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A endodontia, especialidade responsavel pela prevencéo
e tratamento da periodontite apical, doenca que se
desenvolve nos tecidos periapicais com etiologia
microbiana em forma de biofilme aderido no sistema de
canais radiculares, pode causar comprometimento
sisttmico e acometer metade da populacdo adulta
mundial. Por ndo conseguir esterilizar o sistema de
canais, substancias guimicas sao utilizadas
concomitantemente para permitir melhor reducéo
microbiana.Nos casos de infeccdo dos tecidos

perirradiculares, indica-se a complementacdo de



medicacfes intracanal para que o efeito quimico se
estenda por mais tempo e se difunda para alcancar areas
ndo tocadas pelos instrumentos endodonticos. Apds a
etapa de medicacdo intracanal e, no momento da
obturacdo, bactérias podem ser identificadas e,assim,
ainda ocorrer o reparo dos tecidos apicais.Isso se da
devido aetapa de obturacdo do canal “sepultar” os
microrganismos no interior do sistema de canais e impedir
gue o exsudato penetre pelo forame apical,dificultandoa
entrada de nutrientes para 0S microrganismos
remanescentes. O problema decorre do fato de o valor
numeérico de cepas microbianas nédo ter sido quantificado
e poder variar deumindividuo para outro. O profissional
deve usar de todos os coadjuvantes disponiveis para
promover o melhor nivel de desinfec¢do. Considerando o
exposto, oestudo aqui realizadoteve por objetivo avaliar o
efeito da terapia endodbntica complementar sobre o
bioflme maduro, no sistema de canais radiculares
composto por de Escherichia coli, Enterococcusfaecalise
Candidaalbicans. Foi um estudo in vitro, desenvolvido no
laboratério  multidisciplinar e no laboratério de
microbiologia do Centro Universitario Fibra. Por envolver

humanos, foi submetido ao Comité de Etica dessa



instituicdo. Avaliaram-se 0 beneficio da terapia
fotodindmica (TFD) apds o preparo quimico-mecanico; a
ativacdo soOnica sobre o fotossensibilizador (FS) na TFD;
o efeito da medicacdo intracanal; o efeito da TFD
associado a medicacado intracanal; e a ativacdo sonica
sobre a medicacdo intracanallA TFD depende da
administracdo do FS associado a irradiagdo com luz
visivel de comprimento de 16 onda adequado. A absorcéo
da luz desencadeia a excitacdo do FS, que, na presenca
do oxigénio encontrado nas células-alvo, leva a uma
cascata de efeitos fotoquimicos via transferéncia de
elétrons (reacdo tipo |) ou transferéncia de energia
(reacdo tipo 1), resultando na producdo de espécies
altamente reativas de oxigénio como o0s superoxidos e
oxigénio singleto. As amostras foram compostas de
raizes de 60 dentes anteriores (incisivos inferiores),
permanentes, recém-extraidos por razbes de doenca
periodontal ou pulpares, de pacientes da clinica integrada
dado Centro Universitario Fibra, os quais foram
orientados sobre o estudo e a necessidade deassinatura
do termo de consentimento livre esclarecido
(TCLE).Radiografias periapicais foram realizadas nos

sentidos meésio-distal e vestibulo-lingual, para selecéo de



dentes com canal Unico, com auxilio de sensor digital
CDR Elite digital (Schick Technologies). Foram excluidos
da amostra experimental os dentes com rizogénese
incompleta, reabsorcdes internas e externas, linhas de
fraturas, raizes curvas (ou dilaceradas) e canais
radiculares preparados e/ou obturados.Os dentes foram
imersos e mantidos por 48h, em hipoclorito de sddio a
1%, com intuito de promover um controle microbiano. Os
remanescentes organicos foram removidos das
superficies radiculares com curetas periodontais do tipo
Gracey(SSWhite, Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Apos
esse periodo, foram armazenados e mantidos em solucao
fisiol6gica, sob refrigeracdo a 4°C, até o inicio do preparo
das amostras.Os dentes tiveram suas coroas
seccionadas horizontalmente com auxilio de discos
diamantados de dupla face (KG Sorensen, Sao Paulo,
SP, Brasil), sob irrigacdo abundante, a fim de padronizar
o comprimento radicular em 17 mm. O comprimento de
trabalho foi determinado subtraindo 1mm dessa medida
(16 mm). O acesso do canal foi realizado com broca
diamantada esférica (KG Sorensen, Sao Paulo, SP,
Brasil) 1012 HL, sendo realizada a exploragdo com lima K
#10 até a obtencdo da paténcia de 1 mm além do



