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RESUMO 

 
      O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a efetividade de substâncias 

químicas auxiliares (SQA) e medicações intracanais (MIC) sobre microrganismos e 

endotoxina em canais radiculares. Dentes humanos extraídos unirradiculares (n=520) 

foram raspados e seccionados, tendo suas coroas descartadas e as raízes padronizadas no 

comprimento de 15 mm. As raízes foram armazenadas em solução fisiológica (NaCl 0,9%) 

(SF) estéril e congeladas em freezer a -20ºC até sua utilização. As 520 raízes foram 

impermeabilizadas, instrumentadas, incluídas em placas de poliestireno, esterilizadas por 

gás de óxido de etileno e inoculadas com E. faecalis, E. coli e C. albicans durante 28 dias. 

Dentre as 520 raízes, 400 foram utilizadas para análise microbiológica (identificação 

fenotípica/molecular) e quantificação de endotoxinas pelo teste LAL (Lisado do amebócito 

de Limulus). Para tanto, coletas foram realizadas em diferentes momentos da fase de PQM 

e do uso de MIC: 7, 14 e 30 dias. As quatrocentas raízes foram divididas aleatoriamente em 

grupos e instrumentadas de acordo com a SQA utilizada durante o preparo químico-

mecânico (PQM) com (n=360) ou sem (n=40) o uso de EDTA 17%, respectivamente: 

hipoclorito de sódio (NaOCl) 5,25% (n=90/10), clorexidina 2% gel (CLG 2%) (n=90/10), 

NaOCl 5,25% e irrigação com CLL 2% (clorexidina líquida) (n=90/10) e SF (controle) 

(n=90/10). Em seguida, as raízes irrigadas com EDTA 17% foram divididas em grupos de 

acordo com a MIC utilizada: CLG 2% (n=90), hidróxido de cálcio (HC) + CLG 2% (n=90), 

HC + SF (9:1) (n=90) e SF (controle) (n=90). Demais raízes (n=120) foram submetidas a 

diferentes SQA e MIC, sendo analisadas por meio de microscopia confocal quanto à 

viabilidade microbiana. Os dados foram submetidos à análise estatística em nível de 

significância de 5%. Observou-se que PQM com CLG 2%, NaOCl 5,25% e NaOCl 5,25% 

seguido de irrigação final com CLL 2% promoveu redução de E. coli, E. faecalis, C. 

albicans e endotoxina de E. coli. Após sete dias do PQM, observou-se reinfecção do canal 

radicular. CLG 2%, NaOCl 5,25%, NaOCl 5,25% seguido de irrigação com CLL 2%, HC + 

SF, e HC + CLG 2% não demonstraram capacidade de eliminar endotoxina de E. coli. 

Concluiu-se que CLG 2%, NaOCl 5,25%, NaOCl 5,25% seguido de irrigação com CLL 

2%, HC + SF, e HC + CLG 2% foram efetivos na redução de E. coli, E. faecalis e C. 
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albicans. Menor redução microbiana ocorreu nos túbulos dentinários comparada à luz do 

canal radicular. Nenhuma substância foi capaz de eliminar endotoxina de E. coli. 

 

Palavras-chave: Endodontia, Viabilidade microbiana, Reação em cadeia da polimerase, 

Endotoxinas, Microscopia confocal 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate in vitro the effectiveness of the auxiliary 

chemical substances and intracanal medications on microorganisms and endotoxins in root 

canals. Single-rooted extracted human teeth (n=520) were scraped and sectioned, and their 

crowns discarded. The roots were standarded at 15 mm and stored in sterile saline at -20ºC 

until use. They (n=520) were externally waterproof, endodontically instrumented, included 

in microtiter plates, sterilized by ethylene oxide gas and inoculated with E. faecalis, E. coli, 

and C. albicans for 28 days. Among the 520 roots, 400 were used for microbiological assay 

(phenotypic/molecular identification) and endotoxin assay by LAL test (Limulus amebocyte 

Lysate). Samples were collected at different times on CMP and intracanal medication: 7, 14 

and 30 days. Four hundred roots were randomly divided into groups and instrumented 

according to the auxiliary chemical substances used during chemomechanical preparation 

(CMP) with (n=360) or without (n=40) 17% EDTA, respectively: 5.25% sodium 

hypochlorite (NaOCl) (n=90/10); 2% chlorhexidine gel (CLG) (n=90/10); 5.25% NaOCl 

and final irrigation with 2% CLL (n=90/10); and saline (control) (n=90/10). The roots 

irrigated with 17% EDTA were divided into subgroups according to intracanal medication: 

2% CLG (n=90); calcium hydroxide (CH) plus 2% CLG (n=90); CH plus saline (9:1) 

(n=90); and saline (control) (n=90). Another roots (n=120) were submitted to different 

auxiliary chemical substances and intracanal medications and analyzed by confocal 

microscopy regarding microbial viability. The results were statistically analyzed at 5% 

significance level. CMP with 2% CLG, 5.25% NaOCl, and 5.25% NaOCl plus 2% CLL 

promoted reduction of E. coli, E. faecalis, C. albicans and endotoxin levels. Seven days 

after CMP, the root canals were re-infected. 2% CLG, 5.25% NaOCl, 5.25% NaOCl plus 

2% CLL, CH, and CH plus 2% CLG showed no ability on endotoxin elimination. It was 

concluded that 2% CLG, 5.25% NaOCl, 5.25% NaOCl plus 2% CLL, CH, and CH plus 2% 

CLG was effective on reducing E. coli, E. faecalis, and C. albicans. Lower microbial 

reduction occurred in the dentinal tubules compared to the root canal. No substance was 

able to eliminate endotoxin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Microrganismos e seus subprodutos são os principais responsáveis pelas 

infecções pulpares e periapicais, sendo de fundamental importância sua eliminação durante 

o tratamento endodôntico (Sundqvist, 1992; Gomes et al., 1996a,b,c, 2004b, 2008; Siqueira 

& Roças, 2009; Li et al., 2010; Martinho et al., 2010).  

