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RESUMO

Introdugdo: O objetivo principal da terapia endodéntica é realizar a
modelagem e limpeza adequadas usando instrumentos e protocolos
antibacterianos. Assim, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a atividade
antimicrobiana de solugdes de hipoclorito e instrumentagdo alternativa
associada a terapia fotodindmica (PDT). Métodos: Cento e vinte canais
radiculares foram ampliados até a lima tipo K #45 e inoculados com E.
faecalis por 14 dias. Cem amostras foram divididas aleatoriamente em
dez grupos (n=10) e submetidos aos seguintes protocolos: Gl-agua
destilada + Reciproc R40 (controle), G2-1% de hipoclorito de sodio
(NaOCl) + Reciproc R40, G3-2,5% NaOCl + Reciproc R40; G4-1% de
hipoclorito de calcio (Ca [OCl],) + Reciproc R40, G5-2,5% Ca (OCl), +
Reciproc R40; G6-PDT; G7-1% NaOCl + Reciproc R40 + PDT, GS8-
2,5% NaOCl + Reciproc R40 + PDT; G9-1% Ca(OCl), + Reciproc R40
+ PDT, G10-2,5% Ca(OCl), + Reciproc R40 + PDT. A porcentagem de
redugdo bacteriana foi verificada contando as unidades formadoras de
colonias (UFC). As restantes 20 amostras foram submetidas aos mesmos
protocolos de descontaminagdo (n=2) e submetidas a microscopia
eletronica de varredura (MEV) para ilustrar a eficacia dos tratamentos
propostos. Os dados foram submetidos a ANOVA unidirecional seguido
do teste post hoc de Tukey (a = 0,05). Resultados: A maior habilidade
para promover a redugdo bacteriana foi observada nos grupos 7 (1%
NaOCl + R40 + PDT), 8 (2,5% NaOCI + R40 + PDT), 9 (1% Ca [OCl]z
+ R40 + PDT) e 10 (2,5% Ca [OCl], + R40 + PDT), sem diferenca
significativa entre eles (p <0,05). Conclusfes: A associagdo de PDT
com solugdes de hipoclorito e instrumentagdo reciprocante proporciona
efetiva eliminagdo de E. faecalis.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, hipoclorito de célcio, hipoclorito de
sodio, terapia fotodinamica.



ABSTRACT

Introduction: The main goal of endodontic therapy is to perform
adequate shaping and cleaning by using instruments and antibacterial
protocols. Thus, the aim of this study is to evaluate the antimicrobial
activity of hypochlorite solutions and reciprocating instrumentation
associated with photodynamic therapy (PDT). Methods: One hundred
and twenty root canals were enlarged up to #45 K-file and inoculated
with E. faecalis for 14 days. One hundred samples were randomly
divided into ten groups (n=10) and subjected to the following protocols:
Gl-distilled water + Reciproc R40 (control), G2-1% sodium
hypochlorite (NaOCl) + Reciproc R40, G3-2.5% NaOCl + Reciproc
R40; G4-1% calcium hypochlorite (Ca[OCl],) + Reciproc R40, G5-2.5%
Ca(OCl), + Reciproc R40; G6-PDT; G7-1% NaOCI + Reciproc R40 +
PDT, G8-2.5% NaOCI + Reciproc R40 + PDT; G9-1% Ca(OCl), +
Reciproc R40 + PDT, G10-2.5% Ca(OCl), + Reciproc R40 + PDT. The
percentage bacterial reduction was checked by counting the colony-
forming units (CFUs). The remaining 20 samples were subjected to the
same decontamination protocols (n = 2) and submitted to scanning
electronic microscopy (SEM) to illustrate the effectiveness of the
proposed treatments. Data were subjected to one-way ANOVA followed
by Tukey’s post hoc test (oo = 0.05). Results: The greatest ability to
promote bacterial reduction was observed in groups 7 (1% NaOCI + R40
+ PDT), 8 (2.5% NaOCI + R40 + PDT), 9 (1% Ca[OCl], + R40 + PDT),
and 10 (2.5% Ca[OCl], + R40 + PDT), with no significant difference
between them (p < 0.05). Conclusions: The association of PDT with
hypochlorite solutions and reciprocating instrumentation provides
effective elimination of E. faecalis.



1. INTRODUCAO

A presenca de microorganismos ¢ a causa mais prevalente de
patologias de polpa e periapical (Kakehashi et al., 1965). Assim, o uso
de solugdes irrigantes e instrumentag@o ¢ necessario para promover uma
limpeza adequada, criando condi¢des para permitir uma terapia
endodontica bem-sucedida. O hipoclorito de s6dio (NaOCI) ¢ a solugao
irrigante mais comumente utilizada em endodontia, apresentando
atividade antimicrobiana de amplo espectro, entre outras propriedades
(Bukhary et al., 2017). Contudo, sdo necessarias uma concentragdo
elevada e uma longa exposi¢do ao NaOCI para a eliminagdo de bactérias
persistentes. Com o advento dos sistemas reciprocantes, a
instrumentagdo tornou-se mais rapida, reduzindo o tempo de contato das
solugdes de hipoclorito com as paredes do canal radicular, podendo
interferir no processo de descontaminag@o, especialmente quando sao
utilizadas baixas concentragdes de NaOCI no intuito de reduzir a sua
citotoxicidade. (Retamozo et al., 2010). Além disso, o NaOCl apresenta
potencial citotoxico, induzindo altos niveis de resposta inflamatoria,
mesmo quando usado em baixa concentragdo (Blattes et al., 2017). Em
vista de suas limitagdes, novos recursos alternativos foram pesquisados
em endodontia para auxiliar a descontaminacdo do sistema de canais
radiculares.

O hipoclorito de calcio (Ca [OCl]2) é um po branco alcalino que foi
inicialmente utilizado para tratamento de dgua e esterilizagdo industrial
(Whittaker & Mohler, 1912). Hoje em dia, o Ca(OCl); foi pesquisado em

endodontia, mostrando atividade antimicrobiana contra Enterococcus
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faecalis (E.faecalis) (de Almeida et al., 2014) e biocompatibilidade
(Blattes et al., 2017). Por outro lado, o uso de um unico arquivo na
instrumentagdo alternativa demonstrou uma redugdo consideravel no
tempo necessario para executar a instrumentacdo (Yared, 2008). No
entanto, ¢ sabido que algumas areas do canal principal ndo sdo tocadas
por instrumentos endodonticos (Vaudt et al., 2009). Ao mesmo tempo,
ha menos tempo de contato entre a solucdo irrigante e as paredes do
canal radicular ao usar esta técnica, o que pode comprometer algumas
propriedades antimicrobianas dessas substdncias, mesmo com maior
agilidade na instrumentagdo (Souza et al., 2017).

Devido a anatomia complexa, alguns recursos sdo necessarios para
fornecer um complemento para o processo de descontaminagdo. A
terapia fotodindmica (PDT) é um suporte eficaz para a preparacao
quimiomecanica convencional. Esta modalidade terapéutica envolve
uma fonte de luz gerada por um laser de baixa poténcia e um
fotossensibilizador ndo toxico, mostrando a capacidade de neutralizar
patogenos endodonticos pela formacao de espécies reativas de oxigénio
(Souza et al., 2017). Além disso, a PDT induz niveis insignificantes de
citotoxicidade (Gomes-Filho et al., 2016). No entanto, ndo ha estudos na
literatura referentes ao uso de Ca(OCl), e instrumentacdo alternativa
associada a PDT para avaliar sua eficacia na descontaminagao de canais
radicais infectados por E.faecalis.

Assim, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar, in vitro, a atividade
antimicrobiana de solug¢des de hipoclorito e instrumentacao alternativa
associada a PDT em canais radicais infectados com E.faecalis. Testamos

a hipdtese de que a associagdo de PDT com solugdes de hipoclorito e



instrumentagdo alternativa proporciona uma maior descontaminagdo de

E.faecalis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os microorganismos desempenham um papel fundamental na
indugdo e, principalmente, na perpetuacao das alteragdes patologicas que
acometem a polpa e os tecidos periapicais (Kakehashi et al., 1965).
Nesse sentido, faz-se necessdrio o uso de substincias quimicas e
recursos auxiliares visando contribuir no processo de descontaminagdo

do sistema de canais radiculares.

2.1 Enterococcus faecalis

E. faecalis foi o microrganismo mais freqiientemente em
infec¢des endodonticas secundarias (Guerreiro-Tanomaru et al.,2013)
além de estar altamente associado com radiolucidez periapical e
episoddios de dor (Cogulu et al., 2008). Chavez de Paz (2012) mostraram
que o E. faecalis forma comunidades estaveis e reprodutiveis, mostrando

um crescimento continuo ao longo do tempo.

Fouad et al. (2005) buscaram identificar a presenca de E. faecalis
em casos de insucessos endodonticos utilizando reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento molecular, e determinar se a
prevaléncia de E. faecalis é aumentada em pacientes diabéticos.
Quarenta casos de retratamento foram selecionados e incubados em
caldo de tioglicolato 37°C e extraido o DNA. O PCR foi utilizado para
identificar filogeneticamente a espécie através do marcador genético 14

Enterococcus spp. Trés casos foram eliminados porque os pacientes



estavam em uso de antibidticos ou o dente ndo apresentou radiolucidez
perirradicular. Os 37 casos restantes, incluindo seis pacientes diabéticos
tiverem oito amostras positivas para E. faecalis. Destes, 6 (19%) eram de
ndo diabéticos e 2 (33%) de pacientes diabéticos. Filogeneticamente,
todas as sequéncias de amostras positivas corresponderam a E. faecalis,
sendo a uUnica espécie de enterococos detectada com uma prevaléncia
geral de 22%.

Gomes et al. (2006) pesquisaram a presenga de E. faecalis em
infec¢des endodonticas por meio de testes de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e cultura microbiana. As amostras microbiologicas
foram obtidas a partir de 50 dentes com polpas necréticas ndo tratadas
(infecg@o primaria) e de 50 dentes com falha do tratamento endodontico
(infecc¢do secundaria). Foram utilizadas as técnicas de cultura, incluindo
diluicdo em série, chapeamento incubacdo ¢ identificagdo bioquimica.
Para a andlise por PCR foi utilizado um primer especifico espécies do
16S DNAr. Cultura e PCR detectaram o E. faecalis em 23 dos 100 e 79
dos 100 dos dentes, respectivamente. A espécie alvo foi cultivada em 2
(4%) de 50 canais com polpa necrética e em 21 (42%) de 50 canais
tratados endoddnticamente. J4 o PCR identificou a espécie em 41 (82%)
nas infec¢des primarias e 38 (76%) nas infeccdes secundarias.

Cogulu et al. (2008) avaliaram a presenca de patdgenos em amostras
de canais radiculares de dentes deciduos e permanentes, utilizando o
método de PCR e determinaram a associagdo desses microrganismos
com os sintomas clinicos de infec¢des endodonticas. Cento e quarenta e
cinco criangas de 5 a 13 anos de idade participaram do estudo. Foram
identificados os seguintes patdgenos nos dentes infectados: Actinomyces

israelii, Candida albicans, E. faecalis, Fusobacterium nucleatum,
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Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia,  Streptococcus intermedius, Treponema  denticola,
Parvimonas micra, Tannerella forsythensis, Enterococcus faecium,
Prevotella melaninogenica. T. denticola e E. faecalis foram altamente
associados com radiolucidez periapical, enquanto em dentes deciduos e
permanentes sensiveis a percussdo pode-se associar a presenca de P.
gingivalis.

Sassone et al. (2008) verificaram a microbiota de infec¢des
endodonticas primarias em dentes com ou sem fistula. As amostras
foram coletadas apods instrumentagdo com uma lima #15 H-file e duas
pontas de papel estéreis de 30 casos. A presenga de 40 espécies
bacterianas foi determinada pelo método de hibridagdo DNA-DNA. As
espécies encontradas com maior prevaléncia foram: Fusobacterium
nucleatum sp. vincentii, Porphyromonas gingivalis, Veillonella parvula,
E. faecalis, Campylobacter gracilis e Neisseria mucosa. As contagens
bacterianas totais foram semelhantes entre os dentes com e sem uma
fistula. E. faecalis, Streptococcus anginosus, Capnocytophaga sputigena
e Capnocytophaga gingivalis tinham contagens significativamente mais
elevados na auséncia de fistula. Niveis mais elevados de P. gingivalis e
Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum foram observadas em casos
com uma fistula. Buccalis Leptotrichia e Porphyromonas endodontalis
foram associados a individuos com maior chance de fistula.

Chivatxaranukul et al. (2008) analisaram capacidade de invasdo e a
predilecdo de E. faecalis nas paredes dos tibulos dentinarios. A
capacidade de invasdo dos tubulos dentindrios foi medida apds 8
semanas de incubacdo em dentes humanos ex vivo. Extensdo e

profundidade maxima de invasdo tubular foram avaliadas



histologicamente. A aderéncia foi avaliada apoés a fratura vertical,
exposi¢do dos tubulos dentindrios e contaminagdo com estirpes
resistentes a eritromicina de Enterococcus faecalis acrobicamente por 2
horas ¢ analisadas com microscopia eletronica de varredura calculando
no numero de células por 100 microns. A invasdo dos tibulos
dentinarios mostrou-se moderada apds 8 semanas, no estudo de adesdo
havia significativamente mais bactérias aderidas a linha de fratura que
nas paredes dos tubulos dentindrios. Com relagdo a parede tubular a
adesdo foi maior na dentina interior comparada a por¢do mais externa e
maior quando a adesdo bacteriana foi testada em meio definido
quimicamente que em solugdo salina tamponada com fosfato.

Zhu et al. (2010) investigaram a prevaléncia, o fendtipo e o gendtipo
de E. faecalis extraidos da saliva e de canais de pacientes com insucesso
no tratamento endododntico. Foram coletadas amostras de 32 adultos
submetidos ao retratamento de casos de raizes com lesdes periapicais
apos tratamento endodontico realizado nos ultimos 2 anos. Para
identificacdo do E. faecalis foram utilizados os testes API20 STREP ¢
16S rRNA, além de testes fenotipicos e genotipos para deteccdo de genes
de viruléncia. Das 19 amostras isoladas de E. faecalis, 6 eram da saliva e
13 dos canais radiculares, em 3 pacientes as amostras isoladas da saliva
apresentaram maior resisténcia a gentamicina e os genes, ace, asa, gelE,
cylA, e efaA, apresentaram correlagdo em todas as amostras.

Chavez de Paz (2012) testou a capacidade de quatro bactérias do
canal radicular em estabelecer uma comunidade multiespecies e
determinando as caracteristicas estruturais, fisiolégicas e a composigdo
desta comunidade. Foram isoladas as seguintes estirpes Actinomyces

naeslundii, Lactobacillus salivarius, Streptococcus gordonii, e E.
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faecalis, e cultivados juntos em um sistema de célula miniflow, além de
avaliar a viabilidae celular ¢ os pardmetros de biovolume, utilizando um
corante Redox de fluorescéncia para determinar a atividade metabdlica
do biofilme bacteriano. As quatro espécies testadas foram capazes de
formar comunidades estaveis e reprodutiveis, mostrando um crescimento
continuo ao longo do tempo. No entanto, na auséncia de glicose mostrou
biovolumes significativamente menores. Uma elevada propor¢do de
células viaveis (>90%) foi observada, e o crescimento do biofilme estava
correlacionado com a atividade metabolica celular. A estrutura em meio
rico nao mudou consideravelmente nas primeiras 120 horas, periodo no
qual o E. faecalis, L. salivarius, e S. gordonii foram mais abundantes.

D'Amato-Palumbo et al. (2013) avaliaram os microrganismos de
possivel origem oral associados as infecgdes de acesso vascular (VAI)
durante o periodo de 10 anos em pacientes sob hemodialise através do
Human Oral Microbiome Database (HOMD). Dos 218 registros
identificados, 65 pacientes apresentaram coletivamente 115 episodios
VAI Os microrganismos mais envolvidos foram: Staphylococcus aureus
(49,6% de infecgdes), Staphylococcus epidermidis (10,4%), Serratia
marcescens (10,4%), Pseudomonas aeruginosa (9,6%), e E. faecalis/
fecum (8,7%). Segundo o HOMD o risco de ocorrer uma VAI sendo
causada por microrganismos provenientes da cavidade oral ¢ muito
pequena.

Guerreiro-Tanomaru et al. (2013) analisaram a contribui¢ao do E.
faecalis na formagdo de biofilme em diferentes substratos. Placas
infectadas com E. faecalis foram utilizadas para o crescimento de
biofilme em dentina e osso bovino, gutta-percha e hidroxiapatita, os

substratos foram incubados a 37°C durante 14 ou 21 dias, e o meio foi



trocado a cada 48 horas, apds os periodos de indugdo do crescimento, as
amostras (n = 5 por grupo ¢ por periodo de indugdo) foram coradas
usando o Live / Dead e as imagens foram analisadas ao microscopio
confocal. Neste caso a formagdo do biofilme foi observada em todos os
grupos, a gutta-percha teve o menor volume total em 14 dias e a
hidroxiapatita mais elevada aos 21 dias, no entanto ao final dos 21 dias o
volume de todas as amostras era semelhante.

Tennert et al. (2014) analisaram a microbiota de pacientes
submetidos a tratamento de infec¢des endodonticas persistentes
primarias e secundarias, relacionados aos aspectos clinicos e
radiograficos. Foram coletadas amostras de 21 pacientes por meio de
cones de papel esterilizados. As amostras foram plaqueadas, ¢ em
seguida, os microrganismos foram isolados e identificados
morfologicamente por analise bioquimica e sequenciagdo dos genes de
RNAr 16S de microorganismos isolados. Em 12 dos 21 canais foram
isoladas 33 espécies de bactérias, 12 anaerdbios facultativos e 21
anaerdbios obrogatorios. E. faecalis foi mais freqiientemente isolado em
infecgdes endodonticas secundarias e a Moraxella osloensis foi isolada a
partir de uma infec¢do endoddntica secundario, que tinha obtura¢dao do
canal radicular insuficiente acompanhada de uma leve sensagao de dor.

Murad et al. (2014) investigaram a microbiota de canais radiculares
apos insucessos no tratamento endodontico, afim de, identificar e
quantificar os microrganismos existentes. Amostras microbiologicas
foram retiradas de 36 canais radiculares com infec¢do endodontica
persistente e as espécies bacterianas foram determinadas pelo
quadriculado hibridizagdo DNA-DNA. Os mais altos niveis encontrados

foram as seguintes espécies: Enterococcus faecium, Dialister
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pneumosintes, Staphylococcus epidermidis e Helicobacter pylori, com
diferenca estatistica significativa entre bactérias gram-negativas ¢ gram-
positivas. Também se pdde observar nesse estudo uma correlagdo entre a
area da lesdo periapical e os niveis de espécies gram-negativas.

