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Resumo

Introducio: O avango cientifico tem revelado o papel dos biofilmes bacterianos na
capacidade de adesao as paredes do canal radicular, dificultando o tratamento das infe¢des
endodonticas. Os principais desafios no tratamento endoddntico compreendem a
anatomia radicular e a infe¢do microbiana. Apds a conformacdo dos canais, a irrigacao
torna-se essencial, exercendo uma acdo tanto mecanica quanto quimica. Atualmente,
varios sistemas e protocolos de irrigacdo complementam a instrumentagdo, removendo
tecido pulpar necrotico, a smear layer e as bactérias, assegurando o sucesso do tratamento

endododntico.

Objetivos: O objetivo foi implementar um estudo in vitro usando modelos 3D de
dentes molares para determinar se as técnicas de irrigagdo com ativagdo sonica e ativagao
laser, s3o mais eficazes do que a irrigagdo passiva na desinfecdo e limpeza dos canais

radiculares.

Materiais e Métodos: O estudo foi dividido em duas fases, uma primeira fase de
otimizacdo de protocolos para quantificacdo e analise da formagao de biofilme. E uma
segunda fase para comparar os diferentes protocolos de irrigacdo na erradicagdo de
biofilme de E. faecalis. No total foram utilizados 51 modelos 3D de molares inferiores
(3DsurpreenDente tooth, Portugal) com 2 raizes e 3 canais (2 canais mesiais € 1 canal
distal). Os canais foram preparados mecanicamente, esterilizados, e seguidamente
inoculados para formacao do biofilme de E. faecalis durante 21 dias. Os protocolos de
irrigagao foram aplicados e o biofilme remanescente foi recolhido dos canais radiculares

e analisado através da contagem de UFCs/mL, qPCR, e microscopia de fluorescéncia.

Resultados: As 3 analises mostraram-se consistentes entre si. A ativacdo com laser
revelou ser o método com maior reducdo da carga bacteriana, seguido da ativagdo sonica.
Ambos os métodos de ativacdo demonstraram ser mais eficazes do que a irrigacdo manual

convencional na remocao de E. faecalis.

Conclusao: Espera-se que os resultados obtidos ajudem a melhorar os procedimentos

clinicos e, consequentemente, aumentar o sucesso dos tratamentos endoddnticos.

Palavras-Chave: Enterococcus faecalis; Irrigacdo Endodontica; Ativacdao sonica;

Ativagao Laser






Abstract

Introduction: Scientific advances have uncovered the role of bacterial biofilms in
their ability to adhere to the walls of the root canal, making the treatment of endodontic
infections more demanding. The main challenges in endodontic treatment include root
anatomy and microbial infection. After shaping the canals, irrigation becomes essential,
providing both mechanical and chemical action. Currently, various irrigation systems and
protocols complement instrumentation, removing necrotic pulp tissue, the smear layer,

and bacteria, ensuring the success of endodontic treatment.

Objectives: The aim was to conduct an in vitro study using 3D molar tooth models to
determine whether irrigation techniques with sonic activation and laser activation are

more effective than passive irrigation in disinfecting and cleaning root canals.

Materials and Methods: The study was divided into two phases. The first phase
focused on optimizing protocols for the quantification and analysis of biofilm formation.
The second phase compared different irrigation protocols in the eradication of E. faecalis
biofilm. In total, 51 3D models of lower molars (3DsurpreenDente tooth, Portugal) with
2 roots and 3 canals (2 mesial canals and 1 distal canal) were used. The canals were
mechanically prepared, sterilized, and then inoculated for the formation of E. faecalis
biofilm over 21 days. The irrigation protocols were applied, and the remaining biofilm
was collected from the root canals and analyzed through CFU/mL counting, qPCR, and

fluorescence microscopy.

Results: The three analyses were consistent with each other. Laser activation proved
to be the method with the greatest reduction in bacterial load, followed by sonic
activation. Both activation methods were more effective than conventional manual

irrigation in the removal of E. faecalis.

Conclusion: The results obtained here are expected to help improve clinical

procedures and, consequently, increase the success of endodontic treatments.

Key-words: Enterococcus faecalis; Endodontic Irrigation; Sonic Activation; Laser

Activation
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Introducao

I. Introducio

1. Etiologia das infecoes endodonticas

A periodontite apical apresenta uma etiologia microbiana ¢ ¢ uma das doencas
inflamatérias orais mais prevalentes. Fungos, arqueas e virus t€ém sido associados a
periodontite apical, mas as bactérias e os seus produtos metabdlicos sdo os principais
responsaveis pelo desenvolvimento de patologias pulpares e periapicais (Siqueira &
Rdgas, 2022). O principio para alcangar resultados favoraveis no tratamento de infegdes
endododnticas exige o reconhecimento do problema e a eliminagdo dos fatores etiologicos

(Chavez de Paz, 2015).

Os avangos na microbiologia tém elucidado a natureza complexa da microbiota
associada as infecdes endodonticas (Chavez de Paz, 2015). Estudos indicam que essa
microbiota, e principalmente as bactérias, estdo organizadas estruturalmente em
biofilmes, que se aderem as paredes do canal radicular (Olsen, 2015; Siqueira & Rdgas,

2022).

1.1. O papel do biofilme nas infecoes endodonticas

Os biofilmes sdo uma forma de crescimento microbiano onde os microrganismos
interagem de forma dindmica, aderindo a uma superficie e estando envolvidos numa
matriz extracelular por eles produzida (Bamford et al., 2023). Os biofilmes sdo
comunidades estruturadas e complexas que apresentam caracteristicas especificas, tais
como, autopoiese, homeostase e sinergismo (Jhajharia et al., 2015). Estas comunidades
tém relevancia clinica significativa, pois as caracteristicas fenotipicas dos biofilmes
conferem as células bacterianas que os compdem protecdo contra 1) stresses externos, 2)
resposta imunolédgica do hospedeiro, 3) agentes antimicrobianos (incluindo antibioticos,
antifiingicos e antissépticos) e 4) forcas mecanicas (Stewart, 2014; Chavez de Paz, 2015;
Bamford et al., 2023). O processo de formagdao de um biofilme bacteriano ¢ bem
conhecido e ocorre em varias etapas. Inicialmente, uma célula bacteriana adere a uma
superficie, o que desencadeia um processo de desenvolvimento e maturagio do biofilme,
e por fim, ha dispersao de cé€lulas para iniciar novos biofilmes (Figura 1). Este processo
¢ regulado em resposta as condigdes externas e envolve interacdes continuas com a

superficie e com o crescimento do biofilme (Chavez de Paz, 2015).
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‘ Uma superficie "limpa" é revestida
e\ 0 com elementos externos
— '®) ambientais.
@ .

Uma célula planctonica aproxima-
se da superficie revestida ¢ inicia a
adesdo ajustando varios
mecanismos regulatorios
conhecidos como "sensores de
superficie."

flagelos, exopolimeros, entre
outros.

A co-adesdo com outros

m de mecanismos inter-espécies

organismos € conseguida através
especificos de interacdo.

A adesdo irreversivel ocorre pela
associacdo de componentes
celulares especificos, como pili,

Figura 1: Esquema ilustrativo das fases iniciais de formag¢do de biofilme e das primeiras intera¢ées
bacterianas com a superficie.

A presenga de biofilmes nos canais radiculares ¢ um fator critico na patogénese da
pulpite e da periodontite apical. Quando estas comunidades de microrganismos aderem
as paredes do canal radicular, especialmente em regides de dificil acesso, como o terco
apical, canais acessorios € istmos, as proteinas derivadas do hospedeiro provenientes dos
tecidos necrdticos remanescentes € as substancias adesivas produzidas pelas proprias
bactérias proporcionam os pré-requisitos adequados para a sobrevivéncia dos
microrganismos (Jhajharia et al., 2015). Esta situa¢do contribui para a forma¢ao de um
efeito barreira que impede a desinfecdo e limpeza eficazes, € que combinado com a

resisténcia das células bacterianas a fagocitose, esta barreira leva a persisténcia da
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Introducao

infecao, dificultando a eficacia do tratamento (Stewart, 2014; Chavez de Paz, 2015; Prada

etal., 2019).

A espessura e a composicdo da matriz do biofilme variam conforme a idade do
biofilme e o tipo de espécies que constituem, influenciando a resisténcia e o

comportamento patogénico do mesmo (Abdallah et al., 2014; Siqueira & Rogas, 2022).

1.2.  Prevaléncia de Enterococcus faecalis

Embora as infe¢cdes endodonticas sejam frequentemente de natureza polimicrobiana,
as condi¢Oes ambientais do canal radicular tendem a favorecer o crescimento de certas
espécies, nomeadamente de Enterococcus faecalis (E. faecalis). No entanto, ¢ importante
notar que E. faecalis representa apenas uma pequena fracdo da microbiota da cavidade
oral (Khalifa et al., 2016; Henriques et al., 2016; Mohmmed et al., 2018; Prada et al.,
2019; Zhang et al., 2019).

E. faecalis ¢ uma bactéria anaerdbia facultativa, coco Gram-positivo. Esta bactéria
habita a cavidade oral, o trato gastrointestinal e o trato genital (de Almeida et al., 2018),
mas pode tornar-se patogénica, sendo frequentemente encontrada em infe¢des do canal
radicular, com uma prevaléncia que varia entre 30% e 90% dos casos (Gomes et al., 2021).
Infegdes endodonticas secundarias ou persistentes tém uma probabilidade
significativamente maior de conter E. faecalis em comparacao com infe¢cdes endodonticas
primdrias (Gomes et al., 2021). Além disso, E. faecalis tem a capacidade de resistir as
condicoes adversas encontradas no canal radicular, tais como ambientes alcalinos e falta
de nutrientes por periodos prolongados. Esta resisténcia pode ser atribuida a sua

capacidade de formar biofilmes (Khalifa et al., 2016).

Uma vez estabelecida a infe¢do no canal radicular, esta progride gradualmente em
direcdo ao apex, até que as bactérias e/ou os seus fatores de viruléncia atinjam os tecidos
periapicais através dos forames apicais e laterais, causando inflamacdo. A periodontite
apical €, entdo, estabelecida nesse momento, podendo manifestar-se de forma sintomatica
(aguda) ou assintomdtica (cronica), dependendo de diversos fatores bacterianos e
relacionados ao hospedeiro. Danos significativos dos tecidos periapicais podem ocorrer,
resultando na formagao de abscesso, fistula ou reabsor¢ao 6ssea (Qrstavik, 2020). Neste
sentido, a Endodontia surge como a area da Medicina Dentdria especializada na

morfologia, fisiologia e patologia da polpa dentaria e dos tecidos periapicais. A sua pratica
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clinica compreende a etiologia, diagnostico, prevengao e o tratamento de doengas e lesdes

da polpa, bem como das condi¢des periapicais associadas (AAE, 2016; Pérez et al., 2020).

2. A finalidade do tratamento endodontico

O sucesso do tratamento endodontico ¢ avaliado segundo critérios clinicos e
radiograficos (Zandi et al., 2019). Os objetivos principais do tratamento endoddntico sdo
a prevenc¢do e o tratamento da periodontite apical, para preservar a longo prazo o dente
assintomatico e funcional rodeado de tecidos periapicais saudaveis (Gluskin et al., 2014).
Estes objetivos sdo alcangados pelo desbridamento mecéanico combinado com a
desinfecdo quimica através de solugdes irrigantes. Estes passos sdo fundamentais para
eliminar ou reduzir a carga microbiana e os seus produtos metabdlicos, presentes no canal
radicular, assim como os detritos inorganicos (smear layer) que podem conter bactérias e

ser um foco de reinfecao (Versiani et al., 2016).

A smear layer ¢ uma camada amorfa e irregular composta por detritos inorganicos,
juntamente com materiais organicos como restos de tecido pulpar, residuos de
odontoblastos, microrganismos, produtos metabolicos e tecido necrotico (Violich et al.,
2010). Alguns componentes organicos da smear layer podem, potencialmente, servir
como substrato para bactérias e protegem os biofilmes. A sua espessura pode variar entre
1 a5 um, sendo suficiente para dificultar a penetracao de irrigantes e selantes nos tibulos
dentinérios até¢ 40 um, o que compromete a desinfe¢cdo adequada. Assim, a irrigagao
quimica torna-se um complemento essencial para garantir uma desinfe¢do eficaz (Mello

et al., 2009; Morago et al., 2016).

No entanto, hd muitos outros fatores que influenciam o sucesso do tratamento
endoddntico, como a qualidade da restauragdo e a integridade estrutural do dente apds a

preparacdo do canal radicular (Ray & Trope, 1995).

No tratamento endoddntico, ¢ fundamental reconhecer dois principais desafios: o

desafio anatomico e o desafio microbioldgico.

3. Desafio da complexidade anatémica radicular

O sistema de canais radiculares possui uma configura¢do irregular e anatomias

complexas, como canais curvos, istmos, canais laterais e canais ovais, que representam
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um desafio na pratica clinica, e afetam o sucesso do tratamento endoddntico (Mazzi-
Chaves et al., 2020). A dentina radicular tem uma natureza porosa com tibulos dentinarios
que permitem a invasdo e adesdo bacteriana, tornando a desinfe¢do do canal uma etapa

desafiadora (Chavez de Paz, 2015).

A instrumentacdo mecanica dos canais radiculares ¢ realizada com sistemas de limas
endodonticas, que permitem conformar os canais radiculares removendo dentina radicular
vital e/ou necrotica e o biofilme microbiano. Esta preparagdo mecanica cria um espago
adequado e limpo, o que facilita a penetragdo e o fluxo eficaz das solugdes irrigantes por
todo o sistema radicular (Neelakantan et al., 2016;Lee et al., 2019). A eficacia destes
instrumentos e das solugdes irrigantes pode ser comprometida na presenca das anatomias
complexas, onde algumas areas do canal radicular ndo s3o tocadas e limpas pelas técnicas
convencionais (Siqueira et al., 2013; Mazzi-Chaves et al., 2020;). Essas areas de dificil
acesso também podem ser preenchidas com detritos dentindrios criados e empurrados
pelos instrumentos endoddnticos, que vao interferir na desinfe¢do, tanto ao impedir o

fluxo do irrigante nessas regides quanto ao neutralizar a sua eficacia (Paqué et al., 2012).

As areas de istmo (conexdes entre dois canais radiculares na mesma raiz) em dentes
posteriores sdo particularmente dificeis de irrigar, o que pode resultar na sobrevivéncia
de microrganismos nessa zona e na remoc¢ao apenas parcial de detritos dentinarios e restos
de tecido pulpar. A incidéncia de istmos nos canais varia de acordo com o tipo de dente,
o nivel da raiz, idade e etnia (Von Arx, 2005; Gu et al., 2009; Mazzi-Chaves et al., 2020).
Um estudo relatou uma prevaléncia de istmos entre 17% e 50% nos 5 mm apicais da raiz
mesial dos primeiros molares inferiores, sendo mais frequente na regido a 3 mm do apéx
(Mannocci et al., 2005.). Outro estudo mostrou que a maior prevaléncia de istmos em

primeiros molares mandibulares ocorre entre 4 e 6 mm do apex (Gu et al., 2009).

Chuppani Dastgerdi e colaboradores analisaram, por meio de tomografia
computorizada de feixe conico (CBCT), 312 dentes de 156 pacientes com idades entre 20
e 60 anos, com o objetivo de investigar as caracteristicas dos primeiros molares
mandibulares em pacientes sem patologia ou histérico de tratamento endodontico
(Chuppani Dastgerdi et al., 2020). Os resultados em relagdo a presenca de istmos
indicaram que, quanto mais distante do apice, maior a probabilidade de encontrar istmos.
Estes foram mais frequentes em individuos entre 20 e 40 anos, com uma diferenca
estatisticamente significativa em comparacao aos individuos entre 40 e 60 anos. Na

seccdo de 0 a 2 mm das raizes mesiais, 36,4% das mulheres e 24,1% dos homens
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apresentaram istmos, com diferenga significativa. Entre 2 € 4 mm, 56,5% das mulheres e
45,6% dos homens tinham istmos, embora sem significancia estatistica, ¢ em seccdes

mais distantes (4-6 mm), a diferenca foi ainda menos expressiva.

Estudos que utilizaram uma abordagem inovadora para correlacionar imagens de
tomografia computadorizada microscopica (micro-CT) com microscopia Otica ou
eletronica de varrimento (SEM) mostraram que existem areas do canal radicular que, ap6s
a preparacdo mecanica ¢ a desinfecdo, apresentam remanescentes de tecido pulpar
necrético e/ou biofilmes bacterianos que ndo sdo significativamente afetados pelos
instrumentos e pelas solugdes irrigantes (Paqué et al. 2009; De-Deus et al. 2015; Versiani
et al. 2016; Lacerda et al., 2017). No entanto, uma das limitagdes da micro-CT é que s6
pode ser utilizada em dentes extraidos e deteta apenas matéria inorganica, nao

conseguindo medir os efeitos quimicos do hipoclorito de sédio (NaOCl) em tecidos moles

(Paqué et al., 2009).