Cerca de setecentas espécies de microrganismos, pertencentes a 11 filos, foram 

identificadas na cavidade oral, dentre bactérias, fungos, protozoários, vírus e archaea 

(Gomes et al., 1994, 1996a,b,c, 2004; Siqueira & Roças 2005; Vianna et al., 2006a,b, 

2009a; Montagner et al., 2010a,b; Ozok et al., 2012). Entretanto, o ambiente seletivo do 

canal radicular faz com que apenas alguns microrganismos sejam capazes de colonizar este 

sistema, com predominância de bactérias. Destas setecentas espécies, cerca de duzentas 

foram identificadas em infecções endodônticas (Siqueira et al., 1998, 2004; Gomes et al., 

2004; Siqueira & Roças, 2005; Jacinto et al., 2007; Montagner, 2009, 2010; Montagner et 

al., 2010a,b; Nóbrega, 2012; Nóbrega et al., 2013).  

        As infecções pulpares primárias caracterizam-se por serem polimicrobianas, 

com predominância de bactérias anaeróbias estritas Gram-negativas. Bactérias Gram-

positivas também exercem papel importante nesta infecção (Sundqvist, 1992; Gomes et al., 

1996a,b,c; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al., 2004; Jacinto et al., 2007; Vianna et al., 

2005b, 2006b, 2007, 2008; Gomes et al., 2008; Martinho et al., 2011; Nóbrega, 2012). 

Dentre os gêneros predominantes, têm-se diversos microrganismos Gram-negativos, como 

Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter, Tannerella e Treponema 

(Siqueira et al., 2002; Gomes et al., 2004, 2006a; Jacinto et al., 2006, 2007; Montagner et 

al., 2010a,b, 2012; Nóbrega et al., 2013). 

Por outro lado, cepas de anaeróbios facultativos Gram-positivos são isoladas 

com maior freqüência nos casos de insucesso do tratamento endodôntico (Gomes et al., 

1996b; Siqueira et al., 2001b; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira & Roças, 2004; Gomes et 

al., 2004, 2006b, 2008). Nesses casos, a microbiota é geralmente composta por um número 

menor de espécies que as infecções primárias (Sundqvist et al., 1998; Pinheiro et al., 

2003a,b; Siqueira & Roças, 2004; Gomes et al., 2004, 2008). Os principais patógenos 
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associados à infecção pulpar secundária pertencem aos gêneros Enterococcus, Actinomyces, 

Streptococcus, Candida, Propionibacterium, Staphylococcus e Pseudomonas (Waltimo et 

al., 1997; Sundqvist et al., 1998; Peciuliene et al., 2000; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira 

& Roças, 2004; Gomes et al., 2004; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2008; Endo et al., 

2012, 2013), sendo as espécies E. faecalis e C. albicans predominantes (Molander et al., 

1998; Dahlén et al., 2000; Siqueira et al., 2002; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al., 

2004; Siqueira & Roças, 2004; Siqueira & Sen, 2004; Rôças et al., 2004; Siqueira & Rôças, 

2008; Chandra, 2009). 

E. faecalis é um coco anaeróbio facultativo Gram-positivo associado a 

diferentes formas de infecções endodônticas, sendo encontrado com maior freqüência em 

infecções endodônticas secundárias assintomáticas (Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira & 

Roças, 2004; Gomes et al., 2004; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2008).      

C. albicans é uma levedura presente na microbiota indígena da cavidade bucal e 

tem se mostrado resistente ao tratamento endodôntico (Valera et al., 2001; Pinheiro et al., 

2003a,b; Siqueira & Sen, 2004; Molina, 2008; Siqueira & Rôças, 2008, 2009; Valera et al., 

2009; Nastri et al., 2011).  

A persistência de microrganismos nos canais radiculares exerce papel 

fundamental no insucesso do tratamento endodôntico (Molander et al., 1998; Sundqvist et 

al., 1998; Dahlén, 2000; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al., 2004, 2006b; Endo, 2011; 

Endo et al., 2012, 2013). Os microrganismos podem sobreviver não somente pela 

incapacidade do preparo químico-mecânico (PQM) em removê-los das complexidades 

anatômicas, mas também porque alguns nutrientes que ali permaneceram são capazes de 

favorecer o crescimento destes microrganismos residuais, os quais irão se multiplicar e 

restabelecer a contaminação do espaço pulpar (Byström et al., 1985; Gomes et al., 

1996a,b,c; Siqueira & Lopes, 1999; Gomes et al.,  2004, 2006c, 2008). 

A ação mecânica dos instrumentos endodônticos é incapaz de promover 

completa desinfecção de determinadas áreas, devido às complexidades anatômicas do canal 

radicular (Byström et al., 1985; Gomes et al., 1996a,b,c). Desta forma, a redução ou 

eliminação de microrganismos e seus subprodutos do sistema de canais radiculares é 

auxiliada pelo emprego de substância química auxiliar (SQA) e soluções irrigadoras, 
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durante a execução do PQM, e complementada pela ação da medicação intracanal (MIC) 

(Sundqvist, 1992; Gomes et al., 1996b; Siqueira et al., 1998; Lima et al., 2001; Gomes et 

al., 2004; Molina, 2008; Valera et al., 2009).  

Sabendo-se que as infecções dos canais radiculares são polimicrobianas, as 

SQA, utilizadas durante o PQM, devem possuir amplo espectro de ação antimicrobiana, 

além da capacidade de dissolver tecidos e inativar endotoxinas, ausência de citotoxicidade, 

auxiliar na lubrificação do canal radicular durante a ação de corte dos instrumentos e na 

remoção de smear layer (Spangberg, 1982; Byström & Sundqvist, 1983; Silva et al., 2002; 

Zehnder, 2006; Martinho & Gomes, 2008).  

Hipoclorito de sódio (NaOCl) tem sido amplamente utilizado devido às suas 

propriedades antimicrobianas e capacidade de dissolver tecidos (Siqueira et al., 1998; Mc 

Donnel & Russel, 1999; Vianna et al., 2004; Okino et al., 2004). A clorexidina (CL) tem se 

destacado devido ao seu amplo espectro de ação antimicrobiana, substantividade e baixa 

citotoxicidade (Hennessey, 1973, 1977; Delany et al., 1982; Greenstein et al., 1986; Fardal 

& Turnbull, 1986; Cervone et al.,1990; Vahdaty et al., 1993; Siqueira & Uzeda, 1997; 

Leonardo et al., 1999; Waltimo et al., 1999; Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2001; 

Basrani et al., 2002; Ferguson et al., 2002; Tanomaru et al., 2002; Vivacqua-Gomes et al., 

2002; Onçag et al., 2003; Zamany et al., 2003; Vianna et al., 2004; Dametto et al.,  2005; 

Gomes et al., 2005; Sena et al., 2006; Ferraz et al., 2007; Manzur et al., 2007; Vianna et 

al., 2009b). Entretanto, ambos demonstram pouca ou nenhuma ação sobre endotoxinas 

(Gomes et al., 2008; Martinho et al., 2010; Endo, 2011; Endo et al., 2012, 2013). 