Vengerfeldt et al. (2014) realizaram um trabalho com pacientes que
nio tiveram contato com antibidticos para revelar as comunidades
bacterianas presentes no tratamento endodontico, através do
sequenciamento Illumina (Illumina Inc, San Diego, CA). As amostras
foram coletadas em condigdes assépticas rigorosas a partir de 12 dentes
(5 com PAC primario, 3 com PAC secundario, ¢ 4 com um abscesso
periapical [PA]) e caracterizado o perfil da comunidade microbiana. Os
resultados dessa analise demonstraram comunidades altamente
polimicrobianas nos trés grupos pesquisados, sendo, as mais frequentes,
Firmicutes e Bacteroidetes. As comunidades foram individualmente
diferentes, mas as bactérias anaerobias predominaram como regra. E.
faecalis foi encontrado apenas em pacientes com PAC secundario.

Ran et al. (2015) analisaram a capacidade de invasio de t@ibulos
dentinarios de E. faecalis. Foram infectados 40 dentes humanos
unirradiculares em pH alcalino e condi¢des de estresse nutricional. Os
canais foram padronizados e apds 4 semanas de contaminacao as raizes
foram divididas verticalmente em duas metades: uma metade foi
processada para analise de formagdo de biofilme usando um microscopio
eletronico de varredura, a outra metade foi corada com reagentes
fluorescentes e a profundidade de invasdo tubular dos microrganismos
foi examinada por microscopia confocal. A estirpe de E. faecalis
resultou na formacdo de biofilme e invasdo dos tubulos dentinarios sob

todas as condigdes de estresse, com excecdo de pH 11 e 12. No entanto,



a distancia de penetracdo tibulo foi drasticamente reduzida nestas
condigdes de stress em comparagdo com em caldo triptico de soja (TBS)
ou pH 7. A profundidade de invasdo na dentina na por¢do medial da raiz
foi significativamente maior do que nas secgdes apicais em TSB ¢ meio

de privagdo de energia.

2.2 Hipoclorito de sodio

O NaOCl ¢ conhecido pela sua atividade antimicrobiana (Du et al.,
2014) e capacidade de promover a dissolucdo da matéria orginica
(Okino et al., 2004). No entanto, ¢ uma solugdo citotoxica quando
utilizada em elevadas concentragdes (Marins et al., 2012), instavel
quimicamente (Leonardo et al., 2016) e interfere negativamente na

adesao do material restaurador a dentina (Farina et al., 2011).

Sena et al. (2006) investigaram a ac¢do antimicrobiana com e sem
agitacdo mecanica das seguintes solu¢des: NaOCIl 2,5% e 5,25% e
clorexidina 2,0%, e como grupo controle uma solucdo salina, sobre
biofilmes de uma tUnica espécie de E. faecalis, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Fusobacterium nucleatum, na qual,
foram gerados sobre uma membrana de nitrato de celulose e colocados
em meio de agar. Os biofilmes foram imersos nas solu¢des de teste
durante 30 segundos, e por 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, com e sem
agitacdo mecanica. Apds cada periodo, os filtros de membrana foram

transferidos para tubos contendo 2 ml de caldo fresco associado a
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neutralizantes. Os microorganismos foram suspensos e diluidos por 10
vezes. Aliquotas das diluigdes foram semeadas em meio agar a 5% e
incubadas em condigdes adequadas. Foram calculadas unidades
formadoras de colonias, ¢ comparadas pelo teste de Friedman e teste de
Tukey, a um nivel de significancia de 5%. Os resultados demonstraram
que a agitacdo mecanica promoveu uma melhor acdo antimicrobiana das
solucdes testadas, por resultar na diminui¢cdo do tempo na eliminagdo
dos microorganismos, exceto para S. aureus com 2,5% de NaOCIL
NaOCl 5,25% e clorexidina 2%, demonstraram agdo antimicrobiana
mais rapida. O grupo controle apresentou auséncia de inibi¢ao a todos os
microorganismos testados, com ou sem agitagao.

Soares et al. (2006) avaliaram as condigdes microbioldgicas dos
canais radiculares, por meio de esfregacos e culturas de dentes anteriores
e pré-molares com necrose pulpar associada a radiolucéncias periapicais
antes e apds o preparo biomecanico (PBM). Utilizou-se a técnica de
instrumentagdo biescalonada coadjuvada por solugdes de 1%, 2,5% e 5%
de NaOCI nos grupos I (n=39), IT (n=36) e III (n=36), respectivamente.
Antes do PBM havia 100% de culturas positivas e os esfregacos
apresentavam diversificados morfotipos microbiolégicos, sendo 20, 20 e
23 nos grupos I, IT e III, respectivamente. Apoés o PBM, o percentual de
culturas negativas nos grupos I, II e III foi 74,2%, 86,3 e 93,4% (p>0,05)
e a incidéncia de morfotipos declinou para 14, 15 e 5, respectivamente.
Todos os dentes biradiculares e/ou portadores de fistulas apresentaram-
se microbiologicamente negativos apds o PBM, independentemente do
irrigante  utilizado. Os morfotipos Gram-negativos foram mais
suscetiveis a acdo do PBM. Apos o PBM persistiram apenas cocos e

bacilos Gram-positivos no grupo III. Portanto, concluiu-se que o PBM



realizado com 5% de NaOCI, proporcionou o melhor desempenho ¢
potencial antisséptico, pois, nas poucas culturas positivas, houve também
significativa reducdo do numero de morfotipos microbiologicos
(p<0.05).

Baumgartner et al. (2007) compararam a eficacia da agdo
antimicrobiana entre NaOCl 5,25% com irrigacdo de EDTA 15%, ¢
NaOCl 1,3% com irrigagdo Biopure MTAD na viabilidade do E.
faecalis. Foram utilizadas amostras de vinte e seis pares de dentes
humanos uniradiculares, divididos em dois grupos (n=20), um grupo
controle positivo (n=6) ¢ um grupo controle negativo (n=6), na qual
foram incubados com E. faecalis durante quatro semanas. Os canais
foram instrumentados ¢ irrigados de acordo com as solugdes
experimentais ¢ as amostras bacterianas foram coletadas apos a
instrumentagdo e irrigagdo. A andlise estatistica dos dados foi feita
através do teste dos postos sinalizados de Wilcoxon, na qual demostrou
diferencas significativas entre os grupos experimentais. As primeiras
amostras bacterianas ndo revelaram crescimento nas amostras com
NaOCl 5,25% com irrigacdo de EDTA 15% e, em 8 de 20 amostras com
NaOCl 1,3% com irrigagdo de Biopure MTAD. As amostras colhidas
apos o alargamento adicional do canal revelaram novamente auséncia de
crescimento das 20 amostras com NaOCl 5,25% com irrigagdo de EDTA
15% e, em 10 de 20 amostras com NaOCl 1,3% com irrigacdo de
Biopure MTAD. Conclui-se que a desinfec¢do mais consistente foi
utilizando 5,25% NaOCI com irrigacdo de EDTA a 15%, ressaltando que
a combinacdo de 1,3%de NaOCl com irrigacdo  de
Biopure MTAD deixou cerca de 50% dos canais contaminadas com E.

faecalis.
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Davis et al. (2007) investigaram a ac¢do antimicrobiana do
Dermacyn, Biopure MTDA, clorexidina 2%, ¢ NaOCI 5,25% contra E.
faecalis. Foram utilizadas 18 placas de Petri em agar (BHI) inoculadas
com E. faecalis. Cada placa continha cinco discos de papel, quatro
discos foram saturados com uma das quatro solugdes de ensaio e um
disco foi utilizado como controle e saturado com agua destilada estéril.
Houve aleatorizacdo na distribui¢do das placas em dois grupos (n=9):
G1: incubados aecrobicamente ¢ G2: incubados anaerobicamente, ambos
a 37°C ¢ por 48 horas. O maior didmetro das zonas de inibigdo
microbiana foi medido em milimetros ¢ gravados, ¢ a analise estatistica
foi feita com a andalise de medidas repetidas de variancia (ANOVA). O
Biopure MTDA apresentou uma maior zona de inibi¢do microbiana
quando em comparagdo com o NaOCl 5,25% e clorexidina 2%, nao
havendo diferenca significativa entre os dois ultimos. Porém o NaOCl
5,25% e clorexidina 2% resultaram em zonas de inibigdo microbiana
maiores que Dermacyn, ndo havendo diferenga significativa entre o
Dermacyn e o grupo controle, ja que ambos ndo demonstraram inibigdo
microbiana.

Krauzer et al. (2007) compararam o efeito antimicrobiano de dois
componentes de MTAD, doxiciclina e acido citrico e NaOClI 5,25% em
dois modelos in vitro em E. faecalis. No modelo de dentes bovinos, os
limens de 30 discos de dentina bovina foram infectados com E. faecalis
durante 2 semanas antes do tratamento com um dos irrigantes
experimentais ou solugdo salina. As bactérias foram recolhidas e
enumeradas apds a cultura durante a noite. As zonas de inibicdo foram
registradas no modelo de difusdo em 4gar para cada irrigante. No modelo

de dente bovino, NaOCl e 100 mg/mL de Doxiciclina foram



significativamente mais eficazes na morte de E. faecalis do que MTAD,
acido citrico ou o controle de solugdo salina a uma profundidade de
aproximadamente 100 pL nos tibulos dentinarios. NaOCl foi
significativamente mais eficaz que os outros irrigantes experimentais.
No modelo de difusdo em agar, a doxiciclina foi significativamente mais
eficaz do que MTAD, NaOCI ou 4acido citrico. Nenhum dos grupos
experimentais foi capaz de tornar o canal estéril. Portanto, os autores
relatam que pesquisas adicionais s3o indicadas para encontrar um
irrigador intracanal que possa erradicar completamente E. faecalis do
interior do canal radicular.

Retamozo et al. (2010) realizaram um estudo para determinar a
concentragdo de NaOCl e o tempo de irrigagdo necessario para desinfetar
cilindros de dentina infectados com E. faecalis. Quatrocentos e
cinquenta cilindros de dentina foram preparados a partir de incisivos
bovinos recém-extraidos. Tanto o cemento como a pré-dentina foram
removidos e a abertura dos tiibulos deu-se aplicando EDTA 17% durante
4 minutos e em seguida foram imersos em 5,25% de NaOCl pelo mesmo
tempo. Apods foram autoclavados em agua a 121°C por 20 min., e
posteriormente, inoculados com E. faecalis em caldo BHI, mantendo-os
em condi¢des aerobicas a 37°C durante 3 semanas. Dividiu-se em trés
grupos: 1,3%, 2,5%, e 5,25% de NaOCI que foi aplicado em 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, e 40 minutos de intervalo para um total de 30 subgrupos,
incluindo o grupo controle positivo e negativo. Cada amostra foi
colocada em um tubo de 2 ml de caldo BHI e incubou-se por 72 horas. A
auséncia de turbidez demonstrou auséncia de crescimento bacteriano, ao
passo que, a presenca de turbidez indicou a permanéncia de bactérias

viaveis. Diferengas estatisticamente significativas foram encontradas
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entre 5,25% de NaOCl e o tempo de exposicdo, ¢ entre 2,5%, 5,25% de
NaOCl e o grupo controle positivo (solugdo salina). Os resultados
mostraram que a irrigacdo mais eficaz foi utilizando 5,25% NaOCI por
40 min., enquanto que a irrigagdo com 1,3% e 2,5% NaOCI por este
mesmo intervalo de tempo foi ineficaz na remocdo de E. faecalis,
podendo-se concluir que a alta concentracdo e longa exposicdo ao
NaOCl sdo necessarias para a eliminacdo de E. faecalis.

Guerreiro-Tanomaru et al. (2011) avaliaram a atividade
antibacteriana de solugdes irrigadoras convencionais e experimentais
sobre E. faecalis. As seguintes substincias foram avaliadas por teste de
contato direto: NaOCl a 2,5%, clorexidina (CHX) a 2%, acido peracético
a 1%. Apo6s diferentes periodos de contato (30s, 1,3 ¢ 10 min), um
agente neutralizante foi empregado. Diluigdes decimais seriadas foram
realizadas e semeadas em placas de tryptic soy agar (TSA). O niimero de
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) foi determinado.
Solugdo salina foi utilizada como controle negativo. Os resultados
mostraram que NaOCl a 2,5% e CHX a 2%, eliminaram E. faecalis apds
30s de contato. O acido peracético reduziu a contagem bacteriana em
86% apoOs 3 min e eliminou completamente E. faecalis apos 10 min.
Estes resultados permitem concluir que o acido peracético a 1% ¢ efetivo
sobre E. faecalis, apesar de sua a¢do mais lenta quando comparado ao
NaOCl a 2,5% e CHX a 2%.

Stojicic et al. (2012) avaliaram a efetividade em remogdo de smear
layer e atividade antimicrobiana do QMix, em comparagdo com oS as
solugdes antimicrobianas convencionais: NaOCl 1% e NaOCl 2%,
clorexidina 2%, MTAD, que juntamente com o QMix, foram mantidas

pelos tempos de 5s, 30s e 3min., utilizando suspensdo de E. faecalis



isolado de canais infectados e uma suspensdo mista de bactérias da placa
coletada de trés voluntarios. Apds os tempos de exposi¢do, as amostras
foram coletadas e cultivadas em agar (BHI) por duas semanas. Também
foram realizados testes em biofilmes de E. faecalis cultivados em discos
de dentina, com tempo de contato de 1 e 3 minutos aos agentes
antimicrobianos. Os resultados para os testes microbioldgicos foram
verificados por meio da microscopia confocal e para remocao de smear
layer por meio de microscopia confocal. Os resultados mostraram que o
NaOClI e QMix eliminaram 100% das bactérias na forma plancténica ou
em biofilme no tempo de 5 segundos. QMix e NaOCl 2% chegaram a ser
doze vezes mais eficazes na eliminagdo de bactérias, e, em relagdo a
smear layer a remog¢do promovida pelo QMix foi comparavel a do
EDTA.

Wang et al., (2012) com o objetivo de avaliar a efetividade de
desinfe¢ao endodontica contra biofilmes jovens e velhos de E. faecalis,
contaminaram blocos de raizes dentarias humanas pelo método da
centrifugacdo. Os biofilmes de 1 dia e os de 3 semanas de
desenvolvimento foram submetidos a tratamentos de 1 e 3 minutos de
contato com: NaOCl 2%, NaOCl 6%, clorexidina 2% e QMix. As
proporg¢des de células viaveis e nao viaveis foram verificadas por meio
do método de Microscopio de escaneamento de laser confocal (CLSM),
o qual demonstrou que menos bactérias foram eliminadas nos biofilmes
com 3 semanas de desenvolvimento. O tempo de exposigdo mais
prolongado aos agentes antimicrobianos (3 minutos) resultou, para
ambos os biofilmes, na maior quantidade de eliminagdo bacteriana
quando comparado ao tempo de 1 minuto. O NaOCl 6% e o Qmix foram

as solugdes mais efetivas contra a forma jovem de biofilme, 44%-61% e
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46%-61% de eliminacdo bacteriana respectivamente, e contra o biofilme
de 3 semanas. O NaOCl 6% foi o mais efetivo (35%-54% de
eliminag¢@o), seguido pelo Qmix (26%-40% de eliminagdo). Clorexidina
2% e NaOCl 2% apresentaram a mesma capacidade de reducdo
bacteriana. Concluiu-se que no interior dos canais radiculares, bactérias
estabelecidas em biofilmes com maior tempo de desenvolvimento (3
semanas) sao menos susceptiveis (21%) a ag¢@o das solugdes bactericidas
do que as organizadas em biofilmes recentes (1 dia).

Morgental et al. (2013) verificaram a ac¢@o antimicrobiana na
presenca ou auséncia de dentinado QMiX em comparagdo com
as solugdes convencionais de irrigagdo contra o E. faecalis: NaOCI 6%,
NaOCl 1%, clorexidina 2%, EDTA 17%, e como grupo controle uma
solugdo salina esterilizada. A amostra constituiu-se de cinco incisivos
bovinos, na qual as coroas foram removidas e¢ a dentina radicular foi
moida. Posteriormente o pd foi suspenso em agua destilada a 28 mg por
aliquota de 50 ml, sendo cuidadosamente misturado com 50 ml das
solugdes testadas e 50 ml de suspensdo bacteriana, dando um volume
total de 150 ml. As incubacdes foram realizadas por 10 s, Imin e 6
horas. Posteriormente 100 ml foram retirados das amostras para
monitorar a sobrevivéncia das bactérias expostas aos irrigantes na
presenca ou auséncia de dentina e as unidades formadoras de colonias
(UFCs) foram contadas. Na auséncia de dentina, depois de 10s de
contato com a suspensdo bacteriana 6% de NaOCl mostrou o menor
nimero de bactérias ea diferenca com o grupo controle foi
significativa. Apos 30s NaOCl 6% exibia UFCs por mililitro, ao passo
que NaOCl 1% e QMiX apresentaram reducao no numero de UFCs em

comparagdo com o grupo controle. Apds 1 min, ambas as concentragdes



de NaOCl apresentaram crescimento bacteriano e QMiX reduziu o
namero de UFCs, porém EDTA 17% e CHX 2% apresentavam
contagens bacterianas semelhantes ao grupo controle. Concluiu-se que a
dentina teve um efeito inibidor significativo em 6% de NaOCI (10s), 1%
de NaOCl (10s e 1min) e QMiX (10s e 1min). Apds 6 horas, ambas as
concentragdes de NaOCl, QMiX, e CHX inibiram todas as bactérias,
independentemente da presenga de dentina. Sendo assim, 6% de NaOCl
foi o irrigante mais eficaz contra E. faecalis, e a presenga de dentina
atrasou o efeito antimicrobiano tanto do NaOCI como do QMiX, mas
ndo impediu completamente sua acao.

