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RESUMO 

 

Os microrganismos e seus produtos exercem papel fundamental nas patologias 
pulpares e perirradiculares e consequentemente no fracasso do tratamento 
endodôntico. Devido à dificuldade da completa limpeza e desinfecção durante o 
preparo biomecânico, protocolos de agitação na irrigação complementar devem ser 
considerados. Logo, o objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes protocolos de 
irrigação complementar com ou sem agitação, associados ou não à solução 
antimicrobiana, na redução de biofilme de E. faecalis. Para isso, 116 dentes 
unirradiculares humanos foram instrumentados pela técnica reciprocante (#50.05) e 
submetidos a tomogragrafia computadorizada de feixe cônico (TCFC). Após 
selamento apical, as amostras foram incluídas em microtubos e esterilizadas em 
autoclave. Os canais radiculares foram contaminados com inóculo de E. 
faecalis equivalente à escala 1 de McFarland, sendo realizada nova inoculação a cada 
24h por um período de 21 dias. Em seguida, as amostras foram então distribuídas por 
amostragem estratificada baseado em aspectos morfológicos (comprimento e 
volume), de acordo com a solução irrigante: PBS (n=48) e NaOCl 2,5% (n=48) e 
posteriormente de acordo com o protocolo de agitação: convencional por pressão 
apical positiva (PAP) (n=12); agitação com instrumento XP-Clean (XPC) (n=12); e 
agitação ultrassônica com potência de 10 (PUI 10%) (n=12), e 30% (PUI 30%) (n=12). 
Foram realizados dois grupos controle, sendo um controle positivo (n=12) para 
verificação do crescimento bacteriano e outro controle negativo (n=8) para verificar a 
esterilização. A análise quantitativa da redução microbiana foi realizada por meio da 
contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) (n=8). As análises qualitativas 
de adesão do biofilme as paredes do canal radicular e a viabilidade bacteriana, foram 
realizadas por meio de microscopia eletrônica de varredura (n=2) e microscopia 
confocal a laser associado a kit live/dead (n=2), respectivamente. Considerando-se a 
distribuição normal dos resultados, foi aplicado o teste ANOVA two-way com nível de 
significância de 5%. Os resultados demonstram que independente da solução 
utilizada, o grupo PAP apresentou os menores valores na redução microbiana, quando 
comparada aos grupos PUI 10% e 30% (p<0,005). O grupo XPC apresentou 
semelhança estatística ao grupo PUI 10% quando associada a solução PBS (p>0,005) 
e ao grupo PAP quando associada à solução de NaOCl 2,5% (p>0,005). O grupo PUI 
30% apresentou os maiores valores na redução microbiana, independente da solução 
empregada, quando comparado a todos os outros grupos (p<0,005). Diante disso, 
podemos concluir que todos os protocolos de irrigação complementar apresentam 
redução microbiana significativa comparado ao grupo controle positivo e o aumento 
da potência ultrassônica apresentou os maiores resultados de descontaminação.  
 

Palavras-chave: Endodontia; irrigação; irrigação ultrassônica; biofilme; Enterococcus 

faecalis.  



 
 
 

 

ABSTRACT 

Microorganisms and their products make a fundamental role in pulp and 
periradicular pathologies and, consequently, in the failure of endodontic treatment. 
Because of the difficulty of complete cleaning and disinfection during biomechanical 
preparation, agitation protocols in complementary irrigation should be considered. 
Therefore, the objective of the present study was to evaluate different protocols of 
complementary irrigation with or without agitation, associated or not to the antimicrobial 
solution, in the reduction of E. faecalis biofilm. For this, 116 single-rooted human teeth 
were instrumented by the reciprocal technique (# 50.05) and submitted to cone beam 
computed tomography (CBCT). After apical sealing, the samples were included in 
microtubes and sterilized in an autoclave. The root canals were contaminated with 
inoculum of E. faecalis equivalent to McFarland scale 1, with a new inoculation 
performed every 24 hours for a period of 21 days. Then, the samples were then 
distributed by stratified sampling based on morphological aspects (length and volume), 
according to the irrigating solution: PBS (n = 48) and 2.5% NaOCl (n = 48) and then 
according to the agitation protocol: conventional positive apical pressure (PAP) (n = 
12); agitation with the XP-Clean instrument (XPC) (n = 12); and ultrasonic agitation 
with power of 10 (PUI 10%) (n = 12) and 30% (PUI 30%) (n = 12). Two control groups 
were performed, a positive control (n=12) to verify bacterial growth and another 
negative control (n=8) to verify sterilization. Quantitative analysis of microbial reduction 
was performed by counting colony forming units (CFU) (n = 8). Qualitative analyzes of 
biofilm adhesion to root canal walls and bacterial viability were performed using 
scanning electron microscopy (n = 2) and confocal laser microscopy associated with a 
live/dead kit (n = 2), respectively. Considering the normal distribution of the results, the 
two-way ANOVA test was applied with a significance level of 5%. The results 
demonstrate that, regardless of the solution used, the PAP group had the lowest 
microbial reduction values when compared to the 10% and 30% PUI groups (p <0.005). 
The XPC group was statistically similar to the PUI 10% group when associated with 
PBS solution (p>0.005) and to the PAP group when associated with 2.5% NaOCl 
solution (p>0.005). The PUI 30% group had the highest microbial reduction values, 
regardless of the solution used, when compared to all other groups (p <0.005). 
Therefore, we can conclude that all complementary irrigation protocols present a 
significant microbial reduction compared to the positive control group and the increase 
in ultrasonic power presented the highest decontamination results. 
 
Keywords: Endodontics; irrigation; ultrasonic irrigation; biofilm; Enterococcus faecalis.
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1 INTRODUÇÃO  

 

Na clínica endodôntica, os microrganismos e seus produtos exercem 

papel fundamental nas patologias pulpares e perirradiculares (SIQUEIRA et al., 

2007; PRADA et al., 2019; PÉREZ et al., 2021), agudizações (ZEHNDER; 

BELIBASAKIS, 2015), sintomatologia (RICUCCI et al., 2009), exsudação 

persistente (MOLANDER et al., 2003; GOMES et al., 2004; RÔÇAS et al., 2004) 

e, consequentemente, no fracasso do tratamento endodôntico (SCHILDER, 

1974, LOPES; SIQUEIRA Jr., 2015, SIQUEIRA et al., 2007; TABASSUM; KHAN, 

2016). Nesse sentido, torna-se importante a redução e/ou eliminação dos 

microrganismos e seus subprodutos presentes nos canais radiculares, 

removendo todo tecido pulpar vivo ou necrosado que pode vir a servir de 

substrato para o crescimento e desenvolvimento microbiano, a fim de evitar a 

permanência ou sua recolonização após o selamento/preenchimento dos 

espaços endodônticos (SIQUEIRA et al., 2018; PÉREZ et al., 2021). 

Os microrganismos atingem o sistema de canais radiculares através da 

penetração e proliferação nos tecidos pulpares, devido a lesões cariosas ou 

traumas. Inicialmente, a invasão ocorre por meio bactérias na forma planctônica, 

que não possuem proteção ou aderência e são facilmente eliminadas do interior 

dos canais radiculares (SVENSÄTER; BERGENHOLTZ, 2004; MOHAMMADI et 

al., 2014). No processo de colonização microbiana, as bactérias planctônicas 

são capazes de organizar-se justapostas em diferentes superfícies, resultando 

na formação de biofilme. O biofilme é definido como comunidade microbiana 

séssil (NARAYANAN; VAISHNAVI, 2010; PRADA et al., 2019a), caracterizada 

por células aderidas tanto a um substrato quanto umas às outras, e envolvidas 

em uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares, contendo canais de 

água que possibilitam a circulação dos nutrientes (COSTERTON et al., 1994; 

SIQUEIRA e RÔÇAS, 2008). A estrutura do biofilme tem como principal função 

a proteção das bactérias que o compõe, de forma que sua resistência e 

aderência a superfície dificulte a ação dos agentes antimicrobianos, a resposta 

do hospedeiro e consequentemente sua remoção, podendo ser até 1500 vezes 

mais resistentes comparadas às bactérias planctônicas (SVENSÄTER; 

BERGENHOLTZ, 2004; MOHAMMADI et al., 2014).  
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A microbiota endodôntica é tipicamente polimicrobiana (NAIR 1987, 

SIQUEIRA; ROÇAS, 2008; RICUCCI; SIQUEIRA, 2016), entretanto entre as 

diversas espécies responsáveis pelo desenvolvimento de infecções 

endodônticas, destaca-se o Enterococcus faecalis (E. faecalis). Este 

microrganismo possui a capacidade de se manter viável em condições de 

estresse ambiental como variação de pH, temperatura, tensão de O2 e escassez 

de nutrientes (COSTERTON et al., 1987; LLEÒ et al., 2001; FIGDOR et al., 2003; 

GOMES et al., 2008; RICUCCI et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2011). Assim como 

a capacidade de adentrar nos túbulos dentinários e produzir biofilmes densos 

(DISTEL et al., 2002; STUART et al., 2006; PRADA et al., 2019a), que lhe 

proporciona resistência a fagocitose, anticorpos e agentes antimicrobianos 

(STUART et al., 2006; SHRESTHA et al., 2010), como soluções irrigantes e 

medicação intracanal (SIQUEIRA et al., 1996; STUART et al., 2006; PRADA et 

al., 2019b). 

Além disso, essa espécie é capaz de trocar material genético entre 

diferentes microrganismos, favorecendo sua capacidade patogênica (STUART 

et al., 2006; PRADA et al., 2019a). Dessa forma, o E. faecalis é capaz de produzir 

fatores de virulência (NACIF et al., 2010) de grande poder destrutivo e de difícil 

eliminação durante o tratamento endodôntico, sendo assim relacionado a casos 

de infecções persistentes que levam ao insucesso do tratamento endodôntico 

(EVANS et al., 2002; GABARDO et al., 2009; NACIF et al., 2010; RICUCCI et al., 

2016).  

