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RESUMO 

 

  Lipopolisacarídeos (LPS) – endotoxinas são capazes de estimular células a 

produzirem citocinas pró-inflamatórias envolvidas na destruição tecidual periapical. 

Os objetivos do presente estudo foram: 1) Verificar e quantificar endotoxinas em 

canais radiculares infectados de dentes com periodontite apical crônica e sua 

relação com sinais e sintomas clínicos de origem endodôntica; 2) Avaliar a 

efetividade do preparo químico-mecânico (PQM) com hipoclorito de sódio (NaOCl) 

2,5%; clorexidina gel (CLX) 2% e soro fisiológico (SS-controle) na eliminação de 

endotoxinas; 3) Avaliar o potencial inflamatório do conteúdo endodôntico, antes 

(C1) e após a instrumentação do canal radicular (C2) com NaOCl 2,5%, CLX 2% 

ou soro fisiológico e após uso de EDTA 17% (C3) em cultura de células de 

macrófagos quanto à produção de citocinas pró-inflamatórias - IL-1β, TNF-α. 

Amostras foram coletadas de 30 canais radiculares com necrose pulpar e 

presença de lesão periapical em C1, C2 e C3 utilizando cones de papel 

estéreis/apirogênicos. Endotoxina foi detectada em 100% dos canais radiculares 

estudados, representada pela mediana de 18,70 EU/mL. Dentes com presença de 

dor à percussão e exsudação intracanal foram relacionados com níveis elevados 

de endotoxina (p<0,05). Após o PQM, significativa redução de endotoxina foi 

obtida nos canais radiculares: NaOCl 2,5% + EDTA17% (99,75%), CLX gel 2% + 

EDTA 17% (98,27%), SS+ EDTA 17% (98,71%) (p<0,05). IL1- β e TNF-α foram 

produzidos por macrófagos estimulados pelo conteúdo endodôntico (C1>C2>C3). 

Foi possível concluir que 1) Endotoxinas estavam presentes em todos os casos 

investigados, apresentando níveis mais elevados nos dentes com dor à percussão 

e exsudato intracanal. 2) O preparo químico-mecânico foi eficaz na redução do 

conteúdo de endotoxinas, independente da substância química auxiliar testada; 3) 

O potencial inflamatório do conteúdo endodôntico foi demonstrado pela produção 

de IL1- β e TNF-α, exercendo maior atividade inflamatória contra macrófagos nas 

amostras iniciais, quando comparado com as obtidas após o preparo químico-

mecânico.  
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ABSTRACT 

Lipopolysaccharide (LPS)-endotoxin are able to stimulate cells to produce 

proinflammatory cytokines involved in the periapical tissue destruction. The aims of 

this study were: 1) To verify and quantify endotoxin in infected root canals of teeth 

with apical periodontitis and correlate the levels with clinical signs and symptoms of 

the primary endodontic infections; 2) To assess the effectiveness of chemo-

mechanical preparation (CMP) with 2.5% sodium hypochlorite (NaOCl), 2% 

chlorhexidine (CHX) and saline solution (SS), as negative control, for the 

elimination of endotoxins; 3) To evaluate the inflammatory potential of endodontic 

content before (C1) and after the CMP (C2) with 2.5% NaOCl, 2% CHX or SS and 

after final rinse with 17% EDTA (C3) in macrophage cell culture regarding the 

production of proinflammatory cytokines – IL-1 β and TNF-α- via the enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA).  Samples were collected from 30 canals with pulpal 

necrosis and apical periodontitis in C1, C2 and C3 using sterile non-

pyrogenic/paper points. Endotoxin was detected in 100% of root canals studied, 

represented by the median of 18.70 EU/mL. Teeth with tenderness to percussion 

and intracanal exudate were related to high levels of endotoxin (p< 0.05). After 

CMP, significant reduction of endotoxin was obtained in root canals instrumented 

with 2.5% NaOCl + 17% EDTA (99.75%), CHX 2% + 17% EDTA (98.27%) and SS 

+ EDTA 17% (98,71%) (p< 0.05). IL1-β and TNF-α were produced by the 

macrophages in response to the endodontic content (C1>C2>C3).  It was possible 

to conclude that 1) Endotoxin were present in all cases investigated, showing 

higher levels in the teeth with tenderness to percussion and intracanal exudate; 2) 

CMP was effective in reducing the endotoxic content, regardless of the auxiliary 

chemical substance; 3) The inflammatory potential of endodontic content was 

demonstrated by the production of IL1-β and TNF-α in all cases. The infectious 

content present in the root canal in the initial samples exerted greater inflammatory 

activity against macrophages compared to the residual content after CMP. 

 

Key Words: Bacteria, Cytokines, Endotoxin, Sodium Hypochlorite, Chlorhexidine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Bactérias e seus subprodutos desempenham um papel etiológico primário 

no desenvolvimento e perpetuação das lesões pulpares e perirradiculares 

(Kakehashi et al., 1965). A destruição tecidual observada em lesões periapicais 

pode resultar tanto direta quanto indiretamente (via sistema imune) da 

antigenicidade dos produtos ou componentes bacterianos presentes no canal 

radicular sobre os tecidos periapicais (Mattison et al.,1987).  

Embora apresente diversidade microbiana, sabe-se que a infecção 

endodôntica primária é composta predominantemente por bactérias Gram-

negativas anaeróbias estritas (Gomes et al., 1994; Siqueira et al., 2001; Jacinto et 

al., 2003; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al., 2006; Martinho et al., 2010). Essas 

bactérias apresentam como principal constituinte de parede celular, os 

lipopolissacarídeos (LPS), também denominados de endotoxinas (Rietschel et al., 

1992). 

Endotoxinas apresentam uma peculiaridade estrutural de amplo espectro 

de atividade biológica, os quais atribuíram a esta molécula especial interesse por 

diversas áreas de pesquisa nos últimos 100 anos. Uma vez liberadas da parede 

celular durante a multiplicação ou morte bacteriana (Rietschel et al., 1992), são 

consideradas, mesmo em baixas concentrações, potentes estimuladores da 

resposta inata do sistema de defesa do hospedeiro (Beutler, 2000; Hong et al., 

2004; Martinho et al., 2010), induzindo assim,  uma série de eventos biológicos 

que levam a uma reação inflamatória (Khabbaz et al., 2000) e reabsorção dos 

tecidos mineralizados (Mattison et al.,1987; Stashenko, 1993). 

Estudos clínicos demonstraram a presença de LPS bacteriano em 100% 

dos canais radiculares de dentes com infecção endodôntica primária e presença 

de lesão periapical (Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 

2008; Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2011), sugerindo sua participação na 

patogênese de lesões periapicais. 
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Com o intuito de estabelecer um protocolo clínico efetivo para eliminação 

e/ou inativação de endotoxinas, limitado número de estudos in vivo avaliaram a 

efetividade da terapia endodôntica utilizando diversas substâncias químicas na 

sua redução em canais radiculares infectados (Buck et al., 2001; Tanomaru et al., 

2003; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009; Martinho 

et al., 2010; Maekawa et al., 2011; Oliveira et al., 2012) 

O hipoclorito de sódio (NaOCl) é a substância química auxiliar mais 

utilizada em endodontia devido a sua baixa tensão superficial, capacidade de 

dissolver matéria orgânica, e ações desodorizante, alvejante, lubrificante e 

excelente atividade antimicrobiana (Jeansonne & White, 1994; Menezes et al., 

2004; Tanomaru et al., 2005; Gomes et al., 2009; Martinho et al., 2010), entretanto, 

é tóxico para os tecidos periapicais (Önçag et al., 2003).  

Por sua vez, a clorexidina (CLX) apresenta baixa toxicidade (Önçag et al., 

2003), atividade antimicrobiana imediata (Gomes et al., 2009) e substantividade 

em tecido dentinário (Dametto et al., 2005), sendo também utilizada como 

substância química auxiliar na terapia endodôntica. Consiste em uma molécula 

hidrofóbica e lipofílica carregada positivamente que interage com os fosfolipídeos 

e os lipopolissacarídeos da membrana celular das bactérias, sendo capaz de 

penetrar nas células através de um mecanismo de transporte ativo ou passivo. 

Sua eficácia se dá devido à interação da carga positiva de sua molécula com a 

carga negativa dos grupos fosfato das paredes da célula microbiana, alterando 

assim o equilíbrio osmótico das células (Mohammadi e Abbott, 2009). Em sua 

maior concentração usada clinicamente (2%), a clorexidina é bactericida 

provocando a precipitação do conteúdo do citoplasma, resultando em morte 

celular. (Gomes et al., 2009).  

Com o intuito de investigar a ação das substâncias químicas auxiliares 

mais frequentemente utilizadas durante a terapia endodôntica sobre os níveis de 

endotoxinas, Gomes et al. (2009) investigaram a atividade do NaOCl 2,5% e CLX 

gel 2% em canais radiculares de dentes com infecção endodôntica primária. Neste 

trabalho, os autores realizaram a instrumentação do canal radicular com limas 
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manuais a 1 mm do comprimento real do dente. Endotoxina foi detectada em 

todos os casos investigados e obtida redução do seu conteúdo em apenas 58% 

(NaOCl) e 47% (CLX), demonstrando a baixa capacidade do preparo químico-

mecânico, particularmente no protocolo utilizado, em removê-las do interior do 

canal radicular. Neste sentido, justifica-se a busca de um protocolo clínico mais 

efetivo para máxima redução de endotoxinas de canais radiculares infectados. 

O presente estudo realizou in vivo coleta de amostras do conteúdo 

endodôntico de dentes com necrose pulpar e presença de lesão periapical para 

quantificação de endotoxinas e avaliação do potencial antigênico do conteúdo 

infeccioso endodôntico na produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-1β) 

por macrófagos. A partir do conhecimento deste conteúdo inicial, foi avaliada a 

efetividade do preparo químico-mecânico utilizando instrumentos rotatórios na 

completa extensão do canal radicular com diferentes substâncias químicas 

auxiliares (NaOCl 2,5% e CLX gel 2%) seguido de irrigação final com EDTA 17%, 

na redução de LPS e nos níveis de citocinas produzidas, visando a instituição de 

uma conduta terapêutica mais eficaz.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Endotoxinas 

 

Avanços tecnológicos na área de microbiologia têm permitido identificar os 

microrganismos, estudar as comunidades microbianas, fatores de virulência e sua 

patogenicidade (Gomes, 1995; Jacinto et al., 2005; Montagner, 2010; Martinho et 

al., 2011). Dada a diversidade de trabalhos que investigaram microbiologicamente 

as infecções endodônticas, pode-se afirmar que, em canais radiculares de dentes 

com necrose pulpar e lesão periapical crônica, embora exista diversidade 

microbiana, existe um predomínio de bactérias anaeróbias estritas, 

particularmente as Gram-negativas (Gomes et al., 1994; Gomes et al., 1996; 

Siqueira et al., 2001; Jacinto et al., 2003; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al., 

2006; Martinho et al., 2010). 

Qualquer microrganismo que infecte o canal radicular possui o potencial 

de iniciar uma inflamação nos tecidos periapicais (Darveau et al., 2000). 

Entretanto, a virulência e patogenicidade de espécies individuais variam 

consideravelmente e pode ser afetada pela presença de fatores determinantes de 

virulência (Sundqvist, 1976; Siqueira & Rôças, 2009).  

Bactérias Gram-negativas possuem uma membrana celular xterna 

diferenciada com a presença de constituintes hidrofóbicos compostos por 

polissacarídeos (polímeros de açúcares), lipídeos (complexos contendo ácidos 

graxos) e proteínas. Essa estrutura é denominada lipopolissacarídeo ou 

endotoxinas, as quais são secretadas em vesículas durante a fase de crescimento 

bacteriano ou liberadas durante a morte celular. LPS representa a principal 

superfície antigênica das bactérias Gram-negativas, apresentando significância 

microbiológica e imunológica (Westphal, 1975; Rietschel & Brade, 1992). 

Aproximadamente 75% da superfície celular bacteriana é composta por 

esta molécula, sendo esta, essencial para o crescimento celular, diminuição da 

permeabilidade da membrana, integridade e estabilidade estrutural, assim como 
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 Figura 1- Ilustração dos componentes estruturais da endotoxina 

bacteriana. (Fonte: Giroir, B.P. Mediators of septic shock: New 

approaches for interrupting the endogenous inflammatory cascade. Crit. 

Care Med., v. 21, p. 780-9, 1993.) 

 

 

A composição química e estrutural do LPS bacteriano tem sido 

amplamente explorada para melhor entendimento do seu verdadeiro papel no 

desencadeamento e manutenção de processos inflamatórios em humanos (Petsch 

& Anspach, 2000). 

 

 2.1.2 Potencial inflamatório da endotoxina 

 

O ser humano é extremamente sensível ao LPS, observando-se que 

quantidades muito pequenas são suficientes para deflagrar o estado de choque. O 

LPS participa da resposta imune imediata a partir da fagocitose de 

microrganismos Gram-negativos. Assim, o indivíduo está exposto tanto ao LPS 

ligado à membrana da bactéria, como à endotoxina livre (fragmentos da parede 

celular) que normalmente é liberada durante a replicação e crescimento bacteriano 

(Rietschel et al., 1992). Uma vez no meio circulante, ocorre interação entre a 
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endotoxina e o sistema imune do hospedeiro.  A interação entre o lipídeo A e as 

células do hospedeiro ocorre através da ligação do LPS com uma proteína 

normalmente presente no plasma, com peso molecular de 60 Kd, denominada 

proteína ligadora do LPS ou LBPs- (LPS binding proteins). A presença de um 

receptor na superfície dos macrófagos/monócitos (molécula CD14) permite que 

este complexo LPS-proteína ligadora do LPS, ative as células do hospedeiro. A 

ativação de macrófagos pelo complexo LPS-CD14 inicia o processo de sinalização 

para receptores chamados TLR- (Toll-like receptor). Receptores TLR reconhecem 

o LPS bacteriano como estranho ao hospedeiro, de forma única e específica para 

cada bactéria. Sabe-se que há mais de dez diferentes tipos de receptores e alguns 

deles estão envolvidos no reconhecimento de compostos bacterianos. O TLR4 é o 

receptor que responde à presença do LPS, deflagrando no hospedeiro uma 

resposta imunológica para produção e secreção de compostos protéicos os quais 

possuem seqüências de aminoácidos distintas (Baron, 1996). Estes compostos 

são considerados mediadores humorais ou inflamatórios e denominados citocinas. 

A Figura 2 mostra o mecanismo de reconhecimento da molécula de 

endotoxina via receptor celular na produção de citocinas pró-inflamatórias. 
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Figura 2. Mecanismo de reconhecimento da molécula de endotoxina via receptor celular para  

produção de citocinas pró-inflamatórias. Resposta Imune Clássica. (Fonte: Vianna, M.E. 

Microbiologia e tratamento das infecções endodônticas – Piracicaba, 2006). 
 

 

As principais citocinas identificadas em quadros inflamatórios são o Fator 

de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor - TNF), as Interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, 

IL-6 e IL-8) e o Interferon-gama (IFN-g) (Dinarello, 1991; Hageman, 1995). 

Quando secretadas, as citocinas se ligam aos receptores de citocinas presentes 

nos linfócitos, macrófagos, fibroblastos, osteoblastos, células endoteliais e 
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epiteliais, desempenhando papel importante em vários processos biológicos, como 

a inflamação, a imunidade e a hematopoiese, e atuam tanto local quanto 

sistemicamente (Dinarello, 1991). Algumas citocinas possuem a capacidade de 

dar início à inflamação e mantê-la, sendo chamadas citocinas pró-inflamatórias, 

enquanto que outras suprimem a atividade de citocinas pró-inflamatórias e são 

denominadas citocinas anti-inflamatórias. As diferentes citocinas podem 

apresentar ações antagônicas ou sinérgicas, com produção e liberação 

controladas por mecanismos de "feedback" em cada etapa do processo 

inflamatório. Seus efeitos, "in vivo", dependem do tipo de microrganismo invasor, 

da magnitude e tempo de liberação, da meia-vida curta, da distribuição no 

organismo e da presença de inibidores naturais (Van Deuren et al., 1992). No 

entanto, quando sintetizadas em níveis elevados, as citocinas modificam o padrão 

de resposta celular, participando substancialmente no desenvolvimento de 

patologias de caráter inflamatório crônico (Graves, 2003). Desempenhando 

importante papel em eventos inflamatórios, destacam-se as Interleucinas e o Fator 

de Necrose Tumoral. 

 

2.1.2.1 Fator de Necrose Tumoral (TNF)  
 

Dentre as linhagens celulares envolvidas no processo inflamatório, os 

macrófagos estão presentes em maior população, sendo considerados a principal 

fonte de produção de citocinas pró-inflamatórias (Artese et al., 1991; Matsuo et al., 

1992) e quase exclusivamente o produtor de Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-

α) na presença do LPS bacteriano (Beutler & Cerami, 1986).  

TNF é estrutural e funcionalmente semelhante à linfotoxina, proteína 

produzida por linfócitos ativados e que foi originalmente descrita por Williams & 

Granger em 1984. A linfotoxina possui 30% de homologia com o TNF e também 

ocasiona necrose tumoral "in vivo". Apesar da pouca semelhança na seqüência de 

aminoácidos, o TNF-α e a linfotoxina podem se ligar ao mesmo receptor na 

superfície celular e têm várias ações comuns. Desta forma, o produto derivado de 
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macrófagos foi denominado TNF-α e o derivado de linfócitos de TNF-β (Grunfeld & 

Palladino, 1990; Girardin et al., 1992). Nos processos infecciosos bacterianos, o 

TNF-α é o mais estudado.  

TNF- α é considerado o principal mediador inflamatório, por ser a primeira 

citocina liberada pelas células do hospedeiro, após contato com a bactéria ou seus 

produtos. Além disso, desempenha papel-chave no desencadeamento e regulação 

de outras citocinas pró-inflamatórias (Pezelj-Ribaric et al., 2007). Conforme foi 

demonstrado em estudos com animais, a administração de TNF induz à síntese de 

outros mediadores, como a IL-1 e IL-6, cuja liberação é inibida pela neutralização 

da atividade do TNF (Fong & Lowry, 1990). Esta citocina é uma molécula bioativa 

de grande relevância na produção de metaloproteinases-1 (MMP1) pelos 

macrófagos, bem como na indução de reabsorção óssea perirradicular (Tracey et 

al., 1986). 

 

2.1.2.2 Interleucina -1 (IL-1) 
 

Interleucina-1 (IL-1) foi inicialmente descrita por Atkins, em 1960, como 

pirogênio endógeno e em 1972, por Gery et al., como "fator ativador de linfócitos". 