Wong, et al. (2014), determinaram o grau de descontaminagdo
mediada por concentragdes de 0,5% e 3,0% de NaOCIl das paredes dos
canais radiculares. Biofilmes de E. faecalis e Porphyromonas gingivalis
foram cultivados em dentina do canal radicular durante sete dias. A
parede do canal foi irrigada com 0,5% e 3% de NaOCl, sendo n = 8§ para
cada grupo das solugdes testadas, ¢ como grupo controle uma solugdo
salina estéril, n=2. Os resultados foram examinados por CLFM e, em
seguida, MEV. As proporg¢des de células viaveis situadas em diferentes
profundidades na dentina do canal radicular foram comparadas a um
nivel de significdncia de P=0,05. Ambas as concentragdes
de NaOCl reduziram significativamente a quantidade de bactérias na
camada mais superficial de dentina (0,Imm) do canal radicular, em
comparagdo com o grupo controle, no entanto, a diferenca nio foi
significativa entre as duas concentracdes. Para as outras duas camadas
(0,1 a 0,3 mm) a irrigacdo com 3% NaOCIl apresentou valores mais
baixos de bactérias viaveis, em comparacao com 0,5% NaOCl e com o

grupo controle. Pode-se concluir que o aumento da concentra¢do de
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NaOCI melhora sua penetragdo em profundidade ¢ com isso sua agdo
antimicrobiana, mas ndo foi capaz de erradicar completamente as
bactérias no sistema de canais radiculares.

Arias-Moliz et al. (2015) analisaram o efeito antimicrobiano de
hipoclorito de soédio a 2,5% (NaOCl) sozinho e associado a 9% HEDP
(acido etidronico) (NaOCI/HEDP), acido peracético 2% (PAA) e
clorexidina 2% sobre a viabilidade de E. faecalis. Foram produzidos
blocos de dentina que permaneceram em contato com o biofilme de E.
faecalis durante cinco dias para contaminagdo e por 3min em contato
com a solugdo testada, como grupo controle foi utilizado agua destilada.
O volume total ¢ a porcentagem de células mortas na dentina infectada
foram analisados por microscopia confocal e pela técnica life/dead. Nas
solugdes de NaOCl e NaOCI/HEDP, pode-se observar um percentual
significativamente maior de células mortas, seguindo da solu¢dao de
PAA. Nenhum efeito antimicrobiano significativo de CHX foi observado
em comparagdo com o grupo de controle. O volume total diminuiu
significativamente em NaOCl, NaOCI/HEDP e PAA, em comparagdo
com ao grupo de controle e a CHX. As solucdes de NaOCl e

NaOCI/HEDP foram mais eficazes contra biolfime de E. faecalis.

2.3 Hipoclorito de calcio

O Ca(OCl), ¢ normalmente utilizado no processo de esterilizagdo
industrial para purificagdo da 4gua. Esta substdncia quimica tem

demonstrado capacidade antimicrobiana contra patéogenos endodonticos



(de Almeida et al., 2014) e capacidade de promover a dissolu¢do
tecidual (Dutta et al., 2012).

Lang et al. (2000) investigaram alternativas de tratamentos
utilizando 4cido latico, acido acético, e Ca(ClO), na eliminagdo da
Escherichia coli 0157: H7 em sementes de alfafa. Foram inoculadas
cada uma das cinco estirpes de E. coli 0157: H7 nas sementes de alfafa.
As alternativas de tratamento foram: G1: 5% de acido latico, a 42°C,
durante 10 min.; G2: 5% de acido acético, a 42°C, durante 10 min.; G3:
2,5% de acido latico, a 42°C, por 10 min., seguido por 2.000 ppm de
cloro ativo (Ca(ClO)y), a 25°C, durante 15 min.; G4: 5% de acido latico,
a 42°C, durante 10 min., seguido de 2.000 ppm de cloro ativo (Ca(ClO),)
a 25°C, durante 15 min.; G5: 20.000 ppm de cloro ativo (Ca(ClO),) a
25°C, durante 15 min. Cada tratamento apresentou redugdo de células de
6,0 log 10 UFC/g, através do plaqueamento em agar MacConkey
Sorbitol (SMAC). O plaqueamento em agar (BHI) mostrou que G1 e G4
reduziram a contagem de 2,3-4,1 log 10 UFC/g; G3 e G4 foram mais
eficientes que o G1 e G2. Apo6s o tratamento com o G5, nenhuma célula
sobrevivente foi detectada em SMAC e BHI. A germinagdo das
sementes nao foi afetada por nenhum dos tratamentos. Pode-se concluir
que a lesdo celular ndo letal deve ser considerada na avaliagdo dos
tratamentos contra E. coli 0157: H7 em sementes de alfafa; pode ser
alcangada um reducdo de 2-4 log 10 UFC/g, utilizando 20.000 ppm de
cloro ativo (Ca(ClO)»); a utilizagdo de acido latico seguido por Ca(ClO),,
apresenta maior letalidade contra E. Coli 0157: H7.

Gandhi et al. (2003) analisaram a eficacia de 20.000 ppm de

Ca(ClO); no tratamento de sementes de alfafa contaminadas com
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Salmonella. Para isso, apds a contaminagdo artificial das sementes,
realizou-se uma pulverizagdo com agua contendo 100 ppm de cloro,
durante a germinagdo e crescimento da alfafa. Posteriormente foi feito o
tratamento utilizando 200.000 ppm de Ca(ClO),, ¢ agua como grupo
controle. Os resultados mostraram que a aplica¢dao de 100 ppm de cloro,
foi minimamente eficaz, apresentando uma reducdo de 0,5 log na
populagdo de Salmonella. Concluiu-se que o tratamento das sementes
com 20.000 ppm de Ca(ClO); em combina¢do com 100 ppm de cloro
durante a germinacdo e crescimento ndao eliminou completamente a
presenga de Salmonella nos brotos, existindo assim a necessidade de
modifica¢des ou novas alternativas para desinfecgdo de sementes antes
da germina¢do ¢ durante o crescimento para garantir a seguranga
microbiana de semente germinada.

Dutta & Saunders (2012) comparou as propriedades de dissolugio
tecidual de 5% e 10% de Ca(OCl),, e de 1,36% e 4,65% de NaOCI sobre
tecido muscular bovino. A concentra¢do de cloro livre de cada solucdo
foi determinada utilizando titulagdo iodométrica. Os espécimes de tecido
de musculo bovino foram ajustados de acordo com o peso (50 +- Smg).
Dez amostras de tecido de cada grupo foram imersas em 5 ml de cada
solucdo de ensaio, removidas apdés 5 minutos, secas com papel
absorvente, e pesadas. O processo foi repetido a cada 5 min com uma
aliquota de 5 ml da solugdo de ensaio para 60 minutos ou até a
dissolugdo completa dos tecidos, e a perda de peso percentual das
amostras foi calculada. Os resultados mostraram que as concentracdes de
cloro disponivel dos irrigantes variaram de 1,36% a 4,65%. Todas as
solugdes de tecido foram completamente dissolvidas aos 60 minutos,

exceto 5% Ca(OCI), (99,4% de dissolugdo). Entre as leituras de teste de



35 e 60 minutos ndo houve diferengas significativas entre as solugdes.
NaOCI 4,65% apresentou mais rapida dissolugdo tecidual durante os
primeiros 35 minutos (P <.05). Nesse periodo, a perda de peso com 10%
de Ca(OCl), diferiam de 4,65% de NaOCI em todos os intervalos de
tempo, exceto aos 5 e 35 minutos (P <0,05); 5% Ca(OCI), nao
demonstrou diferengas significativas com 10% de Ca(OCl), e 1,36% de
NaOCI nos primeiros 35minutos exceto durante a mensuragdo de 5
minutos. Pode-se concluir que 4,65% de NaOCI dissolveu tecido mais
rapidamente do que solugdes de Ca(OCl), ¢ 1,36% de NaOCI em relagdo
aos primeiros 35 minutos mas ndo houve diferengas significativas entre
as solugoes.

de Almeida et al. (2014) compararam a efetividade do Ca(OCl), e
do NaOCI associados a irrigagdo ultrassonica passiva em canais
radiculares de dentes bovinos infectados com E. faecalis. Para isso, os
canais dos 60 dentes bovinos unirradiculares extraidos foram preparados,
autoclavados, inoculados com E. faecalis, e incubados por 30 dias. As
amostras foram divididas em seis grupos (n=10), de acordo com o
protocolo de descontaminac¢do: Gl: nenhum tratamento; G2: agua
destilada; G3: 2.5% de NaOCl; G4: 2,5% Ca(OCl),; G5: 2,5% NaOCl
com ativacdo ultrassonica; e G6: 2,5% Ca(OCl), com ativacao
ultrassonica. Testes microbiologicos (UFC) foram realizados para avaliar
e mostrar a efetividade dos tratamentos propostos. Os dados foram
submetidos a analise estatistica de varidncia seguida pelo teste Tukey.
Conforme os resultados, G1 e G2 mostraram maiores médias de
contaminagdo (3,26 UCF/ml e 2,69 UFC/ml, respectivamente), com
diferenca estatistica para todos os outros grupos (P<0,05). O G6 mostrou

a menor média de contaminacdo (1.00 UFC/ml), com nenhuma
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estatistica encontrada no G3, G4 ¢ G5. Pode-se concluir que o uso de
Ca(OCl); e a irrigacdo passiva ultrassdnica podem contribuir de maneira
significante na redugdo do contetido microbiano no preparo quimico-
mecanico, durante o tratamento endoddntico.

Wang e Kniel (2014), compararam a eficacia do Ca(ClO), na
inativagdo de bactérias e virus em sementes de alfafa. Para isso, as
sementes de alfafa foram inoculadas com norovirus humano (huNoV),
norovirus murino (MNV), virus da Tulane (TV), Escherichia coli
0104:H4, e Salmonella entérica (sorotipo Agona). Posteriormente, as
sementes foram tratadas com Ca(ClO), a 2.000 ppm ¢ 20.000 ppm, com
a média de cloro livre 1.388 + 117 mg/L e 11472 £ 1500 mg/L,
respectivamente, com pH 7,00. A reducdo de coOpias gendmicas de
huNoV, demonstraram que o mesmo ¢ resistente ao Ca(ClO),,
independentemente da concentragdo. Utilizando 20.000 ppm de
Ca(ClO),, foram observadas redugdes significativas, na ordem: TV<S.
entérica<MNV<E. coli 0104:H4. Utilizando 2.000 ppm Ca(ClO),, as
reducdes foram: TV, S. entérica, MNV<E. coli 0104: H4. 20.000 ppm de
Ca(ClO); foi mais eficaz que 2.000 ppm de Ca(ClO), em todos os
microorganismos testados. Nas amostras contendo uma carga de material
organico artificial, a atividade do Ca(CIlO), sobre a inativagdo do virus
diminuiu a medida que a carga organica aumentou. Pode-se concluir que
o Ca(ClO), ndo inativa completamente todas as bactérias e virus
inoculados em sementes, e altos niveis de E. coli 0104: H4 e S. entérica,
estavam presentes em brotos de amostras de sementes higienizados apos
um periodo de germinagdo de 7 dias.

Gorduysus et al. (2015) avaliaram os efeitos dos copolimeros acido

acrilico e acido maleico (Poli (AA-co-MA)) e do Ca(ClO); sob a dentina



radicular, por meio de MEV. Vinte e quatro dentes foram
instrumentados, removendo o ter¢o cervical e apical das raizes,
mantendo apenas 5 mm do tergo médio, que posteriormente foi separado
em dois pedacos no sentido longitudinal. Os espécimes foram
aleatoriamente divididos em seis grupos e¢ submetidos a cada agente
irrigante por 5 minutos, como segue: G1: 7% Ca(ClO),, G2: 25% Poli
(AA-co-MA); G3: 7% Ca(ClO), + 25% Poli (AA-co-MA); G4: 2,5%
NaOCl; G5: 17% EDTA; G6: 2,5% NaOCl + 17% EDTA. Os dados
foram analisados por meio dos testes de Kruskal-Wallis ¢ Dunn. Os
resultados mostraram que no G4 houve a presenga de lama dentinaria ¢
detritos estatisticamente diferentes do G2, G3, G5 ¢ G6, onde a lama
dentinaria e os detritos foram totalmente removidos (P<0,05). O G2, G3
e G5, ndo apresentaram erosao e nao houve diferenga significativa entre
eles. G6 apresentou intensa erosdo sendo estatisticamente diferente dos
G2, G3, G5 (P<0,05). Pode-se concluir que o Poli (AA-co-MA) ¢ eficaz
na remocdo de detritos e da lama-dentinaria, sem causar erosio,
isoladamente ou associado ao Ca(ClO),.

Ferreira et al. (2015) investigaram a influéncia da remog¢do do
colageno sobre a morfologia da superficie dentinaria e na infiltracao de
restauragdes com resina composta, utilizando Ca(ClO),. Quarenta
terceiros molares foram utilizados e confeccionaram-se duas cavidades
em cada um dos dentes, divididos em quatro grupos de acordo com o
tratamento: Nal0-10% de NaOCl durante 30 min.; Cal0-10% de
Ca(ClO); durante 30 seg.; Cal5-15% Ca(ClO),, durante 30 seg. As
cavidades foram hibridizadas utilizando um sistema adesivo a base de
acetona e um composto de resina. Posteriormente, foram submetidas a

ciclos térmicos para 5.000 ciclos, imersos em azul de metileno, durante
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quatro horas e seccionados em placas de 1 mm de espessura. Avaliaram-
se duas fatias por dente usando microscopio estereoscopico e atribuido o
grau de infiltragdo (escores 0-3). Os dados foram analisados pelo teste
Kruskal-Wallis (0¢=0,05). Quatro dentes receberam tratamento de
superficie de acordo com os grupos e foram submetidos ao MEV e EDS
para transportar na composicdo elementar (CE). Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos
experimentais (p=0,533). O Ca(ClO),, altera a composi¢do e morfologia
da superficie da dentina, resultando num aumento na quantidade
de célcio na interface. Quando usado antes de um sistema adesivo a base
de acetona, o Ca(ClO), ndo produz quaisquer diferengas de infiltragdo,
quando comparado com o grupo controle ¢ o grupo Nal0-10% de
Ca(ClO)..

Leonardo et al. (2016) avaliaram o pH e o teor de cloro disponivel
do NaOCl e Ca(OCl),, armazenados em diferentes condi¢des e periodos
de tempo, além da tensdo superficial de Ca(OCl), em comparagdo com as
solucdoes de NaOCl. Solucdes de 0,5%, 1%, 2,5% e 5,25% foram
preparadas, e armazenadas por 30, 60, e 90 dias por 25°C, 4°C, e 37°C,
respectivamente. O pH foi avaliado por um medidor digital e por
titulagdo, e a tensdo superficial foi testada utilizando um tensiometro Du
Nouy. Os resultados mostraram a formagdo de um precipitado utilizando
2,5% e 5,25% de Ca(OCl),. Tanto 2,5% e 5,25% de NaOCl e Ca(OCl),
obtiveram uma diminuigdo de cloro disponivel em comparagdo com as
solucdes recém preparadas. Solucdes de 0,5 e 1% de NaOCl tendem a ter
um pH inferior a 0,5% e 1% de Ca(OCl),, NaOCl 5,25% apresenta pH
superior a 5,25% de Ca(OCl),; 0,5% e 1% de NaOCl e Ca(OCl),

apresentam pH inferior quando comparado a solugdes com 2,5% e



5,25%. NaOCl mostrou valores de tensdo superficial inferior & Ca(OCl)s,
Pode-se concluir que solugdes de Ca(OCl), sdao altamente alcalinas e
apresentam um teor de cloro disponivel superior ao NaOCI, porém, a
tensdo superficial também ¢ mais elevada. Em relacdo ao teor de cloro
disponivel, as solugdes tendem a ser estaveis por até 30 dias de
armazenamento, quando mantidas a 4°C ou 25°C, sendo o calor um fator
contribuinte da instabilidade das solugoes.

Cecchin et al. (2017) avaliaram os efeitos de diferentes tipos de
derivagdo sintética e derivagdo natural de irrigantes do canal radicular
(hipoclorito de sdédio 6% [NaOCI], hipoclorito de calcio 6% [Ca(OCl);]
¢ 6,5% de extrato de semente de uva [GSE]) nas propriedades mecanicas
dentinarias (resisténcia a flexdo, resisténcia a tracdo maxima [UTS] e
resisténcia a fratura). Feixes de forma retangular e sec¢des em forma de
ampulheta obtidos a partir da dentina coronaria e dentina radicular foram
tratados com NaOCl 6%, Ca(OCl), 6% ou 6,5% de GSE durante 30 min.
As solugdes irrigantes foram substituidas a cada 5 min. Em seguida, os
espécimes dentindrios foram enxaguados com dagua destilada (DW)
seguido de incubagdo com EDTA 17% durante 1 min e completamente
lavados com DW novamente. As amostras do grupo controle foram
testadas sem irrigacdo prévia. ApoOs o tratamento com irrigantes,
utilizaram-se feixes de dentina para avaliar a resisténcia a flexdo (n =
10), enquanto a UTS foi avaliada usando as sec¢des em forma de
ampulheta dentinaria (n = 10). Raizes com 1 mm de espessura de parede
dentinaria foram obtidas a partir de dentes humanos e tratadas com as
mesmas solugdes irrigantes (n = 10). Um carregamento compressivo foi
aplicado as superficies coronarias das raizes até a fratura. Os valores de

cada teste mecanico foram analisados estatisticamente por ANOVA
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unidirecional seguido pelo teste Tukey HSD (P <0,05). NaOCI reduziu
significativamente as propriedades mecanicas da dentina em todos os
testes mecanicos (P <0,05) e ndo foi encontrada diferenga estatistica
entre o Ca(OCl),, o GSE e o grupo controle (P> 0,05). Pode-se concluir
que o Ca(OCl); e o GSE podem ser solugdes irrigantes alternativas, uma
vez que ndo afetam negativamente as propriedades mecanicas

dentinarias.

2.4 Terapia Fotodinamica

Inicialmente idealizada para o combate ao cancer, a PDT vem
ganhando espago na odontologia devido a sua efetividade
antimicrobiana. Na PDT, utiliza-se um fotosensibilizador ndo toxico, o
qual ¢ estimulado por uma luz de laser de baixa intensidade que reage
com as moléculas de oxigénio, gerando espécies reativas de O,. Estas
espécies agem com componentes celulares bacterianos por meio de
oxidagdo ou reacdo de reducdo, induzindo a morte dos microorganismos
(Wainwright, 1998). A PDT tem sido considerada uma nova modalidade
para desinfeccdo do canal radicular (de Oliveira et al., 2011)
deemonstrando também ser efetivo no combate aos patégenos

endodonticos (Ghinzelli et al., 2014).