Durante o tratamento endodôntico, a etapa responsável pela limpeza e 

desinfecção dos canais radiculares é o preparo biomecânico, fundamentado em 

princípios mecânicos, químicos e físicos (SIQUEIRA JR et al., 1997; SOUZA et 

al., 2010; SIQUEIRA JR et al., 2013). O princípio mecânico consiste na ação dos 

instrumentos em relação ao corte da dentina radicular contaminada, o químico 

corresponde à ação das soluções irrigantes, como ação antimicrobiana, 

dissolução de tecidos orgânicos e inorgânicos e o físico compreende o emprego 

de energia mecânica para movimentação hidráulica da solução irrigante 

(BARBIZAM et al., 2002; ALBRECHT et al., 2004; ALVES et al., 2012; SOUSA-

NETO et al., 2018; PEREIRA et al., 2021). Sendo assim, os princípios químicos 

e físicos são auxiliares do mecânico nos protocolos de limpeza dos canais 
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radiculares (HÜBSCHER et al., 2003; DESAI; HIMEL, 2009; MACEDO et al., 

2014; LEONI et al., 2017; ZUOLO, et al., 2018; MORAGO et al., 2019).  

Em relação ao princípio mecânico, a completa limpeza e desinfecção dos 

canais radiculares tem se mostrado como um grande desafio a ser alcançado 

durante o tratamento endodôntico. Apesar dos avanços na manufatura dos 

instrumentos endodônticos com novos tratamentos térmicos da liga metálica, 

diferentes cinemáticas e novos desenhos da parte ativa, a literatura relata que 

2,6% a 80% da superfície dos canais radiculares permanecem intocadas 

(GAGLIARDI et al., 2015; LOPES et al., 2017; SOUSANETO et al., 2018; 

STRINGHETA et al., 2019), sendo que essa dificuldade de desempenho dos 

instrumentos é ainda maior quando o dente apresenta desafios anatômicos, 

como canais achatados (AZIM et al., 2017; VERSIANI et al., 2017; SOUSANETO 

et al., 2018). Dessa forma, essas áreas não tocadas nos canais radiculares, 

favorece a permanência de microrganismos no interior dos canais, resultando no 

insucesso do tratamento endodôntico (SIQUEIRA et al., 2008; RICUCCI et al., 

2009; SIQUEIRA-JUNIOR et al., 2018; SOUSA-NETO et al., 2018).  

Desse modo, o importante papel dos mecanismos químicos e físicos 

durante a irrigação dos canais radiculares tem sido evidenciado (VAN DER 

SLUIS et al., 2007; HAAPASALO et al., 2010; HAAPALASO et al., 2014; LEONI 

et al., 2017). O agente químico comumente empregado durante a irrigação é o 

hipoclorito de sódio (NaOCl), considerado padrão-ouro em relação as soluções 

irrigantes, principalmente na eficácia antimicrobiana imediata e na dissolução 

tecidual (ZEHNDER, 2006; BOUTSIOUKIS et al., 2014; MOHAMMAD et al., 

2014; MOREIRA et al., 2019). 

Tradicionalmente, a irrigação é realizada por meio de agulha adaptada à 

seringa na qual é empregada pressão apical positiva (GU et al., 2009; 

BOUTSIOUKIS; VAN DER SLUIS, 2015). Este método permite fácil controle da 

profundidade de penetração da agulha e frequente renovação da solução 

irrigante com grandes volumes a fim de favorecer a movimentação hidráulica da 

solução irrigante no interior do canal radicular (VAN DER SLUIS, 2006; GU et 

al., 2009; LOPES et al., 2015; LEONI et al., 2017).  

A literatura tem evidenciado que a eficiência da irrigação pode ser 

melhorada quando empregada energia mecânica por meio da utilização de 

instrumentos, da ativação sônica e ultrassônica (VAN DER SLUIS et al., 2007; 
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PARAGLIOLA et al., 2010; SIQUEIRA, RÔÇAS, 2011; HAPAAASO et al., 2014; 

BASRANI; MALKHASSIAN, 2015; DUARTE et al., 2015; LEONI et al., 2017; 

ARIAS et al., 2018; BENNETTI et al., 2018; SILVA, et al., 2018; VAZ-GARCIA et 

al., 2018; CARVALHO et al., 2019; DE-DEUS et al., 2019; SUSILA; MINU, 2019; 

ALASKSHAR et al., 2020; EGGMANN et al., 2020; NANGIA et al., 2020; 

OROZCO et al., 2020; TAVELLA E SILVA et al., 2020).  

Nesse sentido, instrumentos rotatórios com mecanismo de ação de 

agitação do líquido irrigante e contato mecânico com as paredes do canal sem 

capacidade de desgaste da dentina radicular têm sido desenvolvidos com a 

finalidade de aprimorar a eficácia dos protocolos de limpeza e desinfecção dos 

canais radiculares durante irrigação complementar pós-preparo biomecânico 

(CARVALHO et al., 2019; DE-DEUS et al., 2019). Estudos têm demonstrado que 

esses instrumentos são capazes de alcançar desafios anatômicos como 

curvaturas e achatamentos, desalojar biofilme e debris dentinários, remover 

medicação intracanal e evitar extrusão apical da solução irrigante (AZIM et al., 

2017; BAO et al., 2017; ELNAGHY et al., 2017; GOKTURK et al., 2017; KESKIN 

et al., 2017; LEONI et al., 2017; TURKAYDIN et al., 2017; CARVALHO et al., 

2019; DE-DEUS et al., 2019b). Um desses instrumentos é a XP Clean (MK Life), 

que até o momento, não apresenta estudos que avaliem sua efetividade nos 

protocolos de descontaminação.  

A utilização da irrigação ultrassônica passiva, da sigla em inglês passive 

ultrassonic irrigation (PUI), como método de irrigação complementar pós-preparo 

biomecânico, têm evidenciado resultados positivos na remoção de debris, 

especialmente no terço apical e em desafios anatômicos (WELLER; BRADY; 

BARNIER, 1980; LEE et al., 2004; GU et al., 2009; GRÜNDLING et al., 2011; 

PAQUÉ et al., 2011; HAAPASALO et al., 2014; LEONI et al., 2017; PLOTINO et 

al., 2019; VARELA et al., 2018) assim como na redução de biofilme intracanal 

(HUQUE et al., 1998; LEE et al., 2004; TOWNSEND; MAKI, 2009; HARRISON et 

al., 2010; JIANG et al., 2011; CACHOVAN et al., 2013; ORDINOLA ‐ ZAPATA et 

al., 2014; MOHMMED et al., 2016).  

A PUI baseia-se no uso de um inserto com haste lisa e de pequeno 

diâmetro, onde a energia ultrassônica é transmitida da haste do inserto para 

solução irrigante no canal radicular por meio de ondas ultrassônicas que 

promovem um turbilhonamento causando efeito de cavitação e fluxo acústico 
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(VANSAN et al., 1990; AHMAD; ROY; KAMARUDIN, 1992; VAN DER SLUIS; 

WU; WESSELINK 2005a; VAN DER SLUIS et al., 2007; LOPES et al., 2015).  

Segundo o fabricante, para que cada inserto possa atingir o potencial 

máximo de sua eficiência com segurança é necessária a calibração da potência 

do aparelho de ultrassom por meio do controle de fluxo de água que resulte em 

uma microvaporização ao longo do comprimento do inserto associada ao 

gotejamento na sua ponta, definindo-se assim a potência ideal de trabalho. 

Apesar da literatura comparar protocolos de PUI com diferentes tempos de 

agitação, quantidade de ciclos de agitação e diferentes soluções irrigantes (VAN 

DER SLUIS et al., 2007; GU et al., 2009; PAQUÉ et al., 2011; WANG et al., 2013; 

CAPELLI, 2016), não há registros de estudos que avaliem se a calibração do 

aparelho em diferentes potências de agitação ultrassônica pode influenciar na 

limpeza dos canais radiculares. Assim, considerando a importância das técnicas 

complementares de irrigação na limpeza do sistema de canais radiculares, torna-

se relevante avaliar a influência de protocolos com diferentes potências 

ultrassônicas durante a PUI.  
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2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes protocolos de irrigação 

complementar com ou sem agitação, associados ou não à solução 

antimicrobiana, na redução de biofilme de E. faecalis.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

- Avaliar e comparar quantitativamente por meio de contagem de unidades 

formadoras de colônias (UFC), os protocolos de irrigação complementar 

por pressão apical positiva (sem agitação), agitação por meio do 

instrumento rotatório XPClean, agitação por irrigação ultrassônica passiva 

na potência de 10% e 30%, associados ou não à solução antimicrobiana 

de hipoclorito de sódio 2,5%, na redução de biofilme de E. faecalis. 

 

- Avaliar e comparar qualitativamente por meio de Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV) e microscopia confocal a laser associado a kit de 

viabilidade celular Live/Dead, os protocolos de irrigação complementar 

por pressão apical positiva (sem agitação), agitação por meio do 

instrumento rotatório XPClean, agitação por irrigação ultrassônica passiva 

na potência de 10% e 30%, associados ou não à solução antimicrobiana 

de hipoclorito de sódio 2,5%, na redução de biofilme de E. faecalis. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Delineamento experimental 

 

Os fatores de estudo envolvidos neste trabalho foram o tipo de solução 

irrigante em dois níveis (solução PBS e solução NaOCl 2,5%) e os protocolos de 

agitação na irrigação complementar em quatro subníveis (pressão apical 

positiva, agitação com XPC, agitação ultrassônica na potência 10% e agitação 

ultrassônica na potência 30%).  