A propriedade deste produto de macrófagos em atuar como estimulador de 

linfócitos originou o nome interleucina Os estudos moleculares confirmaram a 

existência de pelo menos dois tipos de IL-1. Em 1985, March et al., descreveram a 

clonagem do DNA de duas moléculas distintas de IL-1, a partir de macrófagos 

humanos (IL-1α e IL-1β). As cadeias de aminoácidos destes dois tipos de IL-1 

apresentam somente 26% de homologia entre si, porém reconhecem os mesmos 

receptores na superfície celular e deflagram respostas biológicas semelhantes, 

contudo, IL1- β  é predominante (Le &Vilcek, 1987).  

 IL-1 é capaz de induzir à síntese e à liberação de mediadores como a IL-6 

e IL-8 e levar ao aparecimento de hipotensão, taquicardia, acidose láctica, 

neutrofilia. Contudo, seu efeito biológico mais consistente é o aumento da síntese 
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Como demonstrado por Artese et al. (1991), a progressão da lesão 

radiográfica está diretamente relacionada com a reabsorção óssea na região 

afetada. Estudos sugerem que IL- 1β, isoladamente, não é responsável pela 

progressão da lesão. Estudos recentes demonstram que nos sítios de inflamação 

existe um complexo “network” entre as diferentes citocinas produzidas, o que 

permite a comunicação entre diferentes células envolvidas no processo 

inflamatório na potencialização de um efeito biológico (Martinho et al., 2012).  

A destruíção dos tecidos periapicais mediada por IL1- β e TNF- α, parece 

estar diretamente relacionada com níveis elevados de endotoxinas presente nos 

canais radiculares. 

 

2.1.3 Endotoxinas em canais radiculares 
 

A partir das observações de que produtos derivados de macrófagos eram 

liberados na circulação após o contato com endotoxina levando à indução de um 

efeito biológico, vários estudos foram realizados com o intuito de se investigar a 

concentração destas em canais radiculares e seu papel na modulação da resposta 

imune, visando contribuir para o entendimento das manifestações clínicas 

pulpares e perirradiculares. 

Com o propósito de detectar e quantificar endotoxinas em amostras clínicas, 

o método frequentemente utilizado é o Limulus Amebocyte Lysate (LAL) (Martinho 

et al., 2011). O Método LAL deriva de uma cascata de coagulação enzimática 

sendo ativado pela presença de endotoxinas de bactérias Gram-negativas. Este 

método consiste em derivados da hemolinfa do caranguejo-ferradura (Limulus 

Polyphemus) que, quando exposto à molécula de endotoxina tem sua opacidade e 

viscosidade aumentadas, tornando-se um gel de consistência endurecida. A 

formação do coágulo ocorre como resultado de uma reação enzimática entre a 

endotoxina e uma proteína coagulável presente na circulação do amebócito 

Limulus (Levin & Bang, 1968). O Fator C (FC), o primeiro componente da cascata, 

é um zimogênio que é ativado pela ligação de endotoxina (LAL ativado), este, por 
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sua vez, ativa uma pró-enzima (coagulase) que transforma coagulogênio em 

coagulina. Esta via ativa uma enzima pro-cloagulante em uma enzima coagulante. 

Baseados nesse princípio existem diversos testes para detecção e 

quantificação de endotoxinas, apresentando variações de suas propriedades. Os 

primeiros estudos em Endodontia utilizaram testes qualitativos para detecção de 

endotoxinas, pela evidência de geleificação (Gel clot LAL assay) da amostra em 

contato com o LAL (Schein & Schilder, 1975; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 

2007).  Neste método, são colocadas amostras dos canais radiculares juntamente 

com o reagente do LAL em tubos apirogênicos. Esses tubos são levemente 

agitados, permanecendo em banho-maria a 37o C durante 1 hora. Após esse 

período é verificada a formação ou não do gel inclinando-se os tubos por meio de 

análise qualitativa.  

Com o intuito de aprimorar a mensuração e acurácia de detecção de 

endotoxinas em canais radiculares, testes quantitativos vêm sendo empregados: 

teste cromogênico endpoint (QCL-test) (Martinho & Gomes, 2008; Jacinto et al., 

2005; Khabbaz et al., 2001; Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009); cinético 

cromogênico (KQCL-test) (Rocha et al., 2009; Oliveira et al., 2007; Cardoso et al., 

2008) – ambos os testes colorimétricos determinam os níveis de endotoxina pela 

intensidade de cor amarela; e por fim, o teste cinético turbidimétrico (Martinho et 

al., 2010; Liu et al., 2009), o qual resulta em aumento na turbidez do substrato. As 

densidades da cor amarela e da turbidez estão correlacionadas com a 

concentração de endotoxina (Chen, 2006; Martinho et al., 2011).  

Enquanto o teste cromogênico endpoint (QCL-test) possui um limiar de 

sensibilidade baixo (limite de detecção: 0,1-1 unidades de endotoxina/mL {EU/mL}) 

para determinação da concentração de endotoxinas em uma amostra, os testes 

cinético cromogênico (KQCL-test) (limite de detecção: 0,005-50 EU/mL) e cinético 

turbidimétrico (0,01-100 EU/mL) apresentam maior sensibilidade de detecção. 

Quanto menor a concentração de endotoxina detectável, mais sensível é o teste 

(Chen, 2006). Em contrapartida, os testes cinéticos necessitam de um tempo 
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maior de duração do experimento (60 min x 16 min para o teste cromogênico 

endpoint).   

De acordo com a literatura endodôntica, todos estes testes são sensíveis 

para detecção de endotoxinas em infecções endodônticas primárias, uma vez que 

endotoxinas foram detectadas em 100% dos casos (Khabbaz et al., 2001; Jacinto 

et al., 2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes et al., 2008; Gomes et al., 

2009; Martinho et al., 2011; Oliveira et al., 2012). Entretanto, Martinho et al. (2011) 

compararam a precisão e reprodutibilidade de diferentes testes de detecção de 

endotoxina de infecções endodônticas primárias. Amostras do canal radicular de 

21 dentes com necrose pulpar e periodontite apical foram coletadas com cones de 

papel antes do preparo químico-mecânico. A mesma amostra foi analisada por 

três diferentes testes de detecção: cromogênico endpoint (QCL), cinético 

cromogênico (KQCL) e cinético turbidimétrico (Pyrogent® 5000). Todos os três 

testes de LAL foram eficazes na detecção de endotoxina do canal radicular. 

Independentemente do teste utilizado, endotoxinas foram detectadas em 100% 

dos canais radiculares (21/21). O teste KQCL obteve uma mediana de 

concentração de endotoxina de 7,49 EU/mL, porém não significativamente 

diferente do teste turbidimétrico (9,19 EU/mL) (ambos métodos cinéticos). Em 

contraste, o método QCL mostrou obteve uma mediana de concentração de 34,20 

EU/mL (p < 0,05). A comparação dos três métodos revelou que ambos os testes 

turbidimétrico (Pyrogent® 5000) e cinético cromogênico (KQCL) foram mais 

precisos, apresentando melhor reprodutibilidade. Este estudo revelou que os 

testes quantitativos de LAL cinético turbidimétrico e cinético cromogênico são mais 

fidedignos para quantificação de endotoxinas em infecções do canal radicular, 

sendo ambos mais precisos e mais reprodutíveis quando comparados ao teste 

cromogênico endpoint (QCL). 

Diversos estudos foram conduzidos para investigação da presença de 

endotoxinas em infecções endodônticas primárias e determinação de sua 

concentração inicial (Tabela 1). 
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Tabela 1. Estudos prévios de quantificação de endotoxinas em canais radiculares 
utilizando diferentes testes de quantificação. 

 
          Autores 

 
Seleção dos casos 

           
          Método LAL / Teste 

 
Concentração de 

endotoxina 
 

    
      Jacinto et al., 2005 Necrose pulpar + 

Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cromogênico endpoint 
(QCL) 

12,030 EU/mL 

Jacinto et al., 2005 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 

(Sintomática) 

Cromogênico endpoint 
(QCL) 

18,540 EU/mL 

Schein & Schilder, 2006 Polpa vital Cromogênico endpoint 
(LAL) 

0,007 µg/mL 

Schein & Schilder, 2006 Pulpite Irreversível 
(Sintomática) 

Cromogênico endpoint 
(LAL) 

0,075 µg/mL 

Schein & Schilder, 2006 Necrose pulpar 
(Assintomática) 

Cromogênico endpoint 
(LAL) 

0,192 µg/mL 

Schein & Schilder, 2006 Necrose pulpar 
(Sintomática) 

Cromogênico endpoint 
(LAL) 

1,070 µg/mL 

Vianna et al., 2007 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cromogênico endpoint 
(QCL) 

151, 61 EU/mL 

Martinho & Gomes, 2008 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cromogênico endpoint 
(QCL) 

228 EU/mL 

Martinho et al., 2010 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cinético Turbidimétrico 
(Pyrogent®5000) 

9,19 EU/mL 

Martinho et al., 2011 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cinético cromogênico 
(KQCL) 

7,49 EU/mL 

Martinho et al., 2011 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cromogênico endpoint 
(QCL) 

34,20 EU/mL 

Oliveira et al., 2012 Necrose pulpar + 
Lesão periapical 
(Assintomática) 

Cinético cromogênico 
(KQCL) 

6,95 EU/mL 
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Quantificar endotoxinas e investigar sua relação com sinais e sintomas de 

origem endodôntica tem sido alvo de diversos estudos. 

Khabbaz et al. (2001) investigaram a presença de endotoxina em dentes 

com dor aguda de origem pulpar. Foram realizadas 24 coletas da superfície da 

lesão cariosa em dentes com pulpite irreversível e reversível de 9 molares e 15 

pré-molares. Os dentes foram divididos em 3 grupos: sintomáticos com presença 

de lesão cariosa (n=9), assintomáticos com presença de lesão cariosa (n=11) e 

grupo controle sem cárie (n=4). A quantificação de endotoxina foi realizada pelo 

método quantitativo cromogênico endpoint (QCL). Os resultados indicaram a 

presença de endotoxina em níveis mais elevados nos casos sintomáticos, valor 

médio de 0,15773 ng/mL, quando comparado aos casos assintomáticos, com valor 

médio de 0,10723 ng/mL; os dentes do grupo controle, estavam livres da presença 

de endotoxina.  Nos dentes sintomáticos (pulpite irreversível), endotoxina foi 

encontrada na superfície e em camadas mais profundas de cárie, nos respectivos 

valores 0,15078 e 0,12111 ng mL-1, o qual foi significantemente maior na 

superfície do que em profundidade. Nos dentes assintomáticos, a concentração de 

endotoxina presente na superfície e em camadas mais profundas de lesões 

cariosas foram detectadas nos valores de 0,122091 e 0,07163 ng mL-1  

respectivamente. Os resultados também demonstram que a concentração de 

endotoxina foi maior na superfície de dentes sintomáticos com lesão cariosa 

quando comparado aos dentes assintomáticos (0,15078 e 0,12091 ng mL-1, 

respectivamente). Similarmente, maior quantidade de endotoxina estava presente 

em camadas profundas das lesões cariosas de dentes sintomáticos quando 

comparada aos dentes assintomáticos (0,12111 e 0,07163 ng mL-1 , 

respectivamente). Os autores concluíram com o estudo, que endotoxina estavam 

presentes em lesões cariosas de dentes sintomáticos e assintomáticos; a 

quantidade de endotoxina foi significante maior na superfície do que em camadas 

profundas da dentina cariada; e maior concentração de endotoxina estava 

presente nos casos sintomáticos quando comparado aos assintomáticos.  



19 

Nelson-Filho et al. (2002) investigaram in vivo a região apical e periapical 

de dentes de cães inoculados com LPS de Escherichia coli. Após a remoção da 

polpa de 60 pré-molares, os dentes foram divididos nos seguintes grupos 

experimentais: G1 (n=20) incoculados com endotoxina, G2 (n=20) preenchidos 

com endotoxina e hidróxido de cálcio, G3 preenchido com solução salina, e G4 

canal vazio. Dez dentes foram utilizados para cada grupo controle. Após 30 dias, 

foram observadas lesões periapicais similares nos grupos 1 e 4; e lâmina dura 

intacta nos grupos 2 e 3. Os autores concluíram que a endotoxina bacteriana foi 

capaz de causar lesão periapical visível radiograficamente, e que o hidróxido de 

cálcio foi capaz de neutralizar o LPS bacteriano. 

Silva et al. (2002) avaliaram histopatologicamente os tecidos  apicais e 

periapicais em 30 dentes de cães, inoculados com endotoxina de Escherichia coli 

associada ao hidróxido de cálcio. O grupo 1 (n=10) foi inoculado com 0,1 mL de 

endotoxina e o grupo 2 (n=10) foi inoculado com 0,1 mL endotoxina associada ao 

hidróxido de cálcio. Para o controle negativo (n=5) foi utilizado soro fisiológico 

estéril e para o controle positivo (n=5), as raízes ficaram expostas à cavidade oral 

durante cinco dias consecutivos. A intensidade e tipo do infiltrado inflamatório, 

espessamento do ligamento periodontal e a presença de reabsorção dos tecidos 

mineralizados foram analisados. O grupo 1 apresentou intenso infiltrado 

inflamatório nas duas regiões; reabsorção cementária e um predomínio de 

neutrófilos próximo ao ápice e em uma região mais periapical, a presença de 

neutrófilos e macrófagos. Para o grupo 2, 18 das 20 raízes apresentaram a região 

apical e periapical com características de normalidade. Áreas de reabsorção 

óssea foram observadas em apenas dois casos. Para o controle negativo, o osso 

alveolar, cemento e ligamento periodontal estavam normais. Para o controle 

positivo, o cemento radicular apresentou irregularidades e um concentrado celular 

inflamatório próximo à abertura apical. Os resultados demonstraram que o LPS 

bacteriano é capaz de induzir e desenvolver lesão periapical, em dentes de cães; 

sugerindo ainda, que o hidróxido de cálcio é capaz de inibir a ação tóxica da 

endotoxina, in vivo, mesmo em altas concentrações.  
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Jacinto et al. (2005) quantificaram endotoxinas em canais radiculares com 

infecção endodôntica primária e investigaram a relação entre sua concentração e 

sinais/sintomas clínicos de origem endodôntica. Amostras foram coletadas de 50 

dentes. Técnicas anaeróbias foram utilizadas para determinação do número de 

colônias formadas. Para quantificação de endotoxina, foi utilizado o teste 

quantitativo cromogênico endpoint (QCL). Em todos os casos foram detectados 

micro-organismos e endotoxina. Os casos sintomáticos apresentaram um número 

maior de unidades formadoras de colônias (1,43x106) e uma concentração maior 

de endotoxina (18540,0EU/mL) do que os casos assintomáticos (9,1x104 e 

12030,0 EU/mL). Estes achados embasam a correlação entre a concentração de 

endotoxina e a presença de sinais e sintomas clínicos. 

Schein & Schilder (2006) quantificaram endotoxinas através do teste 

quantitativo cromogênico endpoint (QCL) de amostras coletadas em canais 

radiculares de 40 dentes. Os dentes foram divididos em grupos: dentes vitais e 

assintomáticos (n=10), dentes vitais e sintomáticos (n=10), dentes despolpados e 

assintomáticos (n=10) e dentes despolpados e sintomáticos (n=10); e 

radiograficamente: dentes com presença de lesão periapical (n=23) e ausência de 

lesão periapical (n=17). Os dentes vitais/ assintomáticos apresentaram menor 

média quando comparado aos dentes vitais/sintomáticos (0,007 e 0,075 µg Et/mL, 

respectivamente). Os dentes despolpados/ assintomáticos por sua vez, 

apresentaram maior concentração de endotoxina (0.192 µg Et/mL) quando 

comparados com os dentes vitais. Entre os dentes despolpados, os sintomáticos 

apresentaram maior concentração de endotoxina do que os assintomáticos (0,192 

e 1,070µg Et/mL, respectivamente). Em resumo, os dentes com sintomatologia 

clínica e presença de lesão periapical apresentaram maior concentração de 

endotoxina. 

Recentemente, Gomes et al. (2012) avaliaram comparativamente os níveis 

de bactérias anaeróbias Gram-negativas e endotoxinas encontrados em infecções 

endodônticas primária e secundária com periodontite apical, correlacionando os 

níveis de LPS com achados clínicos/radiográficos. Foram coletadas amostras de 
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15 canais radiculares com infecções primárias e 15 com infecções secundárias, 

utilizando cones de papel estéril/apirogênico. O teste cinético turbidimétrico de 

LAL foi usado para quantificar endotoxinas e PCR Simples (16S rDNA) foi usado 

para investigação bacteriana. Endotoxinas foram detectadas em 100% das 

amostras endodônticas coletadas em infecções primárias (15/15) e infecções 

secundárias (15/15) com mediana de 7,49 EU/mL e 3,96 EU/mL, respectivamente 

(p < 0,05). Os níveis de endotoxinas encontrados na presença de sintomas 

clínicos foram significativamente maiores do que em dentes assintomáticos com 

infecções primárias (p < 0,05). Correlação positiva foi encontrada entre os níveis 

de endotoxinas e tamanho da área radiolúcida periapical (> 3 mm) (p < 0,05). 

Prevotella nigrescens (10/15, 4/15), Fusobacterium nucleatum (5/15, 1/15), 

Treponema denticola (3/15, 1/15) e Treponema socranskii (5/15, 1/15) foram 

detectados em dentes com infecções primária e secundária, respectivamente. P. 

endodontalis estava presente apenas em dentes com infecções primárias (5/15). 

Pode-se concluir que, dentes com infecções endodônticas primárias apresentaram 

níveis mais elevados de endotoxinas e uma comunidade bacteriana gram-negativa 

mais complexa do que dentes com infecções secundárias. Além disso, os níveis 

de endotoxinas foram relacionados com a severidade da destruição óssea nos 

tecidos periapicais, bem como o desenvolvimento das características clínicas em 

dentes com infecções primárias. 

Foi demonstrado que a rede de citocinas produzidas em resposta ao 

estímulo nocivo revela a complexa atividade antigênica do conteúdo presente em 

canais radiculares infectados (Martinho et al., 2012). Devido à alta citotoxicidade 

do LPS contra tecidos periapicais, via ativação do sistema imune, na produção de 

citocinas pro-inflamatórias, surgiu a hipótese de existir uma maior produção de 

citocinas pro-inflamatórias quanto mais elevada a concentração de endotoxinas.  

O padrão de resposta inflamatória determinado pela expressão e 

produção de citocinas vem sendo investigado por inúmeros trabalhos na literatura 

visando um melhor entendimento da imunopatologia das infecções endodônticas 

(Jiang et al., 2003; Hong et al., 2004; Prso et al., 2007; Silva et al., 2009; Bodet & 
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Grenier, 2010; Maekawa et al., 2011; Martinho et al., 2011; Martinho et al., 2012; 

Oliveira et al., 2012).  