Garcez et al. em 2008, analisaram o efeito antimicrobiano da terapia
fotodindmica (PDT), em associagdo com o tratamento endodontico.
Foram selecionados vinte pacientes. As amostras microbiologicas foram
recolhidas ap6s o acesso do canal, tratamento endodontico e PDT. No

fim da primeira sessdo, o canal radicular foi preenchido com Ca(OH)», e



ap0s uma semana, uma segunda sessdo a terapia endodontica foi
realizada. A terapia endodontica resultou em uma redugdo média de 1,08
log. A combinag@o de PDT aumentou a reducdo significativamente (1,83
log, p = 0,00002). A utilizagdo de PDT para endodontia conduz a uma
melhor redugdo da carga bacteriana e pode ser uma abordagem adequada
para o tratamento de infecc¢des orais.

Fimple et al. (2008), investigaram os efeitos fotodindmicos do azul
de metileno (MB) em biofilmes multi-espécies de canais radiculares que
compreendem  Actinomyces israelii, Fusobacterium  nucleatum
subespécie nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia em canais radiculares infectados experimentalmente de
dentes humanos extraidos in vitro. A MEV mostrou a presenga de
biofilmes em canais radiculares antes da terapia. O sistema de canais
radiculares foi incubado com MB (25 pg/ml) durante 10 minutos
seguido de exposi¢do a luz vermelha a 665 nm, com uma fluéncia de
energia de 30 J/cm?. A luz foi transmitida através de um laser de diodo
com um didmetro de 250 pm que distribui luz uniformemente através de
fibra otica. A PDT alcangou uma redugao de até 80% da contagem de
unidades formadoras de colonias. Os autores concluiram que a PDT
pode ser um complemento eficaz para o tratamento endodontico padrao
quando os parametros de PDT sdo otimizados.

Garcez et al. (2010), relataram o efeito antimicrobiano da PDT
associado a endodontia em pacientes com necrose pulpar infectada com
microflora resistente a uma terapia antibidtica anterior. Foram
selecionados trinta dentes anteriores de 21 pacientes com lesdes
periapicais que ja haviam sido tratados com o tratamento endoddntico

convencional e terapia antibidtica. As amostras microbioldégicas foram
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(1) feitas depois de acessar o canal radicular, (2) apds a endodontia, e (3)
apos a PDT. Todos os pacientes tiveram pelo menos um microorganismo
resistente a antibidticos. A PDT utiliza polietilenimina e clorina como
um fotossensibilizador e um laser de diodo como uma fonte de luz (P =
40 mW, t = 4 minutos, E = 9,6 J). A terapia endoddntica sozinha
produziu uma redug¢ao significativa no nimero de espécies microbianas,
mas apenas trés dentes estavam isentos de bactérias, contudo a interagao
entre PDT e a endodontia eliminou todas as espécies resistentes aos
medicamentos e todos os dentes estavam livres de bactérias. O uso de
PDT adicionado ao tratamento endododntico convencional levou a uma
grande reducdo da carga microbiana. A PDT, portanto, ¢ um tratamento
eficiente para ecliminar os microorganismos resistentes a multiplas
drogas.

Souza et al. em 2010 investigaram os efeitos antibacterianos da PDT
com azul de metileno (MB) ou azul de toluidina (AT) (ambos a 15
mecg/mL) como um suplemento a instrumentagao/irrigacdo de canais
radiculares experimentalmente contaminados com E. faecalis. Setenta
dentes extraidos tiveram seus canais radiculares contaminados com uma
cepa de E. faecalis por 7 dias, instrumentados com instrumentos de
niquel-titanio e irrigados com 2,5% NaOCI ou com NaCl 0,85%, e, em
seguida, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
MB / NaOCl (PDT com MB e NaOCl como irrigante), TB / NaOCl
(PDT com TB e NaOCl como irrigante), MB / NaCl (PDT com MB e
NaCl como o irrigante) ¢ TB / NaCl (PDT com TB e NaCl como
irrigante). Para a PDT, o fotossensibilizador permaneceu no canal
durante 2 minutos, apos, foram expostos a luz vermelha emitida a partir

de um laser de diodo durante 4 minutos. As amostras foram recolhidas



antes ¢ depois da instrumentagdo/irrigacdo ¢ seguindo o procedimento de
PDT especifica para cada grupo. Independentemente do irrigante
utilizado (NaOCIl ou NacCl), a instrumentac@o reduziu significativamente
as contagens bacterianas, em comparagdo com o Baseline (p <0,001).
NaOCI como o irrigante foi significativamente mais eficaz do que o
NaCl, e esta diferenga persistiu apoés PDT, independentemente do
fotossensibilizador utilizado (p <0,05). PDT com MB ou TB ndo
aumentou significativamente a desinfec¢do apds o preparo quimico-
mecanico usando hipoclorito de sédio como irrigante (p> 0,05). Néo
foram observadas diferengas  significativas entre os  dois
fotossensibilizadores (p> 0,05). A PDT com MB ou TB ndo pode
exercer um efeito suplementar significativo para procedimentos de
instrumentagao/irrigagio no que diz respeito a desinfecgio intracanal. E
recomendado mais ajustes no protocolo para aumentar a previsibilidade
na eliminacdo de bactérias antes da utilizagao clinica.

Rios et al. (2011), relatam que a PDT com lasers de alta poténcia
como fonte de luz tem sido provada ser eficaz na desinfeccdo de canais
radiculares. Os autores avaliaram o efeito antimicrobiano da PDT
utilizando azul de toluidina. O (TBO) e um laser de diodo de baixa
poténcia (LED) ap6s o protocolo de desinfeccdo convencional com
NaOCI 6%. Dentes unirradiculares extraidos foram limpos e o apice foi
selado antes da incubagdo com E. faecalis por 2 semanas. As raizes
foram divididas aleatoriamente em cinco grupos experimentais ¢ trés
grupos controle. Lascas de dentina foram coletadas dos canais
radiculares de todos os grupos com a lima rotatoria #50/.06. As unidades
formadoras de colonias foram determinadas, € a taxa de sobrevivéncia

bacteriana foi calculada para cada tratamento. A taxa de sobrevivéncia
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das bactérias do grupo NaOCl / TBO / luz (0,1%) foi significativamente
menor (P <0,005) do que o NaOCIl (0,66%) e / grupos de luz TBO
(2,9%). PDT utilizando TBO e um laser de diodo possui o potencial de
ser utilizado como um procedimento antimicrobiano adjuvante na terapia
endododntica convencional.

Meire et al. em 2012 compararam a eficacia antimicrobiana de dois
lasers de alta poténcia (Nd: YAG e Er: YAG) e dois sistemas comerciais
de PDT com a agdo de NaOCl em biofilmes de E. faecalis cultivadas em
discos de dentina. Biofilmes de E. faecalis foram cultivados em discos
de dentina em uma placa de microtitulagao, foram incubados durante 24
h e submetido aos seguintes tratamentos: PDT (Denfotex e sistema
Helbo), irradiagdo a laser Er: YAG (2940 nm, a 50 mJ ou 100 mJ, 15
Hz, 40 s), Nd: YAG (1064 nm, 2 W, 15 Hz, 40 s) e imersdo em 2,5%
(w/v) de NaOCI durante 1, 5, 10 e 30 min. As bactérias sobreviventes
foram colhidas, e o niimero de UFC por disco foi determinada por
contagem de placa. Significativas redugdes na contagem foram
observadas para PDT (Helbo) (redugdo dentro das limitagdes do estudo,
NaOClI foi o mais eficaz na elimina¢do de biofilme de E. faecalis,
enquanto que o tratamento a laser Er: YAG (100 mJ pulsos) também
resultou em reducdes altas nas contagens das bactérias viaveis. A
utilizagdo de ambos os sistemas comerciais de PDT resultou em uma
fraca reducdo do numero de células de E. faecalis. A irradiagdo com
laser Nd: YAG foi a menos eficaz.

Raymond et al. (2012). avaliaram os efeitos antimicrobianos da
PDT em dentes humanos infectados ex vivo. Cinquenta e dois dentes
recém-extraidos com necrose pulpar e imagem radiolucida periapical

associadas foram obtidos de 34 individuos. Foi realizado desbridamento



quimico-mecanico (CMD) de vinte e seis dentes com 49 canais com 6%
de NaOCl e 26 dentes com 52 canais receberam CMD além da PDT.
Para PDT, os sistemas de canais radiculares foram incubados com azul
de metileno (MB) a uma concentracdo de 50pug/ml durante 5 minutos,
seguido por exposi¢do a luz vermelha a 665 nm, com uma fluéncia de
energia de 30 J/cm?. O conteudo dos canais radiculares foi recolhido
através de lavagem dos canais no inicio do estudo e apés CMD sozinho
ou CMD + PDT e foi diluido em série e cultivado em agar sangue. As
fragdes de sobrevivéncia foram calculadas por contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC). A caracterizacdo parcial das espécies do
canal radicular no grupo controle ¢ apés CMD sozinho ou CMD + PDT
foi realizada utilizando sondas de DNA com um painel de 39 espécies a
em um tubo de ensaio. Os niveis de detecgdo pos-tratamento para todas
as espécies foram significativamente menores para canais tratados pelo
CMD + PDT do que eram para aqueles tratados pelo CMD sozinho. Os
dados indicaram que PDT reduziu significativamente as bactérias
residuais dentro do sistema de canais radiculares e que PDT, se reforcada
por melhorias na técnica, ¢ uma promessa substancial como adjuvante da
CMD.

Hecker et al. em 2013 estabeleceram um modelo refinado de canais
radiculares infectados artificialmente e confirmaram a sua adequagao
como um método ex Vivo sensivel para avaliar a eficacia de agentes de
desinfec¢do. A desinfecgdo foi avaliada utilizando NaOCl, ¢ um método
recentemente utilizado para promover a desinfec¢do, a PDT. As raizes de
incisivos bovinos foram seccionadas em trés partes, os canais foram
preenchidos com uma suspensdo de E. faecalis como um meio de

cultura. Apds 7 dias, seccdes coronais foram desinfetadas com NaOCl
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(0,5%, 1,0% e 3,0% para 30, 60 ¢ 600 s) ou um sistema fotoativado
(Pacto; Cumdente, Tubingen, Alemanha) para PDT antibacteriana. As
seccdes apicais serviram como controle estéril e segdes do tergo médio
como controles de crescimento bacteriano. A desinfec¢do foi detida na
metade dos espécimes tratados com NaOCIl. O sistema detectou de forma
confiavel a desinfec¢do do canal radicular e tubulos dentindrios e provou
ser um modelo adequado para testes ex vivo da desinfeccdo do canal
radicular. O efeito de NaOCI dependia da duragdo do contato com os
espécimes. Nas presentes condigdes experimentais a PDT ndo alcangou a
desinfecgao suficiente.

Miranda et al. (2013), avaliaram a eficacia ex vivo do sistema
EndoVac e PDT como adjuntos para o desbridamento quimico-mecanico
associado com hidroxido de calcio (CaOH>) na redugdo dos niveis de E.
faecalis o interior dos canais radiculares. Cento e vinte e cinco dentes
pré-molares estéreis foram convencionalmente acessados, preparados e,
em seguida, contaminados com E. faecalis (ATCC 29212) durante 30
dias. Os dentes foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: controle
(desbridamento  quimico-mecanico com irrigagdo convencional);
Endovac (desbridamento quimico-mecanico com sistema de EndoVac);
PDT (desbridamento quimico-mecénico com irrigacdo convencional e
PDT) e¢ Endovac + PDT (desbridamento quimico-mecanico com
EndoVac e PDT). Os irrigantes utilizados em todos os grupos NaOCl
5,25% e EDTA 17%. Apoés o tratamento, um curativo de demora
(CaOH,) foi aplicado em todos os canais, durante 7 dias. As amostras
foram obtidas antes (T1) e apos os procedimentos terapéuticos (T2) e,
depois de medicagdo intracanal (T3), semeadas em meios BHI e

incubadas (37°C, 48 h) para determinar as unidades formadoras de



colonias (UFC ml (- 1)). O uso concomitante do sistema EndoVac ¢ a
PDT, em combinagdo ou ndo, foi tdo eficaz quanto o desbridamento
quimico-mecanico convencional associado com CaOH, na redugdo de E.
faecalis intracanal.

Silva et al. (2013), avaliaram a forma¢ao de biofilme no interior de
interfaces de cimento-dentina de segmentos radiculares obturados com
guta-percha e cimentos incorporados com nanoparticulas de quitosana
(CS) com e sem tratamento de superficie do canal com diferentes
formulagdes de CS. Canais de raizes bovinas de 4 mm (n = 35) foram
preenchidos com guta-percha e o cimento incorporado com
nanoparticulas de CS sem tratamento de superficie (grupo CS) ou depois
de tratamento de superficie com o CS fosforilada (grupo PHCs), CS-
conjugado com rosa bengala e irradiacdo fotodindmica (grupo CSRB),
ou uma combinag@o de ambos os PHCs e CSRB (grupo RBPH). O grupo
controle foi obturado com guta-percha ¢ um cimento ndo modificado.
Apods 7 dias de fixacdo, as amostras foram envelhecidas em solugdo
tamponada a 37° C durante 1 ou 4 semanas. Monoespecies de E. faecalis
foram cultivadas em amostras durante 7 dias em um fermentador de
biofilmes a base de quimiostato. A formagao de biofilme na interface
cimento-dentina foi avaliada por CLFM. Somente nos espécimes de 4
semanas, a média das areas de biofilme foram significativamente
menores do que no controle para o CS. A Incorporagdo de nanoparticulas
CS para o cimento de 6xido de zinco e eugenol inibiu a formagio de
biofilme na interface cimento-dentina. Este efeito foi mantido quando os
canais foram tratados com CS fosforilada, e foi moderado no tratamento

de canal com o CS- conjugado com rosa bengala e irradiacao.
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Stojicic et al. (2013) compararam a eficacia da desinfecgdo
convencional e da desinfec¢do modificada fotoativada (PAD) contra o E.
faecalis e bactérias do biofilme. E. faecalis (4 cepas) e bactérias do
biofilme de trés voluntarios adultos foram suspensas em agua,
adicionando azul de metileno (MB, 15 pmol L™"). O MB foi misturado
com peroxido de hidrogénio 0,5% e clorexidina (CHX) 0,05%, MB foi
misturado com peroxido de hidrogénio 0,5% e EDTA 0,05% ou MB
misturado com EDTA 0,05% e CHX 0,05% e expostos a irradiagdo a
laser a partir de 10s até 5 min. Apds a exposi¢do, foram retiradas
amostras, diluidas em série e o crescimento aerdbico e anaerdbico
ocorreu em placas de Agar Triptico de Soja ou em placas de agar de
sangue, durante 24 e 72 h, respectivamente. Para experiéncias de
biofilme, E. faecalis e bactérias do biofilme foram cultivadas em discos
de hidroxiapatita estéril (HA) revestidos com coladgeno bovino tipo I
durante a noite por 3 semanas. Apos a exposicao ao MB ou MB e baixa
concentragdo de EDTA com agua oxigenada ou CHX, a percentagem de
bactérias mortas pelo PAD foi avaliada utilizando a coloragdo de
viabilidade e CLFM. PAD convencional por 3 min causou a morte de
90,76% a 100% de E. faecalis, mas ndo conseguiu matar todas as
bactérias do biofilme, mesmo apo6s 5 min de irradiagéo a laser. Em PAD
modificada, até 100% em suspensdo de E. faecalis e bactérias do
biofilme foram mortos apds 1 min e 30 s de irradiagdo. Até vinte vezes
mais bactérias do biofilme foram mortas por PAD modificado do que
pelo PAD convencional. Os autores concluiram que PAD modificada foi
superior & PAD convencional contra bactérias do biofilme.

Ghinzelli et al., (2014), realizaram um estudo, in vitro, com objetivo

de avaliar a influéncia da ativagdo ultrassonica sobre a PDT sobre



sistema de canais radiculares infectados com E. faecalis. Os canais
radiculares de 50 dentes bovinos unirradiculares extraidos foram
ampliados até a lima #60, autoclavados, inoculados com E. faecalis e
incubados por 30 dias. As amostras foram divididas em cinco grupos (n
= 10) de acordo com o protocolo de descontaminacdo: G1 (grupo
controle) - sem procedimentos realizados; G2 - fotossensibilizador (0,01
% de azul de metileno); G3 - ativagao ultrassonica de fotossensibilizador
(0,01% de azul de metileno); G4 - terapia fotodinamica sem ativagao
ultrassonica; G5 - terapia fotodindmica com ativacgdo ultrassonica. Teste
microbioldgico (contagem UFC) e MEV foi realizada para avaliar e
ilustrar, respectivamente, a eficacia dos tratamentos propostos. A analise
microbiolégica demonstrou que G5 (PDT com ativagdo ultrassonica)
apresentou a menor média de contaminacdo (3,17 log UFC/ml), sendo
estatisticamente diferente de todos os outros grupos. Os autores
concluiram com este estudo que o uso de ativagdo ultrassonica em PDT
melhorou o seu potencial de descontaminagdo, resultando numa
eliminagéo superior de E. faecalis do espago do canal radicular.

Chrepa et al., em 2014 realizaram uma revisdo sistematica com o
objetivo de avaliar o efeito da PDT sobre a reducdo da carga bacteriana
durante a desinfeccdo do canal radicular. A selegdo dos artigos para a
inclusdo na revisdo sistematica foi realizada em duas fases, com base em
critérios de elegibilidade pré-determinados de acordo com os itens de
relatorio preferido para revisdes sistematicas e meta-analises (PRISMA).
Trés artigos preencheram os critérios de inclusdo e foram selecionados
para esta revisao sistematica. Todos os estudos incluidos mostraram um
efeito positivo da PDT na reducdo da carga microbiana no tratamento

endododntico que varia de 91,3% -100%. A informagao clinica disponivel
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esta limitada sobre o uso de PDT na desinfec¢do do canal radicular. Se
for suportada pela pesquisa clinica, a PDT pode ter eficacia para a
desinfecgdo adicional de canais radiculares, especialmente na presenca
de bactérias resistentes a multiplas drogas.