A amostra desse experimento foi composta por 116 dentes unirradiculares 

com canal único divididos em dois grupos de acordo com a solução irrigante e 

quatro subgrupos de acordo com os protocolos de agitação além de grupo 

controle positivo e negativo. Para a análise quantitativa da redução microbiana 

por meio de contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) foram 

realizadas oito repetições de cada subgrupo experimental e grupo controle 

positivo, e quatro repetições para o grupo controle negativo. A variável de 

resposta foi o número de unidades formadoras de colônias (UFC) encontradas 

após plaqueamento bacteriano. Para a análise qualitativa da redução microbiana 

foram realizadas duas repetições para análise por meio de Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) e duas repetições para análise por Microscopia 

Confocal de Varredura a Laser associada a corante Live and Dead. As variáveis 

de respostas foram a presença de biofilme nos túbulos dentinários por terço 

radicular e a viabilidade bacteriana, respectivamente. 

Deste modo, para facilitar a compreensão do presente estudo, os 

procedimentos experimentais foram organizados em quatro partes, como ilustra 

a Figura 1. 
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Figura 1.  Fluxograma do delineamento experimental 
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3.2 Seleção e preparo das amostras 

 

3.2.1 Seleção inicial das amostras 

 

Após aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade de Ribeirão Preto (CAAE: 33327020.7.0000), foram selecionados 

250 dentes unirradiculares humanos com rizogênese completa e estrutura 

radicular hígida, extraídos por razões periodontais ou ortodônticas, provenientes 

de uma coleção de dentes do Laboratório de Pesquisa em Odontologia da 

Universidade de Ribeirão Preto, obtidos previamente à resolução 466/12. Esses 

dentes foram mantidos em solução timol até momento do uso. Posteriormente 

foram lavados com água corrente por 24 h e, em seguida, sua superfície radicular 

externa foi limpa por meio de raspagem com ultrassom (Profi II Ceramic, Dabi 

Atlante Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil). 

Tomadas radiográficas nos sentidos orto-radial e mésio-radial foram 

realizadas com filmes Ektaspeed EP (Kodak Brasileira Comércio e Indústria Ltda, 

São José dos Campos, SP, Brasil), tempo de exposição de 0,5 s e distância 

objeto-filme de 10 cm, 70 kVp (Spectro 70X Eletronic, Dabi Atlante, Ribeirão 

Preto, São Paulo). As radiografias foram avaliadas com auxílio de negatoscópio 

(Konex, Konex Ind. e Com. de Metais LTDA, São Paulo, SP, Brasil) e de aparato 

visualizador magnificador (X-Produkter, Malmö, Suécia). Foram selecionados da 

amostra inicial, os dentes que se apresentaram canal único, livre de nódulos 

pulpares, reabsorção interna, tratamento endodôntico prévio ou fratura radicular, 

totalizando 116 dentes. Os dentes selecionados foram então identificados 

numericamente e inseridos, individualmente, em recipiente plástico contendo 1 

mL de soro fisiológico, e armazenados em estufa a 37 ºC, por 72 h, visando a 

sua reidratação. 

 

3.2.2 Secção das amostras 

 

A fim de padronizar o acesso aos canais radiculares, os dentes tiveram 

suas coroas seccionadas aproximadamente 3 mm para incisal da junção 

cemento-esmalte (JCE). Para isso, cada dente foi acoplado a um dispositivo na 

máquina Isomet 1000 (Buehler, Lake Forest, IL, EUA) (Figura 2), na qual um 

disco diamantado (South Bay Technology, San Clement, CA, EUA), peso de 250 

g, refrigeração constante, e velocidade de 275 rpm realizou o corte da porção 
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coronária, perpendicularmente ao longo eixo da raiz. Após isso, os dentes foram 

novamente colocados em seus respectivos recipientes plásticos e armazenados.  

 

Figura 2. (A) Máquina de corte Isomet 1000. (B) Representação esquemática da secção da coroa 
dental das amostras. 

 
Fonte: Autor. 

 

3.2.3 Preparo biomecânico  

 

Após a secção das coroas, o acesso aos canais foi realizado com auxílio 

de broca esférica e broca Endo Z acionadas por motor em alta rotação (Dabi 

Atlante, Ribeirão Preto, SP, Brasil) e o preparo cervical foi realizado com 

instrumento LA Axxess (SybronEndo, Orange, CA, EUA), no comprimento do 

primeiro terço dos canais, acionadas por motor em baixa rotação (Dabi Atlante, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil). Em seguida, cada canal foi irrigado com 0,5 mL de 

NaOCl 2,5% usando-se agulha NaviTip calibre 30 (Ultradent Products Inc., South 

Jordan, UT, EUA) adaptada a seringa plástica (Ultradent Products Inc., South 

Jordan, UT, EUA). A exploração dos canais foi realizada com lima #10 tipo K de 

aço inóx (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça) introduzida cuidadosamente no 

interior do canal até que sua ponta coincidisse com o forame apical, confirmando 

a patência dos canais. Dessa medida, foi subtraído 1 mm para o estabelecimento 

do comprimento de trabalho (CT) (Figura 3).  
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Figura 3. (A) Preparo cervical com instrumento La Axxess. (B) Confirmação da patência apical 
e determinação do CT utilizando lima #10. 

Fonte: Autor. 
 

O preparo biomecânico dos canais foi realizado pela técnica reciprocante 

com uso de lima única Pro-R #50.05 25 mm (MK LIFE, Porto Alegre, RS, Brasil) 

(Figura 4A) acionada por contra ângulo redutor 6:1 Sirona (SN 25185; VDW 

GmbH, Munique, Alemanha) acoplado ao micromotor SMR 114058 (VDW 

GmbH, Munique, Alemanha) que, por sua vez foi conectado ao motor elétrico 

VDW Silver (VDW GmbH, Munique, Alemanha) (Figura 4B). O instrumento foi 

usado de forma passiva, com suaves movimentos de bicada na direção apical e 

após alcançar o CT, foi realizado movimentos de pincelamento contra as paredes 

do canal. A cada três movimentos, o instrumento foi limpo e os canais irrigados 

da mesma forma descrita anteriormente, totalizando 5 mL de NaOCl 2,5% por 

dente. Cada instrumento foi utilizado em 5 dentes a fim de evitar possíveis 

fraturas. Vale destacar que os dentes que não apresentaram resistência durante 

o preparo, foram descartados.  

 
Figura 4. Preparo biomecânico. (A) Instrumento reciprocante Pro-R #50.05 25 mm (MK LIFE, 
Porto Alegre, RS). (B) Motor elétrico VDW Silver (VDW GmbH, Munique, Alemanha). 

Fonte: (A) Cortesia Prof. Murilo Alcade - Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP).                      
(B) Autor. 

 



26 
 

 

Finalizado o preparo, cada canal foi irrigado com 1 mL de EDTA 17% por 

5 min, seguido de 1 mL de NaOCl 2,5% e, por fim, 1 mL de água destilada para 

remover as demais soluções utilizadas.  

 

3.2.4 Avaliação tomográfica e distribuição amostral 

 

No intuito de fixar os elementos dentais para escaneamento tomográfico, 

foi confeccionada uma placa de isopor em formato quadrangular (12x12 cm), 

com auxílio de um cortador de isopor elétrico. A partir do centro da placa, foi 

traçado um circulo com diâmetro correspondente ao campo de visão (Field of 

view - FOV)  do aparelho tomográfico (6 cm), delimitando a área de inserção dos 

dentes. Para isso, ainda com auxílio de um cortador de isopor, pequenas 

depressões foram realizadas de forma a posicionar e fixar os dentes em linhas 

dispostas no interior do círculo correspondente ao campo de visão, com seus 

eixos vestíbulo-lingual e mésio-distal em um mesmo sentido. Na última linha foi 

realizada apenas uma depressão no canto inferior esquerdo, a fim de identificar 

a posição da placa após a aquisição das imagens (Figura 5). 

 

Figura 5. Representação esquemática da placa de isopor 
quadrangular confeccionada para escaneamento tomográfico 
das amostras. 

Fonte: Autor. 
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O conjunto dentes/placa de isopor foi adaptado à mesa do tomógrafo 

computadorizado de feixe cônico (i-CAT® Cone Beam 3D, Imaging Sciences 

International, Hartfield, PA, EUA) da Clínica de Radiologia Odontológica DVI – 

Ribeirão Preto, e em seguida foi realizada a aquisição das imagens com 

protocolo de aquisição com voxel isométrico de 0,25 mm, tempo de exposição 

de 40 s, KVP de 120 kV, corrente de 36 mAs e campo de visão (Field of view - 

FOV) de 6 cm. As imagens foram salvas em formato DICOM (Digital Imagining 

and Comunication in Medicine).  

A etapa seguinte consistiu na análise das imagens obtidas com auxílio do 

programa CTAn v.1.18.8.0 (Bruker-microCT, Kontich, Bélgica). Inicialmente 

selecionou-se o volume de interesse para identificação de cada amostra que foi 

salvo um novo diretório de imagens. Em seguida, para cada amostra foi realizada 

a segmentação da imagem por meio da técnica de binarização ou threshold 

interativo, na qual é realizada a segmentação dos valores de tons de cinza da 

reconstrução tridimensional obtendo-se, assim, uma imagem binária, na qual os 

pixels pretos representaram o fundo e os pixels brancos, o objeto da análise 

(Figura 6). Esse processo foi realizado para o volume de interesse do sistema 

de canais radiculares da estendendo-se desde o nível da junção cemento-

esmalte até o ápice radicular por meio de operações matemáticas com a 

ferramenta Custom Processing. A partir desta mesma ferramenta, uma 

sequência de operações matemáticas (task list) foi novamente aplicada e 

obtiveram-se os dados tridimensionais de volume (mm³) e área de superfície 

(mm2), que foram posteriormente utilizados para distribuição dos grupos 

experimentais.  

 

Figura 6. (A) Imagem obtida após escaneamento tomográfico previamente à 
binarização. (B) Delimitação da região de interesse do canal (vermelho).  (C) 
Imagem binarizada do canal radicular. 