MIC tem como objetivo potencializar a sanificação do sistema de canais e 

túbulos dentinários (Byström & Sundqvist, 1981, 1983; Byström et al., 1985; Sundqvist, 

1998; Gomes et al., 2009b), sendo sua utilização recomendada nos casos de exsudato 

persistente, sintomatologia periapical (dor à palpação/percussão), tempo insuficiente para 

finalização do tratamento endodôntico, fadiga do paciente ou cirurgião-dentista e dentes 

com ápice aberto (Gomes et al.,  2009). 

Hidróxido de cálcio (HC) tem sido amplamente utilizado como MIC devido às 

suas propriedades físicas, biológicas e antimicrobianas (Byström et al., 1985; Gomes et al., 

2002, 2003a,b, 2006b, 2009; Valera et al., 2010) que derivam da sua dissociação em íons 
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cálcio e íons hidroxila (Spangberg, 1994; Haapasalo et al., 2000). Estudos in vivo indicam 

que MIC à base de HC leva à redução ou eliminação dos microrganismos presentes nos 

canais, entretanto, a reduçao microbiana é maior após o PQM (Byström et al., 1985; 

Ørstavik et al., 1991; Sjögren et al., 1991; Vianna et al., 2007, 2008; Endo et al., 2013). 

Porém, in vitro, HC demonstra menor eficácia, em testes utilizando dentes humanos 

infectados (Estrela et al., 1999; Gomes et al., 2003a), dentes bovinos infectados (Safavi et 

al., 1990; Gomes et al., 2003b), testes de difusão em ágar (DiFiore, 1983; Gomes et al., 

2002; 2006b) ou diluição em caldo (Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2006c). 

A baixa difusão de íons hidroxila através da dentina infectada, ou mesmo a 

capacidade tampão da dentina podem impedir a ação da pasta de HC (Haapasalo et al., 

2000; Gomes et al., 2009b). Assim, o uso de medicações alternativas como a CL, seria uma 

opção de tratamento, pois esta possui atividade antimicrobiana frente a microrganismos 

resistentes como Enterococcus (Siqueira & Uzeda, 1996; Síren et al., 1997; Molander et 

al., 1998; Waltimo et al., 1997, 1999; Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2001; Vianna et 

al., 2004; Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2006c; Vianna et al., 2008; Gomes et al., 

2009b). Apesar de sua ampla atividade antimicrobiana, a CL não apresenta as propriedades 

biológicas ou físicas do hidróxido de cálcio. Por meio da associação da CL com o hidróxido 

de cálcio, busca-se uma medicação com capacidade de induzir mineralização dos tecidos e 

neutralização de endotoxinas, que possua amplo espectro antimicrobiano, ação residual, 

baixa toxicidade aos tecidos e atue como barreira física (Gomes et al., 2006c, 2009b). 

HC também tem sido preconizado para neutralização de endotoxinas 

bacterianas, que são um complexo lipopolissacarídico (LPS) presente na membrana externa 

das bactérias Gram-negativas, que mesmo após a morte celular continuam desencadeando 

reação inflamatória, febre, citotoxicidade e reabsorção óssea (MacKane & Kadel, 1986). O 

LPS é inativado pela ação do HC (Estrela et al., 1995; Tanomaru et al., 2002; Valera et al., 

2010), enquanto a CL não atua totalmente sobre ele (Tanomaru et al., 2002; Silva et al., 

2004; Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009a; Endo, 2011; Endo et al., 2012, 2013).  

Microrganismos e seus subprodutos, como as endotoxinas, são os principais 

agentes etiológicos de patologias pulpares e periapicais, assim, torna-se fundamental avaliar 

a ação de diferentes SQA e MIC sobre os mesmos, a fim de obter um tratamento 
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endodôntico mais efetivo. Diversos trabalhos foram desenvolvidos in vitro (Gomes et al., 

2001, 2002, 2003a,b; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005, 2006b; Sena et al., 2006;  

Ferraz et al., 2007), ex vivo (Ferraz et al., 2001; Dametto et al., 2005; Berber et al., 2006; 

Gomes et al., 2009a) e in vivo (Vianna et al., 2006a, 2007; Berber, 2009; Martinho & 

Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a; Martinho et al., 2008, 2010a,b, 2011, 2012; Endo et al., 

2012, 2013), buscando a redução ou eliminação de microrganismos e endotoxinas, 

entretanto, mesmo utilizando diferentes técnicas de instrumentação, protocolos de irrigação 

e de MIC por 7 e 14 dias, a total eliminação do conteúdo microbiológico/endotóxico não foi 

observada nestes estudos. O presente trabalho visou investigar a efetividade de diferentes 

protocolos de irrigação e de MIC por 7, 14 e 30 dias no intuito de avaliar tal redução. 

Assim, foram empregados diferentes métodos para analisar a presença de células 

microbianas no interior dos canais radiculares (cultura e PCR) e dos túbulos dentinários 

(microscopia confocal), avaliando se estes microrganismos permaneceriam viáveis após a 

utilização de diferentes SQA e MIC. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 Candida albicans, Enterococcus faecalis e Escherichia coli 

O estudo da microbiota endodôntica mostra-se fundamental para o 

entendimento das interações entre os microrganismos nas infecções primárias e 

secundárias. Considerando as centenas de espécies identificadas, é enorme a quantidade de 

combinações de bactérias em um único canal, as quais não ocorrem de forma aleatória, mas 

pela interação dos microrganismos neste ecossistema. Assim, uma determinada espécie 

pode impedir ou estimular o crescimento de outras, pode agir em combinações com outras 

espécies, potencializando sua patogenicidade, ou atuar sinergicamente, deflagrando 

respostas sintomáticas e sinais clínicos específicos (Gomes et al., 1994). 

Enquanto nas infecções pulpares primárias ocorre predominância de bactérias 

anaeróbias estritas Gram-negativas (Gomes et al., 2004; Jacinto et al., 2007; Vianna et al., 

2008; Martinho et al., 2011), anaeróbios facultativos Gram-positivos são isolados com 

maior freqüência nas infecções pulpares secundárias (Siqueira et al., 2001b; Pinheiro et al., 

2003b; Siqueira & Roças, 2004; Gomes et al., 2004, 2006a, 2008), sendo as espécies E. 

faecalis e C. albicans predominantes (Pinheiro et al., 2003; Roças et al., 2004; Siqueira & 

Sen, 2004; Siqueira & Rôças, 2004, 2008; Gomes et al., 2006b, 2008; Chandra, 2009). 