Ataoglu et al. (2002) dosaram os níveis de IL-1β e TNF-α em exsudatos 

periapicais e sua relação com achados clínicos e radiográficos de 35 canais 

radiculares. Foram coletados exsudatos periapicais com pontas de papel 

absorvente. Níveis de TNF-α e IL-1 β foram determinados pelo ensaio 

imunoenzimático ELISA. As amostras foram divididas em dois grupos, conforme a 

presença ou ausência de sinais clínicos, incluindo edema e/ou fístula, dor à 

palpação ou percussão e presença de pus intracanal. Amostras do exsudato 

periapical foram divididas em dois grupos de acordo com o tamanho da área de 

radioluscência periapical. A concentração média de IL-1beta (72,79 ng mL-1) em 

exsudatos foi aproximadamente 12 vezes superior aos níveis de TNF-α (6,17 ng 

mL-1). Não houve correlação significativa entre estas citocinas (P > 0,05). Níveis 

de IL-1 β em canais com maiores áreas de radioluscência foram significativamente 

maiores do que aqueles com pequenas áreas (P < 0,05). Houve uma tendência de 

níveis mais elevados de IL-1 β em grupos com sinais clínicos, embora sem 

diferenças significativas (P > 0,05). Os autores concluíram que níveis de exsudato 

periapical de ambas citocinas não refletem o estado de doença periapical. 

Hong et al. (2004) investigaram a ação do LPS bacteriano nos tecidos 

periapicais com relação à indução de reabsorção óssea. Polimixina B foi avaliada 

no tratamento das lesões periapicais. O LPS foi isolado de dois endodonto-

patógenos, F. nucleatum e P. endodontalis. O LPS foi inserido em macrófagos de 

ratos (J744) para indução da produção de interleucina 1- α (IL-1 α) e fator de 

necrose tumoral (TNF-α). Os resultados mostraram correlação dos níveis de LPS 

com os níveis de citocinas. A polimixina B inibiu significativamente estes efeitos. O 

LPS também estimulou a expressão gênica da metaloproteinase 1 (MM-1) no J774. 

Os anticorpos anti IL-1 α e TNF-α apresentaram diminuição de seus efeitos. A 

administração de polimixina B reduziu as extensões de reabsorções ósseas e 

simultaneamente o número de fatores produtores de macrófagos MMP-1. Os 

autores concluíram que a liberação de LPS dos canais radiculares infectados 
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estimula a síntese de IL-1 α e TNF-α pelos macrófagos. Estas citocinas pró-

inflamatórias regulam a produção de MMP-1 pelos macrófagos, as quais induzem 

reabsorções periapicais. 

Pezelj-Ribaric et al. (2007) avaliaram os níveis de TNF- α em exsudatos de 

tecidos periapicais de dentes com periodontite apical e correlacionaram seus 

níveis com achados radiográficos. Exsudato intracanal foi coletado de canais 

radiculares de 60 dentes unirradiculares com auxílio de cones de papel absorvente 

e os pacientes divididos em 3 grupos, de acordo com seus aspectos clínicos e 

radiográficos: G1- 20 pacientes com dentes com periodontite apical crônica, com 

dor intensa ou ausência de dor, e tamanho da lesão periapical < 1cm; G2- 20 

pacientes com dentes com periodontite apical crônica, com dor intensa ou 

ausência de dor, e tamanho da lesão periapical > 1cm; G3- (controle) – 20 

pacientes com sintomas de periodontite aguda acompanhada de dor intensa, 

necrose pulpar e espessamento do ligamento periodontal observado 

radiograficamente. Dosagem de TNF-α das amostras coletadas dos canais 

radiculares foi realizada por meio do teste imunoenzimático ELISA. Os resultados 

demonstraram um aumento significante nos níveis de TNF-α de dentes com 

patologia periapical nas lesões >1cm, o que estabelece um relacionamento entre 

níveis de TNF- α e tamanho da lesão radiográfica. 

Prso et al. (2007) avaliaram a presença de TNF-α e Interleucina-6 em 

lesões periapicais humanas. Amostras clínicas de dentes sintomáticos, presença 

de lesões assintomáticas e dentes com tecidos periapicais sem inflamação 

(controle) foram coletadas. No grupo dos dentes sintomáticos estavam incluídos 

aqueles que apresentassem aspectos clínicos e radiográficos de existência de 

patologia perirradicular, com presença de reabsorção óssea e dor à percussão 

e/ou à palpação. No grupo das lesões assintomáticas estavam incluídos os dentes 

que apresentasse lesões periapicais sem, no entanto, apresentar qualquer 

sintomatologia à percussão e/ou à palpação. Os pacientes participantes deste 

estudo foram submetidos à apicetomia para coleta dos tecidos periapicais. Após a 

excisão, cada espécime foi dividido em duas partes; sendo uma destas utilizada 
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para análise histopatológica e a outra utilizada para análise da presença de 

citocinas. Os resultados mostraram que os níveis de TNF-α foram 

significantemente maiores em lesões sintomáticas quando comparadas ao grupo 

controle. O grupo das lesões assintomáticas também diferiu estatisticamente do 

grupo controle, mas nenhuma diferença foi encontrada nos níveis de TNF- α entre 

os grupos das lesões sintomáticas e assintomáticas. O mesmo ocorreu com as 

concentrações de IL-6. Assim, os autores concluem que as lesões sintomáticas 

representam o estágio ativo da doença, e as lesões assintomáticas representam o 

processo da doença em evolução, além de afirmarem que o TNF-α e a IL-6 

possuem um papel importante na patogênese da reabsorção óssea. 

Silva et al. (2009) estudaram a presença, localização, distribuição e 

concentração de citocinas inflamatórias em polpas saudáveis e inflamadas, 

através de imunohistoquímica e teste ELISA. Vinte polpas, obtidas a partir de 

terceiros molares saudáveis (n = 10) e de pulpectomias (n = 10) foram utilizadas 

para o estudo. Em cultura de células de fibroblastos obtidos de polpas dentárias 

saudáveis LPS de Escherichia coli foi inoculado para estimular a produção de IL-

1β e IL-8. Os resultados foram avaliados através do teste de ELISA. De acordo 

com os resultados, os autores afirmam que, imunohistoquimicamente, as polpas 

inflamadas apresentaram-se fortemente marcadas para citocinas inflamatórias, 

enquanto as polpas saudáveis não apresentaram nenhuma marcação. O teste 

ELISA detectou altos níveis de ambas as citocinas, cujos fibroblastos estimulados 

por LPS produziram maior quantidade de citocinas do que as células saudáveis do 

grupo controle. Assim, conclui-se que polpas inflamadas apresentam valores mais 

altos de IL-1β e IL-8, quando comparadas à polpas saudáveis. 

Bodet & Grenier (2010) investigaram a resposta inflamatória provocada 

pelas espécies bacterianas Tannerella forsythia, Treponema denticola e 

Porphyromonas gingivalis e seus lipopolissacarídeos (LPS), individualmente e em 

combinação no sangue de pacientes com periodontite crônica. Amostras de 

sangue foram coletadas de 7 pacientes com periodontite e então estimuladas por 

LPS para produção de interleucina IL-1beta, IL-6, IL-8, e fator de necrose tumoral 
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alfa (TNF-α). A dosagem destas citocinas foi realizada pelo ensaio 

imunoenzimático- ELISA. Foram detectados elevados níveis de IL-1beta, IL-6, IL-8 

e TNF-alfa produzidos pela população mista de leucócitos de pacientes com 

periodontite. Além disso, LPS da espécie P. gingivalis, LPS de T. denticola e LPS 

de T. forsythia atuaram em sinergia para induzir altos níveis de IL-1beta e TNF-

alfa. Este estudo sugere que estas bactérias podem contribuir para a resposta 

imunodestrutiva do hospedeiro, característica de periodontite, através de efeitos 

sinérgicos de seus LPS na resposta inflamatória induzida por uma população 

mista de leucócitos. 
Skovbjerg et al. (2010) demonstraram que bactérias Gram-positivas 

induzem a produção de níveis mais elevados de interleucina-12 (IL-12), interferon-

gama (IFN-γ) e tumor fator de necrose (TNF) em células mononucleares no 

sangue periféico (PBMC) do que bactérias Gram-negativas. PBMC de doadores 

de sangue foram incubados com bactéria inativada UV representando 37 espécies 

de cinco filos. IL-12, TNF, IL-1beta, IL-6, IL-8 e IL-10 foram dosados nos 

sobrenadantes após 24h e IFN-gama após 5 dias. Bactérias Gram-positivas 

induziram a produção de IL-12 (nove vezes mais em média) e IFN-γ (sete vezes), 

TNF mais (três vezes) e IL-1beta (1,5 vezes) do que fez as Gram-negativas. Por 

sua vez, estas induziram IL-6 (1,5 vezes), IL-8 (1,9 vezes) e IL-10 (3,3 vezes) do 

que fizeram Gram-positivos. Os resultados confirmam a diferença fundamental na 

resposta imune inata às bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o que aponta 

provavelmente nas diferenças na estrutura da parede celular dessas bactérias. 
Martinho et al. (2010b)  investigaram o perfil microbiano e níveis de 

endotoxina em infecções endodônticas primária associadas à periodontite apical. 

A antigenicidade do conteúdo infeccioso foi avalivada contra macrófagos na 

produção de IL-1ß e TNF-α, correlacionando seus níveis aos achados clínicos e 

radiográficos. Foram coletadas amostras de 21 canais radiculares com infecção 

endodôntica primária e periodontite apical. PCR (16S rDNA) foi usado para a 

detecção de bactérias-alvo. O método cinético turbidimétrico de LAL foi utilizado 

para determinar a concentração de endotoxinas. A concentração de IL-1ß / TNF-α 
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em sobrenadantes de macrófagos foram dosados através do Duoset-kit (ELISA). 

Os resultados demonstraram que Prevotella nigrescens (13/21), Porphyromonas 

endodontalis (6/21) e Treponema socranskii (6/21) foram as espécies Gram-

negativas mais frequentemente detectadas. A presença de fístula (2/21) foi 

associada à presença de Filifactor alocis (p < 0,05). Foi encontrada uma 

correlação entre o número de bactérias Gram-negativas e os níveis de IL-1 ß/TNF-

alfa (p < 0,05). Elevados níveis de endotoxinas foram correlacionados à 

concentração de TNF-α (p < 0,05). Níveis mais elevados de IL-1 ß e níveis de 

endotoxinas foram relacionados ao tamanho da lesão periapical (p < 0,05). Os 

autores concluíram que a antigenicidade do conteúdo endodôntico não está 

relacionado apenas com a quantidade de endotoxinas encontradas no canal 

radicular, mas também ao número de espécies diferentes de bactérias Gram-

negativas envolvidas na infecção. Além disso, um tamanho maior (>2 mm) da 

lesão periapical foi relacionada a IL-1 ß e à concentração de endotoxinas. 

Martinho et al. (2011) investigaram a presença de diferentes espécies 

bacterianas Gram-negativas e níveis de endotoxinas em dentes com infecção 

endodôntica primária associada à periodontite apical, determinando sua 

antigenicidade contra macrófagos através da produção de prostaglandina E2 

(PGE2). Foram coletadas amostras de 21 canais radiculares com necrose pulpar e 

presença de lesão periapical. Reação em cadeia da polimerase (PCR 16S rDNA) 

foi usada para detecção bacteriana e o método de LAL para quantificação de 

endotoxinas. Os níveis de PGE2 em sobrenadantes de macrófagos foram dosados 

através do Duoset-kit (ELISA). As espécies mais frequentemente detectadas 

foram Prevotella nigrescens (13/21), Fusobacterium nucleatum (6/21), e 

Porphyromonas endodontalis (6/21). Uma associação positiva foi encontrada entre 

F. nucleatum e P. endodontalis (p< 0,05.). Foi encontrada associação significativa 

entre o número de espécies bacterianas Gram-negativas e níveis de endotoxinas, 

assim como níveis de PGE2 (p < 0,05). Níveis elevados de endotoxina foram 

detectados em dentes com exsudação. Maior concentração de PGE2 foi 

encontrada em dentes com dor à percussão e à palpação. Os autores concluíram 



27 

que a presença de sintomatologia clínica dolorosa em infecções endodônticas 

primárias está relacionada a altos níveis de endotoxinas e PGE2. 

Martinho et al. (2012) investigaram o perfil bacteriano e possíveis 

correlações entre achados clínicos e radiográficos de infecções endodônticas 

primárias associada a periodontite apical (PEIAP) com níveis de Interleucina IL1-β, 

Fator de Necrose tumoral- alfa, IL-6, IL-10, prostaglandina E2 (PGE2) e suas 

associações produzidas por macrófagos. Amostras de 21 canais radiculares com 

PEIAP foram coletas usando cones de papel estéril/apirogênico. Dados quanto à 

presença de exsudato (EX), dor à palpação (POP), dor à percussão (TTP), e 

tamanho da lesão radiográfica (SRL) foram registrados. A investigação 

microbiológica foi realizada através de PCR Simples 16S rDNA e a quantificação 

de endotoxinas determinadas pelo método de LAL. Linhagem de macrófagos RAW 

264.7 foi estimulada com conteúdo endodôntico durante 24hs. Níveis de IL-1β, 

TNF-α, IL-6, IL-10 e PGE2 foram dosados pelo método de ELISA. Os dados foram 

avaliados por correlação de regressões múltiplas. Bactérias e endotoxinas foram 

detectadas em 100% das amostras. IL-6 e TNF-α foram positivamente 

correlacionados com SRL e EX, respectivamente (p < 0,05). Associação positiva 

foi encontrada entre EX e PGE2, IL-1β, e TNF-α (p < 0,05), IL-6 e PGE2 foram 

positivamente correlacionados à POP, entretanto não foi encontrada associação à 

SRL (p < 0,05). Os autores sugeriram diferentes funções para cada citocina no 

desenvolvimento da periodontite apical, cujos efeitos de suas interações 

repercutem na presença de sinais/sintomas e achados radiográficos manifestados 

em infecções endodônticas. 

De Brito et al. (2012) avaliaram a expressão de mRNA de genes CD4(+), 

CD28(+) e CD8(+)T e a expressão de Interferon-γ, TNF-α, interleucina (IL)-1 β, IL-

17A, IL-10, CCL2/MCP-1 CCL4, CCL5, CXCR4, CCR5 e receptor ativador para o 

fator nuclear ligante de kappa B (RANKL) em amostras coletadas da região 

periapical de infecções endodônticas. As amostras foram coletadas imediatamente 

após o preparo do canal radicular e 7 dias depois para caracterizar as expressões 

do genes investigados. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real 
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time-PCR) demonstraram níveis significativamente mais altos de marcadores 

CD4(+)CD28(+) e CD8(+) T, e de IL-10 e CXCR4 imediatamente após o preparo, 

seguido por um decréscimo dos níveis de RANKL, interferon-γ, IL-1 β e CCL5 

após 7 dias. Análise da expressão dos linfócitos T e citocinas na área periapical 

foram capaz de mostrar que condições distintas do canal radicular podem 

desempenhar um papel regulador no controle de processos imune/inflamatórios 

locais. 

Devido ao potencial inflamatório de LPS em estimular a produção de 

diferentes citocinas inflamatórias, sua remoção e/ou eliminação dos canais 

radiculares durante a terapia endodôntica deve ser considerada para contribuir 

com o processo de reparo dos tecidos periapicais.  

O melhor e mais seguro método utilizado para descontaminar o canal 

radicular é a criteriosa limpeza do conteúdo necrótico-séptico através da 

combinação dos atos operatórios de instrumentação do canal radicular, irrigação e 

sua devida aspiração. O preparo do canal radicular é dividido, de maneira didática, 

em meios químicos, por intermédio das substâncias químicas auxiliares; meios 

físicos, que é o ato simultâneo de irrigar, aspirar e inundar o canal radicular com a 

solução irrigadora indicada e meios mecânicos, que é ato operatório de 

instrumentação dos canais radiculares (Schilder, 1974). 

A instrumentação mecânica possui a capacidade de reduzir em até 90% o 

número de células bacterianas do interior do canal radicular (Siqueira et al., 

1999a; Dametto et al., 2002; Berber et al., 2005). Contudo, mesmo que a eficácia 

de descontaminação pela ação mecânica dos instrumentos endodônticos tenha 

sido comprovada, esta por si só é incapaz de promover completa desinfecção de 

regiões do espaço endodôntico devido às complexidades anatômicas do sistema 

de canais radiculares (Biffi & Rodrigues, 1981; Byström & Sundqvist, 1983). É 

importante ressaltar a necessidade da utilização de substâncias químicas 

auxiliares durante o preparo químico-mecânico com o intuito de promover uma 

significativa redução dos depósitos bacterianos e de endotoxinas nos canais 

radiculares, além de lubrificação do canal durante a ação de corte dos 
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instrumentos, controle da exsudação, dissolução do tecido pulpar necrosado e 

remoção da “smear layer” (Spangberg, 1982; Byström & Sundqvist, 1983; Martinho 

& Gomes, 2008). 

 

  2.2 Substâncias químicas auxiliares 

   2.2.1 Hipoclorito de sódio 
 

 

A partir da introdução do hipoclorito de sódio (NaOCl) como solução 

irrigadora em Endodontia (Walker, 1936), esta substância química vem sendo 

amplamente utilizada em diferentes concentrações durante o preparo dos canais 

radiculares.  

A ação antimicrobiana do hipoclorito de sódio ocorre devido ao seu 

equilíbrio dinâmico, demonstrado na seguinte reação química: NaOCl + H2O « 

NaOH + HOCl « Na+ + OH- + H+ + OCl- O NaOCl (hipoclorito de sódio, sal) reage 

com molécula de água (H2O) formando NaOH (hidróxido de sódio, base forte) e 

HOCl (ácido hipocloroso, ácido fraco). O hidróxido de sódio atua como solvente 

orgânico e de gordura, formando sabão (reação de saponificação). O ácido 

hipocloroso possui efeito antimicrobiano por liberar cloro nascente, que se liga ao 

grupamento NH2 dos aminoácidos, formando as cloraminas, interferindo no 

metabolismo celular. Além disso, inibe a função enzimática bacteriana por 

oxidação irreversível dos grupos SH (sulfidrila) de enzimas bacterianas essenciais 

(Vianna, 2002). 

O NaOCl é conhecido por sua excelente atividade antimicrobiana frente 

aos microrganismos encontrados no interior do sistema de canais radiculares 

(Byström & Sundqvist ,1983; Hauman & Love, 2003; Berber et al., 2006). Estudos 

demonstram sua efetiva ação antimicrobiana (Gomes et al., 2001; Ferraz et al., 

2001, Vianna et al., 2004) e sua capacidade de dissolução de tecido orgânico 

(Bealtz et al., 2003; Naenni et al., 2004); dentre outras propriedades, tais como 

desodorizante, ação clareadora, lubrificante, baixa tensão superficial, e sua 
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capacidade de promover saponificação de lipídios (Grossman et al., 1941; 

Bloomfield & Miles, 1979).  