 

Fonte: Autor. 
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3.2.5 Preparo dos corpos de prova 

 
 Com intuito de evitar extravasamento do inóculo bacteriano durante 

análise microbiológica, os ápices das raízes foram selados com resina 

composta. Para isso, na superfície radicular à uma distância de 

aproximadamente 3 mm do ápice em direção cervical, foi realizado inicialmente 

o condicionamento com ácido fosfórico 37% (Dentsply, York, Pensilvânia, EUA) 

por 20 s (Figura 7A), seguido de lavagem com jatos de água. Após controle de 

umidade com leves jatos de ar foi aplicado o sistema adesivo Adper single bond 

(3M, Maplewood, Minnesota, EUA) (Figura 7B), seguido de evaporação do 

solvente com leve jato de ar por 10 s e fotoativação com unidade LED (RadiiCal 

Plus - SDI Limited, Bayswater, Victoria, Austrália) por 20 s. Dessa forma, evitou-

se que o material adesivo escoasse para o interior do conduto radicular através 

do forame apical. Repetida a aplicação do adesivo, foi realizado a aplicação de 

pequenos incrementos de resina composta Fill Magic (Coltene, Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, Brasil) (Figura 7C), seguido da sua fotopolimerização por 40 s.  

 
Figura 7. Representação esquemática do preparo dos corpos de prova. (A) Condicionamento 
ácido. (B) Aplicação sistema adesivo. (C) Aspecto final da superfície radicular após selamento 
apical com resina. 

Fonte: Autor. 

 
Após selamento apical, as amostras foram incluídas em microtubos 

Eppendorf de 1,5 mL (Quaxxo, Jaboticabal, SP, Brasil), usando resina acrílica 

autopolimerizável incolor (pó/líquido) (Figura 8A) com objetivo de facilitar os 

procedimentos de inoculação bacteriana e agitação da solução irrigante. Em 

seguida, os tubos foram devidamente fechados e colocados em estantes (Figura 

8B), as quais foram embaladas e submetidas ao processo de esterilização em 

autoclave vertical (Modelo AV137 - Phoenix Luferco, Araraquara, SP, Brasil), 

com temperatura de 121 °C, sob pressão de 2 bars, por 40 min (Figura 8C).  
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Figura 8. Representação esquemática da inclusão e esterilização dos corpos de prova. (A) 
Inclusão das amostras em tubos Eppendorf utilizando resina acrílica. (B) Tubos Eppendorfs 
embalados para esterilização; (C) Autoclave.  

Fonte: Autor. 

 

3.3 Formação do biofilme 

 
Neste estudo, foi utilizada a linhagem de E. faecalis (NCTC 775), a qual 

foi inoculada em placa de Petri contendo Ágar Müeller Hinton em capela de fluxo 

laminar e incubada a 37 °C por 24 h em estufa. Após esse intervalo de tempo, 

utilizando-se um swab (ABSORVE - Cral, Cotia, SP, Brasil), foi coletada uma 

quantidade de colônias bacterianas da placa para se obter uma suspensão 

equivalente à escala 2 de McFarland em 4 mL de PBS (Figura 9A). Em seguida, 

2 mL da suspensão foi transferida para um segundo tubo de ensaio, no qual 

foram acrescentados 2 mL de BHI (Brain heart infusion) para se obter uma 

concentração final de cerca de 3×108 células/mL, equivalente à escala 1 de 

McFarland (Figura 9B e 10). Volumes de 10 µL desta suspensão bacteriana, 

foram inoculados nos canais radiculares com auxílio de micropipeta Monocanal 

Labmate Pro 0,5 – 10 µL HTL ETQ (HTL, Daniszewska, Warskawa, Polônia) até 

que os canais fossem preenchidos com 30 µL, sem que ocorresse 

extravasamento do inóculo a fim de evitar a contaminação externa da raiz (Figura 

9C). As amostras foram mantidas em estufa sob temperatura de 37 °C por um 

intervalo de tempo de 24 h após a incubação. 

 
Figura 9. Representação esquemática da inoculação bacteriana de E. faecalis. (A) Placa de Petri 
com incubação da linhagem de E. faecalis seguida de coleta de colônias com auxílio de swab. 
(B) Diluição da suspensão equivalente à escala 2 de McFarland, para escala 1 após acréscimo 
de BHI. (C)  Introdução do inóculo bacteriano no canal radicular com micropipeta de 10 µL.  

Fonte: Autor. 
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Figura 10. Suspensão equivalente à escala 2 e a escala 1 de McFarland. 

 
Fonte: Autor. 

 

Após esse período o inóculo foi removido com o auxílio de seringa de 

insulina 1 mL, acoplada uma ponta Capillary tips (Ultradent Products Inc., South 

Jordan, UT, EUA) esterilizada, com o intuito de remover as bactérias 

planctônicas e inviáveis. Em seguida, um novo inóculo de 30μL foi inserido no 

conduto radicular. Esta etapa foi repetida a cada 24 h, para assegurar a 

disponibilidade de nutrientes e garantir a viabilidade da cultura para a formação 

de um biofilme denso e maduro ao longo do conduto radicular, durante 21 dias 

sob condições aeróbicas. 

 
3.4 Distribuição estratificada das amostras 

 

Decorridos 21 dias para a formação do biofilme, em capela de fluxo 

laminar, foi realizado o protocolo de agitação na irrigação complementar de 

acordo com o tipo de solução irrigante e o tipo de energia empregada durante 

agitação da solução. A fim de melhorar a validade interna do experimento, a 

composição dos grupos e subgrupos experimentais foi realizada por meio da 

técnica de amostragem estratificada. Para tanto, os 116 dentes unirradiculares 

já escaneados e analisados foram combinados em oito grupos de oito amostras 

com base nos aspectos morfológicos quantitativos (comprimento e volume) do 

sistema de canais radiculares obtidos previamente no exame tomográfico. 

Assim, baseado nesses aspectos, foram distribuídos aleatoriamente a cada um 

dos oito subgrupos experimentais de acordo com a solução química irrigante 

(n=12): PBS ou NaOCl 2,5% e o tipo de agitação empregada no protocolo de 

irrigação complementar utilizado após o preparo biomecânico (n=12): pressão 
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apical positiva por meio de irrigação convencional seringa/agulha sem agitação; 

agitação por meio do instrumento rotatório XPClean; e agitação por meio da 

irrigação ultrassônica passiva com potência de 10% ou 30% (Tabela 1). A fim de 

demonstrar a efetividade da contaminação e a esterilização das amostras foi 

realizado um grupo de controle positivo (n=12) e um grupo negativo (n=8), 

respectivamente (Tabela 1). Esta distribuição possibilitou a formação de grupos 

experimentais homogêneos e representativos da variabilidade anatômica, 

verificada pelo teste ANOVA realizado com auxílio do programa SigmaPlot 12.0 

(Systat Software, San Jose, CA, EUA).  

 

Tabela 1. Distribuição dos grupos experimentais.  

Grupos Protocolos UFC MEV 
Live/ 
Dead 

  (n) (n) (n) 

PBS + PAP PBS + Pressão Apical Positiva 8 2 2 

PBS + XPC PBS + Agitação com instrumento XPClean 8 2 2 

PBS + PUI10% PBS + Agitação com Irrigação Ultrassônica Passiva 10% 8 2 2 

PBS + PUI30% PBS + Agitação com Irrigação Ultrassônica Passiva 30% 8 2 2 

NaOCl + PAP NaOCl 2,5% + Pressão Apical Positiva 8 2 2 

NaOCl + XPC NaOCl 2,5% + Agitação com instrumento XPClean 8 2 2 

NaOCl + PUI10% NaOCl 2,5% + Agitação com Irrigação Ultrassônica Passiva 10% 8 2 2 

NaOCl + PUI30% NaOCl 2,5% + Agitação com Irrigação Ultrassônica Passiva 30% 8 2 2 

C+ Com contaminação 8 2 2 

C- Sem contaminação 4 2 2 

 

 

3.5 Calibração da potência 

 

As potências utilizadas neste estudo foram baseadas na indicação mínima 

do fabricante (grupo PUI 10%) e na potência máxima ideal de trabalho obtida 

pela calibração da potência (grupo PUI 30%). Segundo fabricante, o método de 

controle de potência é feito a partir do controle de água na ponta do inserto 

ultrassônico. Incialmente é aberto a saída de água e gradativamente a potência 

é aumentada de forma a alterar o fluxo da água. A potência máxima ideal de 

trabalho é determinada quando é observado a microvaporização ao longo do 

comprimento do inserto associada ao gotejamento na sua ponta. É 
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contraindicado o aumento da potência a partir da ruptura do fluxo de água, onde 

não ocorre mais o gotejamento na ponta do inserto. 

 

3.6 Protocolos de agitação na irrigação complementar 

 

Os protocolos de agitação e grupos controle foram realizados conforme 

descrição a seguir:  

 

Grupo PAP - Sem agitação com irrigação por pressão apical positiva (n=12): 

Inicialmente 0,5 mL de solução foi dispensada no interior do canal por 20 s por 

meio da técnica de irrigação convencional utilizando ponta NaviTip (Ultradent 

Products Inc., South Jordan, UT, EUA) acoplada à uma seringa descartável 

esterilizada. Em seguida, a irrigação foi realizada com 3 mL de solução 

dispensada em fluxo contínuo a aproximadamente 2 mm aquém do CT em 

movimentos de vai-e-vem durante 2 min, totalizando 3,5 mL de solução por um 

tempo de 2 min e 20 s.  