O estudo de Siqueira Junior e colaboradores, em 2013, mostrou que aproximadamente
20% a 35% das paredes do canal radicular em molares superiores e inferiores
permanecem intocadas pelos instrumentos, sem considerar a drea de istmos (Siqueira

Junior et al., 2013).

Num outro estudo, Pérez e colaboradores compararam instrumentos com modificagdes
na liga e com diferentes designs propostos para a preparagdo do canal radicular, e
verificaram que quando utilizados durante a instrumentagdo com irrigagdo de NaOCl,
tanto os instrumentos Reciproc Blue quanto os XP-endo Shaper promoveram uma
confirmacao satisfatoria, mas mais de metade dos canais radiculares ainda apresentaram

bactérias residuais e/ou restos de tecido pulpar (Pérez et al., 2020).

Desta forma, a combinagdo da irrigagdo com a instrumentacdo mecanica parece ser
essencial para uma desinfe¢do mais eficaz, especialmente considerando que o uso
exclusivo da instrumentacao ndo ¢ suficiente para eliminar o biofilme radicular e a
irrigacdo € a unica forma de alcancar as areas da parede do canal radicular que nao sao
tocadas pela instrumentagdo mecanica (Haapasalo et al., 2014a; Siqueira Junior et al.,

2018; Lee et al., 2019).
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4. Desafio microbiologico e o papel das solucdes irrigantes

Com base nas suposi¢des mencionadas, apés o desbridamento e conformagdo dos
canais, a irrigacdo torna-se essencial para a desinfecdo e limpeza do sistema de canais
radiculares. As solugdes irrigantes atuam de forma mecanica e quimica em todo o espaco
do canal previamente preparado (Siqueira et al., 2013; Pereira et al., 2022). Estas técnicas
complementam a instrumentag¢do e sdo parte fundamental do protocolo de desinfecdo
final, com o objetivo de eliminar o tecido pulpar necrotico, a smear layer, as comunidades
bacterianas ¢ os seus subprodutos, assegurando uma limpeza e desinfe¢ao eficazes

(Mohmmed et al., 2018).

As solugdes irrigantes em endodontia podem ser classificadas em solugdes
antimicrobianas, solugdes quelantes (fortes ou fracas), combinadas (solugdes
antibacterianas e quelantes combinadas) e solucdes com detergentes (Bettina & Gevik,

2015).

Na auséncia de evidéncia cientifica consistente sobre os regimes e protocolos de
irrigacdo endodontica, a utilizacdo de solugdes para este fim varia amplamente entre

dentistas e especialistas (Willershausen et al., 2015).

Em teoria, uma solugdo irrigante ideal deve possuir caracteristicas como
biocompatibilidade, baixa tensdo de superficie, acdo de lavagem eficaz, agdo lubrificante,
ajuda no corte da dentina pelos instrumentos, dissolu¢do de matéria organica e inorganica,
boa penetragdo nos canais radiculares e propriedades antimicrobianas. Além disso, ndo
deve apresentar efeitos negativos como citotoxicidade para os tecidos periapicais, reagir
de forma adversa com outros materiais dentarios ou ser alergénica (Haapasalo et al.,

2014a).

Atualmente, ndo existe uma solugdo que reune todas estas carateristicas. Na pratica
clinica, para garantir a seguranca ¢ eficdcia do processo ¢ necessario utilizar uma
combinagdo de solugdes em sequéncia especifica para contribuir a0 maximo para o
sucesso do tratamento do canal radicular (Haapasalo et al., 2014a; De Gregorio et al.,

2015).
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4.1.  Hipoclorito de s6dio

O NaOCl ¢ o principal irrigante utilizado em endodontia devido as suas propriedades
antimicrobianas e proteoliticas. Atualmente, ¢ a solu¢do mais eficaz na erradicagdo de

biofilmes e na dissolugao de tecidos organicos (Haapasalo et al., 2014a).

4.1.1. Mecanismo de a¢ao

O NaOCl atua como agente oxidante e agente hidrolisante. As solu¢des comerciais sao
fortemente alcalinas e hipertonicas, com concentragdes de cloro disponivel geralmente

entre 10% e 14% (Bettina & Gevik, 2015).

O NaOCl dissocia-se em agua, formando i6es soédio (Na*) e hipoclorito (OCI"), este
ultimo estabelecendo um equilibrio com o acido hipocloroso (HOCI) em solugdo. O pH
e a concentragdo de ides hidroxido (OH") nas solugdes de NaOCIl variam
significativamente entre as diferentes marcas, podendo oscilar entre 10,9 ¢ 12,0 de pH e
entre 0,03% e 1,1% de concentracdo de OH™ (Clarkson et al., 2006). Alguns produtos t€ém
uma maior concentracdo de OH™ e, portanto, um pH mais elevado. A partir de um pH
acima de 9, o0 130 OCI ¢ predominante, enquanto s pH neutro predomina HOCI. Em pH
inferior a 4, comeca a formar-se gas cloro. O HOCI tem um efeito antibacteriano mais
forte, enquanto o 180 OCI™ € menos eficaz. O HOCI afeta diretamente as fungdes vitais da

célula microbiana, resultando rapidamente em morte celular (Fukuzaki, 2006).

A eficacia do NaOCI depende do pH da solugdo, mas também, da sua concentragdo
(que varia entre 0,5% e 6%), da temperatura, das condi¢des de armazenamento, e do
tempo de contacto com os tecidos (Christensen et al., 2008). Solugdes aquecidas (45-60
°C) e concentracdes mais elevadas (5-6%) tém uma maior capacidade de decompor a

matéria organica (Stojicic et al., 2010; Haapasalo et al., 2014b).

Alguns estudos demonstram que uma solu¢do de NaOCl a 0,5% pode eliminar
bactérias em 30 minutos, enquanto concentracdes mais altas conseguem o mesmo
resultado em apenas 30 segundos. No entanto, € necessario interpretar esses resultados
com cautela, pois o tempo de a¢do pode variar conforme os métodos utilizados nos testes.
E importante lembrar que a presenca de matéria organica, exsudatos inflamatérios, restos
teciduais e biomassa microbiana consome o NaOCl, reduzindo a sua eficacia (Glassman

& Charara, 2015).
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O pré-aquecimento de solucdes de baixa concentracdo melhora a capacidade de
decomposicdo da matéria organica, sem afetar a estabilidade a curto prazo, além de
apresentar menor toxicidade sistémica em comparacdo com solugdes de maior
concentracdo a temperatura mais baixa, mantendo a eficacia (Sirtes et al., 2005). A
agitacdo mecanica das solugdes de NaOCIl também ¢ considerada importante para a
dissolu¢do de tecidos, havendo quem destaque o impacto significativo do fluxo turbulento
e das forcas de cisalhamento geradas pela agitagdo nesse processo (Haapasalo et al.,

2014b).

4.1.2. Limitagdes e recomendacoes clinicas

Apesar das suas propriedades ideais, o0 NaOCl apresenta algumas limitagdes e requer
cuidados na sua aplicagdo na pratica clinica. Esta solugdo ¢ citotoxica e, se aplicada sob
pressao e extravasar pelo forame apical, pode causar irritagdo dos tecidos periapicais,
danos celulares e provocar dores moderadas a severas no paciente. Para mitigar estes
riscos, € recomendada a utilizagdo de agulhas endoddnticas com saida lateral e a aplicagdo
de técnicas de injecdo com pressdo adequada, assegurando uma irrigacdo segura

(Haapasalo et al., 2014a; Plotino et al., 2016).

O pH das solugdes de NaOCI pode diminuir ao reagir com outros irrigantes ou ao
entrar em contato com a dentina radicular, o que compromete sua eficacia (Tartari et al.,
2017). Para otimizar a irrigagdo com NaOCl, ¢ fundamental renovar a solucdo
regularmente e manté-la em movimento, seja por agitacdo ou irrigacdo continua. A
agitacdo eficaz e a troca constante da solu¢do aceleram a dissolu¢do dos tecidos (Darcey

etal., 2016).

Outro ponto critico, € o facto do NaOCl nao ser capaz de remover a por¢ao inorganica
da smear layer (Morago et al., 2016). Ruiz-Linares e colaboradores, testaram a eficacia
de 2,5% de NaOcl em biofilmes maduros de isolados clinicos de infe¢cdes endoddnticas,
0 NaOCl demostrou uma atividade antimicrobiana superior em comparagao com varios
outros irrigantes. No entanto, ndo elimina completamente o volume do biofilme nem
consegue uma erradicagdo total das bactérias (Ruiz-Linares et al., 2017). Estratégias para
aumentar a eficacia do NaOCI na desinfecdo incluem a combinag¢do com outros agentes

antimicrobianos ou quelantes (Krishnan et al., 2017).
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Consequentemente, foram propostos protocolos de irrigagao que utilizam NaOCI de
forma alternada com uma solugdo aquosa contendo um agente descalcificante, como

acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) ou acido citrico.

Concluindo, para garantir uma utilizagdo segura na pratica clinica, o NaOCl em
concentragdes entre 2,5% e 6% deve ser aplicado ao longo de todo o processo de limpeza
e conformacdo. A cAmara pulpar deve funcionar como um reservatorio de irrigante fresco.
Apos a conclusdo da preparagdo mecanica e a determinacdo do diametro apical final, o
protocolo de irrigagdo deve comecar com a ativacado de NaOCI fresco em cada canal

(Gulabivala et al., 2010).

4.2. Acido etilenodiamino tetraacético

Na literatura, hé varios estudos bem documentados que destacam as vantagens do uso
de EDTA para a remocao da smear layer formada durante o desbridamento do canal

(Arslan et al., 2013; Ahmetoglu et al., 2014).

O EDTA ¢ um acido aminopolicarboxilico, que se apresenta como um sélido incolor
soluvel em 4gua. E frequentemente recomendado como irrigante devido a sua capacidade
de quelar e remover os componentes mineralizados da smear layer (Bettina & Gevik,
2015). A solucao de EDTA ¢ neutra ou ligeiramente alcalina; em pH &cido, o EDTA

precipita.

O estudo de Golob e colaboradores demonstra que a aplicagdo de EDTA promove a
limpeza da superficie dentinaria e a abertura dos tibulos dentinérios, e dessa forma, a
penetracdo do NaOCI nos tiibulos dentinérios e a eliminagdo de E. faecalis torna-se mais

eficaz e facilitada (Golob et al., 2017).

4.2.1. Mecanismo de acao

A formula quimica do EDTA ¢ [CH2N(CH2CO:H):].. O EDTA € particularmente eficaz
como agente quelante, uma vez que tem capacidade de sequestrar i0es metalicos

divalentes e trivalentes, como Ca?" (Bettina & Gevik, 2015).

Pesquisas anteriores demonstram que solu¢des de EDTA entre 15% a 17% e pH entre

7 e 8,5 sdo eficazes na remog¢do da componente inorganica da camada de detritos e
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apresentam capacidade biocida limitada, tem uma agdo quelante e propriedades

lubrificantes (Biel et al., 2017).

O EDTA apresenta uma atividade biocida indireta, que estd relacionada com a sua
capacidade de interagir com proteinas da membrana celular bacteriana, perturbando as
suas fungdes estruturais e cataliticas, e também a capacidade de complexar ides metalicos,
como cdalcio e magnésio, que sdo essenciais para a integridade da membrana externa

dessas bactérias (Hu et al., 2003).
4.2.2. Limitacoes e recomendacoes clinicas

O EDTA por si s6 geralmente ndo consegue remover eficazmente a smaer layer,sendo
necessario adicionar um componente proteolitico, como o NaOCl, para eliminar os

componentes organicos dessa camada (Bettina & Gevik, 2015).

E importante que os dois irrigantes, NaOCl + EDTA, ndo sejam utilizados
simultaneamente no canal, pois 0 EDTA pode reduzir a eficacia antibacteriana e solvente
do NaOClI (Clarkson et al., 2011; Basrani & Haapasalo, 2013). A combinagdo alternada
das solugdes de EDTA e de NaOCI provoca uma maior dissolu¢cdo da matéria organica e
inorgénica e consequentemente a reducdo do contetido bacteriano no interior dos canais
radiculares (Golob et al., 2017; Chubb, 2019). Num recente trabalho de Cardoso e
colaboradores, avaliaram a influéncia dos protocolos de irrigagdo na componente
inorganica da dentina; um grupo de dentes foi irrigado apenas com EDTA (17%), outro
apenas com NaOCl (5.25%) e um grupo com ambas as solugdes (Cardoso et al, 2019).
Os resultados mostraram que, no ter¢o médio, todos os grupos com EDTA mostraram
melhor capacidade de eliminacdo da smear layer, mas no tergo apical, isso aconteceu s
no grupo de EDTA + NaOCIl. Esta combinacao foi, assim, eficaz para desinfetar

completamente o tergo apical.

Desta forma, na pratica clinica, apds a utilizagdo de NaOCl durante todo o
procedimento de instrumentacao e limpeza, a irrigagdo com EDTA por 1 minuto deve ser
realizada para remover a camada de detritos. O EDTA pode ser ativado por alguns
segundos para melhorar a penetragdo. Como o NaOCl e o EDTA podem interagir

negativamente, ¢ importante remover o NaOCl usando uma maior quantidade de EDTA.
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5. Técnicas de irrigacao no tratamento endodontico

A irrigagdo pode ser realizada através de sistemas manuais ou assistidos por aparelhos.
As técnicas manuais de irrigagdo incluem a irrigagdo por pressdo positiva (PPI),
geralmente realizada com uma seringa e uma agulha endodontica. As técnicas de irrigagao
assistidas por aparelhos incluem métodos sonicos e ultrassonicos, bem como sistemas
mais recentes, como a irrigacao por pressao negativa apical, e sistemas laser (Afkhami et

al., 2021; Liu et al., 2022).

Apesar de existirem diversos protocolos de irrigagao, ainda ndo ha um procedimento
padronizado. No entanto, ha etapas essenciais comuns a todos os protocolos. A irrigacao
com NaOCI (1 a 5,25%) ¢ fundamental, devendo o irrigante ser renovado a cada 2
minutos, por um minimo de 20 minutos. O aquecimento do NaOCl pode ser utilizado para
aumentar a sua eficacia (Morago et al., 2019). A irrigagdo com EDTA, alternada com
NaOCl, por 1 a 5 minutos, ¢ crucial para remover a smear layer e lubrificar o canal. Apds
a remogao da smear layer, uma irrigagdo final com NaOCI, como agente antimicrobiano,

¢ importante (Basrani & Haapasalo, 2013).

A irrigago pode ser estatica (passiva) e dindmica (ativa). A irrigacdo estatica depende
da profundidade de penetragdo da agulha. A capacidade de limpar o canal ¢ limitada, uma
vez que o irrigante permanece estatico, restringindo a penetracdo e a circulacdo. A
irrigacdo dindmica utiliza a hidrodindmica dos fluidos, em que a troca e a profundidade
de penetragao dependem do tipo de instrumento e do movimento aplicado (Machtou,

2015).

Ao longo da ultima década, técnicas de erradicagdo de biofilmes, como a sonicagdo de
solucdes irrigantes, € o uso de dispositivos ultrassonicos e lasers, tém sido investigadas

em ambientes laboratoriais (Josic et al., 2022).

O objetivo das diferentes técnicas de irrigacdo ¢ garantir uma distribuicao ideal dos
irrigantes por todo o sistema de canais radiculares, permitindo uma limpeza mais

previsivel nas areas de dificil acesso (Haapasalo et al., 2014b).

5.1. O efeito vapor lock

Como as raizes estdo rodeadas pelo periodonto, a menos que o forame do canal

radicular esteja aberto, o canal comporta-se como um canal fechado. Neste contexto, cria-
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se um efeito designado de vapor lock, que se trata de um bloqueio apical de vapor que
resiste & deslocacdo durante a instrumentacdo e a irrigacdo final, impedindo o fluxo da
solugdo irrigante para o terco apical e comprometendo a desinfe¢ao adequada do sistema
de canais radiculares (de Gregorio et al., 2009). O bloqueio de vapor apical também
provoca o aprisionamento de gas no tergo apical. Durante a irriga¢ao, o NaOCl reage com
o tecido organico radicular, e a hidrdlise liberta grandes quantidades de amodnia e dioxido
de carbono (Parente et al., 2010). O fendmeno conhecido como vapor lock descreve a
dificuldade de dispersdo e mistura da solucdo irrigante numa geometria fechada

(Gulabivala et al., 2010).