forame.Para padronizacao do diametro inicial do canal, foi
realizado o preparo quimico-mecénico com instrumentos
rotatorios 15.05, 25.05, 35.05 (Logic, Easy Equipamentos
Odontoldgicos, Brasil), em toda a extensdo do
comprimento de trabalho, com auxilio do motor
endodontico (Motor BassiiRoot, Easy Equipamentos
Odontolégicos, Brasil). A cada troca da lima, foi feita
irrigacdo com 2 ml de solucéo de hipoclorito de sédio a
2,5% (ASFER Industria Quimica, Brasil). Os apices dos
dentes foram selados com resina fotopolimerizavel (2100,
3M, Sumaré, SP, Brasil) para que n&o ocorresse
contaminacdo da amostra e as superficies externas das
raizes foram impermeabilizadas com camada de adesivo
epoxi (Araldite - Bascola, Sdo Paulo, Brasil), exceto na
regido cervical da raiz.Todos os dentes foram fixados em
microtubos tipo eppendorff com resina acrilica
guimicamente ativada (Dencor®, Brasil) e colocados em
estantes para microtubos. As amostras e o0 material
utiizado foram esterilizados em autoclave, apés a
preparacdo para descontaminacdo (20 min a
121°C).Suspensbes microbianas padronizadas foram
obtidas na concentracdo 1 da escala de McFarland para

E. coli, E. faecalis e na concentracdo 2 para C.



albicans.Com o0 auxilio de um espectrofotbmetro, os
parametros de densidade Optica e comprimento de onda
utilizados foram, respectivamente: 0,324 e 590 nm para
E. coli, 0,298 e 760 nm para E. faecalise 0,284 e 530 nm
para C. albicans.Os canais radiculares foram
preenchidos, com auxilio de micropipeta automatica, com
10 pL de suspensao de E. coli (ATCC), seguida da adicéo
de 10 uL de caldo de cultura (BHI). Decorridos sete dias,
foram acrescentados nos canais 5 UL de suspensédo de C.
albicans (ATCC), 5 uLE. faecalis (ATCC)e mais 10 uL de
caldo BHI. O selamento cervical foi realizado com uma
bolinha de algodéao esterilizada, embebida em caldo BHI,
e as placas foram incubadas, em estufa de a 37+1°C, sob
umidade relativa, totalizando 28 dias de contaminagao.
Durante esse periodo, foram acrescentados 20 pL de
caldo de cultura (BHI) no interior do canal, trés vezes por
semana, em dias intercalados.De acordo com a terapia
complementar, os espécimes foram divididos em 4 grupos
experimentais e o grupo controle (n=12): G1) aplicacdo
da terapia fotodindmica; G2) aplicacdo da TFP, sendo o
FS ativado com easyclean por 1 min; G3) aplicacdo do
hidroxido de calcio por 14 dias; e G4) aplicacdo do

hidroxido de célcio agitado por 1 min. Para o grupo



controle, os espécimes receberam apenas o protocolo de
irrigacdo final e nao receberam qualquer terapia
coadjuvante, permanecendo,assim, 0S canais com
solucdo salina. Apdés 28 dias de contaminacao, foi
realizada a 12 coleta (coleta de confirmacéo), onde foi
avaliado se houve proliferacdo dos microrganismos
contaminados. Apds isso, com o auxilio de uma seringa
de 5 ml e agulha 0,55 X 20 esterilizadas, todas as
amostras foram submetidas ao protocolo de irrigacéo
final,composto por 3 ciclos de agitagcdo com Easy Clean,
sendo 2ml do NaOCI 2,5% por 20 seg a cada ciclo e 0,3
ml do EDTA (Biodinamica, Brasil) por 20 seg a cada ciclo,
totalizando 18 mL de NaOCI e 0,9 mL de EDTA. Os dois
grupos experimentais com a laserterapia foram expostos
com a solucdo de azul de metileno 0,005% como
fotossensibilizante (Formula e Acdo, SP, Brasil), com
periodo pré-irradiacdo de 5 min, tendo a diferenca no
grupo 2, ao realizar agitagdo do AM com Easy Clean no
canal radicular por 1 min. Posteriormente, a fibra foi
inserida no canal radicular, sendo utilizado o laser de
baixa poténcia do tipo diodo (Therapy XT, DMC
Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, SP, Brasil), emitindo luz