E. faecalis está associado a diferentes formas de infecções endodônticas, sendo 

encontrado com maior freqüência em infecções endodônticas secundárias assintomáticas, 

por ser capaz de invadir túbulos dentinários e sobreviver durante e após o tratamento 

endodôntico por até 13 meses (Vivacqua-Gomes et al., 2005; Gurgel et al., 2007). Além 

disso, possui capacidade de competição com outros microrganismos, apresenta vários 

fatores de virulência e é resistente à privação nutricional (Molander et al., 1998; Dahlén et 

al., 2000; Siqueira et al., 2000; Love, 2001; Pinheiro et al., 2003a,b; Rôças et al., 2004; 

Siqueira & Sen, 2004; Siqueira & Rôças, 2004; Sedgley et al., 2005; Gomes et al., 2006b; 

Stuart et al., 2006; Gomes et al., 2008; Siqueira & Rôças, 2008;  Chandra, 2009).  

E. faecalis possui a habilidade de penetrar rapidamente e profundamente nos 

túbulos dentinários, sendo de difícil remoção. É provável que suas células, no interior dos 

túbulos dentinários, consigam sobreviver ao PQM e à MIC, colonizar os túbulos e 
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reinfectar os canais radiculares obturados (Berber et al., 2006). Este microrganismo 

permanece viável dentro dos túbulos e adere-se ao colágeno na presença de soro humano, o 

que contribui para que seja um dos principais responsáveis pela persistência de alterações 

crônicas de dentes tratados endodonticamente. 

Molander et al. (1998), por meio do método de cultura, demonstraram que 

bactérias do gênero Enterococcus foram as mais frequentemente isoladas em dentes com 

canais radiculares obturados e lesões periapicais, sendo isoladas em 78% dos casos. 

Sundqvist et al. (1998), por meio do método de cultura, pesquisaram a 

microbiota de 54 canais radiculares com lesão periapical persistente e necessidade de 

retratamento. Após remoção do material obturador, foram realizados testes 

microbiológicos. A microbiota apresentou-se composta principalmente por espécies únicas 

de microrganismos Gram-positivos, sendo E. faecalis a bactéria isolada e recuperada com 

maior freqüência.  

Peciuliene et al. (2001), por meio de cultura microbiológica, analisaram a 

ocorrência de E. faecalis, leveduras e bacilos entéricos Gram-negativos em dentes com 

insucesso do tratamento endodôntico. Encontraram cultura positiva em 33 dos 40 canais 

radiculares avaliados. Leveduras foram isoladas em seis dentes, três em associação com E. 

faecalis. Bacilos entéricos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis) 

foram isolados em três dentes e E. faecalis em 21 dos 33 canais radiculares que 

apresentaram cultura positiva. 

Distel et al. (2002) analisaram a capacidade de Enterococcus feacalis em 

formar biofilme, utilizando 46 raízes medicadas com HC. Por meio de microscopia 

eletrônica de varredura, observaram microorganismos na parede do canal. Utilizando 

microscopia laser confocal, após 160 dias, observaram biofilme organizado em forma de 

cogumelo, com espessura de 21 a 30 µm. A viabilidade bacteriana foi de 90%. Os autores 

salientam que a estrutura física do biofilme pode proporcionar trocas genéticas, 

aumentando, assim, a virulência. 

Pinheiro et al. (2003b), utilizando cultura microbiológica, avaliaram a 

microbiota de 30 dentes tratados endodonticamente com lesão periapical persistente e sua 

susceptibilidade frente a antibióticos. E. faecalis foi o microrganismo isolado com maior 
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freqüência (36,7% dos casos), sendo susceptível à benzilpenicilina, amoxicilina e 

amoxicilina combinada ao clavulanato, entretanto, apresentou resistência à eritromicina e 

azitromicina. 

Gomes et al. (2004b), utilizando método de cultura,  identificaram bactérias 

isoladas dos canais radiculares de 41 dentes com infecção primária e 19 com infecção 

secundária. Os autores observaram que nos casos de infecção secundária, E. faecalis foi o 

microrganismo predominantemente identificado. 

Siqueira & Rôças (2004) investigaram 19 espécies microbianas, por meio do 

método de PCR, em 22 canais de dentes com lesão periapical persistente indicados para 

retratamento endodôntico. Todas as amostras apresentaram pelo menos uma espécie 

microbiana. Enterococcus faecalis foi a espécie mais prevalente (17/22, 77% dos casos). 

Outras espécies detectadas foram Pseudoramibacter alactolyticus (12/22, 52%), 

Propionibacterium propionicum (11/22, 52%), Dialister pneumosintes (10/22, 48%) e 

Filifactor alocis (10/22, 48%). Candida albicans foi encontrada em 9% (2/22) das 

amostras. A maioria das amostras apresentou infecção mista, com uma média de 4 espécies 

por canal. Para os casos em que a guta-percha da obturação estava a 2 mm do ápice 

radiográfico, a média do número de espécies foi 3; enquanto nos casos em que essa 

distância foi maior que 2 mm, a média foi de 5 espécies. A quantidade de DNA variou de 

30 a 730 ng/µL. 

Gomes et al. (2006b) investigaram a presença de Enterococcus faecalis em 

infecções endodônticas por cultura e nested PCR. Amostras microbiológicas foram obtidas 

de 50 dentes com polpas necróticas (infecção primária) e de 50 dentes com insucesso do 

tratamento endodôntico (infecção secundária). Técnicas de cultura foram utilizadas, 

incluindo diluição em série, incubação e identificação bioquímica. Para detecção por PCR, 

foi utilizado primer espécie-específico do 16 S rRNA e primers da região intergênica 

downstream. Cultura e PCR detectaram E. faecalis em 23/100 e 79/100, respectivamente. 

E. faecalis foi isolado em 2 (4%) dos 50 casos de polpa necrótica e em 21 (42%) dos 50 

casos com insucesso do tratamento endodôntico. PCR identificou E. faecalis em 41 (82%) e 

38 (76%) dos 50 casos de infecção primária e secundária, respectivamente. Concluiu-se que 
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E. faecalis foi detectado tanto em dentes com necrose pulpar, quanto em dentes com 

insucesso do tratamento endodôntico quando a análise por PCR foi utilizada. 