Entretanto, as substâncias químicas auxiliares não apresentam 

seletividade para atuar apenas sobre microrganismos, podendo também, gerar 

efeitos tóxicos para as células vivas do hospedeiro. A toxicidade do NaOCl está 

diretamente relacionada à sua concentração (Hülsman & Hahn, 2000; Ferraz et al., 

2001; Tanomaru-Filho et al., 2002). Embora apresente pronunciada citotoxicidade 

(Pashley, 1985), este efeito é minimizado desde que a solução seja mantida no 

interior do canal radicular, sem que extravase para os tecidos periapicais (Sabala 

& Powell, 1989).  Quanto à capacidade de remoção da smear layer, esta, tem se 

mostrado deficiente, uma vez que o NaOCl age apenas na sua porção orgânica 

superficial, que representa a menor porção constituinte da lama dentinária 

formada após a instrumentação (Berg et al., 1986; Baumgartner & Mader, 1987). 

Entretanto, quando associado ao uso de um agente quelante, como o ácido 

etilenodiamino tetracético (EDTA) (White et al., 1984; Baumgartner & Mader 1987), 

a remoção da smear layer é potencializada. 

 

   2.2.2 Clorexidina 
 

Tendo em vista algumas desvantagens do hipoclorito de sódio, a 

clorexidina inicialmente utilizada na Periodontia, passou a ser utilizada em 

Endodontia como substância irrigadora, como alternativa ao NaOCl, devido a sua 

biocompatibilidade e por apresentar ação antimicrobiana similar ao  NaOCl contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Jeansonne & White, 1994). 

Quimicamente, a clorexidina é uma molécula catiônica simétrica, 

composta por dois anéis simétricos 4-clorofenil e dois grupos bisguanida 

conectados por um anel central de hexametileno. A forma mais estável de 

preparação é na forma de sal de digluconato por ser altamente solúvel em água, e 
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quando em pH fisiológico dissocia-se facilmente, liberando componentes bioativos  

carregados positivamente (Rölla & Melsen, 1975).  

Hennessey (1973) relata que a interação da clorexidina com as células 

bacterianas ocorre devido a: a) aderência à parede celular; b) alteração da 

permeabilidade da membrana celular; c) precipitação e coagulação do conteúdo 

citoplasmático. Esta ação ocorre devido à aderência das moléculas catiônicas de 

clorexidina às paredes celulares dos microrganismos, que são carregadas 

negativamente, alterando a permeabilidade da membrana celular, o que resulta na 

perda dos componentes intracelulares e no desequilíbrio osmótico da célula.  

Em baixa concentração a clorexidina promove a saída das substâncias de 

baixo peso molecular, como o potássio e o fósforo, exercendo assim o efeito 

bacteriostático. Em alta concentração promove o efeito bactericida, pela 

precipitação ou coagulação do conteúdo citoplasmático, resultando na morte 

celular (Fardal & Turnbull, 1986). O efeito bacteriostático da clorexidina é 

considerado o mais importante porque a ligação da molécula de clorexidina é 

liberada lentamente em baixas quantidades (Fardal & Turnbull, 1986). 

Diferentes propriedades são atribuídas à clorexidina, tais como: amplo 

espectro antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

anaeróbias, facultativas e aeróbias, leveduras e fungos (Hennessey, 1973; 

Greenstein et al., 1986; Fardal & Turnbull, 1986; Ferraz et al., 2001; Vianna et al., 

2004; Dametto et al., 2005); especificamente frente à Candida albicans (Waltimo 

et al., 1999); relativa ausência de toxicidade (Greenstein et al., 1986); capacidade 

de adsorção pela dentina e lenta liberação da substância ativa, o que prolonga sua 

substantividade residual, de 48 a 72 horas (Jeansonne & White, 1994; White et al., 

1997) e de 7 (Dametto et al., 2005) a 12 dias após a instrumentação do canal 

radicular (Rosenthal et al., 2004). No entanto, a clorexidina não possui capacidade 

de dissolução tecidual (Abou-Rass & Piccinino, 1982; Jeansonne & White, 1994). 

Estudos mostraram que ambas as formas de apresentação desta substância, 

solução aquosa ou gel, não são capazes de dissolver o tecido pulpar (Ferraz et al., 

2001; Marley et al., 2001; Okino et al., 2004). 
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Por outro lado, Ferraz et al. (2001) demonstraram por meio de análise por 

microscopia eletrônica de varredura que a instrumentação do canal radicular 

utilizando  clorexidina gel 2% como substância química auxiliar produziu superfície 

dentinária mais limpa quando comparado a outros irrigantes, comumente 

utilizados, tais como hipoclorito de sódio e gluconato de clorexidina na forma 

líquida e apresentou capacidade antimicrobiana comparável às outras substâncias 

testadas. As propriedades mecânicas do gel parecem ser o principal fator para 

essa diferença, uma vez que, devido à sua viscosidade, previniu a formação de 

smear layer.  É importante ressaltar que a preparação em gel pode compensar a 

sua inabilidade em dissolver os tecidos orgânicos por sua ação reológica. 

Embora bem consolidado o uso dessas substâncias químicas auxiliares na 

terapia endodôntica, por sua ação antimicrobiana de amplo espectro, é imperioso 

também investigar sua ação sobre endotoxinas em canais radiculares infectados.  

Ao longo dos anos, estudos têm sido realizados em busca de substâncias 

químicas auxiliares que sejam capazes de atuar sobre as moléculas de LPS 

presente nos canais radiculares e assim estabelecer um protocolo clínico efetivo 

para sua eliminação ou inativação química (Niwa et al., 1969; Buttler & Crawford, 

1982; Porro et al., 1998; Buck et al., 2001; Oliveira et al., 2007; Vianna et al., 2007; 

Martinho & Gomes, 2008;  Martinho et al., 2010; Maekawa et al., 2011; Oliveira et 

al., 2012). Cabe destaque ao hipoclorito de sódio e à clorexidina.  

Buck et al. (2001) analisaram soluções aquosas de LPS misturadas a 

irrigantes endodônticos por 30 minutos e ao hidróxido de cálcio por 5 dias, através 

da técnica de espectofotometria de massa e gás cromatográfico. A inativação do 

LPS foi medida através da quantificação de ácidos graxos liberados. A água, 

EDTA, etanol, clorexidina 0,12% na forma líquida + hipoclorito de sódio 2,62% e o 

hipoclorito de sódio 2,62% demonstraram pequena ação sob o LPS. A aplicação 

de hidróxido de cálcio por 5 dias, assim como a exposição à mistura alcalina da 

clorexidina, etanol e hipoclorito de sódio por 30 minutos, foram capazes de inativar 

moléculas de LPS, através da hidrólise de ligações de ésteres nas ligações de 

ácidos graxos do “Lipíde A”.  
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Tanomaru et al. (2003) avaliaram o efeito do preparo biomecânico com 

diferentes soluções irrigadoras e medicação intracanal à base de hidróxido de 

cálcio, em 140 pré-molares de 7 cães inoculados com LPS de Escherichia coli por 

10 dias. Os dentes foram divididos em 7 grupos, de acordo com a solução 

irrigadora utilizada: NaOCl 1% (G1), NaOCl 2,5% (G2), NaOCl 5% (G3), 

clorexidina 2% (G4), solução salina (G5), apenas o LPS (G6 – controle positivo) e 

preenchimento com pasta Calen, após irrigação com soro fisiológico (G7 – 

controle negativo). Após 60 dias, os animais foram mortos e os seguintes 

parâmetros foram avaliados: presença de infiltrado inflamatório, espessura do 

ligamento periodontal e desenvolvimento de reabsorção cementária e óssea. A 

avaliação histopatológica demonstrou que dos grupos 1 ao 4 houve maior infiltrado 

inflamatório, maior espessamento do ligamento periodontal e maiores áreas de 

reabsorção cementária e óssea quando comparados ao grupo 7. Os autores 

concluíram que o preparo biomecânico associado às soluções irrigadoras testadas 

não inativou os efeitos da endotoxina; mas, o uso da medicação intracanal com 

Ca(OH)2 parece inativar os efeitos da endotoxina in vivo.  

Silva et al. (2004) avaliaram histologicamente a efetividade do preparo 

mecânico em 120 canais radiculares de 6 cães, inoculados com LPS bacteriano 

após pulpectomia e, posteriormente selados com óxido de zinco e eugenol. Os 

dentes foram divididos em grupos de acordo com o irrigante utilizado: solução 

salina, hipoclorito de sódio 1%, 2,5%, 5% e clorexidina 2% e grupo controle sem 

irrigante. Os animais foram sacrificados em 60 dias, os dentes foram fixados e 

desmineralizados. Subseqüentemente, foram realizados cortes seriados e corados 

pela técnica de Brown-Brenn para visualização de contaminação bacteriana. Os 

resultados demonstraram que o infiltrado inflamatório foi menos intenso nos 

grupos que continham hipoclorito de sódio 5% e clorexidina 2%. Entretanto, 

nenhum dos irrigantes foi capaz de inativar por completo o efeito nocivo do LPS 

bacteriano. O preparo químico-mecânico associado a diferentes irrigantes não foi 

capaz de inativar o LPS bacteriano. 

Oliveira et al. (2007) avaliaram os efeitos dos irrigantes utilizados em 
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Endodontia sobre endotoxinas presentes em canais radiculares. Oitenta e quatro 

dentes unirradiculares foram inoculados com endotoxina de Escherichia coli. As 

amostras foram instrumentadas e divididas em 7 grupos de acordo com a solução 

irrigadora utilizada: hipoclorito de sódio em duas concentrações diferentes (2,5 e 

5,25%), digluconato de clorexidina a 2%, solução de hidróxido de cálcio a 0,14%, 

polimixina B e solução salina apirogênica associada à endotoxina (controle 

positivo) e solução salina apirogênica (controle negativo). Duas amostras foram 

coletadas de cada dente: logo após a instrumentação e 7 dias após a 

instrumentação. A ação de inativação da endotoxina foi avaliada pelo teste de 

Lisado de amebócito Limulus (LAL) e pela produção de anticorpos em cultura de 

linfócitos B. Os resultados demonstraram que o hidróxido de cálcio e a Polimixina 

B inativaram a endotoxina e alteraram suas propriedades em estimular a produção 

de anticorpos por linfócitos B. O NaOCl e a clorexidina não foram capazes de 

inativar o LPS. 

Vianna et al. (2007) avaliaram o efeito do preparo químico-mecânico na 

redução de endotoxinas e patógenos endodônticos em infecções endodônticas 

primárias. Níveis de endotoxina e a carga bacteriana foi determinada antes e após 

o preparo químico-mecânico com clorexidina gel 2% (CLX) e após 7 dias de 

medicação intracanal. Foram utilizados neste estudo 24 dentes unirradiculares, 

sendo 34 preparados com clorexidina gel 2% e 3 diferentes medicações intracanal: 

Ca(OH)2 pasta; CLX gel 2%; e Ca(OH)2 + CLX gel 2%. O teste de LAL foi usado 

para mensurar os níveis de endotoxina. Técnicas aeróbias e anaeróbicas de 

isolamento e identificação bacterianas foram utilizadas para determinar a redução 

bacteriana pelas unidades formadoras de colônia (UFC). Os resultados mostraram 

presença de endotoxina e bactérias em 100% das amostras iniciais, com 

concentração de endotoxina variando de 62,93 a 214,56 EU/mL e UFC entre 4 x 

105 e 2,6 x 106. Após o preparo, a média de endotoxina reduziu em apenas 

44,4%. Oito canais radiculares tiveram uma redução de 99,96% de bactérias 

(UFC). Após 7 dias de medicação intracanal, a concentração de endotoxina 

diminuiu apenas 1,4% quando comparado às amostras coletadas após o preparo 
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químico-mecânico, e bactérias residuais foram encontradas em 13 casos. 

Nenhuma diferença significante foi encontrada entre as medicações utilizadas. Os 

autores concluem que relativamente altos valores de endotoxina ainda 

permanecem no canal radicular após o preparo, apesar da maioria das bactérias 

serem eliminadas. Nenhuma melhora significativa foi encontrada após 7 dias de 

medicação. 

Cardoso et al. (2008) avaliaram a eficiência da água ozonizada em 

eliminar Candida albicans, Enterococcus faecalis e endotoxina de canais 

radiculares em 48 dentes unirradiculares humanos. Destes, 24 foram inoculados 

com C. albicans e E. faecalis e 24 foram inoculados com endotoxina de 

Escherichia coli. Os dentes foram irrigados com água ozonizada e soro fisiológico 

(controle negativo). A eficiência antimicrobiana foi mensurada por meio de redução 

microbiana (contagem de formação de colônias) e por dois testes para detecção 

de endotoxina: método qualitativo linear de LAL e pelo método de cultura de 

linfócitos B. Os resultados demonstraram que após o período de 7 dias, houve 

crescimento microbiano conferindo a água ozonizada baixa ação residual. No 

entanto, os autores ressaltaram que nenhum efeito foi observado sobre a 

endotoxina testada. 

Martinho & Gomes (2008) realizaram um estudo clínico para quantificar 

endotoxinas e bactérias cultiváveis em dentes com necrose pulpar e periodontite 

apical antes e após o preparo químico-mecânico com NaOCl 2,5%, 

correlacionando endotoxinas e bactérias cultiváveis com a presença de 

sintomatologia clínica. Foram selecionados vinte e quatro canais radiculares e as 

amostras foram coletadas antes e após o preparo. Técnicas de cultura foram 

utilizadas para quantificar as unidades formadoras de colônia e, para quantificação 

de endotoxinas foi utilizado o método de LAL. Lipopolissacarídeos e bactérias 

foram detectados em 100% das amostras iniciais, com uma média de 

concentração de 139 Eu/mL e 2,64 x 106 unidades formadoras de colônia (UFC) 

por mL, respectivamente. Altos níveis de LPS foram encontrados em dentes com 

sintomatologia clínica (p<0,05). Após o preparo químico-mecânico, a média de 
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redução de endotoxinas foi de 59,99% e a média de redução bacteriana de 

99,78%. Tais resultados, segundo os autores, indicam que o preparo químico 

mecânico com NaOCl 2,5% foi efetivo contra bactérias, porém pouco eficaz na 

eliminação de endotoxinas em canais radiculares infectados. Além disso, uma 

associação estatisticamente significante foi encontrada entre os altos níveis de 

bactérias e endotoxinas e presença de sintomatologia clínica dolorosa. 

Gomes et al. (2009) conduziram um estudo clínico comparando a eficácia 

do preparo químico-mecânico com hipoclorito de sódio 2,5% e clorexidina gel 2% 

na eliminação de lipopolissacarídeos (LPS) bacterianos em dentes com 

periodontite apical crônica. As amostras foram obtidas de quarenta e quatro canais 

radiculares antes e após o preparo. Os dentes foram aleatoriamente divididos em 

dois grupos: G1- NaOCl 2,5% (n=27) e G2- CLX gel 2% (n=27). O teste do Lisado 

de amebócito de limulus (LAL) foi usado para quantificar as endotoxinas coletadas 

nas amostras. Os resultados mostraram presença de endotoxinas em 100% das 

amostras investigadas, com uma média de 272 EU/mL em G1 e de 152,46 EU/mL 

em G2. Após o preparo houve uma redução para 86 EU/mL em G1 e 85 EU/mL 

em G2. Os autores concluem que nenhuma das duas substâncias utilizadas no 

preparo biomecânico foram efetivas na eliminação de endotoxinas.  

Martinho et al. (2010a) investigaram a capacidade do preparo químico-

mecânico (PQM) com NaOCl a 5,25% + EDTA a 17% em remover endotoxinas de 

21 canais radiculares com periodontite apical crônica. Instrumentação rotatória foi 

realizada no limite apical de instrumentação correspondente ao ponto zero do 

localizador foraminal. Amostras do conteúdo endodôntico foram coletadas antes e 

após o preparo químico-mecânico. O teste cinético turbidimétrico de LAL foi 

utilizado para quantificação de endotoxinas. Os resultados demonstraram a 

presença de endotoxinas em 100% dos casos (antes e após o PQM) e uma 

redução de endotoxina (98,06%) estatisticamente significante após o preparo. 

Maekawa et al. (2011) analisaram a efetividade de diferentes substâncias 

químicas auxiliares e de medicações intracanais na redução bacteriana e de 

endotoxinas em canais radiculares infectados de dentes contaminados por E.coli 
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por 14 dias. Os dentes foram divididos em três grupos de acordo com a substância 

química auxiliar utilizada no preparo: G1) Hipoclorito de sódio 2,5%; G2) 

Clorexidina gel 2%; e G3) Água apirogênica. Em seguida, os grupos foram 

subdivididos de acordo com a medicação intracanal utilizada: A) pasta de 

hidróxido de cálcio; B) Polimixina B; C) Hidróxido de cálcio associado à 

Clorexidina gel 2%. Amostras do conteúdo endodôntico foram coletadas após o 

preparo o preparo biomecânico, após 7 e 14 dias de uso da medicação intracanal 

e 7 dias após a remoção da medicação intracanal. Os autores concluíram que 

tanto o hipoclorito de sódio quanto a clorexidina foram eficazes em eliminar a 

carga microbiana do canal radicular, entretanto apenas reduziram os níveis de 

endotoxina. Apenas com o uso de medicação intracanal o conteúdo endotóxico 

dos canais radiculares foi significativamente reduzido, independente da substância 

química auxiliar testada. 

Oliveira et al. (2012) avaliaram a efetividade do tratamento endodôntico 

utilizando diferentes irrigantes na redução de endotoxinas em canais radiculares 

de dentes com periodontite apical crônica e seus efeitos citotóxicos em cultura de 

macrófagos na produção de citocinas inflamatórias. Trinta e seis canais 

radiculares foram selecionados. Amostras foram coletadas antes (S1) e após a 

instrumentação (S2). Os canais radiculares foram divididos em 3 grupos (n = 12) 

de acordo com a solução irrigadora utilizada no preparo: CLX + LW (água de limão 

0,14%); clorexidina gel 2% + hidróxido de cálcio CLX + Polimixina B, clorexidina + 

Polimixina B; CLX (controle), clorexidina + soro fisiológico. A terceira coleta foi 

realizada após o uso do EDTA 17% e S4 após a medicação intracanal (CLX + 

hidróxido de cálcio por 14 dias). Endotoxinas foram quantificadas através do 

método de LAL e efeitos citotóxicos através da produção de citocina (IL-1ß e TNF-

α em macrófagos (RAW 264.7) estimulados com o conteúdo do canal radicular. 

Endotoxinas foram detectadas em todos os canais radiculares em S1. O grupo 

CLX + LW apresentou a maior redução de endotoxina após instrumentação 

(99,18%), similarmente ao grupo CLX + PmB (96.42%, p > 0,05) e diferente do 

grupo CLX (90.78%, p < 0,05.) A medicação intracanal promoveu significante 
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neutralização de endotoxinas com uma redução de 99,2% a 100%. O conteúdo do 

canal radicular em S1 induziu maior produção de TNF- α e IL-1 β em comparação 

com as amostras obtidas após o tratamento. Os autores concluíram que a 

combinação de CLX e água de limão como irrigante endodôntico foi a mais eficaz 

na redução de endotoxinas em canais radiculares, e o uso da medicação 

intracanal foi importante para neutralizar efeitos citotóxicos do conteúdo infeccioso 

intracanal. 