Este fenomeno foi pela primeira vez mencionado por Luks em 1974 (Luks & Bolatin,
1974). Machtou mais tarde sugeriu o uso de cera moldavel para selar a ponta da raiz nos

estudos in vitro, a fim de manter a viabilidade dos estudos (Machtou, 1980).

O fenémeno de vapor lock foi confirmado em estudos posteriores nas décadas
seguintes. Num estudo em 2010, as raizes foram embebidas em material de impressao de
polivinil siloxano para restringir o fluxo de fluido através do forame apical, simulando
um canal fechado (Tay et al., 2010). Os resultados desse estudo revelaram um
desbridamento incompleto das paredes apicais do canal ao utilizar uma técnica de
irrigacdo com pressao positiva por seringa. Exames por micro-CT e testes histoldgicos
também confirmaram a presenga do bloqueio de vapor apical (Tay et al., 2010). De facto,
estudos realizados sem garantir a simulagdo de um canal fechado ndo podem ser
considerados conclusivos quanto a eficacia dos irrigantes e do sistema de irrigagdo

(Torabinejad et al., 2003; Van Der Sluis et al., 2006;).

No entanto, outro estudo, de 2014, mostrou que o vapor lock nem sempre ocorre € que
a insercao de uma agulha fina perto do comprimento de trabalho (CT) pode prevenir ou
eliminé-lo (Boutsioukis et al., 2014a). Este resultado ja era antecipado, como evidenciado
por um estudo anterior que utilizou subtragao digital para avaliar a penetragdo e renovagao
do irrigante durante o protocolo final de irrigacao (Bronnec et al., 2010). Neste estudo, a
profundidade de insercdo da ponta da agulha foi o principal fator que influenciou a
penetragdo do irrigante, seguida pela conicidade apical, o design da agulha e o volume do
irrigante utilizado. A irrigagcdo do canal radicular com agulha e seringa poderé apresentar
resultados clinicamente satisfatorios se obedecer a determinadas caracteristicas e

protocolos (Bronnec et al., 2010).
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A eliminagdo do bloqueio de vapor apical no tergo apical, aliado as preocupagdes com
a seguranca do paciente representa um desafio significativo durante o tratamento
endodontico. Técnicas adicionais, como a ativacao das solucdes irrigantes ou o uso de
pressao negativa apical, tém-se mostrado uteis, pois melhoram a hidrodinamica dos
fluidos no interior do canal radicular. Por isso, é essencial identificar um sistema de
irrigagdo que permita uma irrigagao eficiente dessa regido, bem como dos istmos e canais
laterais, garantindo que o processo seja seguro e evitando a extrusdo do irrigante

(Glassman & Charara, 2015).
5.2.  Técnica de irrigacio manual com seringa e agulha

Este sistema de irrigagdo ¢ amplamente utilizado pelos médicos dentistas, pois alia a
facilidade de manuseamento a uma base cientifica bem estabelecida e protocolada
(Boutsioukis & Arias-Moliz, 2022). A técnica consiste em inserir a solucdo irrigante no
canal radicular com o auxilio de uma seringa e agulha, possibilitando o controlo da

profundidade que se deseja alcangar (Psimma et al., 2013).

A agdo de limpeza, depende de fatores como, o didmetro da agulha, o volume de
irrigante, a profundidade de inser¢do e a anatomia do canal radicular. A solucdo de
irrigacdo deve ser introduzida passivamente, por isso € necessario controlar a pressao,
sem nunca bloquear a agulha dentro do canal, efetuando movimentos de vaivém

(Machtou, 2015).

A escolha da agulha e da seringa ¢ muito importante e deve ter em consideracao alguns
critérios. O comprimento da agulha deve ser o suficiente para fazer chegar o irrigante o
mais proximo possivel do CT (o ideal serd entre 1 a 3 mm). O diametro deve ser de 28 ou
30/100 mm e o calibre 27G ou 30G. A agulha deve ser rigida para ndo se dobrar no canal

ou fraturar (Silva et al., 2016).

As seringas utilizadas devem ser de plastico descartaveis e apresentar um sistema de
bloqueio da agulha (Luer Lock) para seguranga do paciente e do proprio Médico Dentista.

A capacidade de volume deve ser de 2 ou 5 mililitros (Silva et al., 2016).

A principal desvantagem desta técnica ¢ a desinfe¢do incompleta do tergo apical,
devido a complexidade do sistema de canais radiculares, tornando dificil o contacto da
solugdo irrigante com todas as areas do canal radicular (Haupt et al., 2020). Existe
também um risco de extrusao da solucao além do apéx se o CT nao for respeitado e se a

pressao nao for adequada (Gulabivala et al., 2014; Boutsioukis, et al., 2014b). Os recentes
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estudos mostram que o efeito de flushing (capacidade de lavagem e remogado de detritos
do canal radicular) ¢ maior se ativamos as solug¢des irrigantes ou aumentarmos a

temperatura das mesmas (Chubb, 2019).

5.3.  Técnica de irriga¢cdo dinimica manual

A irriga¢do dinamica manual difere da irrigacdo passiva manual pela ativagdo manual
do irrigante de forma manual, que acontece provocando o movimento e agitagdo do
irrigante com recurso a instrumentos manuais. E um método rapido, econémico e seguro
para realizar a agitacdo do irrigante no final da preparagdo do canal radicular, facilitando
a substituicdo de solugdo nova com a solugao estagnada nos milimetros apicais (Machtou,

2018).

A técnica de agitacdo com guta-percha rompe as bolhas de ar localizadas entre 0 e 2
mm do apex (Chubb, 2019). Esta agitagdo também promove um maior contacto de
superficie da solugdo pelo sistema radicular aumentando a eficiéncia antibacteriana
comparativamente a uma técnica sem ativagdo. Existem ainda outras técnicas de ativacao
manual, como por exemplo, técnicas com recurso a limas endoddnticas, mas de acordo
com a evidencia cientifica, a ativagdo com guta-percha mostrou-se mais eficaz (Machtou,

2018; Chubb, 2019).

O risco de extrusdo apical durante a ativagdo do irrigante € significativamente reduzido
quando o cone de guta-percha ¢ agitado um milimetro aquém do CT (Boutsioukis et al.,
2013a). No entanto, 0 mesmo estudo de Boutsioukis e colaboradores, demostrou que a
técnica de agitacdo manual resultou numa maior extrusdo de irrigante em comparacao

com as técnicas sonicas e ultrassonicas.

5.4. Irrigacdo com ativagao sonica

Num questionario online realizado em 2015 com dentistas do Conselho Espanhol de
Medicina Dentéria, foram analisados os protocolos de irrigacdo e outros fatores
relacionados a desinfecdo do canal radicular, diferenciando entre endodontistas e

dentistas generalistas. Os inquiridos que usaram técnicas de ativacdo de solucdes
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irrigantes relataram que a maioria utilizava ativacdo ultrassonica, enquanto uma

percentagem menor utilizava ativacdo sonica (De Gregorio et al., 2015).

A eficacia dos ultrassons na irrigacdo endoddntica deve-se principalmente ao efeito do
fluxo actstico e da cavitacdao. Estes efeitos geram bolhas de gas no liquido, que se
expandem e colapsam violentamente, produzindo ondas de choque. Estas ondas
aumentam o stress de cisalhamento nas paredes do canal, facilitando a rutura do biofilme
intrarradicular, melhorando a hidrodindmica dos fluidos e promovendo a limpeza e

desinfecao dos canais radiculares (Nusstein, 2015).

No entanto, foram identificadas varias limitagdes que criam problemas procedimentais
ao usar a ativacao ultrassonica. O contato com a parede do canal reduz a energia e limita
o movimento do instrumento. Assim, em canais radiculares curvos, os instrumentos
ultrassonicos t€ém menos probabilidade de oscilar liviemente. Mesmo em canais retos, um
instrumento ultrassonico entra em contato com a parede pelo menos 20% do tempo de
trabalho. Além disso, embora os instrumentos de irrigacao ultrassonica tenham um design
ndo cortante, sdo feitos de uma liga metalica mais dura do que a dentina radicular, o que
pode alterar a morfologia do canal radicular (Boutsioukis et al., 2013b; Neuhaus et al.,

2016).

Para evitar os efeitos prejudiciais causados pela ativagdo ultrassonica, foi sugerida a
ativacao da solugdo irrigante com pontas plasticas ndo cortantes movidas por tecnologia

sonica (Nusstein, 2015).

O principio da ativagao sOnica passa por ativar a solucdo irrigante através de uma ponta
de poliamida ndo cortante acopolada a um aparelho de ultrassons que funciona a uma

frequéncia sonica entre (1000-6000 Hz) e de alta amplitude (Borges et al, 2017).

Existem varios sistemas de ativacdo sonica como por exemplo o sistema
EndoActivator (Dentsply Sirona) e o sistema EDDY (VDW) (Neuhaus et al., 2016; Urban
etal., 2017).

No sistema EDDY, existe um dispositivo sonico acionado por um punho sénico a cerca
de 5000 a 6000 Hz. O dispositivo apresenta uma ponta plastica ndo cortante e flexivel
possibilita uma ativagdo segura de varios reagentes, uma vez que produz uma agitagao
forte do fluido evitando o corte ativo da dentina do canal radicular ou a abertura da
constricao apical (Neuhaus et al., 2016; Urban et al., 2017). A vibracao da ponta do

dispositivo, associado a movimentagao do mesmo, provoca um fenomeno hidrodindmico
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de fluxos acusticos e cavitagdao, do ponto de vista sinergético, melhorando a limpeza do
canal radicular e a eficacia antibacteriana (Ramamoorthi, et al., 2015; Hoedke et al.,

2021).

A ativagdo sonica oferece vantagens significativas, como a remogao eficaz da smear
layer e debris gerados pela instrumentacao, além de reduzir o risco de extrusdo de
irrigantes pelo apex (Boutsioukis et al., 2013a). Este sistema também se destaca pela

maior eficacia na irriga¢do de canais laterais (Borges et al., 2017; Hoedke et al., 2021).

As pontas flexiveis podem apresentar uma vantagem em comparagdo com as pontas
metalicas rigidas comummente usadas na ativagdo passiva ultrassonica (PUI), pois
conseguem alcangar com mais facilidade a por¢ao apical crucial do canal, mesmo em
canais radiculares com curvaturas acentuadas, ¢ podem oscilar apesar do contato com as
paredes do canal (Haupt et al., 2020). No entanto, sdo necessarios mais estudos para
avaliar a eficiéncia de limpeza do sistema de ativacdo sdnica em configuracdes de canal
mais desafiadoras, como canais com curvaturas severas. (Neuhaus et al., 2016; Urban et

al., 2017; Haupt et al., 2020)

Urban e colaboradores (2017) demonstraram que, quer o método EDDY quer o PUI,
resultaram em paredes do canal quase sem detritos e foram significativamente mais
eficazes na remocao da camada de smear layer em comparagdo com a irrigacao passiva

manual (Urban et al., 2017).

5.5. Irrigacdo com ativacao Laser

Os métodos de irrigagdo ativada por laser t€ém sido cada vez mais utilizados e
aprimorados para melhorar a remogao de smear layer e de bactérias dos canais radiculares

(Sahar-Helft et al., 2013; Jaramillo, 2015).

Os estudos experimentais concentram-se na desinfecdo, na remoc¢ao de smear layer e
na conformacao do canal radicular, tal como os ultrassons e outras técnicas de ativagao

(Nusstein, 2015).

Atualmente, existem muitos tipos diferentes de lasers, com diferentes comprimentos
de onda, e protocolos que sdo utilizados na Medicina Dentdria para realizar

procedimentos endodonticos. Todos funcionam principalmente pela radiagdo direta de
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energia luminosa para as superficies dentarias por meio de uma reagdo térmica (Jaramillo,

2015).

A terapia com laser de baixo nivel ¢ uma técnica ndo invasiva e simples, usada
principalmente para diferentes procedimentos de medicina regenerativa (Jaramillo,
2015). Em endodontia, lasers de infravermelho médio, como o Erbium Chromium Yttrium
Scandium Gallium Garnet (Er, Cr:YSGG) e Erbium: Yttrium Aluminum Garnet (Er:YAG)
sdo frequentemente utilizados na desinfe¢do dos canais radiculares (Juri¢ et al., 2014;

Aydin et al., 2020).

Estudos anteriores sobre os efeitos térmicos dos lasers indicaram que, durante o
tratamento de canais radiculares, ¢ importante utilizar parametros adequados do laser para
evitar o principal problema de danos térmicos nas células do osso periodontal e alveolar
(George & Walsh, 2010; Koch et al., 2016; Akcay et al., 2017). Nesse sentido, Machida
e colaboradores afirmam que o limite de temperatura para a realizacdo segura de
tratamentos de canais radiculares com laser, sem causar danos aos tecidos periodontais, ¢

7°C acima da temperatura corporal (Machida et al., 1995).

Um estudo de George e colaboradores que avaliou dois tipos de sistemas laser
(ER:YAG e ER,Cr:YSGQG) e dois designs de ponta de fibra (ponta conica de emissdo
lateral e de uma ponta de fibra Otica convencional) com o objetivo de observar as
variacoes de temperatura no terco apical da superficie radicular durante a irrigacao,
concluiram que todas as combinagdes de sistemas laser e designs de fibra resultaram em
aumentos de temperatura inferiores a 2,5°C durante a aplicacdo do laser (George & Walsh,
2010). Diversos fatores, incluindo o comprimento de onda, energia, tempo de exposi¢ao
e espessura da dentina radicular, influenciam a condugdo da temperatura do canal
radicular através da dentina até ao periodonto. O uso de agentes de arrefecimento, como
ar e dgua, durante a aplica¢do do laser, também pode influenciar a quantidade de calor
conduzida ao periodonto. A irrigagdo com agua eliminou completamente os efeitos

térmicos dos ciclos de laser.

A penetracdo do laser na dentina radicular ¢ influenciada por vérios fatores. No
comprimento de onda do laser Er,Cr:YSGG (2780nm ), ocorre absor¢do pela solucdo
irrigante e pela dentina devido a presenga de hidroxido e agua intersticial (na matriz
dentinéria e intratubular). Cada pulso do laser ¢ composto por aproximadamente 150
micropulsos, e cada micropulso € responsavel por penetrar a energia cerca de 3 um na

agua, dependendo da fluéncia (Gordon et al., 2007). Dessa forma, ¢ possivel alcancar a
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expansao da dgua intratubular e o colapso do vapor de agua a profundidades de 1.000 pm
ou mais. Este efeito ¢ capaz de gerar ondas acusticas fortes o suficiente para destruir
células bacterianas. A penetracdo na dentina pode proporcionar ao laser vantagens em
relacdo aos métodos convencionais de desinfe¢do, como a irrigagdo com NaOCl,
especialmente em casos de complexidade bacteriana (Juri€ et al., 2014; Meire et al., 2014;

Aydin, et al., 2020).

Blanken e colaboradores relataram os efeitos do uso do laser Er,Cr:YSGG na irrigagdo
endododntica. Observaram um movimento imediato do fluido apo6s cada pulso do laser e
visualizaram os efeitos da cavitacdo (expansao e implosao das bolhas de gas) (Blaken et

al., 2007).

Matsumoto e colaboradores demonstraram os efeitos da cavitagdo, observando que o
fluido presente no canal (4gua, no caso do estudo) vaporizou instantaneamente (1 ps)
proximo a ponta do laser (Matsumoto et al., 2011). Essa vaporizagao levou a expansao da
agua, formando uma bolha de géas a medida que a irradiagdo continuava a aquecer a agua
na superficie interna da bolha. Relataram ainda que essa expansao durou 700 ps. Quando
o pulso do laser cessou, a bolha comegou a encolher, mas a pressao do fluido circundante
provocou um colapso violento, gerando ondas acusticas que se propagaram pelo fluido,

um fendmeno conhecido como streaming acustico.

A irrigacdo assistida por laser requer o posicionamento da ponta da fibra entre 1 a 5
mm do CT, com movimentos circulares ao retirar a ponta a uma velocidade de 2mm/seg,
sempre rodeada por solucdes desinfetantes (Deleu et al., 2015; Verstraeten et al., 2017;
Akcay et al., 2017; Mancini et al., 2018). Ao ser inserida no canal, a ponta deve ser
centrada, evitando o contacto com as superficies do canal (Deleu et al., 2015; Mancini et

al., 2018).