vermelha no comprimento de onda (A) de 660 nm e



operando em modo de onda continua (CW) (poténcia de
100 mW, energia de 9J, e spot tamanho de 0,028 cm?). A
irradiacdo foi realizada por 90 segundos, tendo a fibra
movida dentro do canal radicular em movimentos
helicoidais apical-cervicais.Ap0Os a aplicacdo das terapias
coadjuvantes, foi realizada a 22 coleta. A seguir, foi
adicionada bolinha de algoddo embebida em solugéo
salina nos canais radiculares e as amostras foram
incubadas por sete dias na estufa para posteriormente ser
realizada a 32 coleta (coleta tardia).Foram realizadas trés
coletas do contetdo dos canais radiculares. A 12., ap6s o
periodo de 28 dias de formacdo do biofilme; a 22,
imediatamente apds a aplicacdo da terapia proposta; e a
32, apOs sete dias. Durante esse tempo, as placas
permaneceram fechadas em estufa a 37°C, em ambiente
umido.Para a realizacdo das coletas, foram adicionados 3
cones de papel absorvente esterilizados (Allprime,
produtos odontoldgicos, Brasil) calibre #35
consecutivamente no interior do canal radicular, de forma
a tocar todas as paredes, mantidos por 1 min. Em
seguida, os 3 cones foram transferidos a um microtubo
esterilizado contendo 1000 pL de solugdo salina, obtendo

diluicdo de 10 do contetido coletado do interior do canal



radicular. O tubo foi submetido a vibracdo em um agitador
de tubos por 30 segundos, a fim de promover a remocao
dos espécimes aderidos, transferindo 100 uL do conteudo
para outros microtubos com 900 pL. A partir dessa
suspensao microbioldgica inicial, foram feitas diluicdes
decimais sucessivas para serem semeadas em duplicata
nas placas contendo &gar MacConkey, agar Slanetz-
Bartley e agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol
0,01%, para analisar o crescimento de E.coli, E. faecalis e
C. albicans, respectivamente.A leitura dos resultados foi
realizada ap6s 48 horas de incubacdo das placas em
estufa 37x1°C, sendo avaliada pela contagem de
Unidades Formadoras de Colénia por mililitro (UFC/
mL).Todas as amostras microbioldgicas dos grupos
experimentais apresentaram os valores de UFC/mL
obtidos de cada espécime, ap0s as coletas. Os resultados
foram representados com média, mediana e desvio
padrdo. Para a andlise estatistica, foi utilizado o software
Jamovi versao 2.4.1.1 com nivel de significancia de 5%.
Inicialmente, foram realizados os testes de normalidade
de Shapiro Wilk, que apontaram anormalidade em todos
0S grupos e, posteriormente, os testes de Kruskal Wallis.

As comparagbes foram realizadas inicialmente



intragrupos. Para isso, foram analisados somente os
espécimes de cada grupo e, para a andlise, somente dos
resultados da 32 coleta, todos os espécimes reunidos de
cada grupo foram comparados.As comparacdes
intragruposdemonstraram um padrdao em todos eles, onde
foi possivel perceber que, na 12 coleta, o0s
microrganismos estavam presentes em nUmeros
elevados; na 22 coleta, os valores de UFC/mL reduziram
significativamente no grupo controle e nado foram
detectados, apés a terapia, nos dois grupos com a TFD e
no grupo do hidroxido de célcio agitado; na 32 coleta,
esses numeros proliferaram, demonstrando um
crescimento microbiano na coleta tardia, exceto no grupo
do hidroxido de calcio, que nao detectou nenhum
microrganismo. Ao comparar as coletas, para todos os
grupos, obteve-seo seguinte resultado: 12 coleta > 22
coleta < 32 coleta (p<0.001). Na comparacéao intergrupos,
foi possivel perceber que o grupo controle apresentou a
maior quantidade microbiana na coleta tardia, seguido
pelo grupo TFD laser sem agitacdo e, por ultimo, com o0s
menores indices, o grupo da TFD com agitacao
(p<0.001). N&o foram identificados microrganismos na
coleta tardia nos grupos medicados com hidroxido de



calcio. Pdde-se concluir que o protocolo de irrigacao final
promoveu reducédo significante sobre o biofilme
multiespécies; a terapia fotodindmica foi mais eficiente
que a irrigacdo isoladamente; aterapia fotodinamica
associada a agitacdo com Easy Clean foi mais eficaz na
reducdo dos microrganismos do que a terapia sem
agitacdo; a terapia fotodindmica associada a agitacdo
com Easy Clean,na coleta tardia, promoveu maior efeito
antimicrobiano; ndo se detectaram microrganismos na
coleta tardia quando se medicou hidroxido de célcio com
ou sem agitacdo; e o hidroxido de calcio agitado
promoveu maior efeito antimicrobiano do que usado sem
agitacdo.Espera-se que os resultados contribuam para o
entendimento da correta limpeza do sistema de canais
radiculares durante o tratamento endodobntico, em
beneficio direto a ciéncia e indiretamente aos pacientes

submetidos a esse tratamento.