Tendo sido observado um baixo desempenho do NaOCl (Buttler & 

Crawford, 1982; Oliveira et al., 2007; Tanomaru et al., 2003; Silva et al., 2004; 

Martinho et al., 2008) e da CLX (Tanomaru et al., 2003; Silva et al., 2004; Oliveira 

et al., 2007; Vianna et al., 2007) na eliminação do LPS bacteriano, a redução de 

endotoxinas presente nos canais radiculares parece não estar relacionada apenas  

com a substância química auxiliar utilizada, mas principalmente pela ação 

mecânica dos  instrumentos endodônticos, limite apical de instrumentação, 

conjuntamente com o fluxo e refluxo da solução irrigadora (Gomes et al., 2009).  

Ainda, devido ao fato do LPS aderir-se nos tecidos mineralizados da 

região apical e periapical (osso e cemento) (Schein e Schilder, 1975), agindo 

como um potente estimulador da reabsorção óssea, a ação mecânica dos 

instrumentos endodônticos na redução de endotoxinas de canais radiculares 

contaminados ganhou especial atenção no trabalho de Marinho et al. (2012). 

Estes autores avaliaram a influência do diâmetro de alargamento foraminal com 

instrumentos rotatórios na redução dos níveis de endotoxina. Trinta canais 

radiculares de dentes pré-molares inferiores foram inoculados com endotoxina de 

Escherichia coli (055: B55). Grupos foram divididos de acordo com o diâmetro 

apical final de instrumentação (#25/.06- (G1); #30/.05- (G2); # 35/.04- (G3) e 

#40/.04- (G4). Coletas do conteúdo endodôntico foram realizadas antes e após o 

preparo químico-mecânico. Água estéril/apirogênica foi utilizada como irrigante. 

Endotoxina foi quantificada pelo método cinético turbidimétrico de LAL. Os 

resultados demonstraram haver relação diretamente proporcional entre os níveis 

de redução de endotoxina e o aumento do diâmetro apical final de instrumentação. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

 

Os objetivos do presente estudo foram: 

 

1) Quantificar endotoxinas em canais radiculares infectados de dentes com 

periodontite apical crônica e verificar sua relação com sinais e sintomas 

clínicos de origem endodôntica; 

  

2) Avaliar a efetividade do preparo químico-mecânico com hipoclorito de sódio 

2,5%, clorexidina gel 2% ou soro fisiológico na eliminação de endotoxinas; 

 

3)  Avaliar o potencial inflamatório do conteúdo endodôntico, antes (C1) e 

após a instrumentação do canal radicular (C2) com NaOCl 2,5%, CLX 2% 

ou soro fisiológico e após uso de EDTA 17% (C3) em cultura de células de 

macrófagos quanto à produção de citocinas pró-inflamatórias - IL-1β, TNF-α. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

   4.1 Seleção da amostra 
 

Foram selecionados 30 pacientes que compareceram à Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, São Paulo-Brasil, 

os quais possuíam dentes unirradiculares indicados para a realização de 

tratamento endodôntico devido à periodontite apical crônica. Por se tratar de um 

estudo microbiológico, fatores que poderiam interferir na microbiota do canal 

radicular foram levados em consideração, e desta forma, foram excluídos do 

presente estudo: pacientes que fizeram uso de antifúngicos e antibióticos (num 

período mínimo de 3 meses anterior à consulta), pacientes com comprometimento 

sistêmico, profundidade de sondagem periodontal do dente analisado maior que 3 

mm; dentes com fratura radicular; dor espontânea, câmara pulpar com exposição 

ao meio bucal, impossibilidade de isolamento absoluto ou de introdução do cone 

de papel no comprimento de trabalho. 

O projeto foi previamente aprovado pelo Comitê de Etica em Pesquisa, da 

Universidade Estadual de Campinas, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba 

(protocolo nº 103/2008) (Anexo 1). Os pacientes assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido elaborado de acordo com as normas do Comitê 

de Ética em Pesquisa antes de participar da pesquisa. 

 

   4.2 Análise clínica e radiográfica  
 

O diagnóstico de necrose pulpar associado à presença de lesão periapical foi 

obtido pela realização de exame clínico-radiográfico minucioso. Formulários 

específicos (fichas de exame clínico) foram devidamente preenchidos durante a 

anamnese contendo dados quanto à idade, gênero, estado geral do paciente, história 

dentária pregressa e atual, exame clínico e radiográfico.  
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Foi verificada a presença de cáries e/ou restaurações, relatos de dor atual 

ou prévia, natureza da dor (localização, aparecimento, duração, frequência e 

intensidade). Foram realizados teste de sensibilidade pulpar (teste térmico a frio), 

testes perirradiculares (palpação e percussão), avaliação da profundidade de 

sondagem periodontal, inspeção da presença de edema dos tecidos moles e 

investigação da presença de fístula. 

Foram realizadas radiografias periapicais pré-operatórias com auxílio de 

posicionador radiográfico e posteriormente, realizou-se a determinação 

radiográfica do tamanho da lesão periapical e avaliação do grau de destruição 

óssea. Após acesso aos canais radiculares, foi avaliado o aspecto físico dos 

canais radiculares, como presença de exsudato (seroso, purulento ou 

hemorrágico), presença de restos de tecido pulpar ou ausência de exsudação 

intracanal, denotando um canal seco. 

 

   4.3 Procedimentos clínicos 
 

   4.3.1 Descontaminação do campo operatório 
  

Previamente à intervenção endodôntica foram realizados bochechos com 

enxaguatório bucal (clorexidina 0,12%) (Drogal, Fármacia de Manipulação, 

Piracicaba, SP) por 1 minuto. Em seguida, os pacientes foram anestesiados 

localmente e o dente envolvido recebeu polimento coronário com pedra-pomes e 

então isolado com lençol de borracha (isolamento absoluto) (Figura 3-A). 

Realizou-se o vedamento da interface coroa/lençol com cianocrilato (Super 

Bonder; Loclite Brasil Ltda, Itapevi, SP) para evitar infiltração de saliva. A 

antissepsia do campo operatório (dente, grampo, lençol de borracha, arco e 

cianocrilato) foi realizada com a utilização de swabs estéreis umedecidos 

primeiramente em H2O2 a 30% (v/v), e depois em NaOCl 5,25% (Drogal, Fármacia 

de Manipulação, Piracicaba, SP, Brasil) por 30 segundos cada, subseqüentemente 
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neutralizado com solução estéril de tiossulfato de sódio a 5% (Drogal, Fármacia de 

Manipulação, Piracicaba, SP) (Figura 3-B).  

 

   4.3.2. Abertura coronária 
 

A fase de abertura coronária foi realizada em duas etapas operatórias. A 

água proveniente do equipo foi cessada, sendo a irrigação realizada manualmente 

com solução salina estéril (Drogal, Fármacia de Manipulação, Piracicaba, SP, 

Brasil) (Figura 3-C). Foram utilizadas pontas esféricas diamantadas estéreis para 

remoção dos contaminantes coronários (tecido cariado, restaurações defeituosas). 

Posteriormente, na confecção da cavidade de acesso, nova broca estéril/ 

apirogênica (esterilizadas através de calor seco, em estufa por um período de 

tempo de 4 horas a 200ºC) foi utilizada. Após a abertura coronária, o campo 

operatório e a câmara pulpar foram novamente descontaminados, seguindo o 

protocolo de descontaminação e em seguida neutralizados como descrito 

anteriormente. Foram individualizados, para cada dente, jogos de instrumentais 

estéreis/apirogênicos utilizados, de forma que não houvesse nenhum tipo de 

contaminação. Todos os procedimentos clínicos foram realizados por um único 

operador. 

 

   4.3.3 Coletas endodônticas 
 

Amostras do conteúdo endodôntico foram coletadas logo após a abertura 

coronária (C1) (Figura 3-E), após o preparo químico-mecânico dos canais 

radiculares (C2) e após irrigação final com ácido etilenodiamino tetracético (EDTA) 

17% (Drogal, Fármacia de Manipulação, Piracicaba, SP). 
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4.3.3.1 Coleta endodôntica inicial                   

 

Coleta de endotoxina/ estimulação celular (CE1) 

 

Após abertura coronária, foi realizada coleta inicial para investigação dos 

níveis de endotoxina/ produção de citocinas (CE1). Para CE1, um cone de papel 

estéril #20 (Dentsply, Petrópolis, R.J.), previamente esterilizado a 200º C, por 4 

horas em estufa, foi introduzido no comprimento aparente do dente (determinado 

pela radiografia periapical pré-operatória), o qual permaneceu em posição por 60 

segundos. Em seguida, o cone foi transferido para tubos de vidro apirogênicos 

contendo 5 esferas de vidro também apirogênicas. As amostras, devidamente 

identificadas, foram armazenadas a -20 ºC para posterior análise dos níveis de 

LPS.  

Forma de conveniência da abertura coronária foi realizada com pontas 

diamantadas tronco-cônicas de extremidade inativa nº 3082 (KG Sorensen Ind. 

Com. Ltda, Barueri, SP) dando a conformação apropriada à cavidade, de acordo 

com a anatomia interna do dente. Para proporcionar um acesso livre e reto aos 

canais radiculares foi realizado desgaste compensatório, com a utilização de 

brocas de Largo nº 2 (Maillefer Instruments, Baillagues - Switzerland). Com base 

nas radiografias pré-operatórias, efetuou-se a exploração dos canais radiculares 

com lima tipo-K nº 15 (Maillefer Instruments, Baillagues - Switzerland). A 

odontometria do canal radicular foi realizada com auxílio de localizador apical 

(Novapex, Forum Technologies, Rishon le-Zion, Israel), correspondendo ao ponto 

zero do localizador foraminal, com uma lima que melhor se adaptou ao diâmetro 

do forame apical (Figura 3-F). A seguir, os dentes foram divididos aleatoriamente 

em três grupos de acordo com a substância química auxiliar utilizada no preparo 

químico-mecânico: GI- NaOCl 2,5%; GII- CLX gel 2% e soro fisiológico 0,9% 

(grupo controle)  (Drogal, Fármacia de Manipulação, Piracicaba, SP) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Divisão dos grupos quanto às substâncias químicas auxiliares utilizadas no 
preparo químico-mecânico. 
 

 

 

Instrumentação dos canais radiculares 

 

Uma vez determinado o comprimento real do dente, foi realizada a 

instrumentação do canal radicular em toda sua extensão, correspondente ao ponto 

zero do localizador apical. Foi utilizado o sistema automatizado de rotação 

contínua Mtwo® (VDW, Munich, Germany), acoplado ao contra-ângulo Sirona -

VDW- SILVER (VDW, Munich, Germany) de redução 6:1 com torque e 

velocidades pré-programadas para cada lima (Figura 3-G).  

A instrumentação dos canais radiculares foi realizada seguindo a 

sequência de instrumentos recomendada pelo fabricante: 10/.04; 15/.05; 20/.06; 

25/.06; 30/.05; 35/.04 e 40/.04. O instrumento foi inserido com leve pressão 

permitindo que o mesmo tocasse as paredes do canal de modo circunferencial. No 

momento em que o instrumento apresentou-se livre no canal radicular foi efetuada 

a sua troca para o diâmetro subsequente.  

 

Irrigação dos canais radiculares 

 

Durante o preparo químico mecânico, o protocolo de irrigação foi realizado 

de acordo com cada substância química auxiliar utilizada nos diferentes grupos: 

 

 

Grupo I 

Grupo II 

Grupo Controle 

 

NaOCl 2,5% (n=10) 

Clorexidina gel 2% (n=10) 

Soro fisiológico (n=10) 
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tubos de vidro apirogênicos contendo 5 esferas de vidro também apirogênicas. As 

amostras, devidamente identificadas, foram armazenadas a -20 ºC, como 

recomendado pelo fabricante.  

 

4.3.3.4 Coleta de endotoxina/ produção de citocina após EDTA 17% (C3) 

 

Para remoção da smear layer, foi realizada irrigação com 3 mL de EDTA 

17%, o qual permaneceu no interior dos canais radiculares por 3 minutos, com 

renovação desta solução a cada minuto (Teixeira et al., 2005). Em seguida, os 

canais foram irrigados com 5 mL de soro fisiológico estéril/apirogênico para 

remoção do agente quelante. Após, uma nova coleta para investigação dos níveis 

de endotoxina/ produção de citocinas (CE3) foi realizada como previamente 

descrito. Ao final dos procedimentos de coleta, os dentes instrumentados com 

solução salina foram reinstrumentados na mesma sessão utilizando clorexidina gel 

2% como substância química auxiliar e posteriormente obturados e restaurados. 

 

 
Figura 2- Esquema descritivo das coletas endodônticas antes e após o preparo químico-mecânico 

e após uso do EDTA 17% nos diferentes grupos avaliados. 
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 Figura 3- Procedimentos clínicos e coletas endodônticas. A- Isolamento absoluto; B- Descontaminação do campo operatório; C, D-   
Abertura coronária; E- Coleta Inicial; F- Odontometria eletrônica; G- Instrumentação rotatória Mtwo®; H- Irrigação/Aspiração do canal 
radicular; I- Coleta após PQM e EDTA 17%.

A B C 

D E F 

H I G 
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4.4 Obturação dos canais radiculares e selamento coronário 

Após coletas do conteúdo endodôntico, os canais foram irrigados com 5 

mL de soro fisiológico, secos com pontas de papel estéreis e obturados. Para os 

canais com presença de exsudação foi aplicada medicação intracanal (hidróxido 

de cálcio + soro fisiológico) e quando controlada, os mesmos foram obturados e 

restaurados.  

A obturação do canal radicular foi ralizada com cones de guta-percha 

acessórios Fine Medium extra-longo e Medium (Konne Indústria e Comércio de 

Materiais Odontológicos Ltda., Belo Horizonte, MG) e cimento endodôntico 

Endomethasone (Specialités – Septodont, Saint-Maurdes, Fossés Cedex, France), 

pela técnica do cone modelado apical (Cortez, 2002), complementada com 

condensação lateral.  

O procedimento restaurador de todos os dentes foi realizado através da 

colocação de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Coltene, Rio de Janeiro, RJ) na 

embocadura dos canais, aplicação de ácido fosfórico 37% por 15 segundos em 

toda a cavidade, adesivo 3M Single Bond (3M Dental Products, St. Paul, EUA) e 

inserção de resina fotopolimerizável Z 250 (3M Dental Products, St. Paul, USA) 

pela técnica incremental.  
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   4.5. Processamento Laboratorial das amostras  
 

   4.5.1. Investigação e quantificação de endotoxinas- Teste cinético 
turbidimétrico (Pyrogent®-5000, Lonza, Walkersville, MD, EUA) 
 

Para quantificação de endotoxinas presentes em 30 dentes com infecção 

endodôntica primária e lesão periapical foi utilizado o método turbidimétrico 

Pyrogent -5000® (Lonza, Walkersville, MD, EUA) de LAL. (Figura 6 A-B). Por meio 

deste, foi realizado um ensaio cinético quantitativo no qual a amostra foi colocada 

em contato com o reagente LAL reconstituído, em seguida incubada em um leitor 

de microplacas e monitorada automaticamente através de um software até o 

surgimento de turvação. O tempo necessário antes da ocorrência da turvação 

(Tempo de reação) é inversamente proporcional à quantidade de endotoxina 

presente na amostra.  

O kit Pyrogent-5000® apresenta: 1) Pyrogent-5000® LAL Reagente; 2) 

Endotoxina padrão de Escherichia Coli (055:B5); 3) Tampão de reconstituição 

Pyrogent-5000. Além dos substratos provenientes do kit, também foram utilizados: 

1) Água Reagente LAL (Lonza, Walkersiville, MD, EUA); 2) Hidróxido de sódio 0.1 

N ou Ácido clorídrico 0.1N, dissolvido em água reagente LAL, para ajuste do pH 

da amostra, se necessário; 3) Tubo de vidro descartável para diluíção, isentos de 

endotoxina; 4) Ponteira estéreil descartáveis de 10 µL, 200 µL e 1000 µL; 5) 

Microplaca estéril descartável (Corning Costar, Cambridge, MA, UK); 6) 

Multipipetador de 8 canais; 7) Reservatório de reagente (Lonza, Walkersiville, MD); 

8) Leitor de microplacas (Ultramark, Bio-Rad Laboratories); 9) Software 

WinKQCL® (Lonza, Walkersiville, MD); 10) Cronômetro e agitador vortex. 

Para realização do teste, todo material utilizado proveniente da LONZA 

(WALKERSVILLE, MD, USA) estava apirogênico (livre de endotoxinas).  

 

Padronização da Curva Padrão 

 

O estabelecimento da curva padrão com concentrações conhecidas de 
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endotoxinas é necessário para determinar a concentração de endotoxinas com 

quantidades desconhecidas. A curva-padrão é necessária para determinar a 

menor e a maior concentração de endotoxina presente na amostra, assim como os 

picos obtidos dentro da curva. Como um parâmetro para o cálculo da quantidade 

de endotoxinas em amostras de canais radiculares, a curva padrão foi obtida a 

partir da reconstituição do liofilizado de endotoxina oferecida pelo kit numa 

concentração conhecida de 100 EU/mL, onde suas diluições alcançam as 

concentrações finais de: 0,01, 0,1, 1, 10, 100 EU/mL de acordo com as instruções 

do fabricante (Figura 4; 6-F). 

 

Diluições seriadas para obtenção das concentrações de endotoxina da 

curva-padrão 

 

1. Foi adicionado 0,1mL de 100 EU/mL endotoxina estoque em 0,9 ml de água 

para reagente LAL, resultando numa concentração de 10 EU/mL de endotoxina. 

Essa solução foi vigorosamente agitada em vórtex por pelo menos 1 minuto antes 

do procedimento; 

2. Foi transferido 0,1mL da solução de endotoxina 10 EU/mL em 0,9 mL de 

água para reagente LAL para um recipiente adequado, resultando numa 

concentração de 1 EU/mL. A solução foi vigorosamente agitada em vórtex por pelo 

menos 1 minuto antes do início do procedimento; 

3. Foi transferido 0,1mL da solução de endotoxina 1 EU/mL em 0,9mL de 

água para reagente LAL para um recipiente adequado, resultando numa 

concentração de 0,10 EU/mL. Essa solução foi vigorosamente agitada em vórtex 

por pelo menos 1 minuto antes do procedimento. 