  

Grupo XPC - Agitação por meio de instrumento XPClean (n=12): Inicialmente 0,5 

mL de solução foi dispensada no interior do canal por 20 s e em seguida um 

instrumento XP-Clean #25.02 (MK LIFE, Porto Alegre, RS, Brasil), adaptado a 

um contra ângulo redutor 6:1 Sirona (SN 25185; VDW GmbH, Munique, 

Alemanha) acoplado ao micromotor SMR 114058 (VDW GmbH, Munique, 

Alemanha) que, por sua vez, é conectado ao motor elétrico VDW Silver (VDW 

GmbH, Munique, Alemanha) foi introduzido no interior do canal radicular e foi 

acionado em rotação contínua no sentido horário com velocidade de 800 rpm e 

torque de 1 N.cm. O instrumento foi usado por 3 ciclos de 20 s em movimentos 

longitudinais suaves e de pequena amplitude até aproximadamente 2 mm aquém 

do CT do canal. Após isso, o instrumento foi removido do interior do canal 

radicular ainda em rotação e a após cada agitação foi realizada irrigação com 1 

mL de solução durante 20 s, totalizando 3,5 mL de solução por um tempo de 2 

min e 20 s. Cada instrumento foi utilizado em 3 dentes e, em seguida, foram 

descartados. A irrigação dos canais foi realizada usando a técnica de irrigação 

convencional seringa/agulha seguindo mesmo protocolo descrito no grupo PAP. 
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Grupo PUI 10% e Grupo PUI 30% - Agitação por irrigação ultrassônica passiva 

na potência de 10% (n=12) ou 30% (n=12): Inicialmente, 0,5 mL de solução foi 

dispensada no interior do canal por 20 s e em seguida foi realizada agitação da 

solução com inserto ultrassônico não cortante (#20, taper 0.01) de aço inoxidável 

(E1-Irrisonic, Helse Dental Technology, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil), 

acionado por 3 ciclos de 20 s por uma unidade ultrassônica piezoelétrica (PS5 

Newton Satelec, ACTeon, Merignac, France) na potência designada a cada 

grupo, em movimentos suaves e de pequena amplitude no sentido cérvico-

apical, evitando tocar as paredes do canal. O inserto foi introduzido no canal à 2 

mm do CT e o comprimento foi marcado com marcador permanente 1.0 (Pilot 

Pen do Brasil S.A. – São Paulo, SP, Brasil). Após cada agitação foi realizada 

irrigação com 1 mL de solução durante 20 s, totalizando 3,5 mL de solução por 

um tempo de 2 min e 20 s. A irrigação dos canais foi realizada usando a técnica 

de irrigação convencional seringa/agulha seguindo mesmo protocolo descrito no 

grupo PAP. 

 

Controle Positivo (n=12): Amostras contaminadas com E. faecalis que não 

sofreram nenhum tipo de protocolo de descontaminação.  

 

Controle Negativo (n=8): As amostras não foram contaminadas a fim de 

demonstrar a efetividade da esterilização realizada das amostras previamente a 

contaminação.  

 

Para os grupos com solução de PBS, ao término dos protocolos de 

agitação foi realizado irrigação com 2 mL por 40 s. Para os grupos associados à 

solução de NaOCl 2,5%, ao término dos protocolos de agitação foi realizado 

irrigação com 1 mL de solução de tiossulfato 5% em fluxo contínuo por 20 s, 

permanecendo no canal 5 min, a fim de inativar a solução de NaOCl. Após isso, 

foi realizado irrigação final com 1 mL de PBS por 20 s.  

 

Vale ressaltar que a fim de padronizar o fluxo de irrigação foi utilizado o 

volume total de 5,5 mL de solução em um tempo total de 3 min, em todos os 

grupos. Além disso, todos os protocolos de agitação foram realizados com auxílio 

sugador (WhiteMac, Ultradent, Indaiatuba, São Paulo, Brasil) adaptado a equipo 
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odontológico (Odontocase, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) associado e compressor 

portátil (Air Plus CSI 8,5/25, Schulz, Joinville, Santa Catarina, Brasil) para simular 

condições clínicas. 

 

3.7 Avaliação quantitativa e qualitativa da atividade antimicrobiana 

 

3.7.1 Avaliação da contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) 

 

3.7.1.1 Coleta do biofilme remanescente 

 

Após os procedimentos experimentais de descontaminação dos canais 

radiculares por meio dos protocolos de agitação na irrigação complementar, 

ainda dentro de capela de fluxo laminar cada canal foi preenchido com 30 µL de 

PBS esterilizado (Figura 11A) e os tubos de Eppenforf de 1,5 mL contendo as 

amostras foram clivados longitudinalmente com o auxílio de um disco de 

Carburundum (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil), montado em peça reta e motor 

de baixa rotação (Beltec, Araraquara, SP, Brasil). Em seguida, com auxílio de 

uma pinça Dietrich esterelizada (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil), as amostras 

foram transferidas para Eppendorf de 5 mL esterilizado de maneira que o orifício 

de entrada dos canais ficasse voltada para o fundo do tubo que foram 

devidamente fechados (Figura 11B). Essas amostras foram então submetidas a 

agitação em Vortex (Gehaka, São Paulo, SP, Brasil), sob velocidade máxima de 

3000 rpm, por 1 min. Em seguida, os tubos Eppendorf de 5 mL foram dispostos 

em uma estante, a qual foi imersa em cuba ultrassônica com água (Digital 

Ultrasonic Cleaner, Kondortech, São Carlos, SP, Brasil) por 480 s para que o 

biofilme formado fosse desprendido das paredes radiculares. A seguir, os tubos 

de Eppendorf 5 mL foram inseridos no interior de uma centrífuga (Centrífuga 

5804R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) e centrifugados a 2000 giros por 

60 s (Figura 11C).  
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Figura 11. Representação esquemática do preparo das amostras para a coleta do biofilme. (A) 
Preenchimento dos canais radiculares com 30 µL de PBS esterilizado. (B) Clivagem dos 
Eppendorfs com auxílio de disco carburundum. (C) Amostras inseridas em tubos Eppendorf de 
5 mL agitados em Vortex (Gehaka, São Paulo, SP, Brasil) seguido de agitação em cuba 
ultrassônica (Digital Ultrassonic Cleaner, Kondortech, São Carlos, SP, Brasil) e posterior 
centrifugação.  

Fonte: Autor. 

 

3.5.1.2 Diluição Seriada e Espalhamento em Placas  

 

O material do canal radicular com volume aproximado de 30μL foi 

coletado do microtubo Eppendorf esterilizado com auxílio de micropipeta e 

transferido para um tubo de ensaio contendo volume de PBS esterilizado para 

completar 1 mL de solução, obtendo-se a diluição 100 sendo que este mesmo 

procedimento foi realizado até alcançar a diluição 10-6, identificadas com letras 

de A à G. Esse processo é chamado de diluição seriada (Figura 12).   

 

Figura 12. Representação esquemática da diluição seriada.  

 
Fonte: Autor. 

 
Alíquotas de suspensões 0,1 mL foram coletadas a cada diluição com 

auxílio de micropipeta Monocanal Labmate HTL ETQ (HTL, Daniszewska, 

Warskawa, Polônia) do microtubo Eppendorf esterilizado (Figura 13A) e 

semeadas em placas de Petri contendo meio Ágar Müeller Hinton pelo método 

de espalhamento em placa, com auxílio de alça Drigalski (Figura 13B) e então 

incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas (Figura 13C).  
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Figura 13. Representação esquemática do espalhamento em placas. (A) Deposição da alíquota 
de cada suspensão em placa de Petri. (B) Semeadura das diluições em placa de Petri, com 
auxílio da alça Drigalski. (C) Placas incubadas em estufa.  

Fonte: Autor. 

 

3.5.1.3 Contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

 

Decorrido esse tempo, foi selecionada da placa de diluição 

correspondente a placa com a maior quantidade de colônias contáveis sem 

crescimento confluente (placa D) (Figura 14A) e por meio de câmera fotográfica 

(Canon PowerShot SX520 HS, São Paulo, SP, Brasil) estabilizada em tripé, foi 

capturado uma fotografia da placa selecionada em fundo preto (Figura 14B), que 

foi importada para o programa ImageJ e realizado a contagem das unidades 

formadoras de colônia (UFC) (Figura 14C).  

 
Figura 14. Representação esquemática do processo da avaliação de UFC. (A) Seleção da placa 
para contagem de UFC. (B) Aquisição de imagens para avaliação de UFC. (B) Contagem de 
UFC pelo programa Image J. 

Fonte: Autor. 
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3.7.2 Verificação do biofilme por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) 

 

Após os procedimentos de descontaminação, as amostras foram 

preparadas para microscopia eletrônica de varredura (E-1010, Hitachi, Ibaraki, 

Japão). Duas amostras de cada grupo foram clivadas com o auxílio de um cinzel 

cirúrgico esterilizado (Quinelato – Schobell Industrial Lltda, Rio Claro, SP, Brasil), 

após ranhuras feitas com disco de Carburundum (KG Sorensen, Barueri, SP, 

Brasil), montado em peça reta e motor de baixa rotação (Beltec, Araraquara, SP, 

Brasil). As duas metades obtidas foram então transferidas para um Eppendorf 

de 5 mL esterilizado contendo solução de glutaraldeído 2,5%, onde 

permaneceram por 24 h para fixação do biofilme remanescente (Figura 15A). Em 

seguida, foram desidratadas em graduações ascendentes de etanol (30%, 50%, 

70%, 80%, 85 e 100%) por 5 min cada (Figura 15B). Posteriormente, as amostras 

foram transferidas para Eppendorfs de 5 mL esterilizados, dispostas em uma 

estante e colocados em um dissecador contendo sílica, por sete dias (LI et al., 

2014; HUANG et al., 2017) (Figura 15C). 

 

Figura 15. Representação esquemática do processo pré-metalização. (A) Fixação do biofilme 
remanescente pela solução de glutaraldeído 2,5%, durante 24 h. (B) Desidratação em graduação 
ascendente de etanol, 5 min em cada solução. (C) Secagem das amostras em um dissecador 
contendo sílica pelo período de 7 dias. 

