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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi comparar o efeito antibacteriano de protocolos de
irrigacao (pressao positiva, negativa e ultrassonica passiva), ultilizando hipoclorito de
sédio a 2,5%, associados ao preparo do canal radicular com instrumentos de niquel-
titAnio. Quinze incisivos centrais superiores extraidos foram selecionados e o0s
canais radiculares preparados, inoculados com E. faecalis e incubados a 37°C por
sessenta dias. Os dentes foram aleatoriamente divididos em 5 grupos: Grupo 1-
Preparo automatizado do canal radicular (PACR) e irrigacdo com pressao negativa
(IPN) com hipoclorito de sédio a 2,5%; Grupo 2- (PACR) e irrigacdo com pressao
positiva (IPP) com hipoclorito de sédio a 2,5%; Grupo 3- (PACR) e irrigacdo
ultrassénica passiva (PUI) com hipoclorito de sédio a 2,5%. Grupos 4 e 5- Controles
positivo e negativo, respectivamente. A reducdo bacteriana foi avaliada em trés
dentes de cada grupo utilizando cultura. Na cultura microbiana as amostras foram
coletadas dos canais radiculares e imersas em 7 mL de Letheen Broth (LB) seguido
por incubacdo a 37°C por um periodo de 48 horas. O crescimento bacteriano foi
analisado pela turbidez do meio de cultura seguido por espectrofotometria UV. A
meédia e o desvio padrdo da coleta inicial, coleta de 20 minutos e coleta de 72 horas
foram obtidos. A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA para
medidas repetidas, post hoc Bonferroni. Foram considerados significativos valores
de p < 0,05. A andlise antibacteriana dos protocolos de irrigagdo, com hipoclorito de
sédio 2,5% ndo demonstrou efetividade em dentina infectada por Enterococcus
Faecalis em 60 dias, porém houve reducdo bacteriana em todos 0s grupos
avaliados.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, Hipoclorito de Sédio, Ultrassom.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare the antibacterial effect of irrigation protocols
(positive, negative and passive ultrasonic pressure) using sodium hypochlorite 2.5%
associated with root canal preparation with nickel-titanium instruments. Fifteen
extracted maxillary central incisors were selected and root canals prepared,
inoculated with E. faecalis and incubated at 37°C for sixty days. The teeth were
randomly divided into 5 groups: Group 1 - automated root canal preparation (PACR)
and irrigation with negative pressure (IPN) with sodium hypochlorite 2.5%; Group 2 -
PARC irrigation and positive pressure (IPP) with sodium hypochlorite 2.5%; Group 3-
PARC and passive ultrasonic irrigation (PUI) with sodium hypochlorite 2.5%. Groups
4 and 5 - positive and negative controls, respectively. Bacterial reduction was
assessed in each group of three teeth using culture. In microbial culture, samples
were taken from the root canals and immersed in 7 mL of Letheen Broth (LB)
followed by incubation at 37 ° C for a period of 48 hours. The bacterial growth was
assessed by turbidity of the culture medium followed by UV spectrophotometry. The
average and standard deviation of the initial collection, 20 minutes collection and 72
hours collection were obtained. The difference between groups was evaluated by
ANOVA for repeated measures, post hoc Bonferroni. Significance level was p <0.05.
The antibacterial analysis of irrigation protocols with 2.5% sodium hypochlorite has
not been effective in infected dentin by Enterococcus faecalis in 60 days, but there

was bacterial reduction in all groups evaluated.

Keywords: Enterococcus faecalis, Sodium Hypochlorite, Ultrasonics.
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1. INTRODUCAO

O sucesso do tratamento das infec¢cdes endododnticas depende de Varios
procedimentos que incluem a sanificacdo e a modelagem dos canais radiculares
(Nair et al., 2005; Estrela et al., 2014). O ambiente do canal radicular favorece a
colonizacdo e consequentemente a formacdo de um denso biofilme resistente aos
antimicrobianos e, muitas vezes, inacessiveis aos instrumentos e irrigantes
endodonticos (Estrela et al., 2009; Wilson, 1996; Zehnder, 2006). A complexidade
anatdbmica do canal radicular € um dos grandes desafios durante a instrumentacéo,
o processo de desinfeccdo e eliminacdo do biofilme bacteriano. Estruturada em
biofilme, a bactéria € menos susceptivel aos agentes antimicrobianos do que a sua
forma planctbnica, portanto a escolha de uma solucdo irrigadora eficaz é
fundamental (Wilson, 1996).

O tratamento endoddntico, principalmente de canais infectados, necessita de
uma solucéo irrigadora que apresente uma série de propriedades que auxiliem o
profissional no preparo e desinfecgdo dos canais radiculares, tais como: facilitar a
acdo do instrumento endodéntico; alterar o pH do meio; controlar uma possivel
infeccdo em caso de pulpectomia; neutralizar o contetdo presente nas infeccées
endoddnticas; remover matéria organica (restos pulpares) e inorganica (detritos,
raspas dentinarias) da cavidade pulpar, permitir uma acao direta e intensa do agente
antimicrobiano com a microbiota endodéntica, apresentar compatibilidade biol6gica
com os tecidos periapicais (Estrela et al., 2004).

O hipoclorito de sodio pertence ao grupo dos compostos halogenados, sendo
gue seu emprego em Odontologia iniciou-se em 1792, quando foi produzido pela
primeira vez e recebeu o nome de Agua de Javele (Estrela et al., 2004). A solucéo é
usada como irrigante na endodontia desde 1920 por apresentar propriedades
fundamentais como um largo espectro de acado, efeito antimicrobiano (contra
esporos e virus) e dissolugcédo de matéria organica vital ou necrotica (Zehnder, 2006).
No entanto sua interacdo com a dentina pode levar a perda na imunorreatividade do
colageno tipo |, levando ao comprometimento de sua estrutura (Haapasalo et al.,
2007).

O mecanismo de acéo do hipoclorito de sodio causa alteracdes biossintéticas

no metabolismo celular e destruicdo de fosfolipidios, formacdo de cloraminas que
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interferem no metabolismo celular, acdo oxidativa com inativacdo enziméatica
irreversivel na bactéria e degradacdo acida de lipidios e gorduras (Estrela et al.,
2002). Porém a efetividade do irrigante depende fundamentalmente do contato direto
com 0s microorganismos, o volume do irrigante, o tempo de acédo e o protocolo de
irrigacéo (Estrela et al., 2003; Zhender, 2006; Haapasalo et al., 2010).

A irrigacéo do canal radicular deve manter um equilibrio entre a efetividade e
a seguranca. O protocolo tradicional é realizado levando-se o irrigante ao interior do
canal por meio de seringas conectadas a agulhas de diferentes modelos. A ponta
dessa agulha é colocada a 2 ou 3 mm do comprimento de trabalho e o irrigante é
liberado de acordo com a presséo exercida pelo operador no émbolo da seringa. No
entanto, se a agulha for colocada travada na porgéo apical ou se a pressao sobre a
seringa nao for cuidadosamente controlada, a chance de extrusdo dessa solucéo
aumenta, podendo resultar em um grave acidente (Hockett et al., 2008).

Recentemente, 0 uso de protocolos de irrigagdo com pressdo negativa tem
sido relatado apresentando resultados superiores aos da pressao positiva. Esses
sistemas sdo apresentados como uma maneira mais segura e efetiva de irrigacao,
alcancando melhor controle microbiano quando comparados aos tradicionais
(Haapasalo et al., 2010; Hockett et al., 2008; Nielsen & Baumgartner, 2007).

O EndoVac (Discus Dental, Culver City, CA) é comercializado como um
sistema de irrigacdo com pressao negativa que combina uma ponta master que leva
o irrigante a cavidade de acesso enguanto uma macro e uma microcanula levam a
mesma solugéo para o interior do canal radicular e tiram por meio da mangueira de
succao. O sistema € ligado a uma bomba de succao de alta poténcia, a qual
possibilita o fluxo do liquido em presséo negativa. Ha evidéncias de que, comparado
ao sistema tradicional de irrigacdo com agulha, o EndoVac esta consideravelmente
menos relacionado com o extravasamento de solugcdo para a regido periapical e
além disso, o fluxo reverso de irrigante promove uma melhor limpeza da porgéo
apical do canal radicular no comprimento de trabalho e com reduzido nivel de dor
pos-operatoria (Gondim et al.,2010; Haapasalo et al.,2010).