O uso de pontas de disparo radial (RFT) tem sido utilizado na irradiacdo com o laser
Er,Cr:YSGG, revelando resultados promissores quando comparado aos sistemas de
desinfecao tradicionais (Martins et al., 2013). Assim, a irradiacdo laser homogénea ocorre
ao utilizar as pontas de disparo radial, resultando na remog¢ao eficaz da smear layer e na

erradicagdo de bactérias no canal radicular (Martins et al., 2016).

Por outro lado, estudos confirmaram que nao ¢ necessario posicionar a ponta do laser
no apice, pois as bolhas de cavitagdo também promovem a limpeza na regido apical

(Ayranci et al., 2016).
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A técnica PIPS™ (Photon-Induced Photoacoustic Streaming) ¢ uma técnica de
irrigagdo ativada por laser que atua de forma indireta, sem gerar efeitos térmicos, e ativa
os irrigantes. O seu mecanismo de a¢do baseia-se na criacdo de uma forte onda de choque
fotoacustica, que distribui os irrigantes tridimensionalmente por todo o sistema de canais
radiculares. Os impulsos interagem com as moléculas de agua, atingindo picos de
poténcia de 400 W, o que provoca uma poderosa expansdo e fluxo do fluido, sem

aumentar a temperatura (Koch et al., 2016).

Ao contrario das aplicagdes convencionais de laser, a ponta conica e despojada do
PIPS™ n3o necessita de ser inserida no sistema de canais, devendo apenas ser

posicionada na camara pulpar (Verstraeten et al., 2017).

Uma tecnologia recente, denominada SWEEPS™ (Shock Wave-Enhanced Emission
Photoacoustic Streaming), foi desenvolvida para aumentar a eficiéncia de desinfecao do
método PIPS™. Esta técnica consiste em posicionar a ponta da fibra laser na cavidade de
acesso preenchida com o liquido irrigante e, em seguida, emitir um laser pulsado (Lei et
al., 2022). Embora o SWEEPS™ atue de forma semelhante ao PIPS™, apresenta um
mecanismo fisico distinto, pois envia pares de pulsos para o liquido (Koch et al., 2016;

Olivi & Divito, 2012).

Quando respeitados os valores de poténcia do equipamento, o tempo utilizado e a
correta distribuicao da luz, o laser apresenta melhores resultados em comparag¢ao com as
técnicas convencionais, técnicas sonicas, ultrassonicas, pressdo positiva e pressdo
negativa (Blakimé et al., 2023). O laser apresenta como resultados apds a sua utilizacao,
paredes limpas e com tibulos dentinarios expostos e auséncia de danos as estruturas

dentinarias (Ordinola-Zapata, 2014; Helft-Sahar, 2015).
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II.  Objetivos do Trabalho

Este trabalho experimental foi dividido em duas fases. A primeira fase consistiu num
estudo piloto para otimizacao de protocolos de formagao e quantificacdo do biofilme de
E. faecalis em modelos 3D de dentes naturais. A segunda fase visou investigar e comparar
a eficacia das técnicas de ativacdo, nomeadamente a ativacao sonica e a laser, na irrigagao
endodontica e na eliminagdo do biofilme de E. faecalis dos canais radiculares dos

modelos 3D.

O objetivo principal deste estudo foi determinar se as técnicas de irrigacdo com
ativacdo sonica e com ativagdo laser, sdo mais eficazes do que a irrigacdo passiva na
desinfecao e limpeza dos canais radiculares, nomeadamente em zonas de dificil acesso
aos instrumentos mecanicos, como por exemplo em zonas de istmos. Os resultados
obtidos ajudardo a melhorar os procedimentos clinicos e, consequentemente, aumentar o

sucesso dos tratamentos endoddnticos.
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III. Materiais e Métodos

1. Estudo piloto: formacao e analise do biofilme de E. faecalis em modelos 3D

de dentes naturais

Com este estudo piloto pretendeu-se implementar e otimizar protocolos para testar a
formagao de biofilme de E. faecalis em canais de modelos 3D em resina de molares
inferiores naturais (3DsurpreenDente tooth, Vila Nova de Gaia, Porto, Portugal) e
quantificar e avaliar o biofilme formado. Posteriormente, os protocolos otimizados foram
usados para o estudo comparativo das diferentes técnicas irrigantes para eliminagao do

biofilme formado.

1.1. Metodologias preliminares para otimizacao de protocolos

1.1.1. Preparaciao dos modelos 3D de molares inferiores

Nesta primeira fase utilizaram-se no total 11 modelos 3D em resina de molares
inferiores naturais, cada um com 2 raizes (2 canais mesiais e 1 canal distal). A raiz mesial
apresenta uma curvatura moderada (< 20°), e um istmo entre ambos 0s canais na regido
apical (Vertucci tipo II). A raiz distal apresenta uma anatomia oval (Enrique Perez et al.,

2024). A Figura 2 mostra um exemplar de um dos modelos 3D de molar inferior.

Figura 2: Modelo 3D de molar inferior com 2 canais mesiais e 1 canal distal (3DsurpreenDente tooth,
Vila Nova de Gaia, Porto, Portugal), vista a) vestibular, b) mesial e c) distal.

Para padronizacao, as coroas de todos os molares foram cortadas até ao nivel da jungdo
amelocementdria (JAC), tal como demonstra a Figura 3a. Os canais foram instrumentados
com o sistema de limas BlueShaper (Zarc, Espanha) até¢ Z4 a CT, definido como 1 mm a
menos do comprimento total dos canais. Entre limas, os canais foram irrigados com

NaOCl a 1% para remover a smear layer, e, por fim, lavados com agua destilada, para
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neutralizar o efeito do NaOCI (Figura 3). Para selar o apex, aplicaram-se duas camadas

de verniz na zona apical da superficie externa dos molares.

fimrmmm

e

Figura 3: a) Modelo 3D de molar inferior apos corte da coroa ao nivel da JAC, b) Programa utilizado
para instrumentagdo com as limas BlueShaper (Zarc, Espanha) 4.0 torque e 500rpms, c) Material

utilizado para a preparagdo mecdnica dos canais.

1.1.2. Otimizacdo do protocolo de esterilizacio dos modelos 3D de molares

inferiores

Para efeitos de esterilizacdo dos modelos 3D de molares inferiores, trés métodos foram

testados.
1° Método: Esterilizaciao por autoclavagem

Para testar este método de esterilizagdo, quatro molares modelo foram autoclavados
(120°C, 15 minutos) e, de seguida, para verificagdo da eficacia da esterilizagdo, foram
incubados em meio de cultura, Brain Heart Infusion (BHI, - Biokar Diagnostics, France),
durante 24 horas, a 37°C. Embora nado tenha sido observado crescimento de
microrganismos por turvagdo do meio, foram detetadas pequenas fissuras ao longo da
superficie externa do material. Pelo que ndo se optou por este protocolo, uma vez que o

material dos modelos foi afetado pela autoclavagem.
2° Método: Esterilizacio em etanol 70%

Testou-se de seguida um outro método de esterilizacdo, em que se usaram apenas dois
dentes modelo. Colocou-se cada um dos dentes modelo em etanol 70% durante 24 horas,
a temperatura ambiente. Contudo, verificou-se que este processo foi bastante agressivo
para o material, pois os modelos ficaram frageis e quebradigos (Figura 4)

Consequentemente, este procedimento de esterilizagao teve também de ser descartado.
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Figura 4: llustragdo do 2° método: submersdo das amostras em etanol 70%.

3° Método: Preenchimento dos canais com etanol 70% durante 20 min, seguido

de exposicao a luz ultravioleta.

Para testar este ultimo protocolo de esterilizagdo, foram utilizados cinco molares

modelo.

Os canais de cada dente modelo foram preenchidos com etanol 70% que ficou a atuar
durante 20 minutos. De seguida, os molares foram transferidos para uma placa de Petri
estéril, invertidos (abertura dos canais para baixo) e submetidos a luz ultravioleta (UV)
durante 1 hora (Figura 5). Os dentes foram novamente invertidos (abertura dos canais
para cima), colocados numa placa de pogos, e assim expostos novamente a luz UV durante

mais 1 hora.

Figura 5: llustragdo do 3° método a) preenchimento dos canais com etanol 70%, b) Molares

invertidos submetidos a luz UV ¢) Meio BHI sem turvagado.

Posteriormente, os dentes foram incubados a 37°C no meio de cultura, BHI, durante

24 horas. Em quatro dentes ndo foi observada qualquer turvacdo do meio, o que foi
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indicativo de que estes dentes estavam corretamente esterilizados. Num dos dentes foi
detetada contaminagdo, acreditando-se que tenha ocorrido devido a um erro durante a
manipulacdo. Nao se verificou alteracdo do material, pelo que se optou por seguir este

protocolo de esterilizagdo.

1.1.3. Preparacio do inoculo de E. faecalis e formacio do biofilme nos canais dos

modelos 3D de molares inferiores

O in6culo E. faecalis ATCC 29212 foi preparado em meio de BHI a partir de colonias
com menos de 24 horas, previamente cultivadas em meio de cultura, Trypticase soy agar
(TSA, - HiMedia Laboratories, India), e padronizado com base na leitura da densidade
otica a 600 nm (ODeoo) (Figura 6). O in6culo com ODsoo ajustada a 0,1 foi usado para
inocular os canais dos quatro dentes modelos, previamente esterilizados. Com uma
micropipeta adicionou-se o indculo até preencher todo o canal radicular, sem transbordar

(aproximadamente 20 uL no canal distal e 10 pL em cada canal mesial).

As amostras foram incubadas a 37°C em aerobiose € humidade 100% durante 3

semanas (21 dias). De 48 horas em 48 horas foi adicionado novo meio BHI, até

preencher os canais radiculares sem transbordar.

1.1.4. Recolha do biofilme formado nos canais

Para recolha do biofilme formado nos canais seguiu-se o protocolo descrito por Maden

et al. (2017) e a seguir detalhado.

Para recolha do biofilme de E. faecalis, em cada canal foi utilizado um cone de papel

estéril ISO #25 colocado ao nivel do CT e retirado ao fim de 60 segundos. Em cada canal
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radicular foi novamente inserida uma lima Hedstroem estéril ISO #25 para fazer
raspagem das paredes durante 30 segundos. Um segundo cone de papel com as mesmas
medidas foi novamente inserido em cada canal durante 60 segundos. Os cones de papel e
a lima de cada molar foram transferidos para o mesmo tubo respetivo contendo 1 mL de
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) 1x e vortexou-se durante 60 segundos
(Figura 7). Apds este procedimento foram realizadas dilui¢des seriadas decimais em PBS
1x, (diluigdes de 107! até 107), e de seguida, 100 pL de cada dilui¢io foram transferidos
para meio de Mueller-Hinton agar, onde foi utilizada a técnica de plaqueamento por
espalhamento. Apds incubacdo durante 24 horas a 37°C, as colonias de E. faecalis foram
contadas e, de seguida, foram calculados os valores de unidades formadoras de colonias

(UFC)/mL (Figura 8).

Figura 7: Esquema ilustrativo da recolha de E. faecalis.

100 102 10°  10* 10° %
S INE INE RNA

@U] @U] @U] @U] dlU

Figura 8: Esquema ilustrativo de diluigoes seriadas para contagem de UFCs do biofilme de E.
faecalis.
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1.1.5. Otimizacao do protocolo para observacao de E. faecalis por microscopia de

fluorescéncia apos coloracio Live/Dead

Devido a anatomia da zona do istmo dos canais mesiais que dificulta a remo¢ao do
biofilme nesta zona, pretendeu-se observar por microscopia de fluorescéncia a eventual
presenca de células de E. faecalis nessa zona apds ter sido levada a cabo a recolha do
biofilme acima descrita. Para isso, os quatro modelos de molares foram usados para testar
dois métodos. Em ambos os métodos, cortaram-se os canais mesiais na zona do istmo

com o auxilio de uma broca tronco-conica 012 diamantada.
1° método:

Posteriormente, cada istmo foi transferido para um pogo de placa de 96 pogos contendo
200 puL de solucdo Live/Dead (LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit,
Invitrogen™), e incubou-se durante 30 minutos no escuro. Lavou-se de seguida,

transferindo-se para um poco com 200 pL de PBS 1x.

Retirou-se o istmo para lamina com fita-cola de dupla face e colocou-se na posigdo
direita, cobriu-se com lamela para se visualizar diretamente ao microscopio de
fluorescéncia.

2° método:

Cada istmo foi transferido para um tubo de de microcentrifuga que continha 500 pL.
de PBS 1x (Figura 9), vortexou-se e colocou-se no banho de ultrassons durante 10

minutos para desagregar o biofilme eventualmente ainda remanescente na zona do istmo.
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Figura 9 :Istmo dentro de tubo de microcentrifuga.

De seguida, centrifugou-se a 15000 Xg por 6 minutos, rejeitou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se em 100 pL de solugdo Live/Dead e deixou-se durante 30 minutos no

€scuro.

Centrifugou-se novamente nas mesmas condi¢des e rejeitou-se o sobrenadante. Sem
pertubar o pellet, rejeitou-se o istmo, e ressuspendeu-se depois o pellet em 15 uLL de PBS
1x. De seguida, para uma lamina, transferiram-se 10 pL dessa suspensdo, cobriu-se com

lamela e observou-se ao microscopio de fluorescéncia na objetiva de 100x.
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2. Estudo in vitro comparativo das técnicas de ativacdo sonica e laser na

irrigacao endodontica na erradicacao de E. faecalis

2.1. Metodologias

O delineamento do estudo esté ilustrado na Figura 10.

Analise e Quantificacdo do biofilme:
1. UFC/mL

5%emana

2. Microscopia de flurescéncia

3. gPCR

Técnicas de irrigagdo:

a. C: sem ativagdo, irrigagdo com
PBS Ix

b. IMP: Irngacdo manual passiva

com NaOCL 5,25% e EDTA 17%

c. 1S: Irrigagdo com ativagdo sonica

Preparagio Esterilizagdo dos Inoculagio de  Crescimento de  Aplicacio das ~ ¢om NaOCL 5.25% e EDTA 17%
dos canais molares modelo E.faecalis biofilme nos técnicas de

: - A d. IL: Imgacdo com ativacdo laser
canais radiculares irrigagio

com NaOCL 5,25% e EDTA 17%

Figura 10: Illustra¢do esquematica do delineamento do estudo experimental

2.1.1. Preparacio dos modelos 3D de molares inferiores

Um total de 40 modelos 3D de molares inferiores com 2 raizes e 3 canais (2 canais
mesiais e 1 canal distal), foram utilizados neste estudo, em dois ensaios independentes

(n=20 por ensaio). Foi atribuido um niimero a cada molar modelo (Tabela 1).
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Tabela 1: Designagdo e identificagdo dos molares modelo utilizados nos ensaios

Grupo Controlo 43 44 45 46 47

Grupo de irrigagdo manual 48 49 50 51 52
passiva

Grupo de irrigagdo com 54 55 56 57
ativagao sonica

Grupo de irrigagdo com 59 60 61 62
ativagdo laser

2° Ensaio
Grupo Controlo 66 67 68 69

Grupo de irrigagao manual 71 72 73 74
passiva

Grupo de 1rrigagdo com 76 77 78 79
ativacao sonica

Grupo de irrigagdo com 81 82 83 84
ativagao laser

Quarenta modelos de molares foram preparados de acordo com o protocolo descrito
no estudo piloto (secgdo III; 1.1.1.), e esterilizados conforme descrito na secgdo III;

1.1.2. 3° método.

2.1.2. Preparacio do indculo de E. faecalis e formaciao do biofilme nos canais dos

modelos 3D de molares inferiores

A preparagdo do inéculo de E. faecalis ATCC 29212 e a inoculag@o dos canais para
forma¢ao do biofilme durante 3 semanas foram feitas como anteriormente descrito

(seccao III; 1.1.3.).
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2.1.3. Grupos experimentais

A amostra total de 40 molares modelo foi divida em dois ensaios experimentais
independentes. Em cada experiéncia, os 20 molares modelo foram distribuidos

aleatoriamente em quatro grupos experimentais (cada um com n=5):
1. Grupo Controlo: sem ativagdo, irrigacdo com solucao tampao PBS 1x.

2. Grupo de irrigacao manual passiva (IMP) (Figura 11): Irrigagcdo durante 1 minuto
com NaOCl 5,25%, seguida de 1 minuto com EDTA 17% e 1 minuto com NaOCI 5,25%
sem ativacdo, com recurso a seringa e agulha com saida lateral. Lavagem final com PBS

1x (Machtou, 2015).