Borsato et al., em 2016 avaliaram a resposta dos tecidos apicais e
periapicais em dentes de caes com periodontite apical apds tratamento
endoddntico em uma sessao com e sem PDT quando comparado ao uso
de um curativo intracanal. Sessenta canais radiculares com uma lesdao
periapical induzida foram instrumentados e divididos em trés grupos: I:
tratamento endodontico em duas sessdes utilizando um curativo
intracanal antibacteriano com pasta a base de hidroxido de calcio; II:
tratamento endodontico em uma sessdo utilizando a PDT; e III:
tratamento endoddntico em uma sessdo em que os canais foram
preenchidos imediatamente apds o preparo biomecanico. As maxilas e
mandibulas com dentes foram submetidos a processamento histotécnico
e hematoxilina-eosina. A andlise microscopica descritiva das
caracteristicas da regido apical e periapical foram realizadas, bem como
a avaliagdo morfométrica das 4reas das lesdes periapicais em
microscopia de fluorescéncia. O grupo I foi caracterizado por meio de
reparacdo progressiva, com a presenca das fibras, células e vasos
sanguineos. O grupo II apresentou ligamentos periodontais com a
presenca de fibras colagenas e células inflamatorias residuais e o grupo
III mostrou um infiltrado inflamatério denso, com extensas areas
edematosas e dissociagao fibrilar, sugerindo uma condi¢do inflamatoria e
reabsor¢do persistente. Com relagdo ao tamanho da lesdo periapical, o
grupo I apresentou lesdes significativamente menores (P <0,05) do que

os grupos II e III, as quais ndo diferiram significativamente. Tratamento



endodontico em duas sessdes utilizando um curativo a base de Ca(OH):
foi associado com lesdes periapicais significativamente menores aos 90
dias e caracterizada por reparagdo progressiva.

Albino Souza et al. (2017), avaliaram a eficacia dos protocolos
de descontaminagdo final contra E. faecalis e sua influéncia na forga de
adesdo do material obturador a dentina do canal radicular. 90 canais
radiculares foram ampliados com o sistema ProTaper e inoculados com
E. faecalis por 15 dias. 60 amostras foram divididas aleatoriamente em
seis grupos (n = 10) ¢ submetidas aos seguintes protocolos: G1-DW
(controle); G2- CHX 2%; G3 — Qmix; G4 - 6,5% GSE; G5 - PDT com
fibra optica; G6 - PDT sem fibra optica. A porcentagem de reducdo
bacteriana foi verificada pela contagem de UFCs. As 30 amostras
restantes foram submetidas aos mesmos protocolos de descontaminagdo
(n =5) e preenchidas com guta-percha e obturadas com o cimento AH
Plus para realizar o teste de push-out. Os dados de ambos os testes foram
submetidos a ANOVA seguido do procedimento post hoc de Tukey (a =
0,05). A maior redugdo bacteriana foi observada para CHX 2%, QMix e
6,5% de GSE, sem diferenca estatisticamente significativa entre elas. A
PDT com e sem fibra oOptica, demonstrou uma reducdo
significativamente maior do que a DW, sem diferenga estatisticamente
significativa entre eles (p <0,05). Para o teste push-out, os protocolos de
descontaminacdo final mostraram valores de resisténcia de adesdo
similares (p <0,05), com a maior incidéncia de falha coesiva em todos os
grupos. Pode-se concluir que os protocolos de descontaminacdo final
testados mostraram eficdcia contra E. faecalis e ndo interferiram na for¢a

de adesdo do material obturador a dentina do canal radicular.
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Souza et al. (2017), avaliaram, in vitro, a influéncia da adigdo
de CHX ao fotossensibilizador na atividade antimicrobiana da terapia
fotodindmica em canais radicais infectados por E. faecalis. Os canais
radiculares de 50 dentes humanos extraidos foram ampliados até lima F3
do sistema Pro-Taper, autoclavados, inoculados com E. faecalis e
incubados por 14 dias. As amostras foram divididas em cinco grupos (n
= 10) de acordo com o protocolo de descontaminacdo: G1 (grupo
controle) - nenhum procedimento foi realizado; G2-fotosensibilizador
(0,01% de azul de metileno); G3- clorexidina gel 2%; G4-terapia
fotodindmica; G5- terapia fotodindmica com fotossensibilizador
modificado pela CHX. O teste microbioldgico (contagem de UFC) foi
realizado para avaliar a eficacia dos tratamentos propostos. Os dados
foram submetidos a ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey (o =
0,05). O Grupo 3 mostrou a menor contamina¢do média (2,03 logl0
UFC/mL), sendo estatisticamente diferente de todos os demais grupos (p
<0,05). Pode-se concluir que a adigao de CHX ao fotossensibilizador ndo
resultou em um melhor potencial de descontaminagdo da terapia

fotodindmica sozinha sobre os canais radicais infectados por E. faecalis.

7.5 Sistemas Reciprocantes

O sistema reciprocante (Reciproc) pode ser um recurso eficiente na
reducdo bacteriana, atuando de forma semelhante ao sistema rotatério
convencional, desde que a largura do preparo apical, o volume e o tempo

de permanéncia da SQA sejam similares. Alves et al. (2012). O sistema



Reciproc apresentou a mesma eficidcia em comparagdo aos sistemas

rotatorios convencionais. Marinho et al. (2015)

Alves et al. (2012) avaliaram a redugdo bacteriana em canais
radiculares através do sistema reciprocante Reciproc (instrumento R40),
em comparacdo ao sistema rotatdrio convencional BioRaCe
(instrumentos BR2 ao BRS). Para isso, os canais radiculares de 34 dentes
extraidos foram contaminados com E. faecalis. Em ambos os protocolos
a substancia quimica auxiliar (SQA) foi NaOCl 2,5%, permanecendo por
11 minutos em contato com o canal. Os dados foram obtidos a partir das
amostras bacterioldgicas realizadas antes (S1) e apds a instrumentagdo
(S2), e a quantificagdo de bactérias foi realizada pelo método qPCR, ¢
cultura. Os resultados mostraram que ambos os sistemas promoveram
redugdo significativa de E. faecalis. A analise das amostras S2 nao
apresentou diferencas significativas entre os dois sistemas de
instrumentagdo. Quanto aos métodos de quantificacdo, S1 apresentou
contagens significativamente maiores de E. Faecalis e ndo houve
diferenga significativa entre os grupos para S2. Pode-se concluir que o
sistema reciprocante (Reciproc) pode ser um recurso eficiente na
reducdo bacteriana, atuando de forma semelhante ao sistema rotatorio
convencional (BioRaCe), desde que a largura do preparo apical, o
volume e o tempo de permanéncia da SQA sejam similares.

Siqueira et al. (2013), avaliaram a capacidade de desinfecgdo de trés
protocolos na preparacdo de canais radiculares por analise
computadorizada de microtomografia (uCT). Os canais radiculares de
molares inferiores extraidos foram contaminados com E. faecalis e

divididos em trés grupos de acordo com a técnica de instrumentagdo:
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Self-Adjusting File (SAF), utilizando o instrumento WL (tamanho 25,
conicidade 0,04mm); Reciproc, utilizando instrumento R25; e Twisted
File, utilizando a sequéncia de instrumentos TF 25/0,08, 25/0,006,
25/0,04. A substancia quimica auxiliar utilizada para todos os grupos foi
NaOCl 2,5%. As amostras foram coletadas antes (S1) e apods a
instrumentagao (S2), a quantifica¢do bacteriana foi realizada por meio de
cultura, e posteriormente, as raizes foram submetidas a analise de pCT
para avaliar a configuragdo anatomica dos canais. Os resultados
mostraram que ambos o0s protocolos de intrumentagdo promoveram
reducdo bacteriana altamente significativa. Quanto a quantificacdo das
amostras ndo houve diferenca significativa entre os grupos, e em relagao
a configuracdo anatdmica, ndo se observou diferenca estatistica entre as
técnicas em relagdo ao percentual médio de aumento de volume e da area
de superficie dos canais antes e ap6s a intrumentacdo. Pode-se concluir
que os trés sistemas de instrumentac¢do apresentaram reducdo bacteriana
semelhante.

Basmaci et al. (2013), avaliaram a eficicia de duas técnicas de
instrumentagao (Self-adjusting File - SAF e Reciproc) em comparagdo a
um sistema rotatorio convencional (ProTaper) na redugdo de E. faecalis
em canais radiculares. Para o estudo, 81 pré-molares uniradiculares
foram infectados com E. Faecalis. As amostras foram divididas
aleatoriamente em nove grupos: G1A: solugdo salina estéril + Sistema
SAF; G1B: NaOCl 5% + EDTA 15% + Sistema SAF; G1C: NaOCl 5%
+ 4cido maleico 7% + Sistema SAF; G2A: solugdo salina estéril +
Sistema Reciproc (R25); G2B: NaOCl 5% + EDTA 15% + Sitema
Reciproc (R25); G2C: NaOCl 5% + acido maleico 7% =+ Sistema
Reciproc (R25); G3A: solugdo salina estéril + Sitema ProTaper; G3B:



NaOClI 5% + EDTA 15% + Sistema ProTaper; G3C: NaOCl 5% + acido
maleico 7% + Sistema ProTaper. Analise estatistica obtida por ANOVA,
e teste Dunn's post hoc para comparagdes multiplas. Os resultados
mostraram que todos os protocolos reduziram significativamente o
numero de células bacterianas. Entre os grupos, a reducao bacteriana em
numeros de registros foi menor no G1A, com redugdo de 29,47%, e
maior no G3B, com redugao de 70,3%. As comparagdes entre 0s grupos
revelaram diferencas significativas entre o0 G1A ¢ G1B (P=0,031); GIA
e G2C (P=0,003); G2A e G3B (P=0,036); G3B e G1A (P<0,001); G3C e
Gl1A (P=0,033). Pode-se concluir que nao houve diferengas
siginificativas em termos de reducdo de carga microbiana, entre os
sistemas reciprocantes (SAF e Reciproc) e o sistema rotatorio (ProTaper)
em combinagdo com os agentes irrigantes.

Machado et al. (2013), avaliaram a influéncia da instrumentagdo
com sistemas reciprocantes e sistemas rotatorios na reducdo bateriana
em canais radiculares infectados. Para o estudo, sessenta canais
radiculares de molares superiores foram contaminados com E. faecalis.
A amostra foi dividida em cinco grupos, de acordo com o sistema de
instrumentagdo utilizados: Waveone, Reciproc, ProTaper, Mtwo e o
sistema manual de instrumentagdo. As amostras bacterianas foram
recolhidas imediatamente (S1), e sete dias apos a instrumentagao (S2). A
analise estatistica foi realizada pelo teste T, e ANOVA. Os resultados
mostraram que ap6s a instrumentagdo a contagem bacteriana foi
significativamente reduzida em todos os grupos, ndo havendo diferenca
significativa entre a técnica de instrumentagdo com movimento
reciprocante, rotatorio e manual. No entanto, S2 apresentaram

constagens bacterianas significativamente mais elevadas em comparagdo
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com S1. Pode-se concluir que todos os sistemas reduziram as bactérias
em nivel semelhante.

Martinho et al. (2014), compararam a eficicia clinica da
instrumentagdo com sistemas rotatorios ¢ reciprocantes na remocdo de
endotoxinas e bactérias de canais radiculares infectados. Quarenta e oito
pacientes com necessidade de tratamento endodontico foram incluidos
no estudo. A amostra foi dividida aleatoriamente em quatro grupos
(n=12) de acordo com os sistemas testados: Waveone, Reciproc,
ProTaper e Mtwo. As amostras bacteriologicas foram coletadas antes e
apds o preparo quimico-mecanico, ¢ a substancia quimica auxiliar
utilizada foi NaOCI 2,5%. Nao foram encontradas diferengas nos valores
pencentuais médios de redugdo de endotoxinas alcangados com os
sistemas reciprocantes (Waveone: 95,15%, Reciproc: 96,21%) e sistemas
rotatorios (ProTaper: 97,98%, Mtwo: 96,34%), sendo P<0,05. Ambos os
sistemas foram eficazes na reducdo bacteriana (Waveone: 99,45%,
Reciproc: 99,93%, ProTaper: 99,85% e Mtwo: 99,41%). A analise de
cultura ndo revelou diferencas na redugdo de carga bacteriana. Pode-se
concluir que ambos os sistemas apresentaram reducdo bacteriana e de
endotoxinas de forma semelhante, mas ndo foram capazes de elimina-las
completamente.

Tinoco et al. (2014), avaliaram a extrusdo apical bacteriana
associada a dois sistemas reciprocantes (Waveone e Reciproc) em
comparagdo com sistema rotarorio convencional (BioRace). Foram
utilizados quarenta e cinco incisivos inferiores humanos uniradiculares,
na qual, foram preparados e contaminados com E. faecalis. As amostras
foram divididas em trés grupos (n=15): G1: Reciproc; G2: Waveone;

G3: BioRace. Bactérias extruidas além do forame durante a



instrumentagdo foram coletadas em frascos contendo 0,9% de NaOCl, e,
posteriormente, foram retiradas ¢ incubadas em meio agar por 24 horas.
Foram contabilizadas as unidades formadoras de colonia (UFC) por ml,
¢ os dados analisados pelo teste Kruskal-Wallis ¢ teste H. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada no nimero de UFC entre os dois
sistemas  reciprocantes. o sistema  BioRace apresentou
significativamente nimero mais elevado de UFC quando comparado aos
sistemas Waveone ¢ Reciproc. Todos os sistemas de instrumentagdo
extruiram Dbactérias além do forame, no entanto, os sistemas
reciprocantes, apresentaram menor valor de extrusdo apical de bactérias
em relagdo ao sistema rotatorio.

Nakamura et al. (2015), avaliaram a eficicia da intrumentag¢do com
sistema reciprocante na desinfeccdo de canais radiculares. Quarenta e
cinco pré-molares humanos extraidos foram infectados com E. faecalis,
durante 28 dias. O grupo controle consistiu de cinco dentes ndo
contaminados e nao intrumentados. A substancia utilizada no preparo
quimico-mecanico foi NaOCl 2,5%. A amostra foi dividida em trés
grupos experimentais (n=15): manual (Lima tipo K); rotatério (Mtwo);
reciprocante (Reciproc, instrumento R50). As amostras bacteriologicas
foram coletadas antes (S1) e apds o preparo quimico-mecanico (S2),
também foram coletadas 0,02g de raspas de dentina dos tergos
radiculares para verificar a redugdo de microorganismos nos tibulos
dentinarios. Os resultados mostraram que ambas as técnicas de
intrumentacdo reduziram o niimero de microorganismos no sistema de
canais radiculares, mas ndo foram observadas diferencas significativas
entre os trés grupos. O sistema Reciproc, embora consista em um unico

intrumento para realizar o preparo do canal radicular, em associagdo com

60



NaOCl 2,5% apresentou-se tdo eficaz quanto a intrumentagdo rotatoria
(Sistema Mtwo) e intrumentag¢do manual.

Marinho et al. (2015), avaliaram a eficacia do sistema Reciproc na
remogdo de bactérias e endotoxinas de canais radiculares em
comparagdo aos sistemas rotatorios convencionais. Quarenta pré-molares
inferiores humanos unirradiculares foram contaminados com
Escherichia coli por 21 dias e distribuidos em quatro grupos (n=10): G1:
Reciproc; G2: Mtwo; G3: ProTaper Universal; G4: FKG Race. As
amostras bacterioldgicas e de endotoxinas foram coletadas antes (S1) e
apos a instrumentacdo (S2), a cultura bacteriana determinou as unidades
formadoras de colonia (UFC), e o ensaio de Limulus Amebocyte Lysate
foi utilizado para quantificagdo de endotoxinas. Os resultados foram
submetidos ao teste T ¢ ANOVA. Em S2 todos os sistemas apresentaram
reducdo altamente significativa de Dbactérias e endotoxinas,
repectivamente: G1: 99,34% e 91,69%; G2: 99,86% e 83,11%; G3:
99,93% e 78,56%; G4: 99,99% e 82,52%. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre os sistemas. Pode-se concluir que o sistema
Reciproc apresentou a mesma eficdcia em comparacdo aos sistemas
rotatorios convencionais.

Teixeira et al. (2015), avaliaram a influéncia do movimento
reciprocante (Sistema Reciproc) com diferentes comprimentos de
trabalho (CT) e o tamanho da preparagdo apical sobre a extrusdo apical
bacteriana. Para o estudo, sessenta e oito pré-molares humanos
unirradiculares, foram contaminados com Enterococcus faecalis e a
amostra foi dividida em quatro grupos (n=15): G1: R25, CT 0 mm; G2:
R40, CT 0 mm; G3: R25, CT -1mm; G4: R40, CT -1 mm. As bactérias

extruidas do forame foram coletadas em frascos contendo 0,9% de



NaOCIl. As amostras microbiologicas foram incubadas em meio agar
BHI por 24 horas. Foi realizada a contagem de unidades formadoras de
colonia (UFC) por ml. Os dados foram analisados utilizando teste de
Wilcoxon e Teste-H de Kruskal-Walliis. Nenhuma diferenga
significativa foi encontrada no nimero de UFCs entre os grupos. Pode-se
concluir que os diferentes comprimentos de trabalho e o tamanho da
preparagdo apical ndo apresentaram efeito significativo sobre a extrusido
bacteriana do forame quando utilizado o sistema reciprocante.

Martinho et al. (2015), compararam a eficacia dos sistemas
reciprocantes e rotatorios na remogdo de endotoxinas e bactérias no
retratamento endodontico. Para o estudo, trinta dentes tratados
endodonticamente foram selecionados. A amostra foi dividida em trés
grupos (n=10) de acordo com o sistema utilizado: G1: Waveone; G2:
Reciproc; G3: ProTaper Universal. A susbtancia quimica auxiliar
utilizada foi NaOCI 2,5%, ¢ as amostras foram coletadas antes (S1) e
apos a intrumentag@o (S2). A cultura bacteriana determinou as unidades
formadoras de colonia (UFC), e o ensaio de Limulus Amebocyte Lysate
foi utilizado para quantificacdo de endotoxinas. Em S2, ndo foram
encontradas diferengas nos valores percentuais médios de redugdo de
endotoxinas entre os sistemas Waveone (94,11%), Reciproc (93,29%),
ProTaper (94,98%). Os sistemas reciprocantes Reciproc e Waveone
foram tdo eficazes quanto o sistema rotatorio ProTaper.