Devido & uma complexa anatomia interna, mesmo com o uso de instrumentos
rotatorios com variadas flexibilidades e conicidades e com o emprego dos mais
variados agentes irrigantes, estudos ainda mostram que existem diversas superficies
e areas irregulares no sistema de canais radiculares que continuam sem limpeza, e

consequentemente contam com a presenca de debris e bactérias (Peters et al.,
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2001). Varios estudos in vivo e in vitro tém mostrado entdo, a irrigacéo ultrassénica
como importante coadjuvante para a remocao de debris de &reas que o instrumento
rotatorio ou a irrigacao passiva ndo tem alcancado (Goodman et al., 1985; Gustarts
et al., 2005; Van Der Sluis et al., 2007).

Apesar dos resultados promissores da pressdo negativa na sanificacdo do
canal radicular apresentados até o momento, poucos estudos foram desenvolvidos
em relacdo a acao do sistema EndoVac sobre o biofilme. O alto indice de insucesso
nos casos de tratamentos endoddnticos de dentes infectados, em torno de 40%
(Pinheiro et at.,2003), nos estimula na busca de estratégias de sanificacdo de canais
radiculares tdo eficazes quanto seguros para os tecidos que circundam o canal
radicular.

Portanto o objetivo deste trabalho foi comparar o efeito antibacteriano de
protocolos de irrigacao (pressao positiva, negativa e ultrassonica passiva), ultilizando
hipoclorito de so6dio a 2,5%, associados ao preparo do canal radicular com

instrumentos de niquel-titanio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

Comparar o efeito antibacteriano de protocolos de irrigacéo (presséo positiva,
negativa e ultrassonica passiva), ultilizando hipoclorito de sodio a 2,5%, associados

ao preparo do canal radicular com instrumentos de niquel-titanio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Observar se o uso do protocolo de irrigacdo negativa com o hipoclorito

de sédio a 2,5% pode levar a uma reducéo bacteriana.

2) Verificar se a irrigagéo ultrassonica passiva tem efetividade na redugao
bacteriana em analise por densidade 6ptica em espectofotometria.
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3. METODOLOGIA

O estudo teve inicio apos aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias (C.A.A.E. n° 19811113.0.0000.5083).

Preparo dos dentes

Quinze dentes humanos anteriores superiores unirradiculares extraidos e
cedidos por pacientes, maiores de 18 anos, atendidos na Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal de Goids e com indicacdo de exodontia por motivo
periodontal ou protético foram selecionados para o estudo. Foram excluidos dentes
com obliteracdo do canal radicular e com dilaceracdo da raiz. Os dentes extraidos
foram acondicionados em frasco contendo solucdo de timol 0,2%. ApGs remocao
deste meio, foram imersos em hipoclorito de sodio 5% (Fitofarma, Lt. 20442,
Goiania, GO, Brasil) por 30 minutos para remocao de tecidos organicos. Foram
realizadas radiografias periapicais dos dentes nos sentidos vestibulo-lingual e
proximo-proximal, utilizando-se filme radiografico (Eastman Kodak Comp., USA)
para confirmar presenca de um Unico canal e auséncia de variagdes anatdomicas.

Foram preparadas cavidades de acesso padrdo e a paténcia do canal foi
alcancada com lima tipo K-flex #15 (Maillefer, Ballaigues, Switzerland), comprovado
pela visualizagdo direta da ponta da lima no forame apical. O diametro anatdémico
dos canais foi padronizado a partir do preparo inicial com limas tipo K-flex #15 e #20
(Maillefer, Ballaigues, Switzerland). O preparo dos tercos cervical e médio foi
realizado com os instrumentos #25.10/#25.08/#25.06 e #25.04. O terco apical foi
instrumentado com os instrumentos BioRace na sequéncia #35.04 e #40.04 sendo
cada um utilizado em apenas cinco canais radiculares. Os canais radiculares foram
irrigados com 3 mL de NaOCI 2,5% a cada troca de lima.

Posterior ao preparo do canal radicular, sob continuo jato de ar/agua, as
coroas foram removidas com broca laminada Endo-Z (Maillefer, Ballaigues,
Switzerland) em alta rotagdo, num angulo de 90° com o longo eixo do dente, e os
comprimentos radiculares padronizados em 16 mm. Os canais foram secados com
cones de papel absorvente e preenchidos com EDTA 17% (pH 7.2 — Formula e
Acao, Sao Paulo, SP, Brasil) por 3 minutos para remocéo da smear layer. Os dentes

foram autoclavados por 30 minutos a 120° C.
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Delineamento

Os dentes foram montados em uma plataforma experimental de forma a
permitir a inoculacdo do marcador biologico. A porcao coronéaria do canal radicular
de cada dente foi conectada a um tubo Eppendorf de polipropileno de 1,5mL (Cral,
Sé&o Paulo, SP, Brasil) que teve o fundo removido para adaptacdo da porcao cervical
da raiz (ilustracdo A da figura 1). Um adesivo cianoacrilato (Super Bonder, Itapevi,
SP, Brasil) foi utilizado para prevenir infiltracdo na conexdo, que ainda foi
inteiramente coberta com duas camadas de esmalte de unha (Max Factor,
Cosmetics and Fragrances, London, UK). Os espécimes (dentes acoplados com os
tubos de polipropileno) foram esterilizados em hipoclorito de sédio 5% por 30
minutos. Posteriormente, cada dente foi acoplado a um frasco de 20mL contendo
10mL do meio de cultura (BHI) de forma que a porcéo apical da raiz permanecesse
submersa durante todo o periodo de inoculacdo (ilustracdo C da figura 1). Para
assegurar a esterilizagdo, o aparato teste foi incubado a 37°C por 24 horas.

Decorrido o periodo, nenhum crescimento bacteriano foi observado.

Figural- A) Raiz acoplada ao fundo do Eppendorf. B) Vista superior do

interior da montagem. C) Plataforma montada.
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Indicador biolégico

Foi utilizada uma cepa referéncia de Enterococcus faecalis (ATCC
29212) obtida da American Type Culture Collection. A cepa bacteriana foi inoculada
em 7 mL de infusdo cérebro coragdo (BHI; Difco Laboratories, Detroit, Mi, USA) e
incubada a 37°C por 24 horas. Vinte e quatro horas antes da inoculagdo dos dentes,
as bactérias foram novamente cultivadas, na superficie do agar infusdo cérebro
coracao (BHI; Difco Laboratories), seguindo as mesmas condi¢cdes de incubacéo. O
in6culo bacteriano foi obtido pela resuspensdo das células em solugdo salina em
uma concentracéo final de aproximadamente 3X108 células mL?, ajustada para o
padréo turbidez 1 de McFarland.

Para contaminacdo das amostras, 5 mL do BHI esterilizado foram misturados
a 5 mL da suspensao bacteriana, e o grupo experimental e controle positivo foram
inoculados com E. faecalis por 60 dias, usando seringas esterilizadas com volume
suficiente para preencher o canal radicular. Este procedimento foi repetido a cada 72
horas, sempre utilizando cultura pura com 24 horas de preparo e ajustada ao padréao
1 de McFarland. Os dentes foram mantidos em estufa microbioloégica a 37°C.

Apos o periodo de formagédo do biofilme, os canais foram secados e
preenchidos com &agua destilada. Pontas de papel esterilizadas n. 40 (Tanari,
Tanariman Indastria Ltda., Manacaru, AM, Brasil) foram introduzidas dentro do canal
radicular e mantidas por 3 minutos para coleta da amostra. Cada amostra foi
coletada utilizando trés pontas de papel. As pontas foram individualmente imersas
em 7 mL de BHI adicionado com neutralizantes [(Tween 80 e tiossulfato de sddio
(P.A., Laboratério Art, Campinas, SP, Brasil)] em concentracbes apropriadas,
seguida pela incubacdo a 37°C por 48 horas. Depois de verificado o crescimento
bacteriano, 0s grupos experimentais foram preparados.