Stuart et al. (2006), analisando a importância de E. faecalis no insucesso do 

tratamento endodôntico, observaram que este microrganismo está presente entre 4 a 40% 

dos casos de infecções primárias e entre 24 a 77% dos casos de infecções secundárias, 

quase sempre em infecções crônicas assintomáticas. Isso ocorre devido à sua virulência, 

pois este microrganismo é capaz de invadir os túbulos dentinários, possui capacidade de 

competição com outros microrganismos e é resistente à privação nutricional. 

Gomes et al. (2008), utilizando nested PCR, avaliaram a presença de nove 

espécies bacterianas em canais radiculares obturados com lesão periapical. Observaram 

relação sinérgica entre algumas espécies e concluíram que E. faecalis foi a espécie mais 

freqüentemente identificada em dentes com insucesso do tratamento endodôntico. 

Rôças et al. (2008) estudaram a presença e níveis relativos de 28 espécies 

bacterianas de canais radiculares com tratamento endodôntico prévio, por meio de 

checkerboard hybridization de captura reversa. PCR foi utilizado para detectar 

Enterococcus faecalis e Candida albicans. Foi detectado DNA bacteriano em todas as 

amostras. Vinte de 28 espécies da sonda genética foram detectadas em pelo menos uma 

amostra. Os microrganismos frequentemente detectados incluíram Streptococcus spp. 

(47%), Lactobacillus spp. (35%), Dialister invisus (29%), Eubacterium infirmum (29%), 

Prevotella intermedia (29%), Selenomonas sputigena (29%), Synergistes clone BA121 

(29%) e Treponema denticola (29%). Somente seis cepas foram detectadas em níveis acima 

de 105. Desses, Streptococcus spp. e T. denticola foram mais prevalentes. O número de 

espécies detectadas por amostra variou entre 1 a 18 (média de 5,2). Por meio de PCR foi 

detectado E. faecalis (47%) e C. albicans (6%). A maioria dos casos apresentou infecção 

mista, E. faecalis quando presente não foi a espécie predominante. Outras espécies 

bacterianas foram detectadas e podiam estar envolvidas na etiologia da periodontite apical 

pós-tratamento endodôntico. 

Rôças & Siqueira (2012), avaliando a microbiota de dentes com infecção 

secundária, detectaram Enterococcus faecalis em 38% dos casos, compreendendo 9,76% 
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das contagens totais de bactérias. Com base nesse resultado, os autores questionaram a 

posição do E. faecalis como principal patógeno associado a infecções secundárias. 

Segundo Pinheiro et al. (2012), embora E. faecalis seja um membro da 

microbiota normal, também está associado a infecções nosocomiais. Ao avaliar dentes 

obturados com lesão periapical, encontraram linhagens de E. faecalis associadas à 

expressão de cápsula e produção de vários fatores de virulência, o que pode explicar seu 

maior potencial patogênico e evasão das defesas do hospedeiro. 

C. albicans, por sua vez, tem sido observada tanto em infecções endodônticas 

primárias como nos insucessos do tratamento endodôntico (Siqueira & Sen, 2004), sendo 

classificada como microrganismo oportunista, altamente resistente ao PQM e à MIC de HC 

(Valera et al., 2001; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira & Sen, 2004; Molina, 2008; Siqueira 

& Rôças, 2008, 2009; Valera et al., 2009; Nastri et al., 2011). 

Em relação à penetração nos túbulos dentinários, C. albicans atinge pouca ou 

nenhuma profundidade de penetração (Ørstavik & Haapasalo, 1990; Waltimo et al., 2000). 

Entretanto, Siqueira & Sen (2004) relatam que este microrganismo possui uma variedade 

de fatores de virulência que podem facilitar sua penetração no interior dos túbulos 

dentinários, como capacidade de adaptação a uma variedade de condições ambientais, 

adesão a diferentes superfícies, produção de enzimas hidrolíticas, transição morfológica e 

formação de biofilme. 

Waltimo et al. (1997) avaliaram a microbiota de 947 canais radiculares com 

infecção persistente, observando a presença de fungos em 7% dos isolados, sendo C. 

albicans a espécie mais comum. Leveduras foram encontradas em cultura pura em seis 

amostras e em conjunto com outras bactérias em 41 amostras. Bactérias anaeróbias foram 

isoladas junto a leveduras em 12 canais radiculares, incluindo espécies Gram-positivas 

como P. micros e Gram-negativas como F. nucleatum. Os resultados indicaram que as 

leveduras podem ter um importante papel nos casos de periodontite apical, os quais 

persistem mesmo após tratamento endodôntico convencional. 

Segundo Peciuliene et al. (2001), a identificação de C. albicans em dentes com 

necrose pulpar e lesão periapical indica que as leveduras possuem um papel importante nos 

casos de periodontite apical persistente após tratamento convencional. 
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Egan et al. (2002) demonstraram presença de leveduras em 10% dos canais 

radiculares com periodontite apical, sendo significativamente associada à presença de 

leveduras (C. albicans e Rodotorula mucilaginosa) na saliva dos pacientes avaliados. 

Sunde et al. (2002), analisando a microbiota de dentes com lesão periapical 

refratária associada ao tratamento com HC, identificaram E. faecalis e C. albicans em 5,6% 

dos casos. E. faecalis e C. albicans foram isolados em cinco dos oito pacientes em que foi 

administrado o antibiótico fenoximetilpenicilina antes da coleta microbiológica, o que 

demonstra a resistência destes microrganismos mesmo na presença de medicação sistêmica. 

Segundo Siqueira & Sen (2004), os mecanismos de ação associados à 

patogênese da C. albicans estão relacionados à sua capacidade em se adaptar a uma 

variedade de condições ambientais; sobreviver como comensal; adaptar-se tanto em pH 

ácido quanto básico; coagregar a bactérias orais como Actinomyces e Fusobacterium 

nucleatum; produzir enzimas hidrolíticas que podem causar danos aos tecidos periapicais e 

efeitos na degradação da matriz extracelular, tais como aspartil proteinase, colagenase, 

hialuronidase, fosfatases ácidas e alcalinas; transição morfológica, com a mudança da 

forma de levedura para a forma de hifa, possuindo a habilidade de invadir o tecido do 

hospedeiro e escapar da fagocitose pelos macrófagos; formar biofilme em diferentes 

superfícies, tornando-se mais resistente aos antifúngicos comumente utilizados, como 

fluconazol e anfotericina B. 