4. Foi transferido 0,1 mL da solução de endotoxina 0,10 EU/mL em 0,9mL de 

água para reagente LAL para um recipiente adequado, resultando numa 

concentração de 0,01 EU/mL. Essa solução foi vigorosamente agitada em vórtex 

por pelo menos 1 minuto antes do início do procedimento. 
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(spike). O teste foi realizado como descrito a seguir. Para comprovar que não 

houve qualquer tipo de interferência (inibição ou desenvolvimento) da amostra 

com o reagente de LAL, a concentracão de endotoxina recuperada dos poços 

contaminados, calculada pelo software, deve estar entre 50% - 200%, valor este 

denominado controle positivo do produto (PPC). A amostra mãe e sua diluíção 10-

2 foram as que apresentaram maiores números dentro do padrão do PPC, então a 

diluíção 10-2 foi selecionada para a realização dos testes de todas as amostras 

através do método turbidimétrico. 

 

Plate Layout 

 

Para quantificação da endotoxina presentes nas amostras foram utilizadas 

placas de culturas de células (96 poços – 12 colunas e 8 fileiras) (Corning Costar, 

Cambridge, MA) apirogênicas (Figura 5). Inicialmente, 100 µL do “blank” (água de 

LAL) foram inoculados em duplicata na placa (Figura 6-D). Em seguida, 100 µL de 

cada ponto da curva padrão nas diferentes concentracões (100 EU/mL, 10 EU/mL, 

1 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL) foi distribuído em duplicata (Figura 6-F). 

Após, 100 µL das amostras e seus respectivos controles (PPC) - ambos em 

duplicata foram inoculados com reagente de LAL (Figura 6-H). Para cada poço do 

controle positivo foi adicionado 10 µL de 0,1 EU/mL de endotoxina de E. coli 

(spike). A placa foi posicionada no leitor de ELISA (Ultramark, Bio-Rad 

Laboratories) e 100 µL do reagente de LAL foram adicionados em todos os poços 

(Figura 6-I). 

De forma contínua durante todo o ensaio, o leitor de microplacas com 

Software WinKQCL® programado para - 340 nm, 37 º C e 100 leituras -  é 

monitorado na absorbância de 340nm de cada orifício da microplaca. Usando a 

leitura de absorbância inicial de cada orifício como seu próprio branco, o leitor 

determina o tempo necessário para que a absorbância aumente a 0.03 unidades. 

Este tempo é denominado Tempo de reação. O software WinKQCL executa 

automaticamente uma correlação linear log/log do Tempo de Reação de cada 
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Figura 6. Ensaio cinético quantitativo para detecção de endotoxinas. A, B – Kit Pyrogent 5000; C- 

Reconstituição do Substrato de endotoxina; D- Água de LAL; E- Agitação mecânica em vórtex do 

substrato de endotoxina; F- Diluições seriadas para obtenção da curva padrão, G- Amostras em 

banho-maria; H- Preparo da placa; I- Inoculação do controle positivo (Spike procedure); J- Leitor 

Biotek. 
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E F G

H I J
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                             Figura 8. Esquema ilustrativo da técnica ELISA sanduíche. 
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Kit Duo-set (R&D System, Minneapolis, EUA) 

 

O kit Duo-set apresenta: 1) Anticorpo de captura; 2) Anticorpo detecção 

biotinilado; 3) Padrão; 4) Streptovidina conjugada com peroxidase (Streptavidin- 

Horseradish-peroxidase). 

 

Padronização da curva padrão 

 

O estabelecimento de uma curva padrão com concentrações de citocinas 

inflamatórias conhecidas foi necessário para determinar a concentração de 

citocinas inflamatórias de amostras com quantidades desconhecidas. 

 

Curva padrão para IL1- ß 

 

Esta curva foi realizada utilizando a solução concentrada do padrão 

(recombinante de IL1-ß) 1000 pg/mL e suas diluíções – 500 pg/mL(pg/mL), 250 

pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL. 

 

Curva padrão para TNF-α:  

 

Esta curva foi realizada utilizando a solução concentrada do padrão 

(recombinante de TNF-α:) 2000 pg/mL e suas diluíções – 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 

250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL e 32,2 pg/mL. 
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4.6. Análise Estatística 
 

 Os dados foram tabulados em uma planilha de cálculo no programa 

Microsoft Office Excell 2007 (Microsoft Corporation, EUA) e estatisticamente 

analisados utilizando-se os programas BioEstat 5.0 (Instituto Sustentável 

Mamirauá, Belém, PA, Brasil) e SAS Software versão 9.1 (The SAS Institute, Cary, 

NC, EUA). Para todos os testes estatísticos empregados, o nível de significância 

foi estabelecido em 5%. 

A normalidade dos dados obtidos em variáveis quantitativas foi 

previamente analisada por meio do teste Shapiro Wilk (α=0,05). Dados que 

apresentaram a característica de normalidade foram analisados por meio do teste 

Anova seguido pelo teste de Tukey (α=0,05). Nos casos em que a normalidade 

não foi obtida, a comparação inter grupo foi feita por meio do teste Kruskal Wallis 

seguido pelo teste de Dunn (α=0,05) e a comparação intra grupo foi feita por meio 

do teste de Friedmann (α=0,05). 

Teste de correlação de Pearson foi realizado para verificar a associação 

entre níveis de endotoxinas e citocinas pró-inflamatórias e citocinas entre si.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Aspectos clínicos e radiográficos dos elementos dentais com 

necessidade de tratamento endodôntico devido à periodontite apical crônica 

 

Os dados gerais e aspectos clínicos e radiográficos dos elementos dentais 

submetidos ao tratamento endodôntico estão apresentados na Tabela 3. Nenhum 

dos pacientes relatou ser portador de qualquer tipo de doença sistêmica. A faixa 

etária dos pacientes atendidos variou entre 15 e 55 anos (média de 36 anos), sendo 

20 pertencentes ao gênero feminino e 10 ao masculino.  

Todos os elementos dentais apresentavam uma única raiz e único canal 

radicular (30/30), sendo 26 superiores (16 incisivos centrais, 8 incisivos laterais, 2 

caninos); e 4 inferiores (1 incisivo lateral, 1 canino e 2 pré-molares). Vinte dentes 

analisados apresentavam restaurações coronárias definitivas, 6 elementos dentais 

estavam hígidos e 4 dentes apresentavam-se cariados. Dos dentes que possuíam 

restaurações definitivas, apenas 4 apresentavam características clínicas 

satisfatórias.  

Nenhum elemento dental possuía tratamento endodôntico prévio. Todos os 

dentes responderam negativamente ao teste de sensibilidade pulpar, denotando 

necrose do tecido pulpar (30/30). Nenhum paciente queixava-se de dor espontânea. 

Dezessete dos 30 casos analisados estavam assintomáticos (17/30) e os demais 

apresentavam sintomatologia clínica provocada (13/30), dentre eles: dor à palpação 

(DAP) 11/13, dor à percussão (DP) 12/13, ou a associação de dor à palpação e à 

percussão (DPP) 10/13, sendo estes classificados como sintomáticos. 

Quanto ao aspecto físico dos canais radiculares, exsudato foi encontrado 

em 16 canais radiculares, sendo 10 do tipo seroso e 6 do tipo purulento, conferindo 

um aspecto físico de canal molhado. Dezessete dentes apresentaram profundidade 

de sondagem igual a 1mm, 8 dentes possuíam 2mm e 5 dentes possuíam 3mm, 

dados compatíveis com as caraterísticas da normalidade. O tamanho das lesões 

periapicais variaram ente 1- 4 mm (n=19) e de 5- 9 mm (n=11).  
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Tabela 3. Características clínicas e radiográficas dos elementos dentais submetidos 
ao tratamento endodôntico 
  

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

   Grupos 
dentários       n   % 

11,21  16 53,3 
12,22  8 26,6 
13,23  2 6,6 

32  1 3,3 
34,35   2  6,6 

43    1  3,3 
Dente     
Unirradicular 30 100 
Superior 26 86,6 
Inferior 4 13,3 
Hígido 6 20 
Cariado 4 13,3 
Restaurado 20 66,6 
*Restauração definitiva satisfatória        4       20 
*Restauração definitiva insatisfatória 16 80 

       
Sintomatologia     

Assintomático 17 56,6 
Sintomático 13 43,3 
Tipos de sintomatologia 

Dor espontânea 0 0 
Dor à percussão 12 92,3 
Dor à palpação 11 84,6 
Dor à palpação+ percussão 10 76,9 
Histórico de dor prévia 6 35,2 
Exsudato intracanal   
Ausente (canal seco) 14 46,6 
Presente (canal molhado) 16 53,3 
Claro 10 62,5 
Purulento 6 37,5 
Hemorrágico 0 0 
Fístula Intra-oral    
Ausente 21 70 
Presente 9 30 
Sondagem periodontal 
1mm 17 56,6 
2mm 8 26,6 
3mm 5 16,6 
Tamanho da lesão radiográfica   
1-4 mm 19 63,3 
5-9 mm       11   36,6 
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5.2. Quantificação de endotoxinas nos canais radiculares infectados (C1) 
 

Endotoxina foi detectada em 100% dos canais radiculares com 

periodontite apical crônica, com valores compreendidos entre 0,16 a 171 EU/ml, 

representados pela mediana de 18,70 EU/mL (Tabela 4).  

Níveis mais elevados de endotoxina foram detectados nos casos com 

presença de sintomatologia dolorosa provocada (31,40 EU/mL x 11,85 EU/mL). As 

concentrações de endotoxinas nos dentes com dor provocada foram 

estatisticamente maiores quando comparada aos dentes assintomáticos (p= 

0,0204, Teste t de amostras independentes). Associação positiva foi encontrada 

entre níveis mais elevados de endotoxinas e presença de dor à percussão (31,50 

EU/mL, p=0,0236) e presença de exsudato intracanal (31,80 EU/mL).  

 

Tabela 4 – Comparação dos valores de endotoxinas (Mediana e intervalo de 
confiança 95% em EU/mL) de acordo com os parâmetros clínicos avaliados. 
 

Sinais/Sintomas 
Ausente Presente 

Valor de p 
Med (IC 95%) Med (IC 95%) 

Dor provocada  11,85 (7,87 – 26,73) 31,40 (21,38 – 55,43) 0,0204** 
Dor à percussão  12,00 (9,15 – 27,11) 31,50 (20,35 – 57,64) 0,0236** 
Percussão+Palpação  13,40 (12,40 – 35,29) 27,55 (12,66 – 51,96) 0,3946* 
Dor à palpação  12,70 (11,31 – 35,54) 31,20 (14,72 – 49,74) 0,3658* 
Dor prévia  16,20 (11,72 – 37,00) 22,30 (13,56 – 46,76) 0,5471** 
Lesão > 4mm  14,60 (12,95 – 36,36) 26,10 (11,45 – 50,08) 0,5404* 
Exsudato intracanal  6,85 (3,01 – 16,90) 31,80 (29,30 – 55,60) 0,0001** 
Fístula  14,60 (11,49 – 33,70) 31,60 (17,25 – 58,15) 0,1480* 
*Comparação entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos apresentando 
variâncias homogêneas (α=0,05). **Comparação entre os grupos por meio do teste T para 
dois grupos distintos apresentando variâncias heterogêneas (α=0,05). 

 

 

 

 
 
 
 



68 

5.2.1. Efeito do preparo químico-mecânico com NaOCl 2,5% e CLX gel 2% na 
redução de endotoxinas dos canais radiculares infectados 
 

Níveis elevados de endotoxinas foram encontrados nos canais radiculares 

na coleta inicial (Tabela 5). O preparo químico-mecânico foi capaz de reduzir 

endotoxinas em todos os canais radiculares estudados. NaOCl 2,5% apresentou 

maior efetividade na redução dos níveis de endotoxinas (99,65%) quando 

comparado à CLX gel 2% (95,07%) (p<0,05). O uso de EDTA 17% como protocolo 

final do preparo químico-mecânico potencializou a redução de endotoxinas, 

principalmente nos grupos II (95,07% x 98,27%) e III (96,79 X 98,71%) (p<0,05) 

(Tabela 6).  

 

Tabela 5 – Níveis de endotoxinas (Mediana e intervalo de 
confiança 95% em EU/mL) de canais radiculares com necrose 
pulpar e lesão periapical nas diferentes etapas do tratamento 
endodôntico utilizando diferentes substâncias químicas 
auxiliares 
 

GRUPOS 
Etapas do tratamento endodôntico 

Inicial (C1) Após PQM (C2) Após EDTA (C3) 
Med (IC 95%) Med (IC 95%) Med (IC 95%) 

NaOCl (I) 

 
25,80 (13,75 – 51,47) 

Aa 

 
0,07 (0,03 – 0,15) 

Ab 

 
0,09 (0,03 – 0,17) 

Ab 

CLX (II) 
18,65 (8,40 – 44,35) 

Aa 
0,63 (0,39 – 1,22) 

Ab 
0,26 (0,02 – 0,85) 

Ab 

SS (III) 
13,95 (-2,08 – 73,53) 

Aa 
0,18 (-4,85 – 13,33) 

Ab 
0,07 (0,03 – 0,15) 

Ab 
Letras maiúsculas distintas na coluna significam diferença 
estatística pelo teste Kruskall Wallis seguido pelo teste de Dunn 
(α=0,05). Letras minúsculas distintas na linha significam diferença 
estatística pelo teste de Friedman (α=0,05). 
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Tabela 6 – Percentual de redução dos níveis de endotoxinas 
(Mediana e intervalo de confiança 95% em EU/mL) nas diferentes 
etapas do tratamento endodôntico utilizando diferentes substâncias 
químicas auxiliares 

 

GRUPOS 
Etapas do tratamento endodôntico 

C1 – C2 (%) C1 –C3 (%) 
Med (IC 95%) Med (IC 95%) 

NaOCl (I) 
 

99,65 (99,29 – 99,83) Aa 
 

99,75 (98,92 – 100,00) Aa 

CLX (II) 95,07 (68,61 – 100,00) Bb 98,27 (96,10 – 99,20) Aa 

SS (III) 96,79 (74,92 – 100,00) ABb 98,71 (97,09 – 99,79) Aa 

Letras maiúsculas distintas na coluna significam diferença estatística 
pelo teste Kruskall Wallis seguido pelo teste de Dunn (α=0,05). Letras 
minúsculas distintas na linha significam diferença estatística pelo teste 
de Friedman (α=0,05). 

 
 

5.3. Avaliação do potencial inflamatório do conteúdo endodôntico inicial 
presente nos canais radiculares através dos níveis de (IL1- β) 
 

IL1- β foi detectada em 100% dos sobrenadantes de macrófagos 

estimulados com conteúdo endodôntico inicial, com valores compreendidos entre 

18,17 a 89,49 pg/mL (mediana 32,94 pg/mL). Não houve diferença estatística 

entre os níveis de IL1- β detectados em sobrenadantes de macrófagos 

estimulados com conteúdo infeccioso de dentes com sintomatologia dolorosa 

(mediana 31,10 pg/mL) quando comparados ao conteúdo de dentes 

assintomáticos (mediana 33,18 pg/mL) (p>0,05).  

No grupo controle positivo, as células foram estimuladas com uma 

concentração conhecida de endotoxina (10 EU/mL). IL1- β produzida foi detectada 

numa mediana de 15,53 pg/mL. No grupo controle negativo, as células não 

receberam estimulação por endotoxina ou alíquota proveniente do conteúdo 

endodôntico e desta forma, não foi detectada a presença de IL1- β de acordo com 

o limite de detecção do teste utilizado. 

Valores individuais dos níveis de IL1- β (pg/mL) estão distribuídos na 

tabela 7. 
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Tabela 7 – Mediana de concentração e intervalo de confiança 95% dos 
níveis de IL1- β (pg/mL) relacionados aos diferentes parâmetros clínicos e 
radiográficos avaliados. 

 

Parâmetros – 
Ausente/Presente 

Ausência Presença 
Valor de p 

Med (IC 95%) Med (IC 95%) 
Dor provocada  33,18 (28,76 – 46,33) 31,10 (26,87 – 38,33) 0,3229* 
Dor à percussão  32,96 (28,91 – 45,46) 30,93 (26,44 – 39,01) 0,4119* 
Percussão+Palpação  32,96 (29,38 – 44,27) 30,93 (25,03 – 40,09) 0,4508* 
Dor à palpação  33,18 (29,28 – 44,98) 31,10 (25,71 – 39,14) 0,3950* 
Dor prévia  31,10 (26,77 – 37,77) 37,11 (28,87 – 50,14) 0,1740* 
Lesão > 4mm  32,74 (28,09 – 38,50) 33,18 (26,29 – 51,80) 0,3723** 
Exsudato intracanal  33,16 (28,10 – 41,20) 29,91 (27,10 – 45,03) 0,7918* 
Fístula  33,15 (28,41 – 42,68) 32,74 (26,43 – 43,72) 0,9357* 

*Comparação entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos apresentando 
variâncias homogêneas (α=0,05). **Comparação entre os grupos por meio do teste T para dois 

grupos distintos apresentando variâncias heterogêneas (α=0,05). 
 

5.3.1 Avaliação do potencial inflamatório do conteúdo endodôntico após a 
instrumentação do canal radicular e após uso de EDTA 17% através dos 
níveis de IL1- β 
 

IL1- β foi detectada em menores níveis após PQM quando comparados 

aos níveis iniciais (Figura 10). Menor potencial inflamatório determinado através 

dos níveis de IL1- β foi observado nos sobrenadantes de macrófagos estimulados 

com o conteúdo infeccioso presentes após EDTA (C3) quando comparado à 

infecção inicial (C1). 

Valores individuais das médias e desvio-padrão encontrados em cada 

grupo e diferentes etapas operatórias encontram-se distribuídos na tabela 8. 
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5.4 Avaliação do potencial inflamatório do conteúdo endodôntico inicial 
presente nos canais radiculares através dos níveis de TNF- α 
 

Fator de Necrose Tumoral- α foi quantificado nos sobrenandantes de 

macrófagos estimulados com o conteúdo infeccioso de canais radiculares com 

necrose pulpar e presença de lesão periapical. 

TNF-α foi detectado em 100% dos sobrenadantes de macrófagos 

estimulados com conteúdo endodôntico inicial, com valores compreendidos entre 

877,21 a 39480,0 pg/ml (mediana 1002,6 pg/mL).  

No grupo controle positivo, as células foram estimuladas com uma 

concentração conhecida de endotoxina (10 EU/mL). Níveis de TNF-α foram 

detectados numa mediana de 4965,82 pg/mL. No grupo controle negativo, as 

células não receberam estimulação por endotoxina ou alíquota proveniente do 

conteúdo endodôntico e desta forma, não foi constatada a presença desta citocina 

nos sobrenadantes avaliados. Valores individuais dos níveis de TNF-α (pg/mL) de 

acordo com os parâmetros clínicos analisados estão distribuídos na tabela 9. Não 

foram encontradas associações positivas entre maiores níveis de TNF- α em 

resposta à estimulação com conteúdo endodôntico de casos com presença de 

sinais e sintomas de origem endodôntica. 