Inicialmente, as raizes foram removidas das plataformas, tiveram seus
forames vedados com resina acrilica e, posteriormente, foram aleatoriamente
divididas em trés grupos experimentais e dois grupos controle, cada grupo com trés
raizes preparadas (n=3), de acordo com a técnica de irrigacao testada, da seguinte

forma;
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Grupo 1: Preparo automatizado do canal radicular (PACR) + Irrigagdo com pressao
negativa (IPN) + Hipoclorito de sédio 2,5%;

Grupo 2: PACR + Irrigacdo com pressao positiva (IPP) + Hipoclorito de sédio 2,5%;
Grupo 3: PACR + Irrigacéo ultrassonica passiva (PUI) + Hipoclorito de sodio 2,5%;
Grupo 4: Controle negativo;

Grupo 5: Controle positivo.

Os grupos experimentais foram preparados com o sistema RaCe (FKG
Dentaire, Swiss Dental Products, La Chaux-de-Fonds, Swiss) na sequéncia #45.02,
#50.04, #55.02 e #60.02 sendo cada um utilizado em apenas cinco canais.

No grupo 1 o sistema EndoVac (Discus Dental, Culier City, CA, USA) foi
utilizado de acordo com as recomendac¢fes do fabricante. A irrigacao foi realizada
durante todo o preparo com a ponta master do dispositivo acoplada a seringa, ligada
a um sistema de sucg¢do a vacuo. Uma irrigacao inicial com 10 mL da solucdo
testada foi realizada com a ponta master posicionada na entrada do canal radicular
antes e apos instrumentacdo com a Race #45.02. ApOs a instrumentacdo com a
Race #50.02 e #55.02, a irrigacdo foi realizada utilizando-se a macrocanula. A
macrocanula, com calibre ISO n. 55 e conicidade 02 foi acoplada a peca de mao em
titnio e posicionada no comprimento 10,5mm permanecendo por 30 segundos com
irrigacdo continua promovida pela seringa de irrigacdo do sistema. Apos
instrumentacdo com a Race #60.02, a irrigacdo foi realizada utilizando-se a
microcanula, com diamentro 0,32mm acoplada a uma peca digital de titanio,
colocada no comprimento de trabalho e mantida em posicdo por 6 segundos,
recuada 2mm e mantida nesta posi¢cdo por mais 6 segundos, mais 6 segundos no
comprimento de trabalho. O tempo descrito em todas as fases de irrigacdo é
indicado pelo fabricante, e ap6s a finalizacdo de cada fase é marcado e anotado o
volume de irrigante utilizado. O sistema EndoVac esté ilustrado na figura 2. Apés o
preparo, o canal radicular foi secado com ponta de papel absorvente n. 60
esterilizada e o ciclo da microcanula foi realizado com EDTA 17% que foi mantido no
canal por um periodo de 3 minutos. Posteriormente, um ciclo final foi realizado com

a solucéao testada.
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Figura2 - Foto ilustrativa do sistema EndoVac. A. Dispositivo acoplado a

bomba de succéo; B. Ponta Master; C. Microcanula; D. Dispositivo digital de

titanio; E. Macrocanula; F. Peca de mao em titanio.

Figura 3 — Esquema do preparo dos grupos referente ao sistema EndoVac.

Irrigagdo com
Macrocanula — 10 Race#60/0.02
mm/30s

Total de irrigante -
36ml

Irrigagdo com Repeticdo do ciclo
Race#55/0.02 Microcanula - da Microcanula com
15mm/6s irrigante

Irrigagdo com ponta
Master

Irrigagdao com Irrigagao com
Race#45/0.02 Macrocanula — 10 Microcanula -
mm/30s 13mm/6s

3ml de EDTA 17%
por 3 minutos

Irrigagao com ponta Irrigagao com Secagem do canal
Master — 10 Race#50/0.04 Microcanula - com ponta de papel
mm/30s 15mm/6s esterelizado #60




19

ApOs o preparo da primeira amostra foi verificado que um total de 36 mL de
hipoclorito de sédio 2,5% foi utilizado e esse volume foi mantido para todos os
protocolos subsequentes, como mostra a figura 3.

No grupo 2 a irrigacdo convencional foi realizada com seringa Ultradent 5mL e
canula de irrigacao Navitips (Ultradent Products Inc. 505 West 10200, South, South
Jordan, UT 84095) com diametro de 0,30mm posicionada em 12mm. Apos o
preparo, o canal radicular foi seco com ponta de papel absorvente 60 esterilizada e
irrigado com 3 mL de EDTA 17% mantido sob agitacdo com um instrumento lentulo
(Maillefer, Ballaigues, Switzerland) acionado a motor de baixa rotacdo por 1 minuto,
e mantido em repouso por 2 minutos, completando um total de 3 minutos. Apés esse
periodo, o canal foi irrigado com a solucéo teste.

Figura4 - Esquema do preparo dos grupos referente ao modelo

convencional de irrigacao.

5ml do irrigante Race#60/0.02

NaviTip a 3mm do
CT (12mm) - 10ml Race#55/0.02 5ml do irrigante
do irrigante

Secagem do canal
Race#45/0.02 5ml do irrigante com ponta de papel
esterelizado #60

Total de irrigante -
36ml

3ml de EDTA 17%
por 3 minutos

5ml do irrigante Race#50/0.04

6ml de irrigante

No grupo 3 os canais radiculares foram preparados da mesma maneira do
grupo de irrigacdo convencional. No entanto, na irrigacdo posterior ao ultimo
instrumento, a solucao foi agitada pela ponta ultrassénica E1-Irrisonic (Helse Dental
Tecnology, Santa Rosa de Viterbo-SP, Brasil), acoplada ao Ultrassom EMS Piezon
Master 200 (EMS, Séo Bernardo do Campo-SP, Brazil), ajustada a poténcia de 20%.
A ponta ultrassonica foi posicionada no comprimento de trabalho e ativada por 30
segundos com o cuidado de n&o tocar as paredes do canal radicular. Os canais

foram secados com pontas de papel absorventes e irrigados com 3ml de EDTA 17%
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que foi agitado por 30 segundos com a ponta ultrassOnica e mantido em repouso 2
minutos e 30 segundos, totalizando um tempo de 3 minutos, ap6s o qual o canal foi

novamente irrigado com a solucéo de hipoclorito de sddio 2,5%.

Figura5- Esquema do preparo dos grupos referente ao sistema de irrigacao
ultrassdnica passiva(PUI).

10ml de irrigante

Race#45/0.02

5ml de irrigante com

irrigacao
convencional

5ml de irrigante com
irrigagao
convencional

Race#55/0.02

5ml de irrigante com
irrigagao
convencional

Race#50/0.04

Race#60/0.02

5ml de irrigante com
agitagdo ultrassonica
passiva - 30s

Secagem do canal
com ponta de papel
esterelizado #60

3ml de EDTA 17%
com agitagao
ultrassonica passiva
-30s

Total de irrigante -
36ml

6ml de irrigante

Manutengdo do
EDTA agindo por
2m30s

Figura6 — Foto ilustrativa do ultrassom utilizado para acionar a ponta
Irrisonic (PUI).
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O grupo 4, controle positivo, foi utilizado para verificar a viabilidade bacteriana
em todo o experimento e o controle negativo, grupo 5, o efeito da esterilizacdo das
amostras. Desta forma, durante um periodo de 60 dias de contamina¢cédo dos canais
radiculares, trés dentes ndo contaminados foram deixados incubados a 37°C, como
um controle asséptico, e trés dentes foram contaminados com E. faecalis, em
condi¢des atmosféricas similares as descritas anteriormente.

Apoés o preparo, todos os dentes foram submetidos a coleta microbioldgica.
Os canais radiculares foram secados e preenchidos com agua destilada esterilizada
e cada amostra foi coletada utilizando trés pontas de papel absorvente as quais
foram imersas em 7 mL de BHI, adicionado de neutralizantes [(Tween 80 e
tiossulfato de sodio (P.A., Laboratoério Art, Campinas, SP, Brasil)] em concentracdes
apropriadas, seguida pela incubacdo a 37°C por 48 horas. Decorridas 72 horas,
nova coleta foi realizada de maneira idéntica a descrita previamente.