3. Grupo de irrigacdo com ativacao sonica (IS) (Figura 12): Irrigagdo com NaOCl
5,25% seguido de um ciclo de 20 segundos de ativag¢do sonica com pontas EDDY em
frequéncia de 5000 até 6000 Hz, 30 segundos de irrigacdo com EDTA 17%, irriga¢do com
NaOCl seguido de um 2° e 3° ciclo de 20 segundos de ativagdo sonica. Lavagem final

com PBS 1x (Nusstein et al., 2015; Neuhaus et al., 2016; Haupt et al., 2020).

4. Grupo de irrigacao com ativacao laser (IL) (Figura 13): Protocolo de irrigagao,
de acordo com as normas do fabricante (Biolase, Portugal), ou seja, irrigagdo com NaOCl
5,25% seguido de 2 ciclos intercalados de ativacdo laser 2mm/seg, irrigacdo com EDTA
17% sem ativagdo, irrigagdo com NaOCI seguido de 2 ciclos intercalados de ativagdo
laser, retirando a ponta com movimentos circulares e a uma velocidade de 2mm/seg. Laser
Er CR: YSGG modelo waterlase iplus (BIOLASE, Portugal), com comprimento de onda
2780nm, e configuracdes a 1,25W, 25mJ, com pulsos de 50Hz, sem dgua ou ar. As pontas

utilizadas foram as de emissao radial RFT2 (BIOLASE; Portugal).

Durante a irrigagao, as pontas de todos os dispositivos de ativagcdo, bem como a agulha
de irrigagao, foram inseridas o mais profundamente possivel no tergo apical, sem prender,

mas nao ultrapassando 1 mm do CT.
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NaOcl 5,25%

1min
(10ml)

Solugdo PBS Protocolo de EDTA 17%
(2ml) irrigagdo manual 30 seg
passiva (5ml)

NaOcl 5,25%

Imin
(10ml)

Figura 11: Esquema ilustrativo do protocolo de irrigagdo manual passiva seguido no ensaio

NaOcl

5,25% :
Ativacao
sonica
(5000 ate
6000 Hz)

20 seg

(5ml)

Solugdo PBS
(2ml)

Ativagio Protocolo de
sonica irrigacdo com EDTA 17%

(5000 ate ativagdo Sonica 30 seg
6000 Hz) (5ml)

20 seg

Ativacao
sonica

(5000ate
6000 Hz)
20 seg

Figura 12: Esquema ilustrativo do protocolo de irrigagdo com ativag¢do sonica seguido no ensaio
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Y Ativacao laser

Retirar a ponta
auma
velocidade de
2mm/seg

Ativagao laser

Retirar a ponta
auma
velocidade de
2mm/seg

Protocolo de
irrigacao com
ativagdo laser slilifara Lo
Retirar a ponta

a uma

velocidade de
2mm/seg

Ativacdo laser

Retirar a ponta
a uma
velocidade de
2mm/seg

Figura 13: Esquema ilustrativo do protocolo de irrigagdo com ativagdo laser seguido no ensaio.

2.1.4. Recolha e analise do biofilme de E. faecalis formado

Apos a aplicacdo das diferentes técnicas irrigantes em cada grupo experimental, o
biofilme de E. faecalis foi recolhido dos canais de acordo com o protocolo seguido no

estudo piloto (secgdo III; 1.1.4.). e descrito por Maden et al. (2017).

Depois do plaqueamento para contagem de UFCs, a amostra restante (contendo os
cones de papel e aproximadamente 900 pL) foi centrifugada a 15000 xg durante 6
minutos e ressuspendida em 750 uL de tampao Tris-EDTA com 20% de glicerol, sendo
depois armazenada a -80°C para posterior extracdo de DNA e analise por PCR em tempo

real, conforme descrito mais a frente.

2.1.5. Microscopia de fluorescéncia apos coloracgao Live/Dead

Para a andlise do biofilme formado especificamente na zona do istmo dos canais
mesiais, foram selecionados aleatoriamente dois molares modelo de cada grupo

experimental. A zona do istmo foi entdo seccionada utilizando uma broca tronco-conica
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012 diamantada. As amostras foram preparadas de acordo com o método 2 definido no

estudo piloto para analise por microscopia de fluorescéncia apds coloracao Live/Dead.

2.1.6. Extracao de DNA de amostras dos quatro grupos experimentais

O DNA do biofilme de E. faecalis foi extraido de quatro amostras de cada grupo (duas
amostras da 1 experiéncia e duas da 2%), utilizando um kit comercial, NZYMicrobial
gDNA Isolation Kit (NZYtech, Portugal). Foi seguido o protocolo de extrag¢do indicado

pelo fabricante, embora com algumas modificagdes.

As amostras conservadas a -80°C em 750 pL de Tris-EDTA (TE) com glicerol foram
descongeladas e centrifugadas a 15000 xg por 6 minutos, descartando-se o sobrenadante.
O pellet foi entdo ressuspendido em 100 puLL de TE + lisozima (20 mg/mL) e incubado a
37°C por 30 minutos.

A suspensao resultante foi transferida para um tubo NZY Spin Microbial Bead, ao qual
se adicionaram 40 pL de Buffer NML e 10 pL de Proteinase K (liquido). A mistura foi
vortexada e incubada a 56°C por 30 minutos. Apos esse periodo, a amostra foi colocada
num vortex horizontal durante 15 minutos e, em seguida, centrifugada por 30 segundos a

11000 xg.

Adicionaram-se 600 pL de Buffer NML a suspensdo, vortexou-se por 3 segundos e
centrifugou-se por 30 segundos a 11000 xg. O sobrenadante foi transferido para uma
coluna NZY Spin Microbial e centrifugado novamente a 11000 xg, descartando-se o tubo

de recolha com o filtrado. A coluna foi colocada num novo tubo de recolha.

Adicionaram-se 500 pL de Buffer NMW1 a coluna e centrifugou-se por 30 segundos
a 11000 xg. Apds descartar o filtrado, a coluna foi novamente colocada no tubo de
recolha, onde foram adicionados 500 pL de Buffer NMW2 (com etanol previamente
adicionado). A centrifugacao foi repetida por 30 segundos a 11.000 xg, descartando-se o

filtrado.

Por fim, a coluna NZYSpin Tissue foi centrifugada por 2 minutos a 11 000 xg,
transferida para um novo tubo de microcentrifuga, e 50 pL de Buffer NME (previamente
aquecido a 70°C) foram adicionados diretamente & membrana da coluna. A mistura foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 2 minutos a > 11000

xg para eluir o DNA.
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O DNA genomico obtido foi armazenado a -20°C.

2.1.7. PCR (qPCR) em tempo real para quantificacio de E. faecalis

A identificacdo e quantificacao de E. faecalis nas amostras de DNA extraido foi feita
por qPCR, usando os primers ¢ as condi¢des descritas por Takahashi e colaboradores, e

que sdo de seguida apresentadas (Takahashi et al., 2011).

A reagcdo de PCR (volume total de 20 uL) continha 5 uL. do DNA gendémico
microbiano, 1 xNZY Speedy qPCR Green Master Mix (NZYtech, Portugal), e 0,5 uL de
cada primer (forward: 5’-CCAATCAAATGGCGGCTTCTACG-3’; reverse: 5°-
GCGATCAGGGAAATGATCGATTCC-3’).

A amplificacdo foi realizada utilizando o (Rotor-Gene Q, Qiagen) a 95°C durante 10
minutos, seguida de 45 ciclos a 95°C durante 10 segundos, 53°C durante 10 segundos, e
72°C durante 12 segundos. Para confirmar a formacdo de um tnico produto, foi realizada
uma analise da curva de fusdo a 95°C e a 55°C durante 1 minuto cada, com um aumento

subsequente da temperatura de 55°C até 95°C a 0,5°C por cada 10 segundos.

2.2. Analise estatistica

Os resultados das contagens de UFCs/mL, expressos em logio UFC/mL, foram
analisados estatisticamente com recurso ao software IBM SPSS statistics versdo29.
Foram utilizadas metodologias estatisticas de analise descritiva e inferencial
(comparativa). Neste tltimo caso foi estabelecido um nivel de significancia de 5% (p <

0,05).

48



Resultados

IV. Resultados

1. Resultados do estudo Piloto

Na Tabela 2 estdao apresentados os resultados obtidos, em valores de UFC/mL, do
biofilme de E. faecalis recolhido dos canais de cada um dos quatro dentes modelo

testados.

Tabela 2: Valores de UFC/mL (e logi0 UFC/mL) obtidos do biofilme de E. faecalis recolhido dos canais de
cada um dos quatro modelos 3D de molares inferiores.

Modelo de 1 2 K] 4 Meédia Desvio
dente Padrio
molar

UFC/mL

1.00 = 106 1.61 = 106 6.30 x 10° 2.00 = 100 1.31 = 106 6.12 x10°
Log,,
UFC/mL

6.00 6.21 5.80 6.30 6,08 0,22

Para os quatro dentes, a média + desvio padrao de logio UFC/mL obtida foi de 6.08 +
0.22, o que demostra que houve formagao de biofilme nos canais dos quatro dentes
modelo testados. E além disso, o baixo valor de desvio padrao, mostra houve similaridade

na formacao e quantificagdo do biofilme nos quatro molares modelo testados.

Contudo, nem todo o biofilme foi completamente recolhido, uma vez que, apds
visualizacdo microscopica (usando o 2° médodo descrito na se¢do 1.5.) se verificou a
presenca de bactérias na zona do istmo, com aproximadamente 50% de viabilidade

(Figura 14).

Figura 14: Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia, apos coloragdo Live/Dead, da
zona do istmo. E possivel observar a presenga de cocos, E. faecalis, corados de verde (vivos) e de vermelho
(mortos). Ampliagdo 1000%. Barra de escala 10um.
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2. Resultados do Estudo in vitro comparativo das técnicas de ativacao sonica e

laser na irrigacio endodontica na erradicacio de E. faecalis

2.1. Contagens de unidade formadoras de colonias (UFCs/mL)

A Tabela 3 apresenta os resultados da contagem de UFCs/mL e os seus valores
logaritmicos (Logio UFC/mL) para diferentes grupos experimentais em molares modelo

do primeiro ensaio.

Tabela 3: Contagens de UFCs/mL de E. faecalis de cada molar, dos 4 grupos experimentais do 1° Ensaio.

Grupo Molares Log10 Grupo de = Molares Log10
UFCs/mL UFCs/mL
controlo modelo UFC/mL | irrigacio  modelo UFC/mL

8,80%10° com 1,30x10°
ativacao

2,51x107 54 1,90%10° 3,28

sOnica

2,64x10° 55 3,81x10° 3,58

1,09x10° 56 1,60%10° 2,20

1,99x10° 57 3,04x10* 4,48

Grupo de 3,40x10* Grupo de [t <100 <2

irrigacdo 4.70%10° irrigacio <100 <2

manual com

2,24x10% 60 < 100 <2

passiva ativaciao

3.22x10° 61 <100 <2

laser

1,57%10° 62 <100 <2

No grupo Controlo (43 a 47), observou-se uma elevada contagem de Logio UFCs/mL
variando entre 7,40 e 5,94. Este grupo reflete a presenca significativa de bactérias, uma

vez que ndo houve qualquer intervencao das técnicas de irrigagao.

No grupo IMP (48 a 52), observam-se valores relativamente mais baixos de Logio

UFCs/mL em comparagdo com o grupo Controlo. Os valores variam entre 4,53 e 5,67.

No grupo IS (53 a 57) observa-se uma reduc¢dao mais drastica nos valores de Logio

UFCs/mL, a variar entre 2,20 ¢ 4,48.
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O grupo IL (58 a 62) apresenta uma contagem extremamente baixa de UFCs/mL, com

valores de Logio UFCs/mL menores que 2 em todos os casos.

A Tabela 4 apresenta os resultados da contagem de UFCs/mL e os seus valores
logaritmicos (Logio UFC/mL) para diferentes grupos experimentais em molares modelo

do 2° ensaio.

Tabela 4: Contagens de UFCs/mL de E. faecalis de cada molar, dos 4 grupos experimentais do 2° Ensaio.

Grupo Molares | UFCs/mL | Logl0 Grupo de | Molares | UFCs/mL | Logl0
controlo | modelo UFC/mL |irrigacio | modelo UFC/mL
65 1,03x10° 6,01 comi 75 <10 <1

ativacao
66 2,99x10° 6,48 sonica 76 <10 <1

67 1,81x10% 6,26 77 <10 <1
68 2,19x10° 6,34 78 <10 <1

69 5,10x10¢ 6,71 79 <10 <1
Grupo 70 2,00x102 2,30 Grupo de Rl <10 <1

de irrigacao

71 <100 <2 81 <10 <1

irrigacao com

manual 7 3 00x102 ativacio Q2 <10 <1
passiva ’ laser

73 2,20x103 83 <10 <1

74 1,10x10° 84 <10 <1

No grupo Controlo (65 a 69), observou-se uma elevada contagem de Logio UFCs/mL
variando entre 6,01 e 6,71, confirmando uma alta carga bacteriana sem qualquer

intervencao de irrigagao adicional.

No grupo IMP (70 a 74), verificou-se uma reducao significativa da contagem de
UFCs/mL em comparagdo com o grupo controlo. Os valores de Logio UFCs/mL variam

de <2 até 3,34.

O grupo IS (75 a 79) e o grupo IL (80 a 84) apresentaram uma redugdo nas contagens
muito marcada em relagdo ao controlo, com valores de Logio UFCs/mL consistentemente

<1 em todos o0s casos.
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As Tabelas 5, 6,7, 8 € 9, e as Figuras 15 e 16 apresentam os resultados de uma anélise
estatistica dos valores médios de contagens de E. faecalis (expressos em Logio UFC/mL)
nos trés grupos experimentais: grupo Controlo, IMP e IS. A analise inclui a média (M), o
desvio padrao (DP), o intervalo de confianga de 95% (IC 95%) e os valores de

significancia estatistica (p < 0,05).

Tabela 5: Andlise estatistica dos valores médios de contagens de E. faecalis (Log1o UFC/mL) em diferentes
grupos experimentais no 1°ensaio. A tabela apresenta as médias (M) e desvios padrdo (DP) das contagens
bacterianas, os intervalos de confianca de 95% (IC 95%) e os valores de significancia estatistica (p).

Grupo Controlo 6,4 (0,6) 5,7-7,1
Grupo IMP 5.1 (0.6) 4358 S
Grupo IS 3,3 (0,8) 2,3-4,4

*ANOVA (p < 0,05)

O teste ANOVA foi utilizado para comparar os grupos experimentais do 1° ensaio
(Controlo; IMP, IS). Os resultados indicaram uma diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos, com um valor de p <0,001.

A Tabela 6 apresenta os resultados da andlise estatistica, ainda relativos ao 1° ensaio,
onde foi utilizado o teste T-student para comparar os grupos experimentais (Controlo,
IMP e IS) com o grupo IL. Como as contagens para o grupo IL eram qualitativas (Logio
UFCs/mL <1), por isso na analise utilizou-se o valor maximo de 1 como referéncia para
permitir a comparagdo. Os resultados mostram que o Grupo IL apresentou diferencas

estatisticamente significativas em relacao aos grupos Controlo, IMP e IS.
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Tabela 6: Andlise comparativa dos valores médios de contagens de E. faecalis (Logiy UFC/mL) dos
diferentes grupos experimentais em relagdo ao grupo IL, no 1° ensaio. A tabela apresenta as médias (M) e
desvios padrdo (DP) das contagens bacterianas, os intervalos de confian¢a de 95% (IC 95%) e os valores
de significancia estatistica (p). O valor logaritmico de referéncia médjo de contagens de E. faecalis do
grupo IL foi considerado como sendo 1.

1° Ensaio M (DP)

Grupo Controlo 6,4 (0,6) < 0,001
Grupo IMP 5,1(0,6) < 0,001
Grupo IS 3,3 (0,8) 0,003

*T-student 1 amostra (p < 0,05)

Na Figura 15 ¢ apresentada a andlise em grafico boxplot, que compara os valores de

contagens de E. faecalis (Logio UFC) nos trés grupos experimentais: Controlo, IMP e IS.

8.00
7.00

5.00
15

Log (UFC)

4.00

3.00

2.00

Controlo IMP IS
Grupo

Figura 15: Andlise grafica boxplot: comparagdo dos valores de contagens de E. faecalis (Log 9 UFC)
dos trés grupos experimentais: Controlo, IMP e IS.
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O grupo IS apresentou a menor mediana e menor variabilidade, enquanto o grupo IMP
teve uma reducgdo significativa em comparacdo com o Controlo, mas com maior

variabilidade.

A Tabela 7 apresenta os resultados do 2° ensaio, onde o teste T-student foi usado para
comparar os valores médios de contagens de E. faecalis entre o grupo Controlo e o grupo
IMP. A andlise revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, com

um valor de (p <0,001).