E. coli são bactérias Gram-negativas, aeróbias ou anaeróbias facultativas. O seu 

habitat natural é o lúmen intestinal dos seres humanos e de outros animais de sangue 

quente. Possui múltiplos flagelos dispostos ao redor da célula e fímbrias ou adesinas que 

permitem a sua fixação. Muitas produzem exotoxinas. Por serem bactérias Gram-negativas, 

possuem lipopolissacarídeo (LPS). Esta molécula externa ativa o sistema imunológico de 

forma desproporcionada. A vasodilatação excessiva, provocada pelas citocinas produzidas 

nesse processo, pode levar ao choque séptico e morte em casos de septicemia (Murray, 

2004). 

E. coli é um dos poucos seres vivos capazes de produzir todos os componentes 

de que necessita a partir de compostos básicos e fontes de energia suficientes. O seu 

genoma é bastante estudado, tendo quase 5 milhões de pares de bases e vários milhares de 
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genes codificando mais de 4000 proteínas, enquanto o genoma humano tem 3 bilhões de 

pares de bases e cerca de 27 mil proteínas (Murray, 2004). 

E. coli não é uma bactéria freqüentemente encontrada no interior de canais 

radiculares com polpa necrosada, entretanto, sua endotoxina apresenta a estrutura lipídica 

básica necessária e responsável pela ação endotóxica do LPS (Yelsilsoy et al., 1995). 

Devido a isso, endotoxina de E. coli é considerada padrão por diversos trabalhos científicos 

(Horiba et al., 1990; Silva et al., 2002; Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005; 

Marinho et al., 2012), tendo sido utilizada em pesquisas que buscam avaliar a ação de SQA 

e MIC sobre o LPS.  

Molander et al. (1998) isolaram E. coli em 8 de 100 canais radiculares com 

presença de periodontite apical após tratamento endodôntico. Siqueira et al. (2001), 

avaliando a microbiota de dentes com abscessos agudos periapicais de origem endodôntica, 

isolaram Escherichia coli em apenas 3,7% dos casos.  

Peciuliene et al. (2001), ao analisarem dentes com periodontite apical crônica, 

observaram que E. coli foi isolada em 7,5% dos casos. Montagner (2009) isolou E. coli em 

2 de 30 canais radiculares de dentes que apresentavam necrose pulpar e abscesso periapical. 

 

2.2 Métodos de identificação e quantificação de microrganismos 

Dentre as diversas técnicas para identificação de microrganismos, há os 

métodos de cultura, moleculares e bioquímicos, entretanto, nenhum deles, individualmente, 

demonstra ser capaz de isolar e identificar todos os microrganismos presentes no interior de 

canais radiculares.  

O método de cultura necessita de células viáveis para que a identificação seja 

positiva e, consequentemente, a ocorrência de cultura negativa não significa a ausência total 

de microrganismos (Gomes & Montagner, 2010). 

Os métodos moleculares de identificação microbiana baseiam-se na detecção de 

DNA das espécies. Eles têm sido amplamente utilizados em endodontia para identificação e 

quantificação de microrganismos no interior de canais radiculares devido à sua 

sensibilidade, quando comparados aos métodos de cultura. Sua utilização é fundamental 
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nos casos de microrganismos de difícil cultivo ou mesmo na detecção de vírus. Também 

são capazes de identificar tanto células viáveis, quanto células não viáveis. 

No método de cultura, o isolamento só é possível quando a concentração do 

microrganismo é suficiente para que este cresça no meio de cultura. No método molecular 

de PCR simples, alta concentração de microrganismos não é fator fundamental, entretanto, 

o microrganismo pode não ser identificado caso seu DNA possua grau elevado de 

fragmentação. 

O método molecular, quando comparado ao método de cultura, é mais 

específico, sensível e rápido. Entretanto, o método de cultura, por ser capaz de diferenciar 

células viáveis de células não viáveis, torna-se fundamental para avaliação da 

susceptibilidade microbiana (Gomes & Montagner, 2010). 

Sendo assim, as técnicas de identificação molecular permitem uma observação 

mais completa da microbiota associada às infecções orais (Dahlén & Leonhardt, 2006); seu 

uso permite uma melhor descrição do ecossistema microbiano associado às infecções 

endodônticas, uma vez que conseguem detectar, inclusive, espécies fastidiosas e/ou não 

cultiváveis (Seol et al., 2006; Gomes & Montagner, 2010). 

Há diversos métodos moleculares para identificação de microrganismos, sua 

escolha irá depender do objetivo da investigação, pois eles podem identificar 

microrganismos de forma quantitativa ou qualitativa. Dentre os métodos existentes, pode-se 

citar reação em cadeia da enzima polimerase (PCR), nested PCR (nPCR), multiplex PCR, 

real time PCR, checkerboard para hibridização de DNA-DNA e broad range PCR (Siqueira 

e Rôças, 2003; Gomes & Montagner, 2010). 

O processo da reação em cadeia da polimerase, concebido por Kary Mullis em 

1983, vem revolucionando o campo da biologia molecular, por ter a capacidade de 

amplificar uma cópia de genes em milhões ou bilhões de cópias, possibilitando isolar 

qualquer gene de um microrganismo (Siqueira & Roças, 2005). 

Uma desvantagem do método de PCR consiste no fato de que os 

microrganismos necessitam ser lesados para que seu material cromossômico seja obtido. 

Além disso, na ausência de células cultiváveis, não é possível conduzir investigações 
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adicionais para identificar os fatores de virulência que podem estar associados a uma cepa 

patogênica em particular (Lee et al., 2004).  

Zoletti et al. (2006), comparando dois métodos de identificação de 

Enterococcus faecalis, cultura e PCR, asseguram que seus resultados corroboram com os 

resultados de outros estudos que demonstram a superioridade do método molecular. Os 

autores afirmaram que a alta prevalência de E. faecalis detectada pelo PCR ocorreu devido 

à habilidade deste método molecular em detectar DNA de células não viáveis. Entretanto, 

existe a possibilidade de que as células não viáveis sejam atacadas por outras bactérias e 

fungos, e que oxidação e hidrólise venham a danificar o DNA causando perdas irreversíveis 

na sequência de informação. Mesmo em pequena amostra de células, o método molecular é 

mais sensível, exato e fiel que o método convencional. Algumas cepas bacterianas, 

provenientes de dada espécie cultivável, podem tornar-se não cultiváveis (VBNC - viáveis 

mas não cultiváveis), desenvolvendo uma estratégia de sobrevivência quando submetidas a 

condições ambientais adversas, como falta de nutrientes. Nestas condições, o 

microrganismo escapa da identificação pelo método de cultura, mas continua viável, sendo 

o método molecular mais indicado para sua identificação. 