O crescimento bacteriano foi verificado pela andlise visual da turbidez do meio
de cultura e entdo analisada sob espectrofotometria UV em periodos de 20 minutos
e 72 horas. Posterior a avaliacdo das mudancas do meio de cultura, um indculo de
0,1 mL obtido do meio foi transferido para 7mL de BHI e subsequentemente
incubado a 37°C por 48 horas. A coloracdo Gram da cultura BHI foi usada para
verificacdo da contaminacao por E. faecalis. Todas as coletas foram realizadas sob
condi¢cBes assépticas. As analises estatisticas dos dados foram feitas pela Analise
de Variancia (ANOVA), para avaliar diferencas significantes entre os grupos. O nivel

de significancia foi 5%.
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4. ANALISE ESTATISTICA

A média e o desvio padrdo da coleta inicial, coleta de 20 minutos e coleta de
72 horas foram obtidos. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA
para medidas repetidas, post hoc Bonferroni. Foram considerados significativos
valores de p < 0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistical
Package for the Social Sciences, versédo 20 (SPSS, Chicago, IL).
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5. RESULTADOS

Os resultados estdo descritos na tabela 2. A analise antibacteriana dos
protocolos de irrigacdo (pressao positiva, pressdo negativa, ultrassonica passiva),
com hipoclorito de sodio 2,5% ndo demonstrou efetividade em dentina infectada por

Enterococus Faecalis em 60 dias.

Tabelal— Média e desvio padréo dos valores de analises das densidades 6pticas associadas ao

numero de bactérias obtidos na coleta inicial, decorridos 20 min. e 72 h.

Coleta Coleta imediata Coleta
inicial (20 min) de72h *
Xts Xts Xts
0,277 0,078 + 0,134° 0,018 +
1 0,0072 0,026° ,000
0,291 + 0,000 + 0,000° 0,127 +
2 0,0632 0,1942 ,046
0,258 + 0,000 + 0,000° 0,009 +
3 0,076 0,009 ,004

X: média. S: desvio padrdo. *ANOVA para medidas repetidas, post hoc Bonferroni. Letras
iguais nas linhas indicam diferenca néo significativa (p > 0,05). Letras diferentes nas linhas indicam

diferenca significativa (p < 0,05).

Tabela 2 — Eficacia antimicrobiana dos protocolos de irrigacdo em canais radiculares humanos

infectados por E. faecalis.

Protocolo 20 min Média/SD da 72 h Média/SD da
densidade 6tica do densidade 6tica do
meio meio
G1 + - - 0,078 + 0,134b --- 0,018 + 0,026"
G2 --- 0,000 + 0,000P +-- 0,127 + 0,1943b

G3 --- 0,000 + 0,000° --- 0,009 + 0,009°
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6. DISCUSSAO

Os protocolos de irrigacdo utilizados com hipoclorito de sodio 2,5% (presséo
positiva, pressdo negativa, ultrassonica passiva) em canais radiculares infectados
com Enterococcus faecalis por 60 dias ndo eliminaram completamente as bactérias,
contudo verificou-se reducao em todos os grupos avaliados.

O E. faecalis apresenta capacidade de sobreviver e crescer nos tubulos
dentinarios e reinfectar canais radiculares obturados. A espécie tem a habilidade de
invadir tubulos dentinarios e aderir ao colageno tipo 1 imobilizado na presenca do
serum humano. Love (2001) mostrou que a invasdo dentinaria pelo E. faecalis foi
reduzida na presenca do serum, mas nado inibida, e a adesdo ao colageno foi
reforcada. O fator de viruléncia da bactéria na falha do dente tratado
endodonticamente pode estar relacionada a sua habilidade de manter a capacidade
de invadir tibulos dentinarios e aderir ao colageno na presenca de serum humano.
O E. faecallis também tem a habilidade de se adaptar a mudancas ambientais do
canal radicular apds o tratamento endoddntico e permanecer como um patégeno no
sistema de canais radiculares tornando a sua eliminacdo dificil, estando assim
relacionado com as infec¢des secundarias, (Buck et al., 2001; Portenier et al., 2003;
Sedgley et al., 2005; Estrela et al.,, 2007; Duggan, Sedgley, 2007; Estrela et al.,
2009), e por esses motivos € que a espécie foi selecionada como referéncia para o
estudo.

Estrela et al.,(2009) realizaram estudo in vitro com a proposta de
desenvolver um biofilme padrao viavel para estudos em estratégias antimicrobianas.
Foi obtido um modelo de biofilme na dentina radicular humana com 60 dias de
desenvolvimento sob baixa oxigenacdo e ambiente rico em nutriente. Concluiram
qgue tal modelo parece ser viavel para os estudos que visam criar estratégias
antimicrobianas, e permitir um satisfatério tempo de colonizacdo de espécies
microbianas selecionadas com propriedades de viruléncia e aderéncia.

No presente estudo dentes humanos extraidos foram utilizados para simular o
ambiente clinico (Love 2001; Peters et al., 2001; Vivacqua-Gomes et al., 2005). A
dentina foi o substrato primario utilizado para a adeséo bacteriana, e sua interagédo
com os irrigantes vem sendo mostrada (Buck et al., 2001; Portenier et al., 2003;
Estrela et al.,, 2007; Haapasalo et al.,2007; Estrela et al., 2009). Durante o

experimento, ndo houve a intencdo de criar um sistema aberto ou fechado do forame
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apical, pois ndo havia a intengao de avaliar a diferenca de limpeza entre os tergos. O
principal objetivo foi avaliar a habilidade de eliminar o E. faecalis do canal radicular
pelos trés protocolos.

Dentre os protocolos de irrigacdo utilizados optou-se pela irrigagdo com
pressdo negativa, pressao positiva e irrigagao ultrassonica passiva. O sistema com
pressdo positiva é o mais utilizado em funcdo da sua simplicidade (Miller,
Baumgartner; 2010), além de ser considerado o protocolo tradicional que leva o
irrigante ao interior do canal por meio de seringas conectadas a agulhas de
diferentes modelos. A ponta dessa agulha é colocada a 3 mm do comprimento de
trabalho e o irrigante é liberado de acordo com a pressao exercida pelo operador no
émbolo da seringa, realizando movimentos curtos de vaivém respeitando o limite
maximo de penetracdo da agulha em 13 mm (Hocket et al., 2008; Desai, Himel,
2009; Brito et al., 2009; Gondim Jr et al., 2010; Miller, Baumgartner, 2010).

O protocolo de irrigagdo com pressao negativa utiliza um sistema de sucgao
de alta poténcia, o que permite irrigacdo com elevado volume de solucéo irrigante.
Tem sido mostrado que este sistema introduz um fluxo de irrigante mais
profundamente no canal radicular, o qual favorece melhor limpeza comparada ao
protocolo de irrigacdo convencional (Nielsen, Baumgartner, 2007). Porém, observa-
se que o protocolo de irrigagcdo com pressao negativa (sistema Endovac) utilizado no
presente estudo apresentou falha na adaptacdo da ponta master com a seringa
usada para levar o irrigante ao interior do canal.

Pawar et al. (2012) desenvolveram um estudo clinico prospectivo,
randomizado, controlado, para determinar se o uso da irrigagdo com EndoVac era
mais eficiente comparada com a agulha padréo de irrigacdo na obtencéo de canais a
partir dos quais as bactérias ndo pudessem ser cultivadas. Os resultados mostraram
qgue a eficacia antimicrobiana da irrigacdo com EndoVac foi comparavel com a da
irrigacéo padréo.

A irrigacdo ultrassdnica pode ser um importante aliado para a remogéo de
debris de areas em que o instrumento rotatério ou a irrigagdo ativa ou passiva nao
tenha tido acesso, sendo utilizada apOs a instrumentacdo e em casos de
retratamento endodoéntico. A solucéo é agitada por uma ponta ultrassbnica acoplada
ao Ultrassom (Goodman et al., 1985; Gustarts et al., 2005; Van Der Sluis et al.,
2007; Zuolo et al.,2009). Para Van Der Sluis et al., (2007), o termo “passiva” néo é

adequado para identificar o processo, uma vez que de fato ela € ativa. Na verdade,
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este termo esta relacionado a uma acdo sem corte da lima ultrassbnica ativada.
Durante a PUI o instrumento ndo é movimentado, pois 0 mesmo é mantido livre sem
se ajustar as paredes do canal radicular. Townsend e Maki (2009), em estudo in
vitro, concluiram que a ativacdo ultrassénica foi significativamente mais eficaz na
remoc¢ao de microorganismos no canal radicular quando comparada a irrigagcdo com

agulha e seringa e ao sistema EndoVac® (Discus Dental, Culver, CA , EUA).