Tabela 7: Analise estatistica dos valores médios de contagens de E. faecalis (Logio UFC/mL) em diferentes
grupos experimentais no 2° ensaio. A tabela apresenta as médias (M) e desvios padrdo (DP) das contagens
bacterianas, os intervalos de confianga de 95% (IC 95%) e os valores de significdncia estatistica (p).

2° Ensaio M (DP) 1C 95% p*
Grupo Controlo 6,4 (0,3) 6,0-6.8
Grupo IMP 2.4 (0.9) 13-3.6 <L

*T-student (p < 0,05)

Para comparar os grupos Controlo e IMP com os grupos IS e IL no 2° ensaio (Tabela
4), foi novamente utilizado o teste T-student. E igualmente, como os valores médios de
Logio UFC/mL para os grupos IS e IL eram qualitativos (<1), o valor maximo de 1 foi
utilizado como referéncia. Os resultados mostraram que tanto o grupo Controlo quanto o
grupo IMP apresentaram diferencas significativas relativamente aos grupos IS e IL

(Tabela 8).
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Tabela 8: Andalise comparativa dos valores médios de contagens de E. faecalis (Log 0 UFC/mL) dos grupos
controlo e IMPmem relagdo ao grupo IL e IS, no 2° ensaio. A tabela apresenta as médias (M) e desvios
padrdao (DP) das contagens bacterianas, os intervalos de confianca de 95% (IC 95%) e os valores de
significancia estatistica (p). O valor de referéncia médjo de contagens de E. faecalis do grupo IL foi
considerado como sendo 1.

2° Ensaio M (DP) p*
Grupo Controlo 6,4 (0,3) <0,001
Grupo IMP 2,4 (0,9) <0,024

*T-student 1 amostra (p < 0,05)

A Figura 16 apresenta a andlise em grafico boxplot, que compara os valores de
contagens de E. faecalis (Logio UFC) entre dois grupos experimentais: grupo Controlo e
grupo IMP. O grupo IMP apresenta uma reducdo significativa e maior dispersdo nas

contagens de E. faecalis em comparagdao com o grupo Controlo.

7.00

5.00

4.00

h i

2.00

Log (UFC)

1.00 ©

Controlo IMP
Grupo

Figura 16: Analise grafica boxplot: comparagdo dos valores de contagens de E. faecalis (Log o
UFC) entre dois grupos experimentais: Controlo, IMP.
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Por fim, foi realizado um teste T-student para comparar os resultados entre o 1° e 0 2°

ensaio para os grupos Controlo e IMP (Tabela 9).

Tabela 9: Comparagdo dos valores médios de de contagens de E. faecalis (M) e desvio padrdo (DP) em
Logio UFC/mL nos Grupos Controlo e IMP entre o 1°e o 2° ensaio.

Grupo 6,4 (0,6) Grupo 6,4(0,3) 0,809

Controlo Controlo
Grupo 5,1(0,6) Grupo 2,4(0,9) 0,007
IMP IMP

*T-student (p < 0,05)

No grupo Controlo, a média de contagens de E. faecalis permaneceu praticamente a
mesma entre os dois ensaios (6,4), ndo havendo, portanto, diferenca estatisticamente
significativa entre os resultados do 1° e 2° ensaios para este grupo (p = 0,809). O desvio
padrao no 2° ensaio (0,3) foi menor do que no 1° ensaio (0,6), indicando uma menor
dispersdo dos resultados em torno da média no caso do 2° ensaio. Para o grupo IMP,
houve uma reducao significativa (p < 0.05) na média de contagens de E. faecalis entre

o 1° ensaio (5,1) e 0 2° ensaio (2,4).

2.2.  Quantificacido de E. faecalis apos analise de qPCR (reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real)

Os resultados de qPCR sdo expressos em valores de “cycle-threshold” (Ct). Ct € o
nimero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia de um amplicdo ultrapasse um
determinado nivel de detecdo (threshold). Esse threshold é definido acima do nivel de
background (ruido de fundo), ou seja, o Ct reflete o ponto em que o sinal da fluorescéncia
se torna detetavel e indica que houve amplificagdo suficiente do DNA alvo (Bonacorsi et
al., 2021). Na Tabela 10 estdo apresentados os valores Ct obtidos para duas amostras de
cada um dos quatro grupos (Controlo, IMP, IS e IL). Os valores de Ct indicam a
quantidade relativa de material genético de E. faecalis nas amostras. O valor de Ct ¢
inversamente proporcional a quantidade de material genético bacteriano, ou seja, quanto

menor o valor de Ct, maior a quantidade de DNA bacteriano presente na amostra. E de
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notar que por este método, sendo o alvo o DNA, esse DNA pode ser proveniente quer de

bactérias vivas ou mortas presentes na amostra.

Tabela 10: Valores de Ct obtidos através da andlise gPCR em tempo real para duas amostras de cada um
dos 4 grupos experimentais do 1° e 2 ensaios. Todas as amostras foram analisadas simultaneamente,
havendo por isso um unico valor de controlo negativo.

A
(1° Ensaio) 2° ensaio)

Grupo [l 15,70 16,57
(@i 47 16,90 68 . 16,26
Grupo R | 18,77 70 I8 16,01
1YL 50 [ 17,10 720 18,42
54 19,65 75 24,28
55 I 19,78 76 23,21
58 26,00 80 I 28,69
59 29,78 81l 33,36
[] 26,09

Grupo IS

Grupo IL

Negativo

As Figuras 17 e 18 ilustram o ciclo no qual as curvas de amplificagdo cruzam o limiar
(threshold) para cada amostra analisada do primeiro e do segundo ensaio, respetivamente.
Esses ciclos correspondem aos Ct apresentados na Tabela 10. As curvas mais a esquerda
(Ct mais baixos) correspondem as amostras com maior quantidade de DNA de E. faecalis,
enquanto as curvas mais a direita, cruzando o limiar em ciclos mais altos, indicando

amostras com menor quantidade de DNA de E. faecalis.
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Figura 17: Grdfico das curvas de amplifica¢do da andlise de gPCR das amostras do 1° ensaio. As
cores representam cada amostra representada na Tabela 7.
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Figura 18: Grdfico das curvas de amplificag¢do da andlise de gPCR das amostras do 2° ensaio. As
cores representam cada amostra representada na Tabela 7.

O controlo negativo ¢ usado na reagdo de qPCR para garantir que ndo ha contaminagao
no processo de preparacao ou na propria reagdo de qPCR. Apesar de ter sido detetado um

valor de Ct de 26,09 para o controlo negativo, na analise da curva de melting (Figura 19)
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nao se verifica um pico evidente para este, servindo assim este como valor de referéncia

acima do qual hé auséncia de DNA alvo.

A Figura 19 mostra o grafico da andlise de curvas de melting. O pico demonstra a

especificidade dos primers, e valida o protocolo.

dF dT

dF idT

85 90 95 . 70 75 80 8s 90 95

Figura 19: Curvas que mostram a andlise de melting das diferentes amostras dos grupos
experimentais. a) 1°e 2° ensaio; b)1° ensaio, c) 2° ensaio.

2.3.  Visualizacio do biofilme na zona do istmo por microscopia de fluorescéncia

As imagens de microscopia de fluorescéncia permitem uma avaliagdo qualitativa
acerca da presenca/auséncia e da viabilidade de E. faecalis nos diferentes grupos
analisados: controlo, IMP, IS e IL. A coloracdao Live/Dead distingue de forma clara as
células vivas das mortas, fornecendo uma visualizacao direta dos efeitos dos tratamentos

aplicados. A andlise foi focada exclusivamente na regido do istmo dos canais mesiais,
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uma area particularmente desafiadora em termos de limpeza e de penetragdo eficaz das

solugoes irrigantes devido a sua complexidade anatomica.

Os resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia para cada grupo estdo

ilustrados na Figura 20.

Figura 20: Imagens representativas de microscopia de ﬂuorescéncia, apos coloragdo Live/Dead, da
zona do istmo; a) controlo; b) IMP; ¢) IS; d) Grupo IL. E possivel observar a presen¢a de cocos, E.
faecalis, corados de verde (vivos) e de vermelho (mortos). Ampliagdo 1000x%. Barra de escala 10um.

As células coradas de verde representam células vivas de E. faecalis, ou seja, células
com membranas intactas, onde o corante fluorescente verde (SYTO 9) permeabilizou as
células, indicando que a membrana celular permanece intacta e impermeavel ao corante
vermelho (iodeto de propidio). J4 as células coradas de vermelho indicam células mortas
de E. faecalis, com uma membrana celular comprometida, que permitiu a penetragdo do

corante vermelho, o que reflete a eficacia do tratamento em termos de agdo bactericida.

As manchas coradas a verde que apresentam uma forma amorfa e uma tamanho maior

correspondem ao smear layer constituido pelos detritos do tipo de material dos molares
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modelo que também foram marcados pelo corante verde. E possivel distinguir estas

manchas das bactérias viaveis pelo seu tamanho e forma inespecifica.
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V. Discussao

Considerando a importancia de uma limpeza eficaz e da eliminagdo de microrganismos
do sistema de canais radiculares, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia
de trés técnicas irrigantes na erradicagdo do biofilme de E. faecalis, que poderdo ser

utilizadas como coadjuvantes apds o desbridamento mecanico dos canais.

Todos os modelos 3D de molares inferiores utilizados no estudo foram fabricados com
materiais sintéticos transparentes, cuja superficie e composi¢ao difere da dentina dos
canais radiculares. Ao contrario dos dentes modelo 3D, os dentes naturais apresentam
uma natureza e comportamento distinto (Mohmmed et al., 2018). Um estudo laboratorial
que utilize dentes ex-vivo extraidos para testar a agdo microbiana das diferente técnicas
irrigantes poderd ser mais relevante em termos clinicos. Porém, a principal vantagem do
modelo 3D in vitro desenvolvido é o elevado grau de padronizagdo das condigdes
experimentais, pois elimina varidveis como a anatomia do canal radicular, a preparagao
do canal e a composi¢do da dentina, e outros fatores que estdo presentes quando se
trabalha com dentes extraidos, para além das questdes éticas e das dificuldades em obter

dentes naturais ex-vivo com as caracteristicas necessarias para o estudo experimental.

Neste sentido, no estudo optou-se por utilizar modelos 3D em resina de molares
inferiores naturais, impressos em série com caracteristicas anatomicas idénticas,
aumentando a fiabilidade do estudo. Uma critica importante a este modelo ¢ que a
formacgao e adesdo do biofilme a dentina podera diferir da adesdo no material sintético.
No entanto, o ensaio preliminar realizado para testar a formacao do biofilme in vitro nos
dentes modelo 3D demonstrou que o modelo permitiu o crescimento e formagdo de
biofilme de E. faecalis na sua superficie. Além disso, o baixo desvio padrdo observado
(0,22) indica uma similaridade na formacgdo e quantificacio do biofilme nos quatro
molares modelo testados. Outras investigagdes que analisaram a formagao do biofilme de
E. faecalis em dentes naturais apresentaram valores muito semelhantes aos obtidos no
estudo piloto com os modelos 3D (Bago Juric et al., 2016; Pladisai et al., 2016; Betancourt
et al., 2020). Pelo que torna os dentes modelo adequados para uma investigagdo com

relevancia clinica com tamanhos de amostra adequados e sem variabilidade anatdémica.

Os canais radiculares dos modelos foram preparados mecanicamente até um diametro
apical de 0,25mm e conicidade de 6%, utilizando o sistema de limas BlueShaper (Zarc,

Espanha). Embora estudos tenham indicado uma maior eficiéncia de limpeza com o
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aumento do tamanho da preparacgao apical (Rodrigues et al., 2017), a preparagdo com uma
conicidade adequada, sem remocao excessiva de dentina na regido apical, também pode
ser suficiente para permitir uma desinfecao eficaz (Haupt et al., 2020). Além disso, uma
preparacao apical maior pode aumentar o risco de erros iatrogénicos, como transporte do
canal radicular, perfuragdo ou fratura radicular (Aazzouzi-Raiss et al., 2023). Com o
advento de estratégias de irrigacdo com ativacdo da solugdo irrigante, permanece
desconhecido se tamanhos menores de preparacao apical resultardo em canais tao limpos
quanto canais preparados com tamanhos maiores, quando a conicidade ¢ padronizada.
Esta tendéncia crescente de tratamentos endodonticos minimamente invasivos, onde as
cavidades de acesso e a preparacdo mecanica do canal sdo menores, tem como objetivo
conservar a estrutura do dente e, em ultima instancia, prevenir fraturas (Plotino et al.,

2017, Rover et al., 2017).

A filosofia endoddntica minimamente invasiva, para ser mecanicamente valida, devera
combinar cavidades de acesso conservadoras estrategicamente ampliadas com uma perda
minima de dentina radicular durante a conformacdo, sem comprometer a limpeza do
sistema de canais radiculares. Apesar do vasto nimero de estudos que avaliaram a eficacia
de diferentes sistemas e técnicas de instrumentagao na limpeza dos canais radiculares, ha
uma clara falta de estudos que mostrem a eficacia da irrigacdo com sistemas de ativagao
em dentes com canais radiculares com preparacdes reduzidas (Lee et al., 2019). Desta
forma, no presente estudo, foi realizada uma preparagdo até o tamanho 25, com uma
conicidade de 6% para alcangar um equilibrio aceitavel entre o diametro apical e um fluxo

adequado de irrigante para uma desinfe¢do intracanalar eficaz.

Neste estudo incluiu-se a complexidade da anatomia radicular, utilizando modelos de
molares inferiores com canais mesiais que apresentam um istmo na regido apical. Este
tipo de anatomia complexa pode estar presente numa elevada percentagem de molares
inferiores e, na maioria das vezes, nao ¢ preparada pela instrumentacao mecanica, fazendo
com que a desinfe¢do e limpeza dependam exclusivamente da irrigagcdo do canal radicular
(Pereira et al., 2022). Diversos estudos experimentais ja compararam diferentes técnicas
de irrigacdo e ativagdo de solugdes irrigantes em canais retos € em anatomias menos
complexas (Urban et al., 2017), mas poucos analisaram e compararam estas técnicas em

anatomias mais desafiantes (Yeung et al., 2014; Haupt et al., 2020).

As coroas dos dentes foram removidas para padronizar as condigdes in vitro € para que

os modelos se ajustassem adequadamente as placas de pocos. No entanto, essa
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modificagdo pode ser vista como uma limitagao técnica do estudo, pois facilita o acesso

aos canais radiculares e elimina o deposito coronario da solugdo irrigante.

A porcao apical dos molares modelo foi selada com verniz para criar um sistema
fechado e simular o efeito de vapor lock, reproduzindo condigdes clinicas e garantindo a

viabilidade do estudo (Parente et al., 2010).

A bactéria E. faecalis foi utilizada neste estudo devido ao seu papel significativo no
insucesso do tratamento endoddntico e a sua prevaléncia em infe¢cdes endodonticas
secundarias. E consensual que as infe¢cdes endodonticas sdo, na realidade, causadas por
bactérias sésseis, que formam biofilme. E. faecalis ¢ particularmente relevante porque ¢
capaz de formar biofilme, o que lhe confere uma maior resisténcia e melhora as suas

condi¢cdes de sobrevivéncia (Zhang et al., 2015;Prada et al., 2019)

As bactérias cultivadas em biofilme sdo mais resistentes a agentes antimicrobianos e
tratamentos do que as bactérias planctonicas (Bago Juri€ et al., 2016). Atualmente, ndo
existe consenso sobre as configuragdes adequadas e os tempos de incubagao necessarios
para desenvolver um modelo representativo de biofilme, o que destaca a importancia de
criar modelos padronizados de biofilme para ensaios endodonticos (Stojicic et al., 2013).
Viarios estudos experimentais recentes utilizaram biofilmes de varias idades, variando
entre biofilmes de 24 horas até biofilmes de varias semanas de incubagao (Neuhaus et al.,
2016; Bago Juric et al., 2016; Juri€ et al., 2014; Pladisai et al., 2016; Golob et al., 2017;

Betancourt et al., 2020). A presente pesquisa utilizou biofilmes com 21 dias de incubagao.

O trabalho experimental foi dividido em dois ensaios independentes devido ao
tamanho da amostra. Cada ensaio utilizou 20 molares modelo, distribuidos em quatro
grupos de tratamento, cada um com 5 molares modelo. No total, a amostra consistiu em

40 molares modelo, com 10 molares modelo por grupo de tratamento.

