.

Os métodos mais comumente usados para avaliar a eficacia da irrigagao sao
microscopia eletrénica de varredura, microscopia optica, analise seccional do canal
radicular, analise microbioldgica e, mais recentemente, a microscopia confocal de
varredura a laser(22,61,93,94,110,139,145-147).

Nos artigos apresentados, a analise microbiologica foi realizada pelo método
de cultura microbioldgica avaliando a quantidade de unidades formadoras de colbnias
por mL (UFC/mL). No entanto, este método tem algumas limitagdes, porque apenas
0s microrganismos que estdo no canal radicular principal podem ser detectados
usando pontas de papel. Em nosso estudo, acrescentou-se a essa analise a
observacao da viabilidade microbiana em profundidade dos tubulos dentinarios que
podem ser medidas por microscopia confocal a laser.

4. CONCLUSAO

Os autores concluiram que:
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e A descontaminagao intratubular de biofilme multiespécie foi mais bem
realizada pelas agulhas de irrigacdo de extremidade aberta e de
extremidade fechada com duas aberturas laterais.

e A descontaminagao intratubular do biofilme misto foi melhor realizada
pelos instrumentos XP-Endo Finisher e PULI.

e Nao houve diferenca significativa entre a descontaminac&o alcangada

com a utilizag&do de irrigagdo convencional, terapia fotodinamica e Easy

Clean.
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