Fonte: Autor. 

 

Após o processo de desidratação e secagem, as metades foram dispostos 

em stubs metálicos de formato cilíndrico com 8 cm de diâmetro e aderidos a 

superfície com fita adesiva dupla face de carbono (Electron Microscopy 

Sciences, Washington, Estados Unidos). As amostras foram levadas então para 

o equipamento de metalização a vácuo (SDC 050, Bal-Tec, Fürstentum, 

Liechtenstein), no qual receberam uma fina camada de uma liga de ouro e 
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paládio, sob os parâmetros: pressão de 0,1 mbar de vácuo, corrente de 40 mA, 

distância de 50 mm, tempo de cobertura de 120 s e espessura média de 

deposição de 20 a 30 nm (Figura 16A). Em seguida, as amostras foram levadas 

ao microscópio eletrônico de varredura (JSM 5410 – JEOL Ltda, Tóquio, Japão) 

e em aumento de 18x foram selecionadas aleatoriamente áreas de biofilme na 

dentina do canal radicular, nos terços cervical, médio e apical com aumento de 

5000 x para obtenção das fotomiografias (Figura 16B). As imagens obtidas foram 

salvas em formato TIF e posteriormente analisadas a fim de avaliar 

qualitativamente a adesão bacteriana a dentina peri e intra tubular e 

consequentemente a remoção do biofilme pelos protocolos de agitação na 

irrigação complementar. 

 

Figura 16. (A) Amostras metalizadas para análise por MEV. (B) Programa JEOL Scanning 
utilizado para análise das fotomicrografias obtidas por MEV. 

Fonte: Autor. 

 

3.7.3 Verificação por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM) 

associado a Kit de viabilidade bacteriana Light Live/Dead 

 

A fim de avaliar proporção de bactérias viáveis e não viáveis no biofilme 

remanescente de E. faecalis após os protocolos de agitação na irrigação 

complementar, foi realizada microscopia confocal de varredura a laser 

(Microscópio Confocal Leica SP5, Wetzlar, Alemanha). Para isso, 2 amostras de 

cada grupo foram clivadas com o auxílio de um cinzel cirúrgico esterilizado 

(Quinelato – Schobell Industrial Lltda, Rio Claro, SP, Brasil), após ranhuras feitas 

com disco de Carburundum (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) (Figura 12B), 
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montado em peça reta e motor de baixa rotação (Beltec, Araraquara, SP, Brasil). 

As duas metades obtidas foram então lavadas com 1 mL de PBS para remoção 

das células não aderidas. Os biofilmes foram corados com kit de viabilidade 

bacteriana (Live/Dead Bac Light Bacterial Viability and Counting 7012 Kit, 

Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). O kit contém dois marcadores 

fluorescentes, SYTO 9 na cor verde, que penetra nas células com membranas 

intactas corando as células viáveis e iodeto de isopropídio vermelho, que penetra 

nas células com membranas lesadas corando as células mortas. Em capela de 

fluxo laminar protegido de luz e em temperatura ambiente, 50 µL da mistura dos 

corantes SYTO 9 e iodeto de propídio foram gotejados sobre as amostras com 

auxílio de micropipeta (Monocanal Labmate Pro 10 – 100 µL HTL HTL, 

Daniszewska, Warskawa, Polônia) e incubadas por 15 min. Após esse período, 

as amostras foram transferidas para uma placa confocal 35x10 mm (SPL COD 

200350 - SPS Life Sciences, Pocheon-si, Coreia do Sul) e levados 

individualmente ao microscópio (Figura 17).  

 

Figura 17. Representação esquemática da mistura dos corantes do Kit de viabilidade bacteriana 
backlite Live/Dead.  

Fonte: Autor. 
 

Em seguida, foi selecionada aleatoriamente uma área em cada terço do 

canal radicular (cervical, médio e apical), e as imagens foram capturadas com 

uma lente com objetiva de 40×, uma camada a cada intervalo de 3µm de 

profundidade, totalizando 10 camadas em 30µm, no formato 512 x 512 pixels 

com o programa ZEN 2011 SP7 (ZEISS – Seeing beyond, Jena, Alemanha) 

(Figura 18A), representando uma área de 275 x 275µm² (Figura 18B). A análise 

qualitativa das imagens foi realizada posteriormente pelo programa ImageJ.  
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Figura 18. (A) Programa ZEN 2011 SP7 utilizado para aquisição das imagens da Microscopia 
Confocal a Laser; (B) Imagem adquirida evidenciando proporção de bactérias viáveis e inviáveis 
para posterior análise qualitativa. 

Fonte: Autor. 
 

3.8 Análise dos resultados 

 

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-

Wilk para aderência à curva normal e Levene para homogeneidade de variância. 

Os dados obtidos da contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) 

encontrados nos canais radiculares após os protocolos experimentais, foram 

tabulados e expressos em valores médios e desvios-padrão. A redução da carga 

microbiana foi realizada em comparação ao grupo controle positivo por meio do 

teste T.  Os dados obtidos na contagem de UFC foram analisados pelo teste de 

Análise de Variância (ANOVA) a dois fatores, seguido pelo pós-teste de Tukey 

para a comparação entre grupos em relação a solução irrigante e protocolo de 

agitação na irrigação complementar. A análise estatística foi realizada com 

valores transformados em log10 com auxílio do programa SigmaPlot 12.0 (Systat 

Sottware, San Jose, CA, EUA) com nível de significância de 5%.   
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Análise Microbiológica 

 

A análise de variância a dois critérios dos valores de UFC após os 

protocolos de agitação na irrigação complementar, demonstrou diferença 

estatisticamente significante entre as soluções (p<0,001) e entre os métodos de 

agitação (p<0,001), como também da interação entre os fatores (solução e 

agitação) (p<0,001). Assim, o método de agitação pode interferir nos resultados 

de descontaminação, dependendo da solução utilizada (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2. Resultados da análise de variância dos valores de UFC após os protocolos de agitação 
na irrigação complementar. 

Fonte de Variação Soma Quadrados DF Quadrado Médios F p 

Solução 5,356 1 5,356 360,676 <0,001 

Agitação 6,332 3 2,111 142,136 <0,001 

Interação 0,543 3 0,181 12,187 <0,001 

Resíduo 0,832 56 0,0148   

Total 13,062 63    

 

 

Todos os métodos de agitação associados à NaOCl 2,5% apresentaram 

maiores reduções de UFC quando comparados aos grupos associados à 

solução de PBS (p<0,05). Considerando a solução de PBS, o teste de Tukey 

demonstrou que os menores e maiores valores de UFC foi observado após 

irrigação por PUI 30% e PAP, respectivamente (p<0,001) (Tabela 3). 

Já para a solução de NaOCl 2,5%, os menores valores de UFC foram 

observados após PUI 30%, quando comparado aos demais grupos (p<0,001), 

enquanto que os maiores valores de UFC foram observados nos grupos PAP e 

XPC, que não apresentaram diferença estatística entre si (p>0,05) (Tabela 3). 
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 Tabela 3. Média±DP em log10 CFU / mL para análise entre os protocolos de agitação na 

irrigação complementar. 

Diferentes letras maiúsculas na mesma linha significam diferença estatística entre colunas e 
diferentes letras minúsculas na mesma coluna significam diferença estatística entre linhas (teste 
de Tukey, p<0,05).  

 
 

O grupo controle positivo apresentou em média 1.833.000±484.605,3 de 

UFC, sendo considerado como referência para o cálculo do percentual de 

descontaminação microbiana (0%). O teste T demonstrou que todos os grupos 

experimentais, independente da solução irrigante e método de agitação, reduziu 

significativamente a contaminação microbiana em relação ao grupo controle 

positivo (p<0,05). O maior percentual descontaminação microbiana foi 

observada após PUI 30% associado à solução de NaOCl 2,5% (98,6%), 

enquanto o menor foi observado após irrigação convencional por PAP com 

solução PBS (48,3%) (Figura 19). 

 

Protocolos de 
agitação 

Solução irrigante 

PBS NaOCl 2,5% 

Média±𝐃𝐏 Média±𝐃𝐏 

PAP 5,97 ± 0,11 Aa 5,36 ± 0,16 Ba 
XPC 5,66 ± 0,12 Ab 5,25 ± 0,10 Ba 
PUI 10% 5,52 ± 0,06 Ab 5,05 ± 0,09 Bb 
PUI 30% 5,25 ± 0,07 Ac 4,41 ± 0,19 Bc 
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Figura 19. Média e desvio-padrão das unidades formadoras de colônia (UFC/mL) C+ e 

percentual (%) de descontaminação do conduto radicular dos grupos experimentais em relação 

ao grupo C+. 

 

Média 1,8x106 9,5x105 4,6x105 3,3x105 1,8x105 2,3x105 1,8x105 1,1x105 2,6x104 

DP 4,8x105 1,5x105 4,3x104 4,3x104 2,8x104 9,3x104 4,2x104 2,4x104 1,0x104 

%  0% 48,3% 75,1% 82% 90,2% 87,5% 90,3% 93,8% 98,6% 

 

Valores em negrito indicam diferença estatística do método de agitação ou solução irrigante 
em relação ao C+ (Teste T, p<0,05). Nenhuma bactéria foi observada no grupo controle 
negativo (gráfico de barras não apresentado). 
* O gráfico não foi apresentado em escala logarítmica para melhor visualização da escala. 
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4.2 Análise do Biofilme por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As amostras do grupo controle positivo, demonstraram biofilmes densos 

de E. faecalis desenvolvidos na superfície do canal radicular, podendo observar 

aglomerados bacterianos especialmente nos terços cervical e apical (Figura 20). 

O controle negativo mostrou canal radicular com túbulos dentinários livres de 

bactérias (Figura 20). 