Os irrigantes selecionados para o estudo foram o NaOCl a 5,25% como agente
antimicrobiano e o EDTA a 17% como agente quelante. O NaOCI ¢ um agente oxidante
altamente reativo e o irrigante endodontico mais utilizado (Wright et al., 2017). A sua
capacidade tnica de dissolver tecido organico e desinfetar faz dele a escolha principal na
endodontia contemporanea (Haapasalo et al., 2014). Contudo, o NaOCI nao remove a
smear layer, sendo necessario combind-lo com um agente quelante para eliminar os
componentes inorganicos. O EDTA ¢ o mais utilizado para este proposito (Arias-Moliz et

al., 2016).
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A recolha de biofilme de E. faecalis foi realizada através de limas Hedstroem e cones
de papel que mantém a integridade da superficie da dentina intacta e tém sido utilizados
para a recolha de amostras para avaliacdo bacterioldgica (Maden et al., 2017). Uma
limitagdo deste método ¢ a dificuldade em recolher todo o biofilme dos canais radiculares
devido a complexidade anatémica. Isto podera afetar a avaliagdo precisa da quantidade

de biofilme presente ap6s os procedimentos de irrigacao.

Umas das técnicas mais utilizadas para avaliar a remog¢ao do biofilme presente nos
canais radiculares ¢ a contagem de UFCs (Neuhaus et al., 2016; Cheng et al., 2017;
Mohmmed et al., 2017; Mohmmed et al., 2018), independentemente da técnica para
recolha de amostra utilizada, este método fornece informacdes sobre o nimero de
bactérias vidveis encontradas, quer na superficie do canal radicular, quer a varias

profundidades da dentina (Josic et al., 2022).

Apenas dois autores utilizaram a técnica de analise qPCR com o objetivo de confirmar
a identificagdo de DNA de E. faecalis e determinar a presenca de bactérias, mesmo em
baixas quantidades ou na fase estaciondria, evitando assim resultados falso-negativos
(Alves et al., 2011; Bali¢ et al., 2016). Este método de andlise ndo tdo frequentemente
utilizado foi relatado como um método valido para a avaliacao da erradicagdo bacteriana
(Zhang et al., 2019). No entanto, ¢ importante ter presente que, tanto o DNA de células
vidveis como o DNA de células mortas, pode ser amplificado e detetado, podendo
eventualmente induzir interpretagdes incorretas. Estes resultados poderdo nao refletir
necessariamente a eficacia antimicrobiana de cada protocolo de irrigacdo utilizado, mas
sim a respetiva capacidade de flushing e a hidrodinamica de fluidos, com o objetivo de
promover a lavagem do material genético bacteriano para fora dos canais radiculares. Esta
hipotese ¢ colocada quando se compara a analise dos valores de Ct das amostras de cada
grupo experimental e se compara essas amostras entre ensaios, € nao se observam grandes
variacoes nos resultados. Estes resultados sugerem que a concentragdo da solucdo
irrigante pode nao ser o fator principal para aumentar a capacidade de lavagem das
técnicas de irrigagdo. Em vez disso, a agitacdo e ativagdo do irrigante, que permitem uma
penetracdo da solugdo e o movimento desta por todo o canal radicular, parecem ser a
chave principal para a redugdo do material genético bacteriano nos diferentes grupos

experimentais (Zhang et al., 2019).

Neste estudo, optou-se por uma analise quantitativa recolhendo o biofilme dos canais

dos molares modelo e avaliando as bactérias vidveis em cada amostra através da contagem
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de UFCs/mL, apds o tratamento com as técnicas de irrigacdo protocoladas. A restante
amostra foi usada para extracdo de DNA para posterior andlise por qPCR, que confirmou
e complementou os resultados das UFCs/mL. Para uma avaliagdo mais detalhada, e
considerando que uma das limita¢des da analise por UFCs/mL e qPCR ¢ a dificuldade
prévia em recolher todo o biofilme dos canais radiculares devido a complexidade
anatdmica, utilizou-se microscopia de fluorescéncia para analisar a regido do istmo. Esta
analise permitiu avaliar a eficacia das técnicas de irrigagdo e a capacidade de desinfecdo

e limpeza na presenc¢a desta complexidade anatdémica.

Os resultados das trés analises (UFCs/mL, qPCR e microscopia de fluorescéncia)
mostraram-se consistentes entre si. Sugerindo que o grupo IL, irrigagdo com ativagio
laser, se destaca como o método mais promissor para a redugdo da carga bacteriana,
enquanto que a ativagdo sonica (IS) também apresenta resultados favoraveis. Ambos os
métodos de ativacdo mecénica parecem ser mais eficazes do que a irrigacdo manual
passiva na remoc¢do do biofilme bacteriano dos canais radiculares. Os resultados entre
grupos dos diferentes ensaios também realgam a importancia da escolha de um bom
irrigante. O artigo publicado, em 2022, por Josic e colaboradores esta de acordo com os
resultados do presente estudo, onde mostra que a agitacdo assistida por laser, bem como
a ativagao sonica de irrigantes, proporcionam uma remog¢ao de biofilme mais eficaz em
compara¢ao com métodos tradicionais, como a irrigagdo passiva com seringa e agulha.

(Josic et al., 2022). Além disso, a escolha do irrigante ¢ crucial.

As amostras do grupo controlo, que ndo foram submetidos a nenhum tratamento
adicional, ndo apresentaram diferencas significativas nos valores da contagem de
UFCs/mL entre ensaios e na analise qPCR apresentaram os valores de Ct mais baixos
(variando entre 15,70 e 16,90), em comparagdo com as amostras dos outros grupos
experimentais, sugerindo uma maior quantidade de E. faecalis presente nessas amostras
do grupo controlo. Estes resultados sao esperados, uma vez que o grupo controlo serve
como referéncia para a presenca de bactérias no sistema radicular sem qualquer

intervencao para reduzir a carga bacteriana.

Para as amostras do grupo IMP do 1° ensaio, os valores de Ct foram ligeiramente
superiores (18,77 e 17,10), enquanto, que nas amostras do 2° ensaio desse grupo, os
valores Ct variaram um pouco mais (16,01 e 18, 42). De forma geral, embora o método
tenha mostrado alguma eficacia, a variagdo entre as amostras indica que o resultado pode

ndo ser consistentemente eficaz na redugdo da carga bacteriana.
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Adicionalmente, a analise microscopica revelou que E. faecalis estava presente em
maior quantidade na zona do istmo das amostras do grupo IMP do que nas amostras dos
outros dois grupos (IS, IL) (Figura 20) Isto sugere que o protocolo de irrigagdo manual
passiva com agulha e seringa nao ¢ tdo eficaz, em comparagdo com 0s grupos que
utilizaram ativagao, para promover uma dindmica de fluidos suficiente para que a solug¢ao

irrigante alcance todas as areas do canal radicular, como a regido do istmo.

Para uma desinfecao eficaz a solucdo irrigante precisa de estar em contato direto com
aparede do canal radicular, o que nem sempre ocorre. Isto pode ser causado pelo principal
desafio relacionado ao movimento do fluido numa geometria confinada (Glassman &
Cha, 2015). Esta natureza fechada do sistema do canal radicular promove o efeito de

vapor lock, que interfere com a agdo de lavagem, e limita a agdo da solugdo de NaOCl.

O presente estudo utilizou uma agulha lateral com calibre 30G. Esta agulha possui uma
abertura na superficie lateral localizada a 2 mm da ponta fechada e gera uma pressao
apical menor do que uma agulha com extremidade aberta (Boutsioukis et al. 2007). As
agulhas com saida lateral permitem que a solugdo irrigante alcance cerca de 1 mm além
da extremidade da ponta. Shen e colaboradores calcularam a pressdo do fluido do
irrigante, que pode ser Util para limpar as paredes do canal ao deslocar detritos como
biofilmes (Shen et al., 2010). Os trés parametros dinamicos (padrao de fluxo, velocidade
e pressao nas paredes) sdo todos influenciados pela taxa de fluxo do fluido introduzido
na agulha (Shen et al., 2010). No entanto, outras pesquisas mostram consistentemente que
a irrigacdo tradicional com agulhas ndo consegue limpar eficazmente os istmos, canais
laterais e areas de dificil acesso (Mohmmed et al., 2018; Mohmmed et al., 2017; Neuhaus
etal., 2016; Urban et al., 2017; Haupt et al., 2020; Betancourt et al., 2019). Para contornar
este problema, um estudo de dinamica de fluidos computacional que avaliou o efeito da
profundidade de inser¢do da agulha no fluxo do irrigante recomendou que as agulhas com
saidas laterais devem ser posicionadas at¢ 1 mm do CT sempre que possivel, pois a
substitui¢do do irrigante atingiu o CT apenas quando a agulha com saida lateral estava

colocada nesta posi¢ao (Boutsioukis et al., 2010).

Um estudo realizado por Perez e colaboradores avaliou o impacto da profundidade de
inser¢ao da agulha (calibre 30G) na remocao de detritos de tecido duro utilizando imagens
de micro-CT (Perez et al., 2017). Os resultados do estudo demostraram que nenhuma das
profundidades de inser¢do resultou em canais completamente livres de detritos. No

entanto, a profundidade de inser¢do teve um efeito significativo na remogao dos detritos.
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A agulha posicionada 1 mm abaixo do CT foi trés vezes mais eficaz na remocdo de

detritos comparada aquela posicionada 5 mm aquém do CT (P <0,05) (Perez et al., 2017).

Por outro lado, ao analisar estatisticamente os valores médios da contagem de
UFCs/mL, o Grupo IMP e o Grupo IS do 2° ensaio apresentam uma reducao significativa
dos valores de biofilme de E. faecalis em comparagdo com os grupos respetivos do 1°
ensaio. Esta discrepancia pode estar relacionada com o facto de, no 1° ensaio, a solugdo
de NaOCI utilizada, ter sido ja preparada ha 20 dias, embora estivesse num frasco
escurecido e afastado da exposigao solar, isso podera ter reduzido a sua eficacia. No 2°
ensaio, foi utilizada uma solugao de NaOCI preparada no dia anterior. Interessantemente,
estes resultados vém reforgar e confirmar a premissa de que estas técnicas sao
dependentes da escolha de uma solugdo irrigante que apresente caracteristicas
antimicrobianas, tal como do tempo de contacto desta com a parede do canal radicular
(Virdee et al., 2020). Além disso, € de notar que a vida util do NaOCl ¢ limitada, e parece
existir uma discrepancia entre a concentragdo esperada de cloro livre disponivel e a
concentragdo real de cloro livre disponivel em solugdes de NaOCI destinadas a irrigagdo
endodontica. O armazenamento e a exposi¢ao a luz, ar, metais e matéria organica podem
reduzir a concentragao de cloro livre disponivel, resultando numa perda das propriedades
antimicrobianas e de dissolugdo de tecidos (Van Der Waal et al., 2014). Um estudo de Van
Der Waal e colaboradores, publicado em 2014, investigou a concentragdo de cloro livre
disponivel em solugdes de NaOCl de uso doméstico e profissional, avaliando também os
efeitos da diluicdo e armazenamento na concentragdo e concluiu que existe uma grande
diferenca nas concentragdes de NaOCl, sendo o NaOCl doméstico o mais impreciso. A
concentracao de cloro livre disponivel no NaOCI doméstico ¢ instavel e, portanto, parece

ser a menos adequada para uso clinico (Van Der Waal et al., 2014).

Os valores da contagem de UFCs/mL do Grupo IS do 2° ensaio sdo muito reduzidos
(Logio UFCs/mL < 1), o que sugere que seguindo as normas do protocolo de ativacao de
uma solucao de NaOCI com concentracdes de 5,25% e ciclos de ativagao de 20s, ¢ uma

técnica de ativacdo bastante eficaz na remog¢ao de biofilme.

Um estudo realizado por Mohmmed e colaboradores investigou a erradicacdo do
biofilme de E. faecalis num canal lateral de um modelo de canal radicular, comparando
protocolos de irrigagdo com agitagdo sonica e ultrassonica utilizando NaOCl a 2,5%. Os
resultados mostram que os canais estavam significativamente mais limpos, e a agitacao

proporcionou uma melhor penetracio da solu¢do irrigante (Mohmmed et al., 2018). Nesse
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estudo, o biofilme de E. faecalis tinha 10 dias de formagdo. Segundo Stojicic e
colaboradores, nas primeiras duas semanas, as bactérias em biofilme sdo sensiveis ao
NaOCl 1%, a clorexidina 2% e ao iodo 0,2/0,4%; mas ap6s 3 semanas, tornam-se muito
resistentes aos mesmos agentes (Stojicic et al., 2013). Assim, no estudo de Mohmmed e
colaboradores, a erradicacao do biofilme pode estar relacionada com a sua sensibilidade
a concentragdao de 2,5% de NaOCI. Esta concentracdo de NaOCI, combinada com as

técnicas de agitagdo, terd sido reportada como suficiente para obter canais limpos.

No presente estudo, o biofilme utilizado tem 3 semanas, o que lhe confere uma maior
resisténcia ao efeito antimicrobiano do NaOCI em concentragdes mais baixas, pelo que
se optou por utilizar uma concentracgao de 5,25% de NaOCl. Um estudo de Bago Juric¢ e
colaboradores, mostrou que o NaOCl a 5,25%, utilizado durante 1 minuto, foi o protocolo
antimicrobiano mais eficiente contra o biofilme de E. faecalis de trés semanas,
proporcionando até a erradicacdo completa em algumas amostras (Bago Juri¢ et al.,

2016).

Ap6s a analise qPCR, as amostras do grupo IS detetaram menos DNA de E. faecalis
comparativamente as amostras do grupo Controlo e grupo IMP, nos dois ensaios.
Portanto, ambos os resultados sdo concordantes e apoiam a eficaz capacidade de flushing
provocada pelas ondas de cavitacao. O estudo de Urban e colaboradores, demonstrou que
o sistema de ativacao sonica EDDY tem uma maior capacidade de remocao de detritos
do canal radicular em comparacdo com a irrigagdo manual, resultados corroborados por
Haupt e colaboradores., que também estdo em concordancia com os resultados do

presente estudo (Urban et al., 2017;Haupt et al., 2020).

Por outro lado, o grupo IL apresenta resultados consistentes em ambos os ensaios com
valores de Logio UFCs/mL <2 no 1° ensaio e < 1 no 2° ensaio. Foi o grupo experimental
com menores contagens de E. faecalis, o que sugere que o proprio sistema laser ja
apresenta por si sO um efeito antibacteriano, embora sejam necessarios mais estudos para
perceber a capacidade antimicrobiana do sistema laser quando usado em protocolo sem a
utilizagdo da solu¢do de NaOCl ou em concentragdes muito baixas. Na analise de qPCr,
observando os valores de Ct (Tabela 10) e o grafico das curvas de melting, € notorio que
ndo houve detecdo de DNA de E. faecalis nas amostras do grupo IL, uma vez que os Ct

sdao muito altos e superiores ao Ct obtido para o controlo negativo.

Esta técnica parece promover uma melhor penetracao da solugdo irrigante por todo o

canal e uma hidrodindmica e capacidade de flushing superior as outras técnicas,
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promovendo uma maior remog¢ao do biofilme. Estes resultados sdo apoiados por alguns
estudos que comparam as técnicas sonicas e ultrassonicas passivas com a técnica de
ativacao laser (Neelakantan et al., 2015; Betancourt et al., 2019; Aydin et al., 2020; Juri¢
et al., 2014).

Um estudo de De Meyer e colaboradores, publicado em 2017, avaliou o efeito da
irrigacdo ativada por laser em biofilmes em canais radiculares simulados (De Meyer et
al., 2017). Os biofilmes foram submetidos a diferentes protocolos de irrigacao durante 20
segundos: irrigagdo com seringa, irrigagdo ativada ultrassonicamente, e irrigacao ativada
a laser com um laser Er:YAG, os resultados do estudo indicam a irrigagdo ativada a laser
removeu mais biofilme do que a irrigacdo ativada ultrassonicamente quando se usou
solugdo salina, indicando uma remocao fisica maior do biofilme (De Meyer et al., 2017).
O uso de NaOCl resultou numa maior redugdo do biofilme, sem diferengas significativas

entre os grupos de tratamento.

Outro estudo de Betancourt e colaboradores, publicado em 2019, demontrou que a
irrigacdo ativada por laser Er, CR:YSGG aumentou a eficiéncia bactericida do NaOCI a
0,5%, permitindo que atingisse o mesmo nivel de eficacia que o NaOCl a 5% (Betancourt

etal., 2019).

No entanto, um estudo de Christo e colaboradores, publicado em 2016, teve resultados
contraditorios onde demonstra que a irrigacdo com ativacao laser Er,Cr:YSSG de baixa
poténcia (0,5 W) nao melhorou o efeito antibacteriano NaOCI a baixas concentragdes

(Christo et al., 2016).