 

Tabela 9 – Mediana e intervalo de confiança 95% dos níveis de TNF- α (pg/mL) 
relacionados aos diferentes parâmetros clínicos e radiográficos avaliados 

Parâmetros  
        Ausência              Presença 

 
 

        Média (± dp)                 Média (± dp) Valor de p 
Dor provocada  994,02 (928,35 – 1578,59) 1005,39 (855,18 – 1333,94) 0,4443*  
Dor à percussão  993,60 (930,44 – 1544,34) 1016,79 (842,55 – 1370,31) 0,5354*  
Percussão+Palpação  1002,60 (941,06 – 1491,02) 994,00 (789,04 – 1460,51) 0,6811*  
Dor à palpação  1011,17 (939,84 – 1518,76) 990,01 (811,89 – 1405,52) 0,5763*  
Dor prévia  994,00 (940,86 – 1529,89) 1011,66 (800,00 – 1440,40) 0,5803*  
Lesão > 4mm  1012,14 (948,32 – 1474,01) 987,63 (747,49 – 1538,84) 0,7532*  
Exsudato intracanal  1002,60 (935,08 – 1649,85) 989,24 (839,69 – 1340,22) 0,3208*  
Exsudato purulento 973,53 (912,39 – 1006,28) 1016,79 (407,88 – 22,94,50) 0,3133**  
Fistula  1016,79 (985,58 – 1548,50) 991,63 (945,84 – 1013,14) 0,0465**  

*Comparação entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos apresentando variâncias 
homogêneas (α=0,05). **Comparação entre os grupos por meio do teste T para dois grupos distintos 
apresentando variâncias heterogêneas (α=0,05). 
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5.4.1 Avaliação do potencial inflamatório do conteúdo endodôntico após a 
instrumentação e após uso de EDTA 17% através dos níveis de TNF- α 
 

 

Níveis mais baixos de TNF-α foram detectados após PQM quando 

comparados aos níveis iniciais presentes nas infecções endodônticas primárias 

(Figura 11). 

Menor potencial inflamatório determinado através dos níveis de TNF- α foi 

observado nos sobrenadantes de macrófagos estimulados com conteúdo 

infeccioso dos canais radiculares após EDTA 17% quando comparado à infecção 

inicial (C1) (p<0,05). 

Valores individuais das médias e desvio padrão encontrados em cada 

grupo nos diferentes momentos de coleta encontram-se distribuídos na Tabela 10. 

   

5.5  Teste de correlação  

 

Para avaliar possível correlação entre os níveis de endotoxina 

encontrados, IL-1β e TNF-α, foi realizada análise estatística complementar por 

meio do Teste de Pearson. A aplicação deste teste visa investigar se variações 

nos níveis de endotoxina estão correlacionadas com modificações na 

concentração de citocinas, de forma diretamente proporcional, caracterizando uma 

correlação positiva, ou de forma inversamente proporcional, caracterizando uma 

correlação negativa. 

Correlação positiva foi encontrada entre os níveis iniciais de IL-1β e TNF-α 

(Correlação de Pearson - α=0,6931; p= 0,0262). 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1.  Quantificação de endotoxinas nos canais radiculares  
 

 

Diante do predomínio de bactérias Gram-negativas, e considerando 

lipopolissacarídeo como seu principal constituinte inflamatório, preocupações 

constantes do papel desta molécula em quadros infecciosos evocaram a “era da 

quantificação de endotoxinas em canais radiculares” (Schein & Schilder, 1975; 

Horiba et al., 1991; Khabbaz et al., 2001; Jacinto et al., 2005; Vianna et al., 2007; 

Oliveira et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009; Valera et al., 

2010; Martinho et al., 2010 a,b; 2011; Endo et al., 2011; Gomes et al., 2012; 

Oliveira et al., 2012; Marinho et al., 2012).  

Infecções endodônticas associadas à periodontite apical são resultantes 

da interação entre as defesas do hospedeiro e fatores microbianos, dentre os 

quais, endotoxina, é indubitavelmente o fator de virulência mais estudado (Tang et 

al., 2011). Para detecção e quantificação de endotoxinas, o método “Limulus 

amebocyte lysate” (LAL) é um dos mais sensíveis, conhecido por detectar 

endotoxinas, mesmo em baixas concentrações (Novitsky, 1994).  

Baseados no princípio de LAL, diversos testes para detecção e 

quantificação de endotoxinas vêm sendo utilizados. Apesar da capacidade de 

detectar a presença de endotoxinas, a sensibilidade de detecção dos testes 

empregados parece influenciar na mensuração da concentração de endotoxinas 

em uma amostra. Diferenças entre as concentrações de endotoxina podem estar 

relacionadas à seleção do teste a ser utilizado. Foi demonstrado por Martinho et al. 

(2010) que os testes quantitativos cinéticos de detecção são mais precisos e 

reprodutíveis para quantificação de endotoxinas em canais radiculares. Essa 

informação é particularmente importante quando se deseja realizar estudos 

comparativos dos níveis de detecção de endotoxinas em diferentes etapas 

operatórias, devendo levar em consideração o teste empregado. Diante disto, o 
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teste cinético turbidimétrico (Pyrogent -5000®) foi o teste de escolha deste estudo 

para quantificar endotoxinas antes e após a instrumentação do canal radicular e 

após toalete final com EDTA 17%, estando de acordo com Martinho et al., 2010; 

Endo et al., 2011; Martinho et al., 2012; Gomes et al., 2012 e Marinho et al., 2012.   

Endotoxinas foram detectadas em 100% das amostras coletadas de 

canais radiculares, corroborando com o trabalho de Jacinto et al., 2005, Martinho 

et al. 2010, Martinho et al., 2011; Gomes et al., 2012 e Oliveira et al., 2012. Os 

valores de endotoxina encontrados estão representados pela mediana de 18,7 

EU/mL. Esse resultado reafirma achados prévios da investigação da concentração 

de endotoxinas de canais radiculares com necrose pulpar, quantificada pelo 

mesmo teste de detecção, nos quais níveis de endotoxinas em infecções 

endodônticas primárias apresentam uma mediana de concentração baixa.  

Acredita-se que deve ser atingido um limiar de concentração de 

endotoxinas sobre os tecidos pulpares e perirradiculares para o desencadeamento 

de manifestação clínica dolorosa. Nos dentes com dor provocada, a concentração 

de endotoxinas foi superior à encontrada nos dentes assintomáticos, concordando 

com os achados da literatura (Schein & Schilder, 1975; Dhálen & Bergenholtz, 

1980; Horiba et al., 1991; Khabbaz et al., 2000; Jacinto et al., 2003, Jacinto et al., 

2005; Martinho et al., 2010). Níveis mais elevados de endotoxinas foram 

estatisticamente maiores nos casos em que havia presença de dor à percussão. 

Embora o fenômeno de dor de origem perirradicular seja multifatorial, os 

resultados da presente investigação sugerem que a concentração de endotoxina 

seja um dos fatores envolvidos, podendo estar relacionada com maior grau de 

inflamação perirradicular.  

Quanto ao aspecto físico do canal radicular, níveis elevados de 

endotoxinas foram detectados em dentes com exsudação intracanal (≈ 5 vezes 

superior) concordando com a literatura endodôntica (Schein & Schilder, 1975; 

Horiba et al., 1989; Jacinto et al., 2005; Martinho et al., 2012). Nenhuma diferença 

significante quanto aos níveis de endotoxinas quando da distinção do tipo de 

exsudato presente, quer seja exsudato purulento ou seroso. Horiba et al., (1990) 
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quantificaram endotoxinas de amostras de infecções endodônticas primárias e 

igualmente encontraram elevados níveis de endotoxina em dentes com exsudação 

intracanal do que naqueles com canais secos, o que suporta os achados do 

presente estudo.  

Considerando que, os produtos da degradação pulpar e a possibilidade de 

estagnação e degradação de componentes proteicos dos fluidos tissulares servem 

como nutrientes essenciais à sobrevivência de microrganismos no sistema de 

canais radiculares, desencadeando reações de defesa do hospedeiro, as 

infecções endodônticas devem ser tratadas, principalmente, por procedimentos 

mecânicos auxiliados por substâncias químicas auxiliares, capazes de reduzir ao 

máximo os irritantes presentes no interior do canal radicular (Takahashi, 1998). 

Assim, a eliminação completa de microrganismos em canais radiculares infectados 

é um objetivo claro do tratamento endodôntico (Trope & Bergenholtz, 2002). 

Mesmo que as bactérias sejam removidas do canal radicular, 

endotoxinas podem permanecer e alcançar os tecidos periapicais. Para o 

hospedeiro, a estrutura do LPS serve como padrão ou sinal molecular que indica a 

presença de bactérias Gram-negativas, permitindo a identificação pelo hospedeiro 

como “non-self” (Medzhitov & Janeway, 2000, 2002), desta forma, a perpetuação 

ou manutenção das periapicopatias após a terapia endodôntica pode estar em 

detrimento da persistência desse estímulo (Barthel et al., 1997, Vianna et al., 

2007). Assim, o tratamento do canal radicular infectado deve visar também a 

eliminação de endotoxinas dos canais radiculares durante a terapia endodôntica, 

contribuindo para o processo de reparo dos tecidos periapicais (Martinho et al, 

2010). 

 

6.2.1. Efeito do preparo químico-mecânico na redução de endotoxinas dos 
canais radiculares infectados  
 

Neste estudo, foram comparadas duas substâncias químicas auxiliares 

mais comumente utilizadas em Endodontia - NaOCl 2,5% e CLX 2% - na remoção 
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de endotoxinas de canais radiculares com necrose pulpar e presença de lesão 

periapical associada. Embora bem consolidado o uso dessas substâncias 

químicas auxiliares na terapia endodôntica, por sua ação antimicrobiana de amplo 

espectro (Ferraz et al., 2001; Oliveira et al., 2007; Siqueira et al., 2007; Martinho & 

Gomes, 2008; Gomes et al., 2009), é imperioso também investigar sua ação sobre 

endotoxinas em canais radiculares infectados. 

No presente trabalho, observou-se que os níveis iniciais de endotoxina 

foram significativamente reduzidos após a instrumentação, independente da 

substância química auxiliar utilizada. Trabalhos prévios também demonstraram o 

efeito do preparo mecânico na redução de endotoxinas de canais radiculares 

infectados (Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009; 

Martinho et al., 2010; Oliveira et al. 2012). A expressiva redução de endotoxina 

alcançada quando se utilizou um irrigante inerte reafirmou o papel desempenhado 

pela ação mecânica dos instrumentos endodônticos, particularmente de limas 

rotatórias na completa extensão do canal radicular, conjuntamente com o fluxo e 

refluxo da solução irrigadora na redução dos níveis de endotoxinas de canais 

radiculares infectados. A influência direta que o diâmetro apical final de 

instrumentação exerce sobre a redução dos níveis de endotoxina de canais 

radiculares contaminados foi demonstrado por Marinho et al., 2012. 

Martinho et al. (2010) demonstraram uma redução de 98,06% de 

endotoxinas ao realizar instrumentação rotatória na completa extensão do canal 

radicular e finalizando o preparo num diâmetro apical correspondente à lima #30. 

NaOCL 2,5% foi utilizada como substância química auxiliar. Utilizando o mesmo 

protocolo de instrumentação, o presente trabalho estendeu o preparo do canal 

radicular a dois diâmetros superiores ao descrito por Martinho et al. em 2010, 

finalizando a instrumentação do canal radicular num diâmetro apical de 40. Foi 

obtida uma redução de 99,75% dos níveis de endotoxina. Outro fator a ser 

considerado para essa significativa redução é a anatomia radicular dos elementos 

dentais selecionados para este estudo. Os grupos dentários apresentavam raízes 
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retas e desta forma, este aspecto anatômico pode ter favorecido a efetividade de 

desinfecção do canal radicular. 

Para instrumentação do canal radicular, foi escolhido o sistema rotatório 

Mtwo por apresentar boa capacidade de corte, atribuída ao design da secção 

transversal do instrumento, resultando em lâminas de corte agressivo e ângulo de 

corte positivo (Vahid et al., 2009), além de preservar a geometria do canal 

radicular com baixo risco de desvios (Sonntag et al., 2007). Também tem 

excelente capacidade de remoção de debris dentinários (Foschi et al., 2004; 

Schafer et al., 2006). Foi utilizada a sequência completa de instrumentos Mtwo®, 

correspondendo ao tip final do sistema, resultando num diâmetro apical final #40. 

Esta ampliação anatômica do canal radicular, parece promover ampliação 

suficente para chegada da substância química auxiliar no 1/3 apical (Dummer et 

al., 1998; Usman et al., 2004). 

Avaliando o desempenho individual de cada substância química auxiliar 

após a instrumentação do canal radicular, deve-se ressaltar que, a forma de 

apresentação líquida dos irrigantes testados pode ter favorecido um melhor 

desempenho destes quando comparados à forma de apresentação em gel da 

clorexidina 2%. Um maior percentual de redução de endotoxinas foi demonstrado 

pelo grupo do NaOCl 2,5% (99,65%) e do soro fisiológico (96,79%), ambos na 

forma líquida, quando comparados à clorexidina gel 2% (95,07%). Considerando 

que o mesmo volume de irrigante foi utilizado em todos os grupos (5mL a cada 

troca de lima), no grupo da CLX gel 2% a irrigação deveria remover raspas de 

dentina infectada imersas em gel,  o que dificulta o turbilhonamento da solução 

irrigadora, sugerindo a necessidade de um volume maior de soro fisiológico para 

uma limpeza mais eficaz. 

O elevado potencial de dissolução de matéria orgânica, baixa tensão 

superficial e excelente atividade antimicrobiana consagraram o NaOCl como a 

substância química mais utilizada mundialmente na terapia endodôntica. No 

entanto, acredita-se que seu melhor desempenho quando comparado à 

clorexidina na redução de endotoxinas não esteja associado propriamente à sua 
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ação química, uma vez que este não diferiu do grupo controle, e sim, à ação física 

de fluxo-refluxo da solução irrigadora no interior do canal radicular sem a presença 

de um gel, o que pôde ter contribuído para uma limpeza mais eficaz. 

Em contrapartida, várias complicações têm sido relatadas com o uso do 

NaOCl durante o tratamento endodôntico, tais como dor severa, desenvolvimento 

de edema, hematoma e necrose tecidual causado pelo efeito oxidativo desta 

substância quando em contato com os tecidos periapicais (Becking, 1991). Sua 

elevada citotoxicidade, em detrimento de sua concentração, faz repensar seu uso 

principalmente a depender do protocolo e técnica de instrumentação do canal 

radicular, particularmente quando é preconizada ampliação foraminal.  

Como alternativa ao NaOCl, a clorexidina vem ganhando aceitação como 

substância química auxiliar. Baseada em evidências científicas, esta substância 

apresenta amplo espectro antimicrobiano, capacidade de difusão pelos túbulos 

dentinários (Gomes et al., 2009) e substantividade (Vianna et al., 2007). Seu efeito 

residual impede a recolonização bacteriana por 7 dias após a instrumentação 

(Dametto et al., 2002) até 12 semanas (Rosenthal et al., 2004). Esta substância 

tem sido utilizada na terapia endodôntica sem apresentar reações adversas, 

mesmo quando em contato com os tecidos periapicais. Sua baixa citotoxicidade foi 

demonstrada por Bonacorsi et al. em 2004, uma vez que esta substância não 

apresentou atividade citotóxica expressiva em cultura de células de macrófagos. 

É certo que a clorexidina apresenta a desvantagem de não possuir a 

capacidade de dissolução de tecido orgânico. Porém, quando na forma de 

apresentação em gel, devido à sua viscosidade, possui a capacidade de promover 

a suspensão de restos pulpares para sua posterior remoção através do ato físico 

da irrigação-aspiração do canal radicular com soro fisiológico (Ferraz et al., 2001). 

Aliado a isso, promove ação lubrificante das paredes do canal, facilitando a ação 

dos instrumentos endodônticos na limpeza de canais radiculares (Vivacqua-

Gomes et al., 2002).   

Na prática clínica, o EDTA 17% é usado para remoção da smear layer 

(Torabinejad et al., 2003), independente da substância química auxiliar utilizada. A 
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camada de smear layer produzida durante o preparo do canal radicular pode 

promover adesão e colonização de bactérias, dentre elas, as Gram-negativas, à 

matriz dentinária (Yang & Bae, 2002). Portanto, seu uso é essencial no protocolo 

de desinfecção do canal radicular (Martinho et al., 2010). Considerando o fato do 

LPS se aderir a tecidos mineralizados (Schein& Schilder, 2006), julga-se 

importante a utilização de um agente quelante para potencializar a redução de 

LPS do interior de canais radiculares após a instrumentação.  

Após o toalete final com EDTA 17%, não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os grupos. Estes achados demonstram a contribuição do EDTA 

17% (3mL- 3 minutos, com renovação a cada minuto), no protocolo de redução de 

endotoxinas de canais radiculares infectados, e esta etapa faz parte do preparo 

químico-mecânico, sendo seu uso preconizado independente da substância 

química auxiliar utilizada. O EDTA age em camadas mais profundas (≈130 µm) da 

dentina infectada não atingidas pelo preparo químico-mecânico (Berutti et al., 

1997). Além disso, é um forte agente quelante (Petsch & Anspach, 200) que pode 

reagir com o Ca+ + presente no lipídeo A do LPS (Burton & Carter, 1964), afetando 

a estrutura dessa molécula.  

Vale ressaltar que, independente da substância química auxiliar utilizada, 

endotoxina ainda foi detectada mesmo após o toalete final do canal radicular com 

EDTA 17%. Assim, permaneceu uma quantidade residual de endotoxinas (0,44%- 

NaOCl; 2,35%- CLX, 1,56%- Solução salina) nos canais radiculares.  Pouca ou 

nenhuma informação é disponível na literatura acerca da concentração de 

endotoxina que o preparo químico-mecânico deve atingir para promover o 

desequilíbrio do processo inflamatório a favor do hospedeiro e iníciar assim, o 

reparo da região perirradicular.  

6.3 Avaliação do potencial inflamatório do conteúdo endodôntico -
Estimulação celular e dosagem de citocinas inflamatórias 

 

No presente trabalho foi investigado o potencial inflamatório do conteúdo 

endodôntico quanto à produção de IL-1 ß e TNF-α, citocinas comumente 
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relacionadas à progressão da inflamação pulpar e perirradicular (Artese et al., 

1991; McNicholas et al., 1991; Hosoya et al., 1997). 

Dentre as células de defesa envolvidas no processo inflamatório, estão os 

macrófagos presentes em maior população, sendo dominantes na produção de 

citocinas pró-inflamatórias (Artese et al., 1991; Matsuo et al., 1992) e quase 

exclusivamente o produtor de TNF-α na presença do LPS bacteriano (Beutler & 

Cerami, 1986). Estudos mostram que o grau de ativação de monócitos depende 

da virulência do LPS, sendo esta virulência específica para determinadas espécies 

bacterianas, principalmente as Gram-negativas (Darveau, 2005). 