A selecéo racional dos irrigantes, o volume e o fluxo adequado ao longo das
paredes do canal radicular é fundamental ao processo de sanificacdo (Siqueira et
al., 2002; Zehnder, 2006; Estrela et al., 2007; Hsieh et al., 2007; Tay et al.,2010;
Susin et al., 2010; De Gregorio et al., 2010; Case et al., 2012; Estrela et al.,2012). O
volume do irrigante esta diretamente relacionado a efetividade de desinfeccdo do
canal radicular (Sedgley et al., 2005; Susin et al., 2010; Howard et al., 2011), mas
poucos estudos descreveram qual o volume que pode ser levado quando
comparados pressao positiva e pressao negativa (Brunson et al., 2010). No presente
estudo, essa variavel foi padronizada, sendo que o mesmo volume de irrigante foi
utilizado para todos os grupos experimentais, de acordo com estudos prévios de
Shin et al. (2010) e Mitchell et al. (2010).

O hipoclorito de sbédio vem sendo usado ha décadas e apresenta
capacidade antibacteriana (Estrela et al., 2002, 2003; Zehnder, 2006; Haapasalo et
al., 2010; Case et al., 2012). Alguns cuidados devem ser tomados na selecdo do
hipoclorito de sodio. A solucéo foi preparada pouco tempo antes da sua utilizacdo na
concentracdo de 2,5%. Zou et al., (2010) avaliaram o efeito da concentracao, tempo
de exposicdo e temperatura na penetracdo do hipoclorito de sédio nos tabulos
dentinarios. A menor penetracdo (77um) foi medida apos incubacdo com NaOCI 1%
por 2 minutos a temperatura ambiente. A maior penetracao (300um) foi obtida com
NaOCI 6% por 20 minutos a 45°C. ApGs a penetracdo inicial durante os primeiros 2
minutos, a profundidade de penetracdo dobrou durante os proximos 18 minutos de
exposicdo. A temperatura teve um modesto efeito dentro de cada grupo na
profundidade de penetracdo e, na maior parte dos casos, nao foi estatisticamente
significante. A profundidade de penetracdo aumentou com o0 aumento da
concentracédo do hipoclorito, mas as diferencas foram pequenas. Dentro do mesmo
tempo em cada grupo, a profundidade de penetracdo com NaOCl 1% foi

aproximadamente 50%-80% do valor da solugéo a 6%.
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O mecanismo de agdo antimicrobiana do hipoclorito de sddio foi previamente
discutido por Estrela et al. (2002). Entre as reacfes quimicas que se desenvolvem
entre o tecido organico e o hipoclorito de soédio, verificam-se as reacfes de
saponificacdo, de neutralizacdo de aminoacidos e de cloraminacédo. O hipoclorito de
sédio também expressa sua efetividade antimicrobiana a partir do elevado pH da
solucdo (acao de ions hidroxila). O elevado pH do hipoclorito de sodio interfere na
integridade da membrana citoplasmatica, alteracdes biossintéticas no metabolismo
celular e degradacéao fosfolipidica observada com a peroxidacéo lipidica. Observa-se
qgue o hipoclorito de sédio atua como solvente de matéria organica e de gordura,
transformando esses acidos graxos (6leos e gorduras) em sais de &cidos graxos
(sabao) e glicerol (alcool), o que reduz a tenséo superficial da solugdo remanescente
(explicada na reacdo de saponificacdo). O hipoclorito de sodio (hidréxido de sédio)
neutraliza aminodcidos formando agua e sal (interpretada na reacdo de
neutralizacdo de aminoacidos) e degrada acidos graxos. Com a saida dos ions
hidroxila ocorre a reducdo do pH da solugdo remanescente. O acido hipocloroso,
guando em contato com a matéria organica age como solvente, libera cloro nascente
que em contato com proteinas do grupo amina, forma as cloraminas (reacdo de
cloraminacdo). O acido hipocloroso (HOCI-) e os ions hipoclorito (OCI-) tem a
capacidade de hidrolisar e degradar aminoacidos. A reacéo de cloraminacéo entre o
cloro e o grupamento amina (NH2) dos aminoacidos, com a formacédo de cloraminas
interfere  no metabolismo celular. O cloro (oxidante forte) apresenta acéo
antimicrobiana através da inibicdo enzimatica bacteriana, a partir da oxidagao
irreversivel dos grupos SH (grupo sulfidrila) de enzimas bacterianas essenciais. Em
sintese, o elevado pH do hipoclorito de sédio interfere na integridade da membrana
citoplasmatica, promove alteracbes biossintéticas com inibicdo enzimatica
irreversivel (acdo oxidante). Com a formac&o de cloraminas ocorre interferéncia no
metabolismo celular, com oxidacéo irreversivel do grupo sulfidrila (SH) de enzimas
bacterianas (cisteina). A dissolucdo de tecidos organicos pode ser verificada na
reacdo de saponificagdo quando o hipoclorito de sédio degrada &cidos graxos e
lipidios, resultando em sabé&o e glicerol.

O EDTA foi utilizado ao final do processo de irrigacdo, pois auxilia na remocao
da smear layer, o que potencializa o efeito antibacteriano do hipoclorito de sédio
(Khademi et al., 2006; Estrela et al.,2007; De Gregorio et al., 2010).
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Dentre as limitacdes do presente estudo, o biofiime utilizado foi de
monoespécie, sendo que a microbiota do canal radicular é polimicrobiana. Os dentes
utilizados foram incisivos centrais superiores, cujos canais radiculares tém um
expressivo didametro anatbmico em comparacdo com outros grupos dentarios. O
maior desafio dos profissionais é levar o irrigante em todas as superficies do canal
radicular, em um volume apropriado e intervalo de tempo que neutralize bactérias e
ajude os instrumentos a romper o biofilme, considerando a complexidade das
morfologias em todos 0s grupos dentarios.

O avanco da tecnologia resulta em diversas inovagdes que facilitam a limpeza
do canal radicular e podem melhorar a taxa de sucesso do tratamento endodontico.
No entanto, a relacdo custo-beneficio deve ser cuidadosamente analisada.
Pesquisas adicionais devem ser realizadas para definir novas diretrizes para o

tratamento das infec¢cdes endodonticas.
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7. CONCLUSAO

Baseado na metodologia utilizada e considerando as limitacdes do estudo
pode-se concluir que o emprego de irrigagdo em pressao positiva, pressao negativa
e irrigacao ultrassonica passiva, tendo como irrigante o hipoclorito de sédio a 2,5%
nao demonstrou total eliminacdo de bactéria posterior a coleta de 72 horas, porém
houve diminuicdo na quantidade de bactérias em todos os protocolos de irrigacéo
testados.
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ANEXO D - POTENTIAL ANTIMICROBIAL OF DIFFERENT IRRIGATION
PROTOCOLS IN INFECTED ROOT CANALS.

1 INTRODUCTION

Successful treatment of endodontic infections depends on several procedures
including sanitization and shaping of root canals (Nair et al., 2005; Estrela et al
2014). The environment favors the colonization of the root canal and therefore the
formation of a dense biofilm resistant to antimicrobials and often inaccessible to
endodontic instruments and irrigating (Wilson, 1996; Zehnder 2006; Estrela et al,
2009). The anatomical complexity of the root canal is a major challenge for the
instrumentation, the disinfection process and elimination of bacterial biofilms.
Structured biofilm bacterial is less susceptible to antimicrobial agents than their
planktonic form, so the choice of an effective irrigating solution is basic (Wilson,
1996).

Root canal treatment, especially of infected channels, you need a irrigating
solution put forward a number of properties that assist the professional in preparing
and disinfecting root canals, such as: facilitating the action of the endodontic
instrument; changing the pH of the medium; control a possible infection in case of
pulpectomy; neutralize this content in endodontic infections; remove organic matter
(pulp residues) and inorganic (debris, dentinal shavings) of the pulp cavity, allowing a
direct and intense action of the antimicrobial agent with the endodontic microbiota
present biological compatibility with the periapical tissues (Estrela et al., 2004).