Os estudos laboratoriais podem mostrar resultados contraditorios sobre a eficacia de
diferentes protocolos de ativagdo com varias concentragdes de NaOCl na erradicacdo de
biofilmes. Isto ocorre devido a heterogeneidade nas metodologias utilizadas, o que
dificulta a comparagdo entre técnicas endodonticas adjuvantes e a formula¢do de
recomendacdes sobre o0 método mais eficiente. Além disso, as variagdes na apresentagao
dos resultados e a dificuldade em interpretar dados que ndo seguem uma distribui¢ao

normal também contribuem para essas discrepancias.

E também importante notar que ainda ndo se sabe se uma diferenga na poténcia média
ou na poténcia de pico influenciard o efeito de cavitagdo, especialmente considerando que

existem muitos outros parametros a serem levados em conta, como a localizacao da ponta
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dentro do canal/camara, o tamanho do canal e se o canal esta permeéavel ou obstruido

(Christo et al., 2016).

Quando se avaliou a quantidade de material genético de E. faecalis, o grupo IS
apresentou valores de Ct inferiores aos do grupo IL, para o qual alids se verificou ndo ser
detetavel DNA de E. faecalis. Estes resultados sugerem que a capacidade de lavagem dos
canais radiculares e a agitagdo da solugdo irrigante com a técnica sonica ¢ inferior a
agitacdo proporcionada pela irrigagdo com ativagao a laser. E, portanto, o laser tera uma

capacidade de criar cavitagdo superior ao sistema sonico (Peeters & Gutknecht, 2014).

Os resultados de microscopia de fluorescéncia para os grupos IL e IS (Figura 20)
apoiam os resultados da andlise estatistica da contagem de UFCs/mL ¢ de qPCR. Nas
amostras do grupo IL, ndo foi possivel observar a presenga de E. faecalis. Contudo,
devido a presenga de detritos do proprio material, ndo foi possivel avaliar com certeza a
total auséncia de células de E. faecalis. O que sugere uma grande eficacia de desinfe¢ado

e capacidade de flushing por parte da irrigagdo com ativagao laser.

As amostras do grupo IS apresentaram também uma quantidade visivelmente mais
reduzida de E. faecalis vivos e mortos, em comparacdo as amostras do grupo Controlo,
mas com uma maior quantidade de células coradas em comparagdo com as amostras do

grupo IL.

As imagens de microscopia de fluorescéncia fornecem uma confirmag¢ao visual do
impacto dos tratamentos, reforcando a relevancia da ativacdo como um fator determinante

na desinfe¢do e limpeza em dentes com anatomias mais complexas, como zonas de istmo.

Os lasers Erbium tal como os sistemas de ativag@o sonica sao mais adequados a canais
curvos, ao contrdrio do sistema convencional de seringa e agulha. Estes sistemas
apresentam a vantagem de a posi¢do da ponta ser menos afetada pela complexidade dos

canais radiculares (Yeung et al., 2014).

No caso do sistema de ativacdo sonica as pontas flexiveis EDDY podem apresentar
uma vantagem em comparagao com a agulha de calibre 30G comumente utilizada, uma
vez que podem alcancar mais facilmente a por¢do apical do canal, mesmo em canais
radiculares com curvaturas acentuadas, e podem oscilar apesar do contacto com as
paredes do canal, devido a sua ponta ndo cortante. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para avaliar a eficicia de limpeza do EDDY em configuragdes de canal mais

desafiantes, como canais com curvaturas acentuadas (Urban et al., 2017).
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No caso da ativacao laser, estudos recentes tém testado sistemas e protocolos com
diferentes poténcias e energia de radiacdo onde a ponta ¢ colocada até¢ 5 mm do apéx ou
até na camara pulpar, tendo os mesmos efeitos bactericidas, o que facilita a irrigacdo em

anatomias curvas e complexas (Koch et al., 2016; Golob et al., 2017).

Embora alguns estudos tenham ja avaliado e comparado os diferentes sistemas e
protocolos de irrigacdo com ativagdo sonica e laser, ainda ha falta de consenso quanto a
metodologias e protocolos consistentes. Futuras pesquisas devem concentrar-se na
padronizacao das condigdes experimentais, incluindo o tempo de incubagao do biofilme

e os protocolos de irrigagdo, de forma a facilitar a comparacao direta entre os estudos.

A ativacdo a laser mostrou-se promissora na remog¢ao do biofilme, mas é necessaria
uma investigagdo mais aprofundada sobre sua capacidade antimicrobiana quando
utilizada sem solug¢des irrigantes, bem como a influéncia de pardmetros como a poténcia
do laser, a duragao do pulso e a profundidade de inser¢ao da ponta. Além disso, ¢
importante estudar os efeitos pds-operatorios, incluindo o tempo de cicatrizagao de lesdes
periapicais e dor pos-operatdria, para oferecer alternativas mais seguras € menos toxicas
para o tratamento endoddntico. E essencial continuar a explorar a eficacia das técnicas de
irrigacdo e ativagdo, especialmente em canais com anatomias mais desafiantes, onde estas

técnicas tém se mostrados mais eficazes do que as técnicas convencionais.

Uma das limitagdes identificadas ¢ a dificuldade em recolher todo o biofilme dos
canais radiculares devido a sua complexidade anatomica. Portanto, ha uma necessidade
de desenvolver métodos de avaliacdo mais eficientes, como a combinacao de técnicas
(por exemplo, microscopia de fluorescéncia e qPCR) para uma analise mais precisa da

eficacia da desinfecao.

Para futuras investigagdes, o método de analise por qPCR pode ser melhorado para
distinguir entre bactérias vivas e mortas, otimizando o protocolo com o uso de PMA
(propidio de monoazida) (Salam et al., 2014). Dessa forma, sera possivel obter resultados
mais precisos e representativos da eficacia dos diferentes protocolos de irrigacdo e

ativacao.
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V1. Conclusao

Para uma melhor limpeza, desinfecdo e eliminagdao do biofilme, existem varias
técnicas e dispositivos de ativacao disponiveis, que diferem em termos de protocolos e

matérias.

A irrigagdo com ativacdo laser destacou-se como o método mais promissor para a
redu¢do da carga bacteriana, enquanto a irrigagdo com ativacdo soOnica também
apresentou resultados favoraveis. Ambos os métodos de ativagdo mecanica parecem ser
mais eficazes do que a irrigagdo manual passiva na remog¢ao de E. faecalis dos canais

radiculares.

Embora estas técnicas e dispositivos tenham sido amplamente testados e comparados,
¢ dificil interpretar os resultados e tirar conclusdes definitivas a partir da literatura, devido
aos modelos distintos e diferentes protocolos de avaliacdo utilizados, bem como

diferengas nas concentragdes das solucdes irrigantes, volumes e tempos de aplicacio.

O presente estudo mostra que independentemente da técnica de ativagdo, € importante
lembrar que a agitagdo ¢ um fator critico para ajudar a distribuir e a trocar a solug¢do dentro
do canal, aumentando a eficacia da solugdo antisséptica utilizada. Assim, existe um
consenso sobre o beneficio da ativagcdo do irrigante no final da preparacdo do canal
radicular, o que parece melhorar a limpeza e desinfe¢do em comparacao com a irrigagao

com seringa e agulha.
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Anexos

VIII. Anexos

Anexo I. Resumo do Poster submetido e aceite pela comissdo cientifica do IV

Congresso da Sociedade Portuguesa de Endodontologia.

Formacdo e analise do biofilme de Enterococcus faecalis em modelos 3D de dentes

naturais

Margarida Macedo', Alejandro Perez?, Jodo Neves', Lucinda J. Bessa'?

TInstituto Universitario Egas Moniz, Egas Moniz School of Health & Science, Almada, Portugal
2 Departamento de Endodoncia, Rey Juan Carlos Universidad, Madrid, Espanha

3 Egas Moniz Research for Interdisciplinary Research (CilEM), Egas Moniz School of Health &

Science, Almada, Portugal

Objetivos: Pretendeu-se implementar e otimizar protocolos para 1) testar a formagéao de biofilme
de Enterococcus faecalis em canais de molares modelo (3DsurpreenDente tooth, Portugal), e 2)
quantificar e avaliar o biofilme formado. Posteriormente, os mesmos métodos serdo usados para

investigar diferentes técnicas irrigantes para eliminagdo do biofilme formado.

Metodologia: Utilizaram-se 4 molares modelos inferiores com 2 raizes e 3 canais (2 canais
mesiais e 1 canal distal). Os canais foram instrumentados com o sistema de limas BlueShaper
(Zarc, Espanha), irrigados com hipoclorito de sédio a 1% para remover smear layer, e, por fim,
lavados com agua destilada. A zona apical foi selada com verniz. Os dentes foram esterilizados
com etanol 70% e irradiagdo UV. Os canais foram inoculados com E. faecalis ATCC 29212 em
meio Brain Heart Infusion (BHI), preenchendo-se todo o canal radicular, seguindo-se incubacdo
a 37°C, em aerobiose e 100% de humidade durante 21 dias. A cada 48 h foi adicionado BHI para

preencher os canais.

Apés 3 semanas, o biofilme formado foi recolhido de cada um dos canais, de acordo com
protocolo previamente descrito [1], e quantificado através da contagem de unidades formadoras
de coldnias (UFC)/mL. Posteriormente, a dois dentes cortaram-se os canais mesiais na zona do
istmo com recurso a uma broca troncoconica 012 diamantada, e foi avaliada a presenca e

viabilidade de bactérias nessa zona por microscopia de fluorescéncia apos coloragéo Live/Dead.

Resultados: Para os 4 dentes, a média + desvio padrao de logio UFC/mL obtida foi de 6.08 £
0.22, o que demostra que houve formagdo de biofilme. Contudo, nem todo o biofiime foi
completamente recolhido, uma vez que, apos visualizagdo microscopica se verificou a presenga

de bactérias na zona do istmo, com aproximadamente 50% de viabilidade.

Discussao e Conclusdes: Embora a contagem de UFC seja um método tradicional, apresenta
limitagdes significativas. Uma delas prende-se com a dificuldade em recolher todo o biofilme,
como evidenciado nos nossos resultados. Portanto, € essencial complementar a andlise e
quantificacdo do biofilme com outros métodos, como por exemplo a microscopia de

fluorescéncia.

Referéncia Bibliografica: [1] Maden M, et al. (2017).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183895

95



Comparagdo das técnicas de ativagdo sonica e laser na irriga¢do endodontica para a erradicagdo de Enterococcus
faecalis: Um estudo in vitro

Anexo II. Poster a apresentar no IV Congresso da Sociedade Portuguesa de

Endodontologia (dia 27 e 28 de Setembro de 2024, em Guimaraes).

Iv* CONGRESSO

Formacgao e analise do biofilme de Enterococcus
faecalis em modelos 3D de dentes naturais

Introducdo: Os avangos na microbiologia tém elucidado a natureza complexa da microbiota associada as infeges endodonticas
(Chavez de Paz, 2015). Estudos indicam que essa microbiota, e principalmente as bactérias, estd organizada estruturalmente em
bioflmes, que aderem as paredes do canal radicular (Olsen, 2015, Siqueira & Régas, 2022).

Objetivo: Com este estudo pretendeu-se implementar e otimizar protocolos para testar a foormag&o de biofime de Enterococcus
faecalis (E. faecalis) em canais de molares inferiores modelo (3DsurpreenDente tooth, Portugal) e quantificar e avaliar o biofime
formado. Posteriormente, os mesmos métodos seréio usados para investigar e comparar diferentes técnicas irigantes para eliminagéo
do biofime formado.

MATERIAIS E METODOS:

Preparagdo dos modelos 3D: Esterilizagdo dos modelos 3D:
No estudo utilizaram-se 4 modelos 3D de | pooncpoice || Numa placa de | | || Numa placa de Verificacéo da
molares inferiores (3DsurpreenDente tooth| | cada canal com ;‘:‘arr'l".ns alil=s Eifpan ?ul":qz & mp";’é o5 .em:'hdade;
Portugal) com 2 raizes e 3 canais (2 canais | etanol 7'3":’ S e durante 1 h dentes com 37C no meio de
mesiais e 1 canal distal) (Figura 1). am[:ngrgomin) | | dos canais para || (Figura 3). | | abertura dos. cultura, BHI,
baixo canais para cima durante 24 h -
Figura 3: a. llustragio do preenchimento dos
cansis com etanol 70%; b. Molsres invertidos
- . - o submetidos & luz UV, ¢ Meio BHI sem
Inoculagéo dos modelos 3D com E. faecalis e formacgao de bicfilme: turvago
O indculo de E. faecalis ATCC 29212 foi preparado em meio de BHI a partir de colonias com menos de 24 h, previamente
Figura 1 Madelo 3D de molar inferior com 2 cansis cultivadas em meio TSA (HiMedia Iaboratot!es, India), e padronlzgdf) com b'ase na leitura da densidade otica a 600 nm (ODgqg)
mesiais e 1 canal distal (3DsurpreenDente tooth, |3lustada a 0,1 (Figura 4). Com uma micropipeta adicionou-se o indculo até preencher todo o canal radicular, sem transbordar
Portugal), vista a) vestibular, b) mesial e ¢) distal. (aproximadamente 20 pL no canal distal e 10 plL em cada canal mesial) (Figura 5).
Para padronizacdo, as coroas foram cortadas ! Qs dentes modelo  foram
até ao nivel da juncdo amelocementaria lncubgdos a ,37“0 em
(JAC). aerobiose e humidade 100%

durante 22 dias. De 48 h em
48 h foi adicionado novo meio
. |BHI, até preencher os canais
radiculares sem transbordar.

Os canais foram instrumentados com o
sistema de limas BlueShaper (Zarc, Espanha)
até 74 a comprimento de frabalho (CT),
definido como 1 mm a menos do

19-28

da d0 do momfu de E. faecalis

Figura 5: Preenchimento dos canais
com o Indeulo de E. faecalis

comprimento total dos canais. Entre limas, os
canais foram irrigados com NaOCl a 1% e
lavados com agua destilada. Para selar o| Recolha e guantiﬁca@"o do biofilme:
apice, aplicaram-se duas camadas de vemniz
na zona apical da superficie externa dos
molares (Figura2)

Figura 4: llust

Para recolha do biofilme formado nos canais seguiu-se o protocolo descrito por Maden et al. (2017) e a seguir detalhado na
Figura 6.

ﬂ 60s

Figura 6: Recolha do biofilme de E. fascalis: foram utilizados 2 cones de papel estéril 1ISO #25 e uma lima Hedstroem estéril 1ISO #25 em cada canal.
Figura 2 a), b) Material endodbéntico utilizado para a Os cones de papel e a lima de cada molar foram transferidos para o mesmo tubo respetivo contendo 1 mL de solucio salina tamponada com fosfato
instrumentagdo dos canais dos molares medelo ¢) (PBS) 1x. Foram realizadas diluigbes seriadas decimais em PBS 1x, (diluigbes de 10+ até 10). 100 pL de cada diluicio foram transferides para meio
Nodelo 30 de molar inferior com & coroa cortada 80 de Mueller-Hinton agar. Utilizou-se a técnica de plaqueamento por espalhamento. Apés incubacio durante 24 h a 37°C, as colénias de E. faecalis foram
nivel da JAC. contadas e, de seguida, foram calculades os valores de unidades d de colénias (UFC)YmL.

RESULTADOS:

60s

Tabela 1: Valores de UFGC/mL (e log10 UFC/mL) obtidos do biofilme de E. faecalis recolhido dos

Para os quatro dentes, a média + desvio padr&o de logy, UFC/mL obtida foi canais de cada um dos quatro modelos 3D de molares inferiores.

de 6.08 + 0.22, o que demostra que houve formagéo de biofilme nos Modelo 3D de Desvio
canais dos quatro dentes modelo testados (Tabela 1). E além disso, o molar inferior e 2 2 - Média padrdo
baixo valor de desvio padrio, mostra similaridade na formagéo e UFC/mL 1,00 10° 1,61x10° §,30x10° 2,00%x10° 1,31%10° 6,12 x10°
quantificag&o do biofilme nos quatro molares modelo testados. logus UFC/mL 6,00 6,21 5,80 6,30 5,08 0,22

Conclusdo: Os resultados da contagem de UFC/ml confirmam que houve formag&o de biofime nos canais. No entanto,
este método, apesar de tradicional, tem limitagGes relevantes. Uma dessas limitagées é a dificuldade em recolher todo o
biofilme, nomeadamente da zona do istmo. Por isso, é crucial complementar a analise e quantificagdo do biofilme com
outros métodos, como por exemplo por microscopia de fluorescéncia.

Referéncias Bibliograficas:
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