A análise dos efeitos citotóxicos do conteúdo infeccioso dos 30 canais 

radiculares com infecção endodôntica primária foi realizada numa linhagem de 

macrófagos murinos imortalizada (RAW 264.7) na produção de IL1- β e TNF- α. 

Macrófagos têm sido utilizados em testes de imunotoxicidade por permitir a 

dosagem de citocinas produzidas em cultura de células e pela habilidade em 

manter suas funções imunológicas na presença de diferentes agentes químicos 

(Barile et al., 1994). 

 São atribuídas funções específicas para cada citocina produzida no 

desenvolvimento da periodontite apical, cujos efeitos de suas interações 

repercutem na presença de sinais/sintomas e achados radiográficos. 

Produção de IL1- β e TNF- α nos sobrenadadantes foi detectada em 100% 

dos casos estimulados com conteúdo endodôntico inicial, corroborando com os 

achados de Martinho et al., 2010; Martinho et al., 2012 e Oliveira et al., 2012. Foi 

observada produção de TNF- α em maiores concentrações do que IL1-β (p<0,05), 

corroborando com os achados de Maekawa et al. (2011). Correlação positiva foi 

encontrada entre os níveis iniciais de IL-1β e TNF-α. Trabalhos na literatura têm 

mostrado que essas citocinas estão presentes em níveis significantes em tecidos 

periapicais de humanos e de modelos experimentais em animais (Wang & 

Stashenko, 1993; Barthel et al., 1997; Pezelj-Ribaric et al., 2007). 

Foi demonstrado por Stashenko et al. (1993) que níveis elevados de IL1- β 

e TNF- α estão presentes em sítios de destruição perirradicular ativa. Estas 
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citocinas, sinergisticamente, estimulam o desenvolvimento de reabsorção óssea 

em diferentes condições patológicas (Torabinejad et al., 1994).  

Tendo o conhecimento da necessidade de remoção do estímulo causal da 

produção de citocinas pró-inflamatórias nos tecidos periradiculares, especial 

importância é atribuída à terapia endodôntica na redução/eliminação de bactérias 

e seus fatores de virulência de canais radiculares infectados.  

Considerando o objetivo deste estudo, a avaliação do potencial 

inflamatório do conteúdo endodôntico foi monitorada antes e após a 

instrumentação do canal radicular e após o uso do EDTA 17%; comparando a 

efetividade das diferentes substâncias químicas auxiliares. 

Quanto aos níveis de IL1- β nas diferentes etapas operatórias, os 

resultados encontrados neste trabalho demostraram que o conteúdo infeccioso 

demonstrou maior potencial inflamatório inicialmente, sendo este reduzido após a 

instrumentação do canal radicular, tanto para as substâncias químicas auxiliares 

quanto para o soro fisiológico (p<0,05).  

Na comparação entre grupos, as substâncias dotadas de atividade 

antimicrobiana- NaOCl 2,5% e CLX 2% obtiveram melhores resultados quando 

comparadas ao grupo controle. Embora a clorexidina gel 2% tenha apresentado 

maior percentual de redução da produção IL1- β (76,07%) quando comparada ao 

hipoclorito de sódio (74,06%) estas substâncias não diferiram entre si quanto à 

redução dos níveis de IL1- β. Estudos prévios já demonstraram que em 

concentrações comparáveis, o hipoclorito de sódio e a clorexidina possuem ação 

antimicrobiana similar tanto em trabalhos in vitro como in vivo (Ferraz et al., 2001; 

Dametto et al., 2002; Gomes et al., 2009; Mohammadi & Abbott, 2009). Ainda que 

reduzindo os níveis de IL1-β, o grupo controle obteve um menor percentual de 

redução ao final da terapia endodôntica (43,92%). Este fato reafirma a 

necessidade do uso de uma substância com propriedades antimicrobianas para 

uma desinfecção mais efetiva do sistema de canais radiculares.  

Quanto aos níveis de TNF- α, a análise do efeito da instrumentação do 

canal radicular demonstrou uma menor produção desta citocina em todos os 
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grupos. Apenas após o uso do EDTA 17% foi constatada redução significante dos 

níveis de TNF- α em todos os grupos, ressaltando a contribuição deste agente 

quelante na remoção da smear layer e potencialização da desinfecção 

intrarradicular. 

Quanto ao desempenho individual das substâncias químicas auxiliares na 

redução dos níveis de TNF- α, o hipoclorito de sódio 2,5% apresentou maior 

percentual de redução (59,89%) seguido da clorexidina gel 2% (52,67%), 

entretanto, estas substâncias não diferiram entre si. Ainda, o hipoclorito de sódio 

apresentou-se significativamente mais eficaz do que a solução salina, que reduziu 

em apenas 45,25% os níveis de TNF- α produzidos. Um melhor desempenho de 

substâncias dotadas de atividade antimicrobiana sugere que sua atividade química 

parece interferir no potencial inflamatório do LPS, alterando qualitativamente seu 

potencial inflamatório. 

Como demonstrado no presente estudo, a terapia endodôntica instituída 

foi capaz de reduzir o potencial inflamatório dos canais radiculares de forma 

significante. Contudo, o conteúdo endodôntico mesmo após a terapia endodôntica 

apresentou potencial antigênico. Devido à complexa interação entre diferentes 

mediadores químicos da inflamação em resposta ao conteúdo endodôntico 

infeccioso, a dominância de qualquer um desses na patogênese das lesões 

periapicais é difícil estabelecer. De qualquer maneira, fica o desafio de saber a 

real significância da endotoxina presente no canal radicular após o preparo 

químico-mecânico, assim como a concentração capaz de induzir ou manter uma 

lesão periapical. As pesquisas devem voltar-se para a busca de uma substância 

química auxiliar que atue para degradação da molécula de LPS, inativando-a 

quimicamente durante a terapia endodôntica e consequentemente diminuindo o 

potencial inflamatório do conteúdo intracanal aos tecidos perirradiculares. 
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7. CONCLUSÃO 

 
   Baseado nos resultados obtidos e nas limitações experimentais do presente 

estudo, pode-se concluir que: 

 

1.  Endotoxinas estavam presentes em todos os casos investigados, 

apresentando níveis mais elevados nos dentes com dor à percussão e com 

exsudato intracanal. 

 

2. O preparo químico-mecânico foi eficaz na redução do conteúdo de 

endotoxinas, independente da substância química auxiliar testada. 

 

3.  O potencial inflamatório do conteúdo endodôntico foi demonstrado pela 

produção de IL1- β e TNF-α, exercendo maior atividade inflamatória contra 

macrófagos nas amostras iniciais quando comparado com as obtidas após 

o preparo químico-mecânico.  
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APÊNDICE 1. Dados gerais dos 30 pacientes selecionados para realização do tratamento endodôntico 

Paciente Dente Idade Sexo Sintomatologia Dor percussão Perc+ Palp Dor palpação Dor Prévia 
P1 22 51 F 0 0 0 0 1 
P2 22 18 F 1 1 1 1 0 
P3 23 30 F 1 0 0 1 0 
P4 21 15 F 0 0 0 0 1 
P5 32 42 M 0 0 0 0 0 
P6 11 29 M 1 1 1 1 0 
P7 11 27 F 1 1 1 1 0 
P8 21 29 M 1 1 0 0 1 
P9 21 27 F 1 1 1 1 0 
P10 12 35 M 0 0 0 0 1 
P11 11 44 F 1 1 1 1 0 
P12 12 44 F 1 1 1 1 0 
P13 21 49 F 1 1 1 1 0 
P14 11 25 M 0 0 0 0 1 
P15 21 25 M 0 0 0 0 1 
P16 21 30 F 0 0 0 0 1 
P17 34 55 F 0 0 0 0 0 
P18 35 52 F 0 0 0 0 1 
P19 24 31 F 0 0 0 0 0 
P20 12 39 M 0 0 0 0 1 
P21 43 50 F 1 1 1 1 0 
P22 12 44 M 0 0 0 0 1 
P23 11 20 M 0 0 0 0 0 
P24 13 40 F 1 1 1 1 1 
P25 11 31 M 0 0 0 0 0 
P26 22 36 F 0 0 0 0 0 
P27 21 36 F 0 0 0 0 0 
P28 11 47 F 1 1 0 0 1 
P29 21 47 F 1 1 1 1 0 
P30 21 36 F 0 0 0 0 1 

0=ausente 
1=presente 
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Apêndice 2. Dados gerais e características clínicas dos casos selecionados 
para a pesquisa. 

CASO  CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 

P1 
 
 

 

51 anos, gênero feminino, dente 12, unirradicular, assintomático, dor prévia, 
restauração insatisfatória, mobilidade, lesão periapical 5-9 mm, canal molhado, 
exsudato claro. 

P2 

 

18 anos, gênero feminino, dente 22, unirradicular, dor provocada, dor à percussão e 
à palpação, cariado, lesão periapical 5-9 mm, canal molhado, exsudato purulento, 
odor fétido. 

P3 

 

30 anos, gênero feminino, dente 23, unirradicular, dor provocada, dor a palpação, 
dente hígido, lesão periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato claro, odor fétido, 
fístula intra-oral. 

P4 

 

15 anos, gênero feminino, dente 21, unirradicular, assintomático, dor prévia, 
restauração deficiente, microinfiltração, lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P5 

 

42 anos, gênero masculino, dente 32, unirradicular, assintomático, restauração 
deficiente, microinfiltração, lesão periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato claro. 

P6 

 

29 anos, gênero masculino, dente 11, unirradicular, dor provocada, dor à palpação e 
à percussão, restauração insatisfatória, lesão periapical 1-4mm, canal molhado, 
exsudato purulento. 

P7 

 

27 anos, gênero feminino, dente 11, unirradicular, dor provocada, dor à palpação e à 
percussão, restauração insatisfatória, lesão periapical 5-9 mm, canal molhado, 
exsudato claro. 

P8 
 

29 anos, gênero masculino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor à percussão, 
restauração insatisfatória, lesão periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato claro. 

P9 

 

27 anos, gênero feminino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor a palpação e à 
percussão, restauração insatisfatória, lesão periapical 1-4 mm, canal molhado, 
exsudato claro. 

P10 
 

35 anos, gênero masculino, dente 12, unirradicular, assintomático, dor prévia,  
restauração insatisfatória, lesão periapical  5-9 mm, canal seco. 

P11 

 

44 anos, gênero feminino, dente 11, unirradicular, dor provocada, dor à palpação e à 
percussão, restauração insatisfatória, lesão periapical 1-4mm, canal molhado, 
exsudato claro. 

P12 

 

44 anos, gênero feminino, dente 12, unirradicular, dor provocada, dor a palpaçãoe à 
percussão, dente hígido, lesão periapical 1-4mm, canal molhado, exsudato claro, 
fístula intra-oral. 

P13 
 

49 anos, gênero feminino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor à palpação e à 
percussão, cariado, lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P14 
 

25 anos, gênero masculino, dente 11, unirradicular, assintomático, dor prévia, 
restauração deficiente, microinfiltração, lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P15 

 

25 anos, gênero masculino, dente 21, unirradicular, assintomático, dor prévia, 
restauração deficiente, microinfiltração, lesão periapical 1-4 mm, canal seco, fístula 
intra-oral. 

P16 
 

21 anos, gênero feminino, dente 21, unirradicular, assintomático, dente hígido, lesão 
periapical 1-4 mm, canal seco, fístula intra.-oral 

P17 
 

55 anos, gênero feminino, dente 34, unirradicular, assintomático, cariado, lesão 
periapical 1-4 mm, canal seco. 

P18 
 

52 anos, gênero feminino, dente 35, unirradicular, assintomático, dor prévia, cariado, 
lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P19 
 

31 anos,  gênero feminino, dente 21, unirradicular, assintomático, dente hígido, lesão 
periapical 1-4 mm, canal seco. 
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P20 
 

39 anos,  gênero masculino, dente 12, unirradicular, assintomático, restauração 
deficiente, microinfiltração, lesão periapical 5-9 mm, canal molhado. 

P21 
 

50 anos, gênero feminino, dente 43, unirradicular, dor provocada, dor a palpação e à 
percussão, restauração satisfatória, lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P22 

 

44 anos, gênero masculino, dente 12, unirradicular, dor provocada, dor a palpação e 
à percussão, restauração deficiente, lesão periapical 5-9mm, canal molhado, 
exsudato purulento, odor fétido. 

P23 
 

20 anos, gênero masculino, dente 11, unirradicular, assintomático, dente hígido, 
lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P24 

 

40 anos, gênero feminino, dente 13, unirradicular, dor provocada, dor à percussão, 
restauração insatisfatória, lesão periapical 5-9 mm, canal molhado, exsudato 
purulento. 

P25 
 

31 anos, gênero masculino, dente 11, unirradicular, assintomático, dente hígido, 
lesão periapical 1-4 mm, canal seco. 

P26 
 

36 anos,  gênero feminino, dente 22, unirradicular, assintomático, restauração 
deficiente, microinfiltração, lesão periapical 5-9 mm, canal seco. 

P27 
 

36 anos,  gênero feminino, dente 22, unirradicular, assintomático, restauração 
deficiente, microinfiltração, lesão periapical 1-4 mm, canal seco 

P28 

 

47 anos, gênero feminino, dente 11, unirradicular, assintomático, restauração 
deficiente, microinfiltração, lesão periapical 1-4 mm, canal molhado, exsudato 
purulento. 

P29 

 

47 anos, gênero feminino, dente 21, unirradicular, dor provocada, dor à palpação e à 
percussão, restauração deficiente, microinfiltração, lesão periapical 5-9 mm, canal 
molhado exsudato claro. 

P30 

 

36 anos, gênero feminino, dente 21, unirradicular, assintomático, restauração 
deficiente, microinfiltração, lesão periapical 5-9 mm, canal molhado, exsudato 
purulento. 
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Apêndice 4 – Características iniciais da amostra nos diferentes grupos 
avaliados quanto à redução de endotoxina de canais radiculares com 
periodontite apical crônica. 
 

Parâmetro 

Grupo 
valor 
de p NaOCl 2,5% 

(GI) 

Clorexidina gel 
2%  
(GII) 

Solução Salina 
(Controle) 

Unirradicular 10/0 10/0 10/0 1,00 
Arco sup/inf 1/9 2/8 1/9 1,00 
Gênero M/F 4/6 3/7 3/7 1,00 
Dor provocada A/P 4/6 7/3 6/4 0,5307 
Dor percussao A/P 5/5 7/3 6/4 0,8929 
Percussão+Palpação A/P 6/4 7/3 7/3 1,00 
Dor à palpação A/P 5/5 7/3 7/3 0,7094 
Dor prévia A/P 6/4 5/5 6/4 1,00 
Restauração definiitvaA/P  0/9 0/3 1/7 0,5500 
Restauração deficiente  0/9 0/3 1/6 0,5263 
Micro infiltração A/P 1/8 0/3 1/6 1,00 
Lesão >4mm A/P 4/6 1/9 6/4 0,0891 
*A- ausente; P- presente. Valores de p obtidos por meio do teste exato de Fisher. * Letras 
maiúsculas distintas na linha significam diferença estatística pelo teste Anova 1-way seguido pelo 
teste de Tukey. 
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Apêndice 5 – Níveis de LPS (EU/mL), IL1- β (pg/mL) e TNF α (pg/mL) dos 30 
casos com necrose pulpar e presença de lesão periapical nas diferentes 
etapas da terapia endodôntica (C1, C2 e C3). 

CASO LPS (C1) LPS (C2) LPS (C3) IL1 β (C1) IL1 β (C2) IL1 β (C3) TNFα (C1) TNFα (C3) TNFα (C3) 

P1 20,4 0,19 0,03 37,110 7,934 6,437 877,213 483,518 432,179 

P2 82,1 0,04 0,17 39,231 6,542 6,437 1016,786 387,910 381,023 

P3 31,4 0,01 0,09 31,098 8,234 8,023 964,028 416,317 402,184 

P4 12 0,1 0,3 42,379 9,375 9,237 1021,580 411,015 400,377 

P5 16,2 0,17 0,19 40,323 8,115 3,093 1035,971 399,026 387,194 

P6 14,6 0,05 0,01 23,117 12,348 5,216 1016,786 373,480 362,019 

P7 44 0,01 0,01 28,719 11,311 10,998 1040,760 345,403 342,031 

P8 72,2 0,24 0,1 27,314 4,193 3,735 1024,580 390,103 390,017 

P9 31,2 0,11 0,1 23,015 15,023 14,794 882,494 428,191 411,378 

P10 2,0 0,01 0,01 29,573 18,329 9,321 959,232 417,003 412,073 

P11 23,9 0,61 0,53 22,093 8,039 7,912 983,027 342,036 339,023 

P12 73,7 0,89 0,51 27,310 10,023 10,137 921,124 479,027 470,017 

P13 0,81 0,56 0,01 33,147 6,319 6,222 994,001 423,113 418,213 

P14 1,24 0,55 0,06 37,436 6,137 7,039 1028,789 473,036 463,019 

P15 9,82 0,66 0,04 43,291 11,017 10,093 1012,139 683,741 593,147 

P16 24,2 0,02 0,01 32,741 7,029 7,003 1011,173 483,187 481,018 

P17 44,7 1,84 1,88 38,917 9,036 8,147 994,024 532,036 530,470 

P18 11,7 0,67 0,47 22,031 5,410 4,079 907,231 511,017 499,063 

P19 13,4 1,8 0,77 18,177 3,023 2,927 921,05 403,142 402,371 

P20 60,3 0,44 0,06 28,021 8,980 8,002 878,117 379,001 373,149 

P21 2,3 0,28 0,05 35,912 0,000 0,000 2282,0 1687,0 1809,0 

P22 43,7 0,16 0,01 89,498 41,351 14,547 2710,0 1622,0 2287,0 

P23 3,31 0,12 0,03 29, 780 27,106 23, 576 2651,0 2345,0 22,0 

P24 31,8 0,11 0,09 56, 986 38, 652 34,289 39480,0 1593,0 1764,0 

P25 9,2 0,44 0,16 64,726 43,472 59,475 2338,0 203,0 2497,0 

P26 0,16 0,1 0,01 33,179 18,015 15,023 993,174 587,036 593,048 

P27 4,5 0,04 0,11 23,782 16,132 16,003 981,093 623,115 611,123 
P28 72,6 0,21 0,06 39,817 21,379 20,911 1023,143 739,036 697,001 

P29 18,7 0,52 0,31 36,071 31,710 27,093 986,024 602,598 601,759 

P30 171 40,4 0,08 27,329 20,093 19,998 989,237 512,737 500,048 
Azul= NaOCl 2,5%/ Rosa= CLX 2%/ Verde= Soro fisiológico