 

Figura 20. Imagens obtidas através de microscopia eletrônica de varredura em 5000x dos três 
terços cervical, médio e apical da superfície radicular referentes aos grupos controle positivo e 
controle negativo.   

 
 

Na avaliação qualitativa dos diferentes grupos experimentais, foi possível 

observar imagens sugestivas de maior redução microbiana após irrigação 

complementar associada à solução NaOCl 2,5% comparado ao PBS, em todos 

os terços. Para a solução de PBS, foi observado que o grupo PUI 30%, sugeriu 

maior redução microbiana comparado aos demais grupos. Os grupos com 

protocolo de agitação XPC e PUI 10% sugerem menores quantidades de 

bactérias aderidas as paredes dos canais radiculares quando comparado ao 

grupo PAP, principalmente nos terços cervical e apical, sendo observado 

redução microbiana semelhante entre eles (Figura 21).  
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Figura 21. Imagens obtidas através de microscopia eletronica de varredura em 5000x dos três 
terços da superfície radicular, após aplicação de diferentes protocolos de agitação na irrigação 
complementar associado a solução de PBS.  

 
 

 

Para a solução de NaOCl 2,5%, de maneira geral sugere-se maior 

redução de volume de bactérias aderidas, principalmente nos terços cervical e 

médio, com redução mais expressiva para os grupos PUI 10% e 30%. 

Semelhantemente, para o terço apical, também sugere-se maior redução de 

volume de bactérias aderidas para os grupos PUI 10% e 30%, porém, o aumento 

da potência evidenciou maior redução nas bactérias dentro dos túbulos 

dentinários (Figura 22). 
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Figura 22. Imagens obtidas através de microscopia eletrônica de varredura em 5000x dos três 
terços da superfície radicular, após aplicação de diferentes protocolos de agitação na irrigação 
complementar associado à solução de NaOCl 2,5%. 
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4.3 Análise da viabilidade bacteriana por Microscopia Confocal a Laser 

associado a Kit Live/Dead 

 

Analisando qualitativamente a viabilidade de E. faecalis aderidos sobre a 

superfície do canal radicular após os diferentes protocolos de agitação na 

irrigação complementar por meio de microscopia confocal a laser, verificou-se 

maior adesão de bactérias mortas/inviáveis (coloração vermelha) em relação as 

bactérias vivas/viáveis (coloração verde) nos grupos com irrigação associada à 

solução de NaOCl 2,5% comparado aos grupos com solução de PBS.  

Em relação a todos os grupos experimentais, as proporções de bactérias 

viáveis (verdes) / não viáveis (vermelhas) foram significativamente menores do 

que os do grupo controle positivo (Figura 23, 24 e 25). 

De forma geral, os protocolos com agitação ultrassônica reduziram as 

proporções de bactérias viáveis (verdes) / não viáveis (vermelhas) independente 

da solução irrigante (Figura 24 e 25) comparado aos demais grupos 

experimentais. O aumento da potência da agitação ultrassônica resultou em 

redução ainda maior da proporção de bactérias viáveis (verdes) / não viáveis 

(vermelhas) especialmente nos terços médio e apical quando associado à 

solução de PBS, e no terço apical quando associado à solução de NaOCl 2,5% 

(Figuras 24 e 25).  

Já o grupo XPC apresentou resultados intermediários, sendo que 

apresentou maior redução da proporção de bactérias viáveis (verdes) / não 

viáveis (vermelhas) em relação ao grupo PAP, mais evidente no terço cervical 

quando utilizada solução de PBS e nos terços médio e apical quando utilizada a 

solução de NaOCl 2,5% (Figuras 24 e 25). 
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Figura 23. Imagens obtidas através de microscopia confocal a laser com lente de aumento 40x 
e profundidades de 30µm, dos três terços da superfície radicular, dos grupos controle positivo e 
controle negativo. 
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Figura 24. Imagens obtidas através de microscopia confocal a laser com lente de aumento 40x 
e profundidades de 30µm, dos três terços da superfície radicular, após aplicação de diferentes 
protocolos de agitação associado a solução de PBS. 
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Figura 25. Imagens obtidas através de microscopia confocal a laser com lente de aumento 40x 
e profundidades de 30µm, dos três terços da superfície radicular, após aplicação de diferentes 
protocolos de agitação associado à solução de NaOCl 2,5%. 
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5 DISCUSSÃO  

 

Visto que a microbiota tem importante papel no desenvolvimento de 

infecções endodônticas e que os desafios anatômicos dificultam a ação dos 

instrumentos durante o preparo biomecânico novas estratégias complementares 

ao preparo biomecânico devem ser investigadas a fim de melhorar a limpeza e 

desinfecção do sistema de canais radiculares.  

Para isso, neste estudo foram utilizados dentes humanos com intuito de 

buscar maior similaridade com a realidade clínica. A contaminação microbiana 

está relacionada a dentina radicular, substrato utilizado para o estabelecimento 

de um biofilme complexo que simule o existente no sistema de canais radiculares 

(MURAD et al., 2012). Nesse sentido, apesar da literatura mostrar semelhança 

na penetração de bactérias (BRITTAN et al., 2016) e no diâmetro dos túbulos na 

dentina humana e bovina (CAMARGO et al., 2008; CASTANHO et al., 2011), 

estudos evidenciam diferença significativa em relação ao número de túbulos 

dentinários, sendo mais numerosos nos dentes bovinos comparados aos dentes 

humanos (CAMARGO et al., 2007). Além disso, o maior volume do canal do 

incisivo bovino em relação ao dente humano pode comprometer a similaridade 

da aplicação do ultrassom, pois para PUI, estudos mostram que quanto mais 

livre o inserto estiver dentro do canal, maior será a frequência e a amplitude do 

seu deslocamento (VAN DER SLUIS; WU; WESSELINK, 2005; VAN DER 

SLUIS; WU; WESSELINK, 2007; RODIG et al., 2010; BUTCHER; MANSOUR; 

IBRAHIM, 2019). O espaço livre no conduto radicular influencia diretamente no 

fluxo acústico e consequentemente na energia transmitida para a solução 

irrigante e na sua efetividade de limpeza. Ou seja, quanto maior o alargamento 

no preparo do canal radicular, maior a efetividade de limpeza (VAN DER 

SLUIS; WU; WESSELINK, 2005; VAN DER SLUIS; WU; WESSELINK, 2007; 

RODIG et al., 2010; ALMEIDA et al., 2015; BUTCHER; MANSOUR; IBRAHIM, 

2019). 

Ainda em relação as amostras, as análises qualitativa e quantitativa da 

morfologia interna do sistema de canais radiculares dos dentes humanos 

utilizados nesse estudo, foram realizadas por meio de tomografia 

computadorizada de feixe cônico (TCFC), permitindo a formação de grupos 
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experimentais equilibrados em relação a anatomia interna pós-preparo 

biomecânico assim como em relação ao espaço livre para a ação do inserto 

ultrassônico. Assim, a distribuição estratificada dos grupos experimentais de 

acordo com a anatomia interna do sistema de canais radiculares, contribui para 

a obtenção de resultados mais confiáveis (SOUSA-NETO et al., 2018; DE DEUS 

et al., 2020).  

Outro fator metodológico importante deste estudo foi a escolha do E. 

faecalis na sua forma de organização em biofilme. O E. faecalis é um marcador 

bacteriológico prevalente em infecções endodônticas persistentes (STUART et 

al., 2006; PRADA et al., 2019a) e a literatura evidencia que a formação do seu 

biofilme ocorre em 24 h (ALMEIDA et al., 2015; SWIMBERGHE et al., 2019) e 

começa a se maturar após 36 h, se distribuindo uniformemente em toda a 

superfície e consolidando sua formação 72 h depois (BHUVA et al., 2010; 

JHAIHARIA et al., 2015; SAKKO; TIADERHANE; RAUTEMAA-RICHARDSON 

2016; SWIMBERGHE et al., 2019; PEREIRA et al., 2021). Corroborando com 

outros estudos, o presente estudo realizou o processo de inoculação em um 

intervalo de 21 dias, com o intuito de conferir maior resistência ao biofilme ao 

considerar que neste período se torna mais denso e aparente (WILLIAMSON et 

al., 2009; SHEN et al., 2011; TIANFENG et al., 2014; BULACIO et al., 2015; 

SWIMBERGHE et al., 2019), como pode ser observado nas imagens de MEV do 

grupo controle positivo.  

Em relação a ação antimicrobiana avaliada neste estudo, os resultados 

mostraram que independentemente da solução irrigante empregada, todos os 

protocolos com ou sem agitação na irrigação complementar, apresentaram 

redução microbiana significativa. Esse resultado se deve a força de 

cisalhamento, que consiste nas forças de atrito entre a solução e a parede do 

canal radicular que ocorrem durante o fluxo do irrigante, que ocorre 

independente do sistema de agitação e solução irrigante (MOORER; 

WESSELINK, 1982; STOJICIC et al., 2010; VAN DER SLUIS, 2015; TAVELLA 

E SILVA et al., 2020). 

Durante os protocolos de irrigação complementar, as soluções irrigantes 

utilizadas foram divididas em inerte com utilização da solução de PBS e em 

quimicamente ativo com utilização NaOCl 2,5% (PRADA et al., 2019b; 

ZEHNDER, 2006). A solução de PBS foi utilizada neste estudo a fim de permitir 
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a avaliação da ação antimicrobiana dos métodos de agitação em relação a sua 

ação física e mecânica, isolada da ação química das soluções irrigantes. A 

solução tampão fosfato-salina, comumente chamada de PBS (phosphate 

buffered saline), é uma solução salina que possui como principal função manter 

o pH e a pressão osmótica semelhante a encontrada no ambiente biológico 

natural, garantindo a conservação de células in vitro, a fim de mantê-las estáveis, 

impedindo assim a lise de células bacterianas, além de manter saudável as 

estruturas dentinárias (REYES-CARMONA et al., 2010; DE ALMEIDA, 2014).  