Sodium hypochlorite belongs to the group of halogenated compounds, and
their use in dentistry began in 1792, when it was first produced and received the
Javele Water name (Estrela et al., 2004). The solution is used as irrigating in
endodontics from 1920 to present fundamental properties as a broad spectrum of
action, antimicrobial effect (against spores and viruses) and dissolution of vital
organic matter or necrotic (Zehnder, 2006). However its interaction with dentin can
lead to loss in type | collagen immunoreactivity leading to compromises of its
structure (Haapasalo et al., 2007).

The mechanism of action of sodium hypochlorite causes biosynthetic
alterations in cellular metabolism and phospholipid destruction, chloramines

formation that interfere with cellular metabolism, oxidative action with inactivation
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irreversible enzyme in bacteria and acid degradation of lipids and fats (Estrela et al.
2002). But the effectiveness of irrigating fundamentally depends on direct contact
with the microorganisms, the irrigator volume, the time of action and the irrigation
protocol (Estrela et al. 2003; Zhender, 2006; Haapasalo et al., 2010).

The irrigation of the root canal must maintain a balance between effectiveness
and safety. The traditional protocol is carried out taking the irrigating the interior
channel through the syringe needle connected to different models. The tip of this
needle is placed to 2 or 3 mm of working length and irrigant is released according to
the pressure exerted by the operator on the plunger of the syringe. However, if the
needle is placed in the apical portion locked or if the pressure on the syringe is not
carefully controlled, the chance of extrusion of the solution increases, which may
result in a serious accident (Hockett et al., 2008).

Recently, the use of negative pressure irrigation protocols have been reported
to show results superior to the positive pressure. These systems are presented as a
safe and effective way of irrigation, reaching best microbial control when compared to
traditional (Haapasalo et al, 2010;. Hockett et al, 2008;. Nielsen & Baumgartner,
2007).

The EndoVac (Discus Dental, Culver City, CA) is marketed as a negative
pressure irrigation system that combines a master irrigator tip that leads the access
cavity while a macro and a microcannula take the same solution into the root canal
and draw through the suction hose. The system is connected to a high-power suction
pump, which allows the flow of fluid under negative pressure. There is evidence that,
compared to traditional irrigation system with a needle, the EndoVac is considerably
less related to extravasation solution periapical region and further, the reverse flow of
irrigant promotes better cleaning of the apical portion of the root canal length work
and a low level of post-operative pain (Gondim et al, 2010;. Haapasalo et al., 2010).

Due to a complex internal anatomy, even with the use of rotary instruments
with various flexibilities and tapers and with the use of various irrigation agents,
studies also show that there are several surfaces and uneven areas in the root canal
system that still without cleaning, and therefore rely on the presence of debris and
bacteria (Peters et al., 2001). Several in vivo and in vitro studies have shown then,
ultrasonic irrigation as an important adjunct to remove areas of debris that the
rotating device or passive irrigation has not reached (Goodman et al, 1985;. Gustarts
et al., 2005; Van Der Sluis et al., 2007).
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Despite the promising results of the negative pressure in the sanitization of the
root canal presented to date, few studies have been developed in relation to the
action of EndoVac system on the biofilm. The high failure rate in cases of endodontic
treatment of infected teeth, around 40% (Pinheiro et at., 2003), encourages us in the
pursuit of sanitation strategies of root canals as effective as safe for the tissues
surrounding the channel root.

Therefore the aim of this study was to compare the antibacterial effect of
irrigation protocols (positive pressure, negative and passive ultrasonic), using sodium
hypochlorite 2.5% associated with root canal preparation with nickel-titanium

instruments.

2 OBJECTIVES

2.1 General Objectives
Compare the antibacterial effect of irrigation protocols (positive pressure,
negative and passive ultrasonic), ultilizando sodium hypochlorite 2.5% associated

with root canal preparation with nickel-titanium instruments.

2.2 Specific Objectives

1) Observe the use of negative irrigation protocol with sodium hypochlorite at

2.5% can lead to a bacterial reduction.

2) Make sure the passive ultrasonic irrigation has effectiveness in bacterial

reduction in analysis by optical density in spectrophotometry.

3 METHODOLOGY
The study started after approval by the Ethics Committee of the Federal
University of Goias (CAAE No 19811113.0.0000.5083).

Preparation of teeth
Fifteen previous single-rooted extracted human teeth and transferred by
patients, upper then 18 years, attended the School of Dentistry, Federal University of
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Goias and extraction indication for periodontal reason or prosthetic were selected for
the study. Teeth were excluded obliteration of the root canal and disruption of the
root. The teeth were packed in flasks containing thymol solution 0.2%. After removal
of this medium, were immersed in 5% sodium hypochlorite (Fitofarma, Lt. 20442,
Goiania, GO, Brazil) for 30 minutes to remove organic tissues. Periapical radiographs
of the teeth were made in buccolingual directions and near-proximal, using
radiographic film (Eastman Kodak Comp., USA) to confirm the presence of a single
channel and no anatomical variations.

Standard access cavities and the patency of the canal were prepared was
achieved with K file-flex # 15 (Maillefer, Ballaigues, Switzerland), confirmed by direct
visualization of the file tip at the apical foramen. The anatomical diameter of the
channels was standardized from the initial preparation with K files-flex # 15 and # 20
(Maillefer, Ballaigues, Switzerland). The preparation of the cervical and middle thirds
was performed with instruments # 25.10 / 25.08 # / # 25.06 and # 25.04. The apical
third was instrumented with BioRace instruments owing # 35.04 and # 40.04 each
being used in just five root canals. Root canals were irrigated with 3 mL of 2.5%
NaOClI every file exchange.

After the root canal preparation under continuous jet of air / water, the crowns
were removed with laminated drill Endo-Z (Maillefer, Ballaigues, Switzerland) at high
speed at an angle of 90° with the long axis of the tooth, and standardized root lengths
16 mm. The canals were dried with absorbent paper points and filled with 17% EDTA
(pH 7.2 — Formula e Acéo, Séo Paulo, SP, Brazil) for 3 minutes to remove the smear

layer. The teeth were autoclaved for 30 minutes at 120° C.

Design

Teeth were mounted on an experimental platform to allow inoculation of the
biological marker. The coronal portion of the root canal of each tooth was connected
to a 1.5 mL Eppendorf tube of polypropylene (Cral, Sdo Paulo, SP, Brazil) had the
background removed for adjustment of the cervical portion of the root (illustration A of
Figure 1). Cyanoacrylate adhesive (Super Bonder, Itapevi, SP, Brazil) was used to
prevent infiltration of the connection, which was still entirely covered with two layers
of nail polish (Max Factor Cosmetics and Fragrances, London, UK). The specimens
(teeth engaged with polypropylene tubes) were sterilized in 5% sodium hypochlorite

for 30 minutes. Subsequently, each tooth was attached to a 20 mL flask containing
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10 ml of culture medium (BHI) so that the apical portion of the root remain
submerged throughout the feeding period (illustrated in figure 1 C). To ensure the
sterilization, the test apparatus was incubated for 24 hours at 37°C. After this period,

no bacterial growth was observed.

Biological indicator

A reference strains of Enterococcus faecalis (ATCC 29212) obtained from
American Type Culture Collection was used. The bacterial strain was inoculated into
7 ml of brain heart infusion (BHI; Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) and incubated
for 24 hours at 37°C. Twenty-four hours before inoculation of the teeth, the bacteria
were again grown on the surface of brain heart infusion agar (BHI; Difco
Laboratories) following the same incubation conditions. The bacterial inoculum was
obtained by resuspending the cells in saline in a final concentration of approximately
3X108 mlI? cells adjusted to 1 McFarland turbidity standard.

For contamination of the samples 5 ml of sterile BHI broth were mixed with 5
ml of the bacterial suspension and experimental group and positive control were
inoculated with E. faecalis for 60 days using sterile syringes with a sufficient volume
to fill the root canal. This procedure was repeated every 72 hours, always using pure
culture with 24 hours of preparation and set the standard 1 McFarland. The teeth
were kept in a microbiological incubator at 37°C.