Neves et al. (2016), compararam a eficacia antibacteriana do
sistema reciprocante (Reciproc) em comparacdo ao sistema rotatorio
(BioRaCe) em canais radiculares infectados. Foram selecionados
sessenta pacientes com necessidade de tratamento endodontico, cada

paciente contribuiu com um dente para o estudo. A susbtancia quimica
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auxiliar utilizada foi NaOCl 2,5%. As amostras foram divididas em dois
grupos, conforme os sistemas de instrumentagdo testados: G1: Reciproc
e G2: BioRaCe. As amostras foram coletadas antes ¢ apds a
instrumentagao, ¢ a quantificacdo das bactérias foi feita utilizando reagao
de cadeia polimerase. Todas as amostras iniciais apresentavam presenca
de bactérias, com niumeros médios de G1: 7,1x10 (5) e G2: 1,31x10 (5).
Apds a intrumentagdo G1: 16 (55%) e G2: 15 (50%) de canais ainda
apresentavam bactérias detectaveis com contagens medianas de 7,05x10
(2) e 6,03x10 (1), respectivamente. Ambos os sistemas foram altamente
eficazes na redugdo das contagens totais de bactérias, ndo havendo
diferencas significativas entre eles.

Souza et al. (2017), avaliaram e compararam a substantividade
da CHX utilizando os sistemas manual, rotatério e reciprocante para o
preparo do canal radicular. 45 dentes humanos uniradiculares foram
utilizados para foram divididos em trés grupos (n = 15) de acordo com a
técnica de instrumentagdo utilizada: instrumentagdo manual (K-File),
instrumentacao rotatoria (ProTaper) e instrumentacdo reciprocante
(Reciproc R25). O gel de CHX (2%) foi utilizado como substancia
quimica auxiliar durante o preparo do canal radicular. Foram esculpidos
sulcos longitudinais nas superficies livres das raizes, fornecendo duas
metades de cada raiz e resultando em 30 amostras por grupo. Cada grupo
foi dividido aleatoriamente em trés subgrupos (n = 10), e a
substantividade foi avaliada ap6s 48 h, 7 dias ¢ 30 dias de incubagdo. A
quantidade de CHX (em mg/mL) foi medida através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa. A analise estatistica foi
realizada por analise de variancia e teste de Tukey para comparacdes pos

hoc (o = 0,05). O sistema manual ndo apresentou diferenca significativa



estatistica com a instrumentacdo rotatéria (P> 0,05), mas a maior
substantividade de CHX foi registrada em todos os periodos de
observacdo em relagdo a instrumentagdo reciprocante (P <0,05). Os
autores concluiram que a substantividade de CHX na dentina humana ¢
mais baixa quando se utiliza o sistema reciprocante quando comparado

com a instrumentagdo manual e rotatoria.
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3. PROPOSICAO

3.1 Este estudo teve como objetivos gerais:

3.1.1 Avaliar, in vitro, a influéncia da PDT no processo de
descontamina¢do de canais radiculares preparados com baixas
concentragdes de solugdes de NaOClI 1% e 2,5% e Ca(OCl)2 1% e 2,5%

e sistema reciprocante.
3.2 Este estudo teve como objetivos especificos:

3.2.1 Avaliar, in vitro, a a¢do antimicrobiana da PDT associada ao
NaOCI e Ca(OCl), nas concentragdes de 1% e 2,5%, em um modelo de
canais radiculares infectados com E. faecalis, por meio da contagem de
UFC.

3.2.2 Awvaliar, in vitro, a agdo antimicrobiana do NaOCI e
Ca(OCl)2 nas concentracdes de 1% e 2,5% associada a instrumentagdo
com sistema reciprocante Reciproc, sem a utilizagdo da PDT em um
modelo de canais radiculares infectados com E. faecalis, por meio da

contagem de UFC.



3.3 As hipoéteses testadas foram:

3.3.1 A PDT associada ao NaOCl e Ca(OCl), nas concentragdes de
1% e 2,5% ¢ eficaz na descontaminagdo de canais radiculares infectados
com E. faecalis.

3.3.2 Baixas concentracdes de solu¢des de NaOCl e Ca(OCl),
associada a instrumentagao reciprocante, ¢ eficaz na descontaminagio de

canais radiculares infectados com E. faecalis.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela comissdo de Etica em Pesquisa da

Universidade de Passo Fundo, sob o niimero de protocolo 2.195.955.

4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Obtencéo e preparo das amostras

Cem dentes unirradiculares humanos extraidos (Figura 1A) foram
obtidos através do Biobanco da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Passo Fundo. Os dentes foram congelados e
armazenados até o inicio do experimento, no intuito de preservar as
propriedades dos tecidos dentarios.

A porgdo coronaria foi seccionada na jun¢ao amelocementaria, de
forma que o remanescente radicular apresentasse um comprimento de 15
mm (Figura 1B). Foi utilizado para o corte, um disco de diamante
rotativo (KG Sorensen Dupla face modelo 1802.7015), acoplado na peca

reta de baixa rotacdo, utilizando agua para refrigeragao (Figura 1C).
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Figura 1 — Padronizacéo das raizes. A — remanescente radicular, B —
Seccionamento das coroas com disco diamantado dupla face,
C - Remanescente radicular apresentando um comprimento
de 15mm.

Todas as raizes foram ampliadas da mesma forma no intuito de
remover o tecido pulpar e padronizar o didmetro do canal e criar, apos a
inoculagdo um ambiente adequado para o crescimento bacteriano. O
comprimento de trabalho foi estabelecido por meio da introdugido de uma
lima tipo-K #10 no canal radicular até que sua ponta fosse visualizada no
forame apical (Figura 2A). A partir desta medida foi reduzido 1 mm,
estabelecendo o comprimento de trabalho. O preparo cervical foi
realizado com broca Largo n°3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga)
(Figura 2B) e a ampliagdo apical foi realizada manualmente com limas
tipo-K, iniciando com a lima #15 (Figura 2C) e finalizando com a lima
n° 45, sempre no comprimento de trabalho previamente determinado
(Figura 2D). A substancia quimica auxiliar utilizada durante a
instrumentagdo das raizes foi dgua destilada (Decloquimis, Sao Paulo,
SP, Brasil) e, apés a instrumentacdo, foi realizada uma lavagem final
com 3 mL de EDTA 17% (Iodontosul, Porto Alegre, RS, Brasil), para a

remogao de smear layer (Figura 2E).
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Figura 2 — Preparo das raizes. A — odontometria, B- preparo cervical
realizado com broca Largo n° 3, C- ampliacéo apical com
limas tipo-K, iniciando com a lima n° 15, D- finalizando com
a lima n° 45, E- lavagem final com EDTA 17%.

Apods a conclusdo da padronizagdo do didmetro dos canais
radiculares, foi realizado o vedamento do forame apical com resina
fotopolimerizavel Opallis (FGM, Joinville, SC, Brasil) (Figura 3A),
formando um capuz com o material em torno do apice da amostra,
conforme a técnica de hibridizagdo preconizada para confeccdo de
restauragdes, evitando assim, o extravasamento das substancias testadas
durante o experimento. A impermeabilizacdo externa das raizes também
foi realizada através de duas aplicagdes de adesivo a base de
cianoacrilato (SuperBonder — Henkel, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura
3B). Cada raiz foi fixada com silicona de condensagdao Putty-C para
Impressdo (Silon2APS - Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) em um
microtubo plastico (Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de modo que a

porgao cervical ficasse posicionada para cima (Figura 3C).
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Figura 3 — Preparo das amostras. A- vedamento do foramen apical com
resina fotopolimerizavel, B — impermeabilizacdo externa
das raizes com adesivo a base de cianoacrilato, C — fixagéo
com silicone de condensacé@o em microtubo pléstico.

As amostras foram alocadas em caixas de polipropileno (Heathrow
Scientific, Vernon Hills, IL, Estados Unite) ((Figura 4) e esterilizadas a
temperatura de 120 °C em autoclave (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP,

Brasil), por um periodo de 30 minutos.

Figura 4 — Disposi¢ao das amostras em caixa de polipropileno.
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Controle de esterilizacao

Um dente foi selecionado aleatoriamente e submetido ao controle de
esterilizagdo. O dente selecionado foi preenchido com 2 mL de solugéo
salina estéril (Decloquimis, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 5A), e, apds 5
minutos, um cone de papel estéril com calibre #45 (Tanari, Manaus,
AM, Brasil) foi colocado em contato com as paredes do canal durante 30
segundos (Figura 5B). Em seguida, o cone de papel foi transportado
individualmente para microtubos plasticos (Axygen Inc, Union City,
CA, EUA) contendo 1 ml de solugdo salina estéril (Decloquimis, Sao
Paulo, SP, Brasil) (Figura 5C). O material foi homogeneizado e semeado
em placas de Petri com meio de cultura PCA (Plate Count Agar) através
da técnica da gota, sendo pingadas cinco gotas de 15 pL (Figura 5D). A
placa foi incubada a 37 °C durante 48h, a fim de verificar o crescimento

bacteriano.

Figura 5 - Controle da esterilizacdo. A- dente selecionado
aleatoriamente e preenchido com solucéo salina, B- cone de
papel estéril #45 colocado em contato com as paredes do
canal, C- cone de papel foi transportado para microtubos
plasticos contendo solucdo salina, D- semeado em placas de
Petri com meio de cultura PCA através da técnica da gota.



Preparo do in6culo

A estirpe de referéncia microbiana utilizada foi E. faecalis (ATCC
29212), obtida no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Passo Fundo. As bactérias foram ativadas
e cultivadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) durante 24h a 37 °C
em uma estufa bacteriologica. Apoés o periodo de incubacdo, o grau de
turbidez do inoculo foi ajustado de acordo com a escala 1,0 de
McFarland, que corresponde a 3,0 x 10® UFC/ml, referente a uma

densidade 6tica de 0,25 a 550 nm.

Contaminacao dos canais radiculares

Uma aliquota de 100 pL do indculo de E. faecalis contido no tubo
de ensaio foi inserida no interior dos canais radiculares até o seu
completo preenchimento, utilizando seringas descartaveis de 1 ml
(Figura 6A). A cultura de E. faecalis foi mantida durante 15 dias, assim
como nos estudos de Krause et al. (2007) e Rios et al. (2011), a fim de
promover o crescimento de bactérias e a formagdo de biofilme,
renovando o caldo BHI a cada 48h. Todos os procedimentos foram
realizados sob condi¢des assépticas em uma camara de fluxo laminar
(Figura 6B).

A cada 48h, uma amostra foi escolhida aleatoriamente para ser
submetida ao controle microbiano, no intuito de verificar a auséncia de
contaminagdo por outras espécies microbianas, garantindo uma cultura
pura de E. faecalis. Um cone de papel estéril com calibre #45 (Tanari,

Manaus, AM, Brasil) foi introduzido no canal radicular e mantido em
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contato com as paredes do canal radicular, durante 30 segundos (Figura
6C). Em seguida, o cone foi transferido para um microtubo de plastico
estéril contendo 1 mL de solugdo salina estéril, que foi homogeneizada
em um agitador e, entdo, realizada a semeadura através da técnica das
gotas, sendo pingadas cinco gotas de 15 pL em placas de Petri contendo
PCA (Figura 6D). A placa foi incubada a 37 °C durante 48h e, em
seguida, foi realizada analise da morfologia das UFCs (Figura 6E), bem
como analise de colora¢do de Gram, a fim de verificar a confirmacdo de

contaminagio somente por E. faecalis.

Figura 6 — Contaminagdo dos canais radiculares e controle de
contaminagdo. A — contaminagdo dos canais radiculares,
B - camara de fluxo laminar, C — cone de papel em
contato com as paredes do canal, D — cone de papel em
1ml de solucao salina estéril, D — técnica de gotas, E —
analise da morfologia.



Avaliacéo dos protocolos de descontaminacgdo

Apds o periodo de 15 dias de contaminag@o com E. faecalis, as 100
amostras foram divididas em grupos (n=10), de acordo com o protocolo
de descontaminagao testado (Tabela 1):

Grupo 1 (DW): os canais radiculares foram preenchidos com agua
destilada (Figura 8A) até o extravasamento e instrumentados com a lima
R50 do sistema Reciprocante Reciproc (VDW, Munchen, Germany)
(Figura 7A e 8B) no comprimento de trabalho. Depois da
instrumentagdo, foi realizada irrigacdo final com 5 ml de agua destilada e
uma lavagem final com 3 ml de 17% de EDTA.

Grupo 2 (1% NaOCl): foram realizados os mesmos procedimentos
descritos no grupo 1. No entanto, a substincia quimica auxiliar foi
substituida por NaOCl 1% (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil)
(Figura 8B).

Grupo 3 (2,5% NaOCl): foram realizados os mesmos procedimentos
descritos no grupo 1. No entanto, a substancia quimica auxiliar foi
substituida por NaOCl 2,5% (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil).

Grupo 4 (1% Ca(OCl),): foram realizados os mesmos
procedimentos descritos no grupo 1. No entanto, a substancia quimica
auxiliar foi substituida por Ca(OCl); 1%. A solug@o foi manipulada a
partir de granulos (R&D Laboratories Ltd, Antrim, Irlanda do Norte,
Reino Unido) no momento do experimento. A concentragdo de 2,5% foi
preparada utilizando 4gua destilada (peso/volume [w/ V] ratio),

misturando com um agitador magnético durante 10 minutos.
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Grupo 5 (2,5% Ca(OCl),): foram realizados os mesmos
procedimentos descritos no grupo 4. No entanto, a substiancia quimica
auxiliar foi substituida por Ca(OCl), 2,5%.

Grupo 6 (PDT): o canal radicular foi preenchido com azul de
metileno 0,01% (Chimiolux — DMC, Sao Carlos, SP, Brazil) até o
extravasamento, permanecendo em repouso por 5 minutos (tempo de
pré-irradiagdo) (Figura 8C). Em seguida, uma fibra Optica intracanal
esterilizada foi acoplada a um aparelho de laser de baixa intensidade (X-
Therapy, DMC, Sao Carlos, SP, Brazil) (Figura 7B) sendo inserida 2
mm aquém do comprimento de trabalho. Os canais radiculares foram
irradiados por 90 segundos, utilizando 100 mW de poténcia, 660-690 de
comprimento de onda e¢ 9J de dose, de acordo com instrugdes do
fabricante (Figura 8D). Depois da PDT, foi realizada irrigacao final com
5 ml de 4gua destilada e uma lavagem final com 3 ml de 17% de EDTA
(Figura 8E).

Grupo 7 (1% NaOCl + PDT): os canais radiculares foram
preenchidos com NaOCIl 1% (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil) até
0 extravasamento, ¢ instrumentados com a lima R50 do sistema
Reciprocante Reciproc (VDW, Munchen, Germany) no comprimento de
trabalho. Depois da instrumentacao, foi realizada irrigacdo com 5 ml de
agua destilada e, em seguida, as amostras foram submetidas a PDT,
conforme descrito no grupo 6. Depois da PDT, foi realizada irrigagao
final com 5 ml de agua destilada e uma lavagem final com 3 ml de 17%
de EDTA.

Grupo 8 (2,5% NaOCl + PDT): foram realizados os mesmos

procedimentos descritos no grupo 7. No entanto, a substancia quimica



auxiliar foi substituida por hipoclorito de sédio 2,5% (Natupharma,
Passo Fundo, RS, Brazil).

Grupo 9 (1% Ca(OCl), + PDT): foram realizados os mesmos
procedimentos descritos no grupo 7. No entanto, a substancia quimica
auxiliar foi substituida por Ca(OCl), 1%.

Grupo 10 (2,5% Ca(OCl); + PDT): foram realizados os mesmos
procedimentos descritos no grupo 7. No entanto, a substancia quimica
auxiliar foi substituida por Ca(OCl), 2,5%.

Todas as solugdes de NaOCl e Ca(OCl), passaram pelo
procedimento de titulometria, no intuito de confirmar a concentragdo
desejada das mesmas.

Na instrumentagdo reciprocante, todos os canais radiculares foram
preenchidos com a substincia quimica auxiliar de cada grupo, apds foi
introduzida a lima reciprocante no interior do canal realizando
movimentos de avango e retrocesso até atingir o CT. Foi utilizada uma
lima reciprocante do sistema Reciproc a cada 5 dentes. Totalizando 20
limas reciprocantes.

A tabela 1 fornece uma visao da distribuicdo dos grupos:
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Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de acordo com o protocolo de
descontaminagdo testado.

Grupo Protocolo de descontaminacéo
1 DWwW

1% NaOCl

2,5% NaOCl

1% Ca(OCl)

2,5% Ca(OCl),

PDT

1% NaOCl + PDT
2,5% NaOCl + PDT
1% Ca(OCl)2 + PDT
10 2,5% Ca(OCl), + PDT

O co| | O »| B~ W] N
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Figura 7 - A —sistema reciprocante Reciproc e lima R40, B — fibra
Optica intracanal acoplada a um aparelho de laser de baixa
intensidade e azul de Metileno 0,01%.



Figura 8 — Protocolos de descontaminacdo. A — canais preenchidos
com solugdo de soro fisioldgico, B - instrumentagdo com a
lima R40 do sistema reciprocante e irrigagdo com
substancia quimica auxiliar de cada grupo, C - canal
preenchido com azul de metileno 0,01% por 5 min., D -
PDT. E - irrigagdo final com 5 ml de 4gua destilada e uma
lavagem final com 3 ml de 17% de EDTA.

Realizacdo das coletas e analise microbiolégica

A coleta do contetido microbiano do interior do canal radicular das
amostras foi realizada em dois momentos. A primeira coleta (S1) foi
realizada imediatamente apos o periodo de contaminagdo das amostras e
a segunda coleta (S2) foi realizada imediatamente apds os protocolos de
descontaminagio.

As coletas (S1 ¢ S2) foram realizadas da mesma forma. O canal
radicular foi preenchido com solugao salina estéril e uma ponta de papel
absorvente estéril calibre #50 foi introduzida no interior do canal
radicular realizando movimentos circulares no intuito de encostar
intencionalmente em todas as paredes do canal pelo periodo de 30

segundos. (Figura 9A) Depois disso, a ponta de papel absorvente foi
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transferida para um microtubo contendo 1 ml de solugdo salina estéril
(Figura 9B). O material foi homogeneizado e diluido até 107, Aliquotas
foram semeadas em placas de Petri contendo PCA através da técnica das
gotas, no local correspondente da dilui¢do utilizada (Figura 9C). As
placas foram incubadas durante 24 horas a uma temperatura de 37° C.
Apo6s o periodo de incubagdo, a contagem do niimero de UFCs foi

realizada nas placas (Figura 9D ¢ E).

V/

Figura 9 — Realizacdo das coletas e analise microbioldgica. A — Ponta
de papel absorvente no interior do canal radicular, B-
Homogeinizacdo, C — técnica de gotas, D - E — placas com
PCA ap6s incubacao.