 

2.3 Análise microbiológica por microscopia confocal 

Diferentes métodos têm sido utilizados para avaliação do conteúdo microbiano 

presente em infecções pulpares e periapicais, entretanto, cada um destes métodos tem suas 

vantagens e desvantagens. Por meio de técnicas de amostragem microbiológica, pode-se 

estimar o número de unidades formadoras de colônias de bactérias cultiváveis e realizar a 

análise quantitativa da infecção da dentina. No entanto, este método não fornece 

informações claras quanto à distribuição espacial de bactérias no interior da dentina. Cortes 

histológicos mostram a distribuição das bactérias em dentina infectada, mas não fornecem 

informações sobre a viabilidade das bactérias. Ambas as técnicas são muitas vezes 

utilizadas para determinar a atividade antimicrobiana de materiais dentários e para a 

investigação clínica (Zapata et al., 2008). 
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Por meio de microscopia eletrônica de transmissão pode-se obter imagens de 

bactérias no interior de túbulos dentinários, entretanto, essa técnica demanda tempo e 

requer múltiplos passos para o preparo dos espécimes (Zapata et al., 2008). 

Outra técnica que vem sendo utilizada para avaliação do efeito de SQA e MIC 

sobre o biofilme endodôntico é a microscopia confocal de varredura a laser (MCVL), a qual 

foi descoberta por Minsky em 1955 (Minsky, 1988), sendo utilizada pela primeira vez na 

Odontologia em 1983 (Watson, 1994).  

Em relação à microscopia eletrônica de varredura, MCVL tem a vantagem de 

permitir a observação de biofilme sem necessidade de desidratação, entretanto, as células 

necessitam ser marcadas com fluorocromos para que sejam observadas. A combinação de 

corantes utilizada no presente trabalho, SYTO-9 e iodeto de propídio, possibilitou a 

observação da proporção entre microrganismos viáveis e não viáveis, além de sua 

conformação espacial na dentina radicular. 

Zapata et al. (2008), em estudo avaliando a possibilidade de detecção 

microbiana in situ de bactérias viáveis e não viáveis, concluíram que a MCVL é uma 

técnica efetiva na determinação da viabilidade bacteriana na dentina infectada. Segundo 

Shen et al. (2009), as mensurações quantitativas tridimensionais da viabilidade do biofilme 

por meio de MCVL constituem-se em um instrumento valioso para análise das dinâmicas 

de inativação por agentes antimicrobianos. 

Sunde et al. (2003) afirmam que a MCVL permite reconstrução tridimensional 

e, por meio da possibilidade de seccionamento óptico, permite a observação e localização 

exata da distribuição espacial de bactérias. Segundo Costerton et al. (1995), a microscopia 

confocal levou à revisão do conceito inicial de biofilme, o qual era estudado por meio de 

microscopia óptica e eletrônica. O conceito de biofilme variou de uma distribuição 

homogênea de células em uma matriz polimérica extracelular uniforme para um modelo 

baseado em uma significativa heterogeneidade, apresentando uma estrutura com 

distribuição variável de células, agregados celulares na matriz polimérica extracelular além 

de espaços vazios ou canais de água, que apresentam ou não continuidade com a fase 

líquida. 
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2.4 Endotoxina 

Endotoxina bacteriana é um complexo lipopolissacarídico (LPS) presente na 

membrana externa das bactérias Gram-negativas, sendo liberada durante a duplicação ou 

morte celular, quando então desencadeia reação inflamatória, febre, citotoxicidade e 

reabsorção óssea (MacKane & Kadel, 1986). É considerada um dos principais fatores 

etiológicos envolvidos na patogênese e manutenção da inflamação periapical, adere-se aos 

tecidos mineralizados da região apical e periapical (osso e cemento) causando reabsorção 

óssea (Pitts et al., 1982; Yamasaki et al., 1992; Jacinto et al., 2006), estando também 

relacionada à presença de sinais e sintomas agudos nas patologias endodônticas (Jacinto et 

al., 2006; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a; Martinho et al., 2008, 2010a,b, 

2011, 2012; Endo et al., 2012, 2013).  

Endotoxinas não causam lesões celulares ou teciduais diretamente, entretanto, 

estimulam células como macrófagos, neutrófilos e fibroblastos, desencadeando a liberação 

de um grande número de mediadores químicos inflamatórios bioativos (citocinas), 

causando uma série de efeitos biológicos que levam à reação inflamatória e reabsorção 

óssea periapical (Mattison et al., 1987; Yamasaki et al., 1992, Martinho et al., 2012). 

Schein & Schilder (1975), buscando quantificar os níveis de endotoxina em 

dentes que necessitavam de tratamento endodôntico, encontraram diferença estatística 

significante em dentes com e sem vitalidade, presença e ausência de sintomas e presença ou 

não de lesões periapicais radiograficamente visíveis. Maiores níveis de endotoxina estavam 

presentes em dentes sem vitalidade, com sintomatologia dolorosa e lesões periapicais 

radiograficamente visíveis. Dentes com polpa necrosada apresentaram concentração mais 

alta de endotoxina que dentes com polpa vital e dentes com sintomatologia também 

apresentaram mais endotoxinas que os assintomáticos. Foi observada correlação positiva 

entre o aumento de endotoxinas e sintomatologia clínica. Dessa forma, os autores 

demonstraram a importância de endotoxinas liberadas por bactérias Gram-negativas como 

fator relevante nas doenças pulpares e periapicais.  

Dahlén & Bergenholtz (1980), avaliando a microbiota e o nível de endotoxina 

em 13 dentes com necrose pulpar por meio do teste Lisado do amebócito de Limulus 
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(LAL), observaram sinais clínicos como dor, edema, fístula e sensibilidade à percussão. 