After the period of formation of the biofilm, the canals were dried and filled with
distiled water. Sterile paper points n.40 (Tanari, Tanariman Industry Ltda.,
Manacaru, AM, Brazil) were introduced into the root canal and maintained for 3
minutes to sample collection. Each sample was collected using three paper points.
The tips were individually immersed in 7 ml of BHI with added neutralizing [(Tween
80 and sodium thiosulfate (PA Art Laboratory, Campinas, Brazil)] at appropriate
concentrations followed by incubation at 37°C for 48 hours. After the finding of
bacterial growth, the experimental groups were prepared.

Initially, the roots were removed from the platforms, had their foramina sealed
with acrylic resin and then were randomly divided into three experimental groups and
two control groups, each group with three roots prepared (n = 3), according to the
technique of irrigation tested as follows:

Group 1: Automated Root canal preparation (RCAP) + Irrigation with negative

pressure (IPN) + Sodium hypochlorite 2.5%;
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Group 2: RCAP + Irrigation positive pressure (IPP) + Sodium hypochlorite
2.5%;

Group 3: RCAP + passive ultrasonic irrigation (PUI) + Sodium hypochlorite
2.5%;

Group 4: negative control;

Group 5: Positive Control.

The experimental groups were prepared with RaCe system (FKG Dentaire,
Swiss Dental Products, La Chaux-de-Fonds, Swiss) following # 45.02, 50.04 #, #
55.02 and # 60.02 each being used in only five channels.

In group 1 the system EndoVac (Discus Dental Culier City, CA, USA) was
used according to manufacturer's recommendations. The irrigation was performed
during the preparation with the master device coupled to the tip of the syringe
connected to a vacuum suction system. An initial irrigation with 10 ml of the tested
solution was done with the master positioned at the entrance end of the root canal
before and after instrumentation with Race # 45.02. After instrumentation with Race #
50.02 and # 55.02, irrigation was performed using the macrocanula. The
macrocanula with 1SO caliber n. 55 and taper 02 is coupled to the handpiece and
positioned titanium 10.5mm in length during 30 seconds with continuous irrigation
system promoted by irrigation syringe. After instrumentation with Race # 60.02,
irrigation was performed using the microcannula with diamentro 0.32 mm coupled to
a digital piece of titanium placed in the working length and held in position 6 seconds,
and held in the retracted position 2mm for over 6 seconds plus 6 seconds working
length. The time described in all stages of irrigation is indicated by the manufacturer,
and after the completion of each phase is marked and annotated the volume of
irrigant used. The EndoVac system is illustrated in Figure 3. After preparation, the
root canal was dried with paper tip n. 60 and microcannula sterile cycle was carried
out with 17% EDTA which was maintained on the channel for a period of 3 minutes.
Followed by a final cycle was performed with the test solution.

After preparing the first sample was found that a total of 36 mL of 2.5% sodium
hypochlorite was used and this volume was maintained for all subsequent protocols,
as shown in Figure 4.

In group 2 the conventional irrigation was performed with 5 ml syringe
Ultradent and Nauvitips irrigation cannula (Ultradent Products Inc. 505 West 10200,
South, South Jordan, UT 84095) with a diameter of 0.30 mm set to 12mm. After
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preparation, the root canal was blotted dry sterile tip 60 and irrigated with 3 ml of
17% EDTA kept under stirring with a lentulo instrument (Maillefer, Ballaigues,
Switzerland) driven at low speed motor for 1 minute, and maintained at rest for 2
minutes completing a total of 3 minutes. After this period, the canal was irrigated with
the test solution.

In group 3 the root canals were prepared in the same manner as conventional
irrigation group. However, later in irrigation the last instrument, the solution was
stirred by the ultrasonic tip El-Irrisonic (Helse Dental Tecnology, Saint Rose of
Viterbo-SP, Brazil), coupled to the Ultrasound EMS Piezon Master 200 (EMS, Sao
Bernardo do Campo- SP, Brazil), adjusted to 20% power. The ultrasonic tip was
positioned in the length of work and on for 30 seconds with care not to touch the
walls of the root canal. The channels were dried with absorbent paper points and
irrigated with 3 ml 17% EDTA which was stirred for 30 seconds with ultrasonic tip and
kept at rest 2 minutes and 30 seconds, with a total time of 3 minutes after which the
channel was again flooded with the sodium hypochlorite solution at 2.5%.

Group 4, a positive control, was used to assess bacterial viability throughout
the experiment and the negative control, Group 5, the effect of sterilization of the
samples. Thus, during a period of 60 days of infection the root canal three teeth were
left uncontaminated incubated at 37°C as an aseptic control, and three teeth were
infected with E. faecalis in similar conditions to those described above atmospheric.

After preparation, all teeth were subjected to microbiological sampling. The
root canals were dried and filled with sterile distilled water and each sample was
collected using three absorbent paper points which were immersed in 7 ml of BHI
added neutralizing [(Tween 80 and sodium thiosulfate (PA Art Laboratory, Campinas,
Brazil)] at appropriate concentrations followed by incubation at 37°C for 48 hours.
After 72 hours a second test was performed in the same manner as described
previously.

Bacterial growth was checked by visual examination of turbidity of the culture
medium and then examined under UV spectrophotometry at times of 20 minutes and
72 hours. Subsequent evaluation of changes of the culture medium, an inoculum of
0.1 ml of the medium obtained was transferred to 7 ml of BHI and subsequently
incubated for 48 hours at 37°C. The Gram stain of BHI culture was used to check

contamination by E. faecalis. All samples were performed under aseptic conditions.
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Statistical analyzes of the data were made by analysis of variance (ANOVA) to
evaluate significant differences between groups. The significance level was 5%.

4 STATISTICAL ANALYSIS

The mean and standard deviation of the initial collection, 20 minutes collecting
and gathering 72 hours were obtained. Data normality was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov test. The difference between groups was evaluated by ANOVA
for repeated measures, post hoc Bonferroni. The significance level was p<0.05.
Statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences
software, version 20 (SPSS, Chicago, IL).

5 RESULTS

The results are shown in Table 2. The analysis of antibacterial irrigation
protocols (positive pressure, negative pressure, ultrasonic passive) with 2.5% sodium
hypochlorite has not been effective in infected dentin Enterococcus faecalis for 60
days.

Table 1 - Mean and standard deviation of the analytical values of the optical densities

associated with the number of bacteria obtained in the initial collection, after 20 min. and 72 hr.

Initial Immediate colect Colect
colect (20 min) of 72 h *
Xts X+tS X+S
0,277 0,078 + 0,134° 0,018 +
1 0,0072 0,026" ,000
0,291 + 0,000 + 0,000° 0,127 +
2 0,0632 0,1942 ,046
0,258 + 0,000 * 0,000 0,009 +
3 0,0762 0,009P ,004

X': average. S: standard deviation. * Repeated measures ANOVA, post hoc Bonferroni. Same

letters in lines indicate no significant difference (p> 0.05). Different letters on the lines indicate

significant difference (p <0.05).
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Table 2 - Antimicrobial efficacy of irrigation protocols in human root canals infected with E. faecalis.

Protocol 20 min Medium / SD 72 h Medium / SD
optical density of optical density of
the environment the environment

G1 + - - 0,078 + 0,134b --- 0,018 + 0,026°

G2 --- 0,000 + 0,000P + - - 0,127 + 0,1942b

G3 --- 0,000 + 0,000P --- 0,009 + 0,009°
6 DISCUSSION

Irrigation protocols used with sodium hypochlorite 2.5% (positive pressure,
negative pressure, passive ultrasonic) in root canals infected with Enterococcus
faecalis for 60 days not completely eliminated the bacteria, however there was a
reduction in all groups evaluated.

The E. faecalis has the capacity to survive and grow in the dentinal tubules
and reinfect filled root canals. The species has the ability to invade dentinal tubules
and adhere to collagen type 1 immobilized in the presence of human serum. Love
(2001) demonstrated that invasion by E. faecalis dentin was reduced in the presence
of serum, but not inhibited, and adhesion to collagen was enhanced. The bacterial
virulence factor in tooth treated endodontically failure may be related to its ability to
maintain the ability to invade dentinal tubules and adhere to collagen in the presence
of human serum. The E. faecallis also has the ability to adapt to environmental
changes of root canal after endodontic treatment and remain as a pathogen in the
root canal system making it difficult to eliminate and are thus associated with
secondary infections, (Buck et al. 2001; Portenier et al. 2003; Sedgley et al, 2005;.
Estrela et al, 2007;. Duggan, Sedgley, 2007;. Estrela et al, 2009), and for these
reasons is that the species was selected as reference for the study.