Microscopia eletronica de varredura

A MEYV foi realizada no Centro de Microscopia ¢ Microanalises da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS, Porto
Alegre, RS, Brasil). Apds colhidas as amostras microbiologicas, duas
raizes de cada grupo foram fixadas durante 7 dias em glutaraldeido 2%
(Figura 10A) e lavadas trés vezes durante 30 minutos em uma propor¢ao
de 0,2 M de tampdo de fosfato de 1:1 e agua destilada (Figura 10B).
Apods a desidratagdo, as raizes foram seccionadas longitudinalmente,
proporcionando quatro metades por grupo. As amostras foram colocadas
em bases metalicas (Stubs) com a por¢do do canal radicular posicionada
para cima e revestidas com ouro-paladio para a condugdo de elétrons
(Figura 10C e D). A aquisi¢ao de imagens foi realizada por microscopio
eletronico de varredura (Philips XL 30, Eindhoven, Holanda), utilizando
o recurso de retroespalhamento (BSE) (Figura 10E e F). Os registros de
imagens foram feitos em 5000x nas paredes do canal radicular principal.
O recurso de MEV foi usado apenas para ilustrar os resultados da analise

microbioldgica (Figura 10G).
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G

Figura 10 - MEV. A- B - duas raizes de cada grupo fixadas
glutaraldeido 2% e lavadas trés vezes durante 30 minutos
em uma proporcéo de 0,2 M de tampéo de fosfato de 1:1 e
agua destilada, C - D - amostras colocadas em bases
metalicas (stubs) com a porcdo do canal radicular
posicionada para cima e revestidas com ouro-palédio, E —
F - microscépio eletronico de varredura (Philips XL 30,
Eindhoven, Holanda), G - imagens em 5000x nas paredes
do canal radicular principal.



Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada calculando o percentual de redugéo
de E. faecalis a partir da contagem inicial e final de unidades formadoras
de colonias nos diferentes grupos de protocolos de descontaminacdo,

utilizando a seguinte férmula:
Percentual de redugdo = 100 — [(Valor final/Valor inicial) x 100].
ANOVA foi aplicado na avaliacdo microbioldgica, seguido pelo
teste complementar de Tukey, a 5% de nivel de significancia. Os dados

foram analisados utilizando o programa SPSS versio 17.0 (SPSS,

Chicago, IL, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS

A média e o desvio padrao da reducdo percentual de E. faecalis
pelos procedimentos de descontaminagao testados sdo apresentados na
Tabela 2.

Nenhum grupo foi capaz de promover uma eliminagdo completa de
E. faecalis a partir dos canais radiculares. A maior capacidade de
promover a redugdo bacteriana foi observada nos grupos 7 (1% de
NaOCl + R40 + PDT), 8 (2,5% de NaOCl + R40 + PDT), 9 (1% Ca
[OCI]; + R40 + PDT) e 10 (2,5% Ca [OCl]. + R40 + PDT), sem
diferenca estatisticamente significativa entre eles (p <0,05). Além disso,
o grupo 5 (2,5% de Ca [OCIl], + R40) apresentou maior redugdo
bacteriana quando comparado com todos os grupos onde a PDT néo foi
realizada, com diferenca estatisticamente significativa entre eles (p
<0,05). Finalmente, o grupo 6 (PDT) foi incapaz de promover apenas
uma reducao bacteriana efetiva (p <0,05).

A Figura 11 através da MEV mostra uma ilustracao da eficacia dos
procedimentos de descontaminagdo final, iniciando pelo G1 (A) até o

G10 (J).



Tabela 2 - Média + desvio padrdo da porcentagem de redugdo de E.

faecalis (%) dos procedimentos de descontaminagéo testados.

Group N Bacterial reduction (%)
1. DW + R40 10 10.33+£0.88¢
2. 1% NaQCl + R40 10 19.36 £2.87%
3. 2.5% NaQCl + R40 10 40.91 +4.46¢
4. 1 % Ca(QCl); + R40 10 43.68+5.43¢
5. 2.5% Ca(OCI); + R40 10 8897 +6.574
6. PDT 10 4596 £5.01¢
7. 1% NaQCl + R40 + PDT 10 96.64+3.2]¢
8. 2.5% NaQCl + R40 + PDT 10 98.14+2.47¢
9. 1% Ca(QOCl); + R40 + PDT 10 99.52 +£098¢
10. 2.5% Ca(QCl); + R40 + PDT 10 99.79 £0.70¢

* Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Diferentes
letras representam diferengas estatisticamente significativas no
procedimento post hoc (teste de Tukey).

** DW = dgua destilada; R40 = lima Reciproc R40; NaOCI = hipoclorito
de sédio; Ca(OCl), = hipoclorito de calcio; PDT = terapia fotodinamica.
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Figura 11 — MEV- eficécia dos procedimentos de descontaminagado
final, iniciando pelo G1 (A) até o G10 (J).



6. DISCUSSAO

O modelo de crescimento bacteriano do presente estudo baseou-
se em um estudo anterior que se concentrou em estratégias
antimicrobianas usando solugdes de hipoclorito de sodio e calcio contra
E.faecalis (de Almeida et al., 2014). Este microorganismo foi escolhido
devido a sua capacidade de penetrar nos tibulos dentinarios (Ran et al.,
2015) e colonizar o sistema radicular em formato de biofilme (Guerreiro-
Tanomaru et al., 2013). No entanto, ndo ha consenso na literatura sobre
0 tempo necessario para que este crescimento bacteriano ocorra para
testar a eficacia dos protocolos de descontaminagdo, variando até 50 dias
(Grundling et al., 2011). De acordo com um estudo anterior, 14 dias é
um periodo suficiente para a formagdo do biofilme de E.faecalis na
dentina (Guerreiro-Tanomaru et al., 2013). Por esse motivo, um periodo
de cultura de 14 dias foi adotado no presente estudo, permitindo o
crescimento bacteriano e garantindo que os protocolos de
descontaminacdo possam ser adequadamente testados.

Hoje em dia, diferentes testes microbiologicos sdo utilizados para
avaliar a descontaminacdo fornecida por protocolos quimicos e
mecanicos na terapia endodontica. No presente estudo, foi utilizada a
contagem de UFC para avaliar a eficacia das solug¢des de hipoclorito em
diferentes concentragdes associadas a instrumentacdo alternada em
canais radicais infectados com E.faecalis. Este método foi escolhido com
base em estudos anteriores (de Almeida et al., 2014; Grundling et al.,
2011) e porque permite a quantificagdo bacteriana dos canais radiculares

de forma aceitavel (Peters et al., 1995). No entanto, as amostras
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microbioldgicas foram coletadas somente do canal principal. Portanto,
ndo foi possivel avaliar a presenga de E.faecalis na profundidade dos
tubulos dentinarios e a viabilidade deste microorganismo, conforme
descrito em um estudo prévio em que essas variaveis foram medidas por
microscopia confocal laser (Bottcher et al., 2015).

De acordo com os resultados do presente estudo, nenhum dos
protocolos de descontaminac¢do foi capaz de promover a eliminagdo
completa de E.faecalis a partir de canais radiculares. Esses achados estao
de acordo com estudos prévios em que E.faecalis ndo foi completamente
eliminada dos canais radiculares usando estratégias antimicrobianas para
sua descontaminacdo (de Almeida et al., 2014; Souza et al., 2017).
E.faecalis ¢ um microorganismo anaerdbico facultativo que ¢ altamente
resistente as estratégias antimicrobianas e geralmente ¢ encontrado em
casos de falha na terapia endodontica (Pinheiro et al., 2003). Ele mostrou
varios fatores de viruléncia e uma capacidade de persistir por longos
periodos de tempo em ambientes com limitagdo de nutrientes e fome de
sobrevivéncia (Figdor et al., 2003). Essas caracteristicas podem ajudar a
explicar a sobrevivéncia de E.faecalis nos canais radiculares no presente
estudo.

Os instrumentos rotatérios de niquel-titdnio (NiTi) possuem
flexibilidade superior em relagdo aos arquivos de ago inoxidavel. Isso
permite a manutengao da forma original do canal e a preparagao rapida
dos canais radiculares (Hwang et al., 2014). No entanto, os arquivos
NiTi ainda correm risco de fratura através de fadiga de flexdo e tensdes
de tor¢do (Sattapan et al., 2000). Recentemente, o sistema de
reciprocidade foi desenvolvido para reduzir a possibilidade de fraturas

de arquivos inesperadas, facilitar a preparagdo e reduzir o tempo clinico



(Yared, 2008). No entanto, juntamente com a redu¢do do tempo de
instrumentagdo clinica, as solu¢des de hipoclorito tendem a manter
contato com as paredes do canal radicular por um periodo mais curto.
Isso pode reduzir a eficacia dessas substincias quimicas contra
microorganismos durante a terapia endodontica. Este fato foi observado
no presente estudo, uma vez que o uso de instrumentacdo reciprocante
associada a solu¢des de hipoclorito de sodio e célcio em diferentes
concentragdes resultou em baixa efetividade quanto a redugdo de
E.faecalis nos canais radiculares. Resultados semelhantes foram
encontrados por Souza et al., 2017, onde o uso de instrumentagdo
alternada resultou na redugdo de propriedades antimicrobianas de
substancias auxiliares quimicas. Portanto, o presente estudo sugere o uso
de recursos antimicrobianos auxiliares quando a preparagdo do canal
radicular ¢é realizada por instrumentagao alternativa.

A curta exposi¢do a irrigants, como NaOCI, pode permitir a
sobrevivéncia de E.faecalis em canais radiculares, uma vez que o tempo
ea concentragdo desempenham um papel essencial na capacidade de um
irrigante para eliminar microorganismos (Retamozo et al., 2010;
Abdullah et al., 2005). Isto foi observado no presente estudo, onde o uso
de solucdes de NaOCl em associagdo com instrumentagdo alternativa
sem PDT nos grupos 2 e 3 resultou em baixa efetividade da redugdo de
E.faecalis nos canais radiculares. Além da atividade antimicrobiana
limitada nestes casos, o NaOCl ¢ citotoxico (Blattes et al., 2017) e
quimicamente instavel (Leonardo et al., 2016) e interfere na adesdo do
material restaurador a superficie dentinaria (Santos et al., 2006). Além
disso, sabe-se que NaOCl promove uma modificacdo significativa da

estrutura dentinaria (John et al., 2013) e a reducgdo das propriedades
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mecanicas da dentina, tais como resisténcia a flexdo, resisténcia a tracdo
e resisténcia a fratura (Cecchin et al., 2017). Assim, esses fatores podem
comprometer o sucesso da terapia endoddntica.

O uso de 2,5% de Ca(OCl), em associacdo com instrumentagio
alternada sem PDT no grupo 5 resultou em uma reducdo significativa de
E.faecalis nos canais radiculares. O Ca(OCl), estd disponivel em
granulos e a libertagdo de duas moléculas de acido hipocloroso ocorre
quando esta substincia ¢ dissolvida em solugdo aquosa (de Almeida et
al., 2014). Portanto, uma maior quantidade de cloro é liberada quando
comparada a NaOCl, onde apenas uma molécula de acido hipocloroso ¢é
liberada. O 4acido hipocloroso ¢ o principal componente responsavel pela
atividade antimicrobiana das solug¢des de hipoclorito (de Almeida et al.,
2014). Pode ajudar a explicar a melhor atividade antimicrobiana de 2,5%
de Ca(OCl), contra E.faecalis no presente estudo, mesmo durante um
curto periodo de exposi¢do a este irrigante.

PDT ¢ uma técnica ndo-invasiva que nao induz ao dano nos
tecidos adjacentes. Além disso, as complexidades anatomicas ndo sio
consideradas barreiras a penetragdo da fonte de luz no processo de
descontaminagdo (Rios et al., 2011). No entanto, ndo ha consenso na
literatura sobre um padrao para a aplicacao desta modalidade terapéutica.
Variaveis como fotosensibilizadores, tempos de pré-irradiacdo,
comprimentos de onda, poténcia, dose e densidade de energia sdo
mencionadas em varios estudos. O protocolo PDT do presente estudo
baseou-se em um estudo anterior (Souza et al., 2017), onde o potencial
de descontaminagdo da TFD foi considerado elevado. No entanto, de
acordo com os resultados do presente estudo, o uso de PDT sozinho

(grupo 6) ndo resultou em uma reducdo significativa de E.faecalis a



partir de canais radiculares. Esses achados estdo de acordo com estudos
prévios, que também encontraram baixa efetividade da redugdo
microbiana ao usar PDT sozinho (Rios et al., 2011; Ghinzelli et al.,
2014). A auséncia de um protocolo padronizado para o desempenho da
PDT pode ser o motivo das diferentes conclusdes na literatura.

De acordo com os resultados do presente estudo, o uso de PDT
apoés a preparagdo quimiomecanica com solugdes de hipoclorito e
instrumentagdo reciprocante melhorou a atividade antimicrobiana contra
E.faecalis. Esses achados confirmam a hipétese do presente estudo, uma
vez que foi observada maior descontaminagdo nos grupos onde a TFD
foi realizada. Estudos anteriores mostraram resultados semelhantes,
revelando que a PDT tem potencial para neutralizar patogenos
endodonticos quando associada a procedimentos convencionais de
descontamina¢do (Rios et al., 2011; Hecker et al., 2013). Durante o
PDT, a luz laser de baixa intensidade estimula o fotossensibilizador e
reage com o oxigénio molecular. Os radicais livres e as espécies reativas
ao oxigénio sdo liberados dessa interagdo, atuando sobre componentes da
parede celular bacteriana através de reagdes de oxidagdo ou reducdo
(Souza et al., 2017). Este mecanismo de a¢do da PDT induz a morte de
microorganismos, o que pode explicar os resultados do presente estudo.
Assim, o presente estudo sugere o uso de PDT como procedimento
antimicrobiano adjunto na terapia endodontica.

A maior porcentagem média de reducdo de E.faecalis foi obtida
nos grupos 9 e 10, onde os canais radiculares foram tratados com
solugdes de Ca(OCl), em associagdo com instrumentagdo alternada e
PDT. Além de uma atividade antimicrobiana efetiva, o Ca(OCl),

também possui capacidade para promover a dissolu¢do do tecido (Dutta
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& Saunders, 2012). Apesar de ndo ter havido diferenga estatisticamente
significativa em rela¢do aos grupos 7 (1% de NaOCl + R40 + PDT) e 8
(2,5% de NaOCl + R40 + PDT), as solugdes de Ca(OCl), apresentam
algumas vantagens em relacdo as solugdes de NaOCl. O Ca(OCl), é uma
solugdo ndo citotoxica (Blattes et al., 2017), tende a ser quimicamente
estavel apds o armazenamento (Leonardo et al., 2016), e ndo afeta
negativamente as propriedades mecénicas da dentina, como a resisténcia
a flexdo, a resisténcia a ruptura final e a resisténcia a fratura (Cecchin et
al., 2017). Por estes motivos, o presente estudo sugere o uso de Ca(OCl),
como solugdo irrigante quando os canais radiculares sdo preparados por
técnica alternativa em associagdo com a PDT, a fim de promover um

protocolo de descontaminagdo eficaz contra E.faecalis.



7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados da presente dissertacdo, ¢ possivel
concluir que:

- 0 uso de solugdes de NaOClI e Ca(OCl), com instrumentagao
alternativa ndo forneceu um protocolo efetivo de descontaminagdo nos
canais radicais infectados por E.faecalis.

- a associagdo de PDT com solugdes de hipoclorito e
instrumentagdo alternativa proporcionou um protocolo efetivo de

descontaminacdo contra E.faecalis.
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ANEXO 2 - Divisao dos grupos
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ANEXO 3 - Médias do percentual de reducédo de E. faecalis dos
diferentes protocolos de descontaminacéo. Letras diferentes
representam diferencas significativas (p < 0.05).
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ANEXO 4 — MEV - imagens que ilustram a eficacia dos
procedimentos de descontaminacéo
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ABSTRACT

Introduction: The main goal of endodontic therapy is to perform
adequate shaping and cleaning by using instruments and antibacterial
protocols. Thus, the aim of this study is to evaluate the antimicrobial
activity of hypochlorite solutions and reciprocating instrumentation
associated with photodynamic therapy (PDT). Methods: One hundred
and twenty root canals were enlarged up to #35 K-file and inoculated
with E. faecalis for 14 days. One hundred samples were randomly
divided into ten groups (n = 10) and subjected to the following
protocols: G1-distilled water + Reciproc R40 (control), G2-1% sodium
hypochlorite (NaOCl) + Reciproc R40, G3-2.5% NaOCl + Reciproc
R40; G4-1% calcium hypochlorite (Ca[OCl]») + Reciproc R40, G5-2.5%
Ca(OCl), + Reciproc R40; G6-PDT; G7-1% NaOCI + Reciproc R40 +
PDT, G8-2.5% NaOCl + Reciproc R40 + PDT; G9-1% Ca(OCl), +
Reciproc R40 + PDT, G10-2.5% Ca(OCl); + Reciproc R40 + PDT. The
percentage bacterial reduction was checked by counting the colony-
forming units (CFUs). The remaining 20 samples were subjected to the
same decontamination protocols (n = 2) and submitted to scanning
electronic microscopy (SEM) to illustrate the effectiveness of the
proposed treatments. Data were subjected to one-way ANOVA followed
by Tukey’s post hoc test (o = 0.05). Results: The greatest ability to
promote bacterial reduction was observed in groups 7 (1% NaOCI + R40
+ PDT), 8 (2.5% NaOCl + R40 + PDT), 9 (1% Ca[OCl], + R40 + PDT),
and 10 (2.5% Ca[OCl], + R40 + PDT), with no significant difference

between them (p < 0.05). Conclusions: The association of PDT with
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hypochlorite solutions and reciprocating instrumentation provides

effective elimination of E. faecalis.

Key words: calcium hypochlorite, Enterococcus faecalis, photodynamic

therapy, sodium hypochlorite.

INTRODUCTION

The presence of microorganisms is the most prevalent cause of pulp
and periapical pathologies (1). Thus, the use of irrigant solutions and
instrumentation is necessary to promote adequate cleaning, creating
conditions to allow successful endodontic therapy. Sodium hypochlorite
(NaOCl) is the most commonly used irrigant solution in endodontics,
presenting broad-spectrum antimicrobial activity, among other properties
(2). However, high concentration and long exposure to NaOCl are
needed for the elimination of persistent bacteria (3). In addition, NaOCl
presents cytotoxic potential, inducing high levels of inflammatory
response, even when used in low concentration (4). In view of its
limitations, new alternative resources have been researched in
endodontics in order to aid the decontamination of the root canal system.