Observou-se presença de microrganismos em nove dentes e ausência em quatro. Em oito 

dentes a microbiota era constituída de bactérias Gram-negativas, nos quais o teste LAL foi 

positivo. O teste LAL foi negativo nas amostras que apresentavam apenas bactérias Gram-

positivas e aquelas em que não houve crescimento bacteriano. Concluiu-se que a atividade 

da endotoxina está relacionada à presença e número de bactérias Gram-negativas viáveis 

nos canais radiculares e possui relevância biológica para o desenvolvimento da inflamação 

periapical. 

Dwyer & Torabinejad (1981) avaliaram o efeito da inoculação de endotoxina de 

E. coli em dentes de gatos e concluíram que endotoxinas têm função no desenvolvimento e 

perpetuação de lesões periapicais inflamatórias. 

Pitts et al. (1982) avaliaram o efeito da endotoxina nos tecidos periapicais de 

dentes de cão. Os canais radiculares do grupo experimental foram preenchidos com 

endotoxina de Salmonella minnesota e no grupo controle foram preenchidos com solução 

fisiológica (NaCl 0,9%) (SF) estéril, sendo subdivididos em dentes com ápice perfurado e 

com ápice não perfurado, realizado acompanhamento radiográfico semanal e análise 

radiográfica após a quarta (ápice perfurado) e quinta (ápice não perfurado) semanas. Nas 

análises radiográfica e histológica dos dentes com ápice perfurado e endotoxina, foi 

observada lesão periapical, maior resposta inflamatória e maior destruição óssea em relação 

àqueles preenchidas com solução salina. Na análise dos dentes sem ápices perfurados, os 

grupos experimental e controle foram semelhantes, apresentando pouca ou nenhuma 

mudança radiográfica e histológica. Concluiu-se que endotoxinas podem ter um papel 

relevante na inflamação periapical e reabsorção óssea. 

Mattison et al. (1987) compararam o efeito da endotoxina de Eikenella 

corrodens com a de Escherichia coli, as quais possuem estrutura química diferente, na 

região periapical de 28 terceiros e quartos pré-molares de cão. Após instrumentação, 

semanalmente, durante 4 semanas, 42 raízes receberam endotoxina de E. corrodens, 8 

raízes receberam endotoxina de E. coli (controle positivo), 6 raízes receberam água 

apirogênica (controle negativo) e foram seladas com cimento de óxido de zinco e eugenol. 

A análise radiográfica mostrou que 90,4% dos canais com endotoxina de E. corrodens e 
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75% dos canais com endotoxina de E. coli exibiram lesões periapicais. Os resultados da 

análise histológica das lesões de E. corrodens e E. coli foram semelhantes, apresentando 

reabsorção óssea extensa, reabsorção radicular externa e intenso infiltrado inflamatório. No 

grupo controle negativo foi observado espessamento suave do ligamento periodontal e 

presença de infiltrado inflamatório leve. Os autores concluíram que a endotoxina de 

bactérias Gram-negativas é o principal fator para início e perpetuação de inflamação e 

reabsorção óssea. 

Horiba et al. (1990) analisaram a distribuição de endotoxina na parede 

dentinária de canais radiculares infectados. Amostras das paredes radiculares, desde a 

superfície pulpar do canal até o lado cementário, de 30 dentes humanos recém-extraídos (5 

dentes sadios e 25 com canais radiculares infectados) foram preparadas por método 

abrasivo, a fim de obter pó de dentina de cada espécime, progressivamente, da dentina da 

superfície pulpar até o cemento. Após medida da quantidade de pó de todos os espécimes, 

foi acrescentado 1 mL de água destilada apirogênica ao pó. A endotoxina foi extraída com 

ácido cítrico e quantificada por método turbidimétrico. A quantidade de endotoxina foi 

significativamente maior nos dentes com canais radiculares infectados em relação aos 

dentes sadios em todas as camadas. Nos canais infectados, a quantidade de endotoxina foi 

significativamente maior nas amostras de dentina próximas à superfície pulpar, até 300 µm, 

em relação às amostras de 301 a 800 µm. 

Horiba et al. (1991) analisaram in vivo 30 dentes com periodontite apical, 

utilizando o teste Gel Clot para quantificação de endotoxina. Os resultados mostraram que a 

quantidade de endotoxina foi maior em dentes sintomáticos em relação aos assintomáticos. 

Em dentes com área radiolúcida e exsudato, a quantidade de endotoxina também foi 

significativamente maior. Endotoxina foi detectada em 19 dos 20 dentes com exsudato 

(purulento e seroso). Assim, indicaram correlação positiva entre a quantidade de 

endotoxina e sinais e sintomas clínicos e presença de área radiolúcida. Também sugeriram 

que grande quantidade de endotoxina pode estar associada ao aumento da doença 

periapical. 

Horiba et al. (1992) investigaram a ativação do sistema complemento pelo LPS 

purificado de Porphyromonas endodontalis, Veillonella parvula e Fusobacterium 
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nucleatum isolados de canais radiculares infectados, por meio da quantificação de C3. Os 

resultados mostraram que quando 1 µg de LPS foi adicionado ao soro humano, o consumo 

de C3 foi menor que 10% para o LPS de todas as espécies bacterianas. Quando 10 µg de 

LPS foram adicionados, o consumo de C3 foi aumentado de 15 a 25% para P. endodontalis 

e F. nucleatum. Quando 50 µg de cada LPS foram adicionados, o consumo foi maior que 

60% para P. endodontalis e V. parvula. Com 100 µg de LPS, o consumo foi maior que 70% 

para P. endodontalis e F. nucleatum. Concluiu-se que a taxa de consumo de C3 aumentou 

notavelmente quando mais de 10 µg de LPS foi adicionado ao soro humano. 

Yamasaki et al. (1992) buscaram quantificar endotoxina e identificar bactérias 

Gram-negativas em lesões periapicais experimentais em ratos. Após exposição dos canais 

radiculares ao meio oral, quantificou-se endotoxina no tecido periapical do primeiro molar 

inferior direito e determinou-se o número de colônias de bactérias Gram-negativas na 

mesma região do primeiro molar inferior esquerdo, em períodos de avaliação de 1, 3, 7, 14, 

21, 28, 42, 56 e 70 dias após a exposição pulpar. Os resultados mostraram que a quantidade 

de endotoxina nos tecidos periapicais aumentou gradualmente do 1º ao 70º dia. A 

quantidade de bactérias Gram-negativas isoladas dos tecidos periapicais aumentou 

gradualmente do 1º ao 14º dia (26 a 82%), entretanto, no 