Estrela et al. (2009) conducted a study in vitro with the proposal to develop a
standard biofilm viable for studies on antimicrobial strategies. A biofilm model was
obtained in human root dentin 60 days development under low oxygen and nutrient
rich environment. They concluded that this model appears to be feasible for studies
aimed at creating antimicrobial strategies, and satisfactory time of colonization of

microbial species selected with virulence properties and adhesion.
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In the present study extracted human teeth were used to simulate the clinical
setting (Love 2001; Peters et al., 2001; Vivacqua-Gomez et al., 2005). The dentin
was the primary substrate used for bacterial adhesion, and its interaction with the
irrigation has been shown (Buck et al., 2001; Portenier et al. 2003; Estrela et al,
2007;. Haapasalo et al., 2007; Estrela et al., 2009). During the experiment, there was
no intention to create an open or closed the apical foramen system because there
was no intention to evaluate the difference in cleaning between thirds. The main
objective was to evaluate the ability of eliminating E. faecalis root canal by three
protocols.

Among the irrigation protocols used opted up by irrigation with negative
pressure, positive pressure and passive ultrasonic irrigation. The positive pressure
system is used as a function of its simplicity (Miller, Baumgartner, 2010), besides
being the traditional protocol leading to the interior of the irrigating channel through
syringe needles connected to different models. The tip of this needle is placed 3 mm
working length and the irrigator is released according to the pressure exerted by the
operator on the syringe plunger, performing short shuttle movements respecting the
maximum penetration of the needle 13 mm (Hocket et al, 2008;. Desai, Himel, 2009;
Brito et al, 2009;. Gondim Jr. et al, 2010;. Miller, Baumgartner, 2010).

Irrigation protocol uses negative pressure to a high powered suction system,
which enables irrigation with a high volume of solution irrigator. It has been shown
that this system introduces a further flow of irrigant from the root canal, which favors
better cleaning compared to conventional irrigation protocol (Nielsen, Baumgartner,
2007). However, it is observed that the irrigation protocol with negative pressure
(Endovac system) used in this study had failed master adaptation of the syringe tip
used to bring the inside of the channel irrigant.

Pawar et al. (2012) developed a clinical prospective, randomized, controlled,
to determine whether the use of irrigation with EndoVac was more efficient compared
to the standard needle in getting irrigation channels from which the bacteria could not
be grown. The results showed that the antimicrobial efficacy of irrigation EndoVac
was comparable with standard irrigation.

Ultrasonic irrigation can be an important ally for removing areas of debris in
the rotating device or the active or passive irrigation has not had access, and is used

after the instrumentation and in cases of endodontic retreatment. The solution is
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stirred by an ultrasonic tip attached to the ultrasound (Goodman et al, 1985;.
Gustarts et al, 2005;. Van Der Sluis et al, 2007;. Zuolo et al., 2009).

The rational selection of irrigators, the appropriate volume and flow along the
walls of the root canal is critical to the sanitization process (Siqueira et al, 2002;.
Zehnder, 2006; Estrela et al, 2007;.. Hsieh et al, 2007 ; Tay et al, 2010;. Susin et al,
2010;. De Gregorio et al, 2010;. Case et al, 2012;. Estrela et al, 2012). The irrigator
volume is directly related to the effectiveness of disinfection of the root canal (Baker
et al, 1975;. Sedgley et al, 2005;. Susin et al, 2010;.. Howard et al, 2011), but few
studies have described which volume that can be taken compared positive pressure
and negative pressure (Brunson et al., 2010). In the present study, this variable is
standardized, and the same volume of irrigant was used for all experimental groups,
according to previous studies Shin et al. (2010) and Mitchell et al. (2010).

Sodium hypochlorite has been used for decades and has antibacterial
capacity (Estrela et al, 2002, 2003;. Zehnder 2006; Haapasalo et al, 2010;. Case et
al, 2012.). Care should be taken in the sodium hypochlorite selection. The solution
was prepared shortly before use at a concentration of 2.5%. Zou et al., (2010)
evaluated the effect of the concentration, exposure time and temperature on the
penetration of sodium hypochlorite in the dentinal tubules. The lower penetration
(77um) was measured after incubation with 1% NaOCI for 2 minutes at room
temperature. The greatest penetration (300um) was obtained with 6% NaOCI for 20
minutes at 45°C. After initial penetration during the first 2 minutes, the depth of
penetration has doubled over the next 18 minutes of exposure. The temperature had
a modest effect within each group the penetration depth, and in most cases it was
not statistically significant. The depth of penetration increased with increasing
concentration of the hypochlorite, but the differences were small. Within the same
time within each group, the penetration depth with 1% NaOCI| was approximately
50%-80% of 6% solution.

The antimicrobial mechanism of action of sodium hypochlorite previously
discussed by Estrela et al. (2002). Among the chemical reactions that develop
between the organic material and sodium hypochlorite, there is the saponification
reaction, neutralization of amino acids and chloramination. Sodium hypochlorite also
expressed its antimicrobial effectiveness from high pH of the solution (action of
hydroxyl ions). The high pH of the sodium hypochlorite interfere with the integrity of

the plasma membrane, changes in cellular metabolism, biosynthesis and
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phospholipid degradation observed with lipid peroxidation. The sodium hypochlorite
is observed acts as a solvent of organic matter and fat, transforming these fatty acids
(fats and oils) fatty acid salts (soap) and glycerol (alcohol), which reduces the surface
tension of the remaining solution (explained in the saponification reaction). Sodium
hypochlorite (sodium hydroxide) amino acid neutralized to form water and salt
(played in the amino acid neutralization reaction), and degrade fatty acids. With the
removal of hydroxyl ions occurs reducing the pH of the remaining solution. The
hypochlorous acid when in contact with organic matter acts as solvent releases
nascent chlorine contact amine group of proteins, form chloramines (chloramination
reaction). Hypochlorous acid (HOCI-) and hypochlorite ions (OCI-) has the ability to
hydrolyze and degrade amino acids. Chloramination The reaction between chlorine
and grouping amine (NH2) of amino acids, with the formation of chloramines interfere
with cell metabolism. Chlorine (strong oxidant) has antimicrobial action through the
bacterial enzyme inhibition from the irreversible oxidation of SH groups (sulfhydryl
group) of essential bacterial enzymes. In summary, the high pH of sodium
hypochlorite interferes with the integrity of the cytoplasmic membrane, promotes
biosynthetic changes with irreversible enzyme inhibition (oxidant action). With the
formation of chloramines interference occurs in cellular metabolism, irreversible
oxidation of the sulfhydryl group (SH) of bacterial enzymes (cysteine). The dissolution
of organic tissue can be observed in the saponification reaction when sodium
hypochlorite degrades fatty acids and lipids, resulting in soap and glycerol.

EDTA was used at the end of the irrigation process, it assists in removing the
smear layer, which enhances the antibacterial effect of sodium hypochlorite
(Khademi et al., 2006; Estrela et al, 2007;.. De Gregorio et al 2010).

Among the limitations of this study, the biofilm was of monoespecie, and the
microbiota of the root canal is polymicrobial. The teeth were used maxillary central
incisors, whose root canals have a significant anatomical diameter compared to other
dental groups. The biggest challenge for professionals is to take the irrigator on all
surfaces of the root canal, in an appropriate volume and time interval that neutralizes
bacteria and help tools to break the biofilm, considering the complexity of
morphologies in all dental groups.

The advancement of technology results in several innovations that facilitate
the cleaning of the root canal and can improve the success rate of endodontic

treatment. However, the cost-benefit ratio should be carefully analyzed. Additional
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research is needed to define new guidelines for the treatment of endodontic

infections.

7 CONCLUSION

Based on the methodology used and considering the limitations of the study it
was concluded that the use of irrigation in positive pressure, negative pressure and
passive ultrasonic irrigation, with the irrigating sodium hypochlorite 2.5% did not
show complete elimination of the bacteria later collection 72 hours, there was a
decrease in the number of bacteria in all tested irrigation protocols.
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