Calcium hypochlorite (Ca[OCl],) is an alkaline white powder that
was initially used for water treatment and industrial sterilization (5).
Nowadays, Ca(OCl), has been researched in endodontics, showing
antimicrobial activity against Enterococcus faecalis (E.faecalis) (6) and
biocompatibility (4). In the other hand, the use of a single file in the

reciprocating instrumentation has demonstrated a considerable reduction



in the time required to perform the instrumentation (7). However, it is
known that some areas of the main root canal are not touched by
endodontic instruments (8). At the same time, there is less contact time
between the irrigant solution and the root canal walls when using this
technique, which can compromise some antimicrobial properties of these
substances, even with a greater agility in the instrumentation (9).

Due to complex anatomy, some resources are necessary to provide a
complement for the decontamination process. Photodynamic therapy
(PDT) is an effective support for conventional chemomechanical
preparation. This therapeutic modality involves a light source generated
by a low-power laser and a non-toxic photosensitizer, showing ability to
neutralize endodontic pathogens by the formation of reactive oxygen
species (10). Moreover, PDT induces insignificant levels of cytotoxicity
(11). However, there are no studies in the literature relating the use of
Ca(OCl), and reciprocating instrumentation associated with PDT in
order to evaluate its effectiveness in the decontamination of root canals
infected by E.faecalis.

Thus, the aim of present study is to evaluate, in vitro, the
antimicrobial activity of hypochlorite solutions and reciprocating
instrumentation associated with PDT in root canals infected with
E.faecalis. We tested the hypothesis that the association of PDT with
hypochlorite solutions and reciprocating instrumentation provides a

greater decontamination of E.faecalis.

MATERIAL AND METHODS
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This study was approved by the Ethics Commission of the University
of Passo Fundo (Passo Fundo, RS, Brazil) (protocol 2.195.955).

Sample collection and preparation

One hundred and twenty single-rooted extracted human teeth were
used in the present study. All teeth were obtained from the biobank of
the School of Dentistry of the University of Passo Fundo (Passo Fundo,
RS, Brazil). Dental crowns were sectioned with a rotary diamond disc
(#911H, Brasseler, Savannah, GA, United States) so that all roots
retained a length of 15 mm.

All roots were prepared using the same protocol in order to remove
pulp tissue and to standardize the canal diameter. The cervical third was
prepared using a Largo drill #2 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Switzerland). The working length was established by introducing a K-
file #10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Switzerland) into the canal
until its tip was visualized at the apical foramen. From this measure, 1
mm was subtracted to obtain the working length. The roots were
enlarged at the working length using manual K-files (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) and serial instrumentation, following
the sequence #15, #20, #25, #30, and #35. Distilled water (DW)
(Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil) was used as irrigant solution and
renewed at each change of instrument. After standardization with manual
files, the root canals were filled with EDTA 17% (Natupharma, Passo
Fundo, RS, Brazil), which remained in the root canals for 1 minute to
smear layer removal. Final irrigation with 5 mL of DW (Natupharma,

Passo Fundo, RS, Brazil) was performed and the root canals were dried



with suction cannula and absorbent paper points (Tanari, Manacapuru,

AM, Brazil).

Culture and inoculum preparation

The 120 roots were fixed with Putty-C Silicone for Impression
(Silon2APS, Dentsply, Petropolis, RJ, Brazil) in plastic micro-tubes
(Axygen Inc, Union City, CA, USA), so that they remained upright with
the cervical portion facing upwards. The roots were randomly divided
into ten groups (n=12) and each group was placed in a polypropylene
box (Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, Unite States). The roots
were sterilized at 120 °C in an autoclave (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto,
SP, Brazil) for 30 minutes.

The reference strain was E.faecalis (ATCC 19433). The bacteria
were cultivated in brain-heart infusion (BHI) broth for 18 to 24 h at 37
°C in a bacteriological incubator. A 100-pL aliquot of the culture of
E.faecalis was inoculated into the root canal of each sample. The
remaining volume of the root canal was filled with sterile BHI. The
culture of E.faecalis was maintained for 14 days in order to promote
bacterial growth, replacing the BHI every 48 hours. All procedures were

performed under aseptic conditions in a laminar flow hood.
Classification of treatment groups
After the contamination, the 120 samples were irrigated with 5 mL of

DW and randomly distributed into ten groups (n=12) according to the

decontamination procedures, as showed in Table 1.
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The NaOCl and Ca(OCl); solutions were prepared and titrated in the
Chemistry Laboratory of the School of Pharmacy of the University of
Passo Fundo (Passo Fundo, RS, Brazil).

All groups except for group 5 were prepared by reciprocating
technique of instrumentation. The Reciproc R40 file (tip size 40, taper
0.06) (Dentsply Sirona Endodontics, Tulsa, OK, USA) was inserted into
the cervical third with an in-and-out pecking motion with low amplitude.
After three in-and-out movements, when more pressure was needed to
make the instrument advance further into the canal, the file was removed
to clean the flutes. Then, the file was reused in the same manner along
the middle third, followed by irrigation. This protocol was repeated until
the Reciproc R40 file reached the working length. Lastly, the file was
inserted up to the full extension of the root canal with a brushing motion
against the lateral walls of the root canal. The Reciproc R40 file was
activated in a reciprocating movement by a VDW-Silver electric engine
(Dentsply Sirona Endodontics, Tulsa, OK, EUA) as recommended by the
manufacturer.

Regarding the irrigation regimen, the root canals were filled with
tested irrigant solution until extravasation using a 5-mL syringe with a
19-G needle before progression in each third in the reciprocating
instrumentation. After the progression, irrigation with 5.0 mL of tested
irrigant solution was performed with a 5-mL syringe and a 19-G needle
and the tested irrigant solution was renewed in the root canal.

In group 5, only PDT was performed. In groups 6 to 10, PDT was
performed after chemomechanical preparation. The root canals were
filled with 0.01% (0.1 mg/mL) methylene blue (Chimio Lux DMC, Sao

Carlos, SP, Brazil) until extravasation to the root canal entrance. Then,



the substance remained in the root canal for 5 min (pre-irradiation time).
After that, a low-intensity laser (Therapy XT® DMC, Séao Carlos, SP,
Brazil) was used, with 100 mW of power and continuous emission in the
red part of the spectrum (660—690 nm wavelength), using an intra-canal
fibre with a diameter of 600 um attached 3 mm short to the working
length. The root canals were irradiated for 90s, delivering a total dose of
9J and energy density of 320 J/cm2, while the intra-canal fibre remained
in a static position, as recommended by the manufacturer. After PDT, the
root canals were irrigated with 5 mL of DW.

After the decontamination procedures, all root canals were filled with
EDTA 17% (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil), remaining in the
root canals for 1 minute for smear layer removal. Final irrigation with 5
mL of DW (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil) was performed and
the root canals were dried with suction cannula and absorbent paper

points (Tanari, Manacapuru, AM, Brazil).

Microbiological analysis

After the decontamination procedures, 10 samples were used for
microbiological analysis, while the remaining two samples of each group
were used for scanning electronic microscopy (SEM).

The microbiological analysis was performed in two stages. The
sample collected immediately after contamination with E.faecalis and
before the decontamination protocols was called the initial sample (S1),
while the sample collected after the decontamination procedures was

called the final sample (S2).
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The root canal of each sample was filled with sterile saline solution
in both stages. Then, a sterile K-file #40 (Dentsply-Maillefer) was
inserted into the root canal, promoting agitation of the solution and
contact with the root canal walls for 30 seconds. A #40 sterile absorbent
paper point was inserted into the root canal space and agitated in a
circumferential way with intentional contact with the walls for 30
seconds. Then, the absorbent paper point was transferred to a tube
containing 450 pL of sterile saline solution at 0.85%. The material was
homogenized and diluted to 107, Aliquots of 100 pL of solution and
each of the dilutions were cultivated on the surface of blood agar in
duplicate; these samples were incubated for 18—24 h at 37 °C. After the
incubation period, the number of colony-forming units (CFUs) was
counted on the plates.

The effectiveness of each decontamination procedure was analysed
by calculating the percentage reduction of E.faecalis from the initial (S1)
and final (S2) CFU counts, establishing a percentage reduction value for

each sample in the various groups.

SEM preparation and analysis

The remaining two roots of each group were fixed for 7 days in 2%
glutaraldehyde and washed three times for 30 min in a 1:1 ratio of 0.2 M
phosphate buffer and distilled water. After dehydration, the roots were
longitudinally sectioned, providing two halves of each sample. The four
samples of each group were placed on stubs and coated with gold-
palladium. Image acquisition was performed by SEM (Philips XL 30,
Eindhoven, Netherlands) using the backscattering resource (BSE). The



image records were made at 3000x magnification of the main canal. The

SEM images were used to illustrate the microbiological analysis.

Statistical analysis

The normal distribution of bacterial reduction data was confirmed by
Kolmogorov-Smirnov test. Bacterial reduction was evaluated by one-
way ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc tests (o = 0.05). Data
were analysed using Stat Plus AnalystSoft Inc. version 6.0 (Vancouver,

BC, Canada).

RESULTS

The mean and standard deviation of the percentage reduction of E.
faecalis by the tested decontamination procedures are presented in Table
1.

Neither group was able to promote a complete elimination of E.
faecalis from the root canals. The greatest ability to promote bacterial
reduction was observed in groups 7 (1% NaOCl + R40 + PDT), 8 (2.5%
NaOCl + R40 + PDT), 9 (1% Ca[OCl]> + R40 + PDT), and 10 (2.5%
Ca[OCl], + R40 + PDT), with no statistically significant difference
between them (p < 0.05). In addition, group 5 (2.5% Ca[OCl], + R40)
showed higher bacterial reduction when compared with all groups where
PDT was not performed, with a statistically significant difference
between them (p < 0.05). Finally, group 6 (PDT) was unable to promote

an effective bacterial reduction alone (p < 0.05).
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Figure 1 shows an illustration of the effectiveness of the final

decontamination procedures.

DISCUSSION

The bacterial growth model of the present study was based on a
previous study that focused on antimicrobial strategies by using sodium
and calcium hypochlorite solutions against E.faecalis (6). This
microorganism was chosen because of its ability to penetrate dentinal
tubules (12) and colonize the root canal system in a biofilm format (13).
However, there is no consensus in the literature on the time required for
this bacterial growth to occur in order to test the effectiveness of the
decontamination protocols, ranging up to 50 days (14). According to a
previous study, 14 days is a sufficient period for the formation of
E.faecalis biofilm on dentin (13). For this reason, a 14-day culture period
was adopted in the present study, allowing the bacterial growth and
ensuring that the decontamination protocols could be adequately tested.

Nowadays, different microbiological tests are used to evaluate the
decontamination provided by chemical and mechanical protocols in
endodontic therapy. In the present study, counting of CFUs was used to
evaluate the effectiveness of hypochlorite solutions in different
concentrations associated with reciprocating instrumentation in root
canals infected with E.faecalis. This method was chosen on the basis of
previous studies (6, 14) and because it allows bacterial quantification
from the root canals in an acceptable way (15). However, the
microbiological samples were only collected from the main canal.

Therefore, it was not possible to assess the presence of E.faecalis in the



depth of dentinal tubules and the viability of this microorganism, as
described in a previous study where these variables were measured by
confocal laser microscopy (16).

According to the results of the present study, neither of the
decontamination protocols was able to promote the complete elimination
of E.faecalis from root canals. These findings are in accordance with
previous studies where E.faecalis was not completely eliminated from
the root canals by using antimicrobial strategies for their
decontamination (6,10). E.faecalis is a facultative anaerobic
microorganism that is highly resistant to antimicrobial strategies and is
usually found in cases of failure of endodontic therapy (17). It has shown
several virulence factors and an ability to persist for long periods of time
in environments with nutrient limitation and survival starvation (18).
These characteristics can help to explain the survival of E.faecalis in the
root canals in the present study.

The nickel-titanium (NiTi) rotary instruments have superior
flexibility compared with stainless steel files. This allows maintenance
of the original canal shape and quick preparation of the root canals (19).
However, NiTi files are still at risk of fracture through flexural fatigue
and torsional stresses (20). Recently, the reciprocating system was
developed to reduce the possibility of unexpected file fractures, ease
preparation, and reduce clinical time (7). However, together with the
reduction in the clinical instrumentation time, the hypochlorite solutions
tend to stay in contact with the root canal walls for a shorter time. This
can reduce the effectiveness of these chemical substances against
microorganisms during endodontic therapy. This fact was observed in

the present study, as the use of reciprocating instrumentation associated

128



with sodium and calcium hypochlorite solutions in different
concentrations resulted in low effectiveness regarding the reduction of
E.faecalis in the root canals. Similar results were found by Souza et al.
(21), where the use of reciprocating instrumentation resulted in the
reduction of antimicrobial properties of chemical auxiliary substances.
Therefore, the present study suggests the use of auxiliary antimicrobial
resources when root canal preparation is performed by reciprocating
instrumentation.

The short exposure to irrigants such as NaOCI can allow survival of
E.faecalis in root canals, since the time and concentration play an
essential role in the ability of an irrigant to eliminate microorganisms (3,
22). This was observed in the present study, where the use of NaOCl
solutions in association with reciprocating instrumentation with no PDT
in groups 2 and 3 resulted in low effectiveness of E.faecalis reduction in
root canals. In addition to the limited antimicrobial activity in these
cases, NaOCl is cytotoxic (4) and chemically unstable (23) and interferes
in the adhesion of restorative material to the dentinal surface (24).
Moreover, it is known that NaOCI promotes a significant modification of
the dentinal structure (25) and reduction of the mechanical properties of
dentin, such as flexural strength, tensile strength, and fracture strength
(26). Thus, these factors can compromise the success of endodontic
therapy.

The use of 2.5% Ca(OCl), in association with reciprocating
instrumentation with no PDT in group 5 resulted in a significant
reduction of E.faecalis in the root canals. Ca(OCl), is available in
granules and the release of two molecules of hypochlorous acid occurs

when this substance is dissolved in aqueous solution (6). Therefore, a



higher amount of chlorine is released when compared to NaOCl, where
only one molecule of hypochlorous acid is released. The hypochlorous
acid is the main component responsible for the antimicrobial activity of
hypochlorite solutions (6). It can help to explain the better antimicrobial
activity of 2.5% Ca(OCl), against E.faecalis in the present study, even
during a short period of exposure to this irrigant.

PDT is a non-invasive technique which does not induce damage in
the adjacent tissues. Moreover, anatomical complexities are not
considered barriers to the light source penetration in the decontamination
process (27). However, there is no consensus in the literature regarding a
standard for the application of this therapeutic modality. Variables such
as photosensitizers, pre-irradiation times, wavelengths, power, dose, and
energy density are mentioned in several studies. The PDT protocol of the
present study was based on a previous study (10), where the
decontamination potential of PDT was considered elevated. However,
according to the results of the present study, the use of PDT alone (group
6) did not result in a significant reduction of E.faecalis from root canals.
These findings are in accordance with previous studies, which also found
a low effectiveness of microbial reduction when using PDT alone (27—
29). The absence of a standardized protocol for the performance of PDT
can be the reason for the different conclusions in the literature.

According to the results of the present study, the use of PDT after
chemomechanical preparation with hypochlorite solutions and
reciprocating instrumentation improved the antimicrobial activity against
E.faecalis. These findings confirm the hypothesis of the present study, as
greater decontamination was observed in the groups where PDT was

performed. Previous studies showed similar results, revealing that PDT
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has the potential to neutralize endodontic pathogens when associated
with conventional decontamination procedures (27, 28). During the
PDT, the low-intensity laser light stimulates the photosensitizer and
reacts with molecular oxygen. Free radicals and oxygen reactive species
are released from this interaction, acting on components of the bacterial
cell wall through oxidation or reduction reactions (10). This mechanism
of action of PDT induces the death of microorganisms, which can
explain the results of the present study. Thus, the present study suggests
the use of PDT as an adjunctive antimicrobial procedure in the
endodontic therapy.

The highest mean percentage reduction of E.faecalis was obtained in
groups 9 and 10, where the root canals were treated with Ca(OCl),
solutions in association with reciprocating instrumentation and PDT. In
addition to an effective antimicrobial activity, Ca(OCl), also has the
ability to promote tissue dissolution (30). Despite the fact that there was
no statistically significant difference when compared to groups 7 (1%
NaOCI + R40 + PDT) and 8 (2.5% NaOCI + R40 + PDT), Ca(OCl),
solutions have some advantages over NaOCI solutions. Ca(OCl), is a
non-cytotoxic solution (4), tends to be chemically stable after storage
(23), and does not negatively affect the dentin mechanical properties,
such as flexural strength, ultimate tensile strength, and fracture
resistance (26). For these reasons, the present study suggests the use of
Ca(OCl), as irrigant solution when the root canals are prepared by
reciprocating technique in association with PDT in order to promote an
effective decontamination protocol against E.faecalis.

In conclusion, within the limitations of the present study, it appears

that the use of NaOCl and Ca(OCIl), solutions with reciprocating



instrumentation did not provide an effective decontamination protocol in
root canals infected by E.faecalis. In addition, the association of PDT
with hypochlorite solutions and reciprocating instrumentation did

provide an effective decontamination protocol against E.faecalis.
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Table 1: Mean + standard deviation of percentage E. faecalis

reduction (%) of tested decontamination procedures.

Group N Bacterial reduction (%)
1. DW + R40 10 10.33+0.88%
2. 1% NaOCI + R40 10 19.36 £2.87°
3.2.5% NaOClI + R40 10 4091+4.46°
4.1 % Ca(OCl), + R40 10 43.68+543°
5. 2.5% Ca(OCl); + R40 10 88.97 +6.57 ¢
6. PDT 10 4596 +5.01°¢
7. 1% NaOCI + R40 + PDT 10 96.64 +3.21 ¢
8. 2.5% NaOCI + R40 + PDT 10 98.14 +2.47°¢
9. 1% Ca(OCl), + R40 + PDT 10 99.52 +0.98°¢
10. 2.5% Ca(OCl), + R40 + PDT 10 99.79 £0.70¢

* Data are presented as mean =+ standard deviation. Different index
letters represent statistically significant differences in the post hoc
procedure (Tukey test).

** DW = distilled water; R40 = Reciproc R40 file; NaOCI = sodium
hypochlorite; Ca(OCl), = calcium hypochlorite; PDT = photodynamic
therapy.
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