Já a solução NaOCl 2,5%, foi selecionada para este estudo por ser 

considerada padrão ouro na eficácia contra microrganismos, erradicação de 

biofilme e inativação de endotoxinas (ZEHNDER, 2006; MOHAMMAD et al., 

2014), sendo a única solução irrigante com capacidade de desorganizar 

biofilmes (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2011; GOMES et al., 2013), 

corroborando com os resultados deste estudo que mostraram que todos os 

métodos de agitação quando associados à solução NaOCl 2,5%, apresentaram 

aumento significativo na descontaminação microbiana, quando comparado a sua 

ação isolada pela associação à solução de PBS. 

 Vale ressaltar que para a solução de NaOCl, se faz importante o 

adequado controle do tempo e volume durante a irrigação, pois estes fatores 

podem alterar a eficiência da solução e consequentemente dos resultados de 

limpeza (STOJICIC et al., 2010; PETRIDIS et al., 2019). Dessa forma, neste 

estudo foram padronizados tempo e volume de dispersão das soluções 

empregadas. 

No que se refere aos protocolos de agitação na irrigação complementar, 

a ausência de agitação por pressão apical positiva apresentou os maiores 

valores de UFC em relação a todos os outros grupos com agitação da solução 

independentemente do tipo de solução irrigante. Apesar de ser considerada 

eficiente e possuir rotineira aplicação clínica, a irrigação com pressão apical 

positiva por seringa e agulha apresenta limitações, sendo identificadas regiões 

inacessíveis e irregularidades com presença de detritos e bactérias após o seu 

uso (WU; WESSELINK, 2001; NAIR et al., 2005; WU, DUMMER; WESSELINK, 

2006; GU et al., 2009; LEONI et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2018). Isso se deve 

entre outros fatores, ao difícil controle do fluxo da solução no interior dos canais 

(VAN DER SLUIS et al., 2006; KAHN et al., 2007; GU et al., 2009), pois prevalece 
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um fluxo laminar constante sem que haja variação de velocidade, mantendo as 

partículas em movimentos ordenados, não tendo energia suficiente para a 

remoção de detritos e microrganismos por apresentar uma lavagem mecânica 

consideravelmente fraca (BOUTSIOUKIS; VAN DER SLUIS; BASRANI; 2015; 

CAPELLI, CAMARGO 2016).  

A agitação mecânica com XPC proporcionou descontaminação 

semelhante ao PUI 10% quando considerada sua ação isolada e semelhante ao 

PAP quando associada à solução de NaOCl 2,5%, este resultado foi evidenciado 

tanto pela contagem de UFC, assim como sugerido pela análise por MEV e 

confocal que mostram semelhança no biofilme aderido e na proporção de 

bactérias viáveis/ não viáveis (vermelhas) nos três terços. Segundo o fabricante, 

a agitação mecânica com o uso do instrumento XP Clean possui dois 

mecanismos de ação, sendo eles o contato mecânico com as paredes internas 

do canal radicular, com o intuito de remover resíduos e microrganismos que não 

foram removidos no preparo biomecânico e a agitação do líquido irrigante, 

aumentando seu poder de limpeza (VAZ-GARCIA et al., 2018). O efeito 

mecânico da lima XPC, ao possibilitar o efeito de turbilhonamento da solução 

irrigante, unido ao contato com as paredes do canal radicular, pode melhorar 

efetivamente o efeito de desinfecção, contudo, não possui mesma capacidade 

de arraste da PUI quando associado à solução de NaOCl 2,5%.  

A vibração do instrumento ultrassônico dentro do canal radicular provoca 

o efeito de cavitação no qual há a formação de bolhas com quantidades variáveis 

de vapor, que implodem ao alcançar diâmetro crítico alterando as condições de 

pressão hidrostática e temperatura da solução (AHMAD et al., 1992; FERRARI; 

BOMBANA, 2010; ROMUALDO et al., 2013; WANG et al., 2013; LOPES et al., 

2015). Além da cavitação, a vibração também provoca outro mecanismo físico 

denominado efeito acústico, que consiste no movimento rápido da solução 

irrigante, de forma circular em torno das ondas vibratórias, descrita como 

microfluxo acústico, possibilitando assim a limpeza e desinfecção em espaços 

diminutos no interior dos canais (AHMAD et al., 1987; VAN DER SLUIS et al., 

2007; HUFFAKER et al., 2010; PAQUÉ et al., 2011; CAPELLI, 2016).  

Diferentemente da associação com solução de PBS, a agitação por PUI 

10% associado à NaOCl 2,5% apresentou maior inibição bacteriana em 

profundidade nos três terços avaliados, quando comparado os grupos XPC e 
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PAP. Este resultado sugere que a transmissão de energia durante a PUI pode 

ser mais efetiva para a solução de NaOCl melhorando a ação química do 

irrigante. A agitação provocada pela PUI pode aumentar a temperatura da 

solução de NaOCl, favorecendo as colisões moleculares, contribuindo para a 

velocidade da reação, intensificando a liberação de cloro ativo (STOJICIC et al., 

2010; LOPES et al., 2015). Por meio disso, o vapor de cloreto gerado a partir 

do NaOCl, pode se difundir na bolha e a concentração de vapor dissolvido no 

líquido e sua temperatura contribuem para sua expansão (BRENNER et al., 

2002; LOPES et al., 2015), o que pode influenciar positivamente nos efeitos de 

cavitação e fluxo acústico (DE GREGORIO et al., 2010; LI et al., 2020), além de  

aumentar a eficácia das soluções de hipoclorito, melhorando sua capacidade de 

dissolução de tecido e aumentando a eficácia contra células de E. faecalis 

(ABOU-RASS; OGLESBY, 1981; SIRTES et al., 2005; ROSSI-FEDELE; DE 

FIGUEIREDO, 2008; STOJICIC et al., 2010).  

Na literatura atual não há registros de estudos que avaliem diferentes 

potências durante a irrigação ultrassônica na efetividade de limpeza do sistema 

de canais radiculares. Entretanto, neste estudo o aumento da potência 

ultrassônica se mostrou relacionado com uma maior eficiência da redução 

microbiana. Esse resultado pode estar relacionado a maior amplitude de 

oscilação na potência de 30%, visto que quanto maior a potência empregada, 

maior a influência da frequência e da intensidade na transmissão de energia do 

inserto para a solução irrigante, resultando em um fluxo acústico mais poderoso 

e uma maior capacidade de cavitação (VAN DER SLUIS et al., 2007). A energia 

dissipada pela PUI atinge as paredes do canal radicular, que a absorve e devolve 

em sentido oposto para o meio, na mesma direção de seu movimento e com a 

mesma intensidade (LEIGHTON 1994) e a oscilação proporcionada resulta em 

melhor ressonância mecânica pelo inserto, favorecendo seu efeito de nodo e 

anti-nodo, sendo assim capaz de alterar estruturalmente e funcionalmente 

células biológicas ou macromoléculas, tornando-as inviáveis em sua maior 

quantidade (VANSAN et al., 1990; VAN DER SLUIS et al., 2007; MESKITA; 

KURNET, 2008; JIANG et al., 2011).  

Assim, a maior ação antimicrobiana resultante da energia dissipada pela 

utilização da potência ultrassônica ideal após calibração foi evidenciada neste 

estudo, não apenas pela inviabilização bacteriana observada na microscopia 
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confocal, como também pelo melhor arraste do biofilme observado na MEV, 

especialmente quando o método de agitação foi avaliado de forma isolada da 

ação química pela utilização da solução PBS. 

Vale destacar que as potências escolhidas para este estudo foram 

baseadas na potência mínima indicada pelo fabricante e no controle de potência 

ideal do aparelho. O aumento demasiado da potência ultrassônica não é 

recomendado, ao considerar que a combinação entre a configuração da energia 

com o tempo de ativação está intimamente relacionado com o aumento da 

temperatura no interior dos canais radiculares, o que pode ultrapassar os níveis 

suportados biologicamente pelos tecidos periodontais e superfície radicular, 

podendo gerar injúrias imediatas ou futuras aos tecidos de sustentação e suporte 

(SAUNDERS et al., 1989; MICHELlOTO et al., 2004; MADARATI et al., 2008; 

ROLDI et al., 2010). Ademais, o aumento excessivo da temperatura pode gerar 

fratura do inserto ultrassônico, semelhante ao que ocorre quando instrumentos 

endodônticos de NiTi são submetidos à múltiplos processos de esterilização, 

visto que o calor afeta as propriedades de dureza e microestrutura do 

instrumento (YARED et al., 2000; CHEUG et al., 2009). 

Assim, a partir dos resultados apresentados em relação ao impacto do 

aumento da potência ultrassônica baseado na calibração na efetividade de 

limpeza promovida por esta agitação, torna-se importante novos estudos para 

desenvolvimento de protocolos mais efetivos e seguros a fim de melhorar a 

limpeza e redução microbiana no sistema de canais radiculares, além de verificar 

o impacto desse aumento em todas as fases do tratamento endodôntico, suas 

consequências na dentina radicular e na adesividade dos materiais obturadores.  
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6 CONCLUSÕES  

 

• Todos os protocolos de irrigação complementar com ou sem agitação, 

apresentaram redução microbiana, independente da solução química. 

 

• Quando associada à solução de PBS, os protocolos de agitação, por 

instrumento rotatório ou ultrassom, apresentam melhor ação antimicrobiana 

comparado a irrigação convencional. 

 

• Quando associada à solução de NaOCl, a agitação ultrassônica apresenta a 

melhor ação antimicrobiana quando comparada a agitação por instrumento 

rotatório e irrigação convencional. 

 

• O aumento da potência ultrassônica apresenta os melhores resultados de 

ação antimicrobiana dentre os protocolos de agitação na irrigação 

complementar, independente da solução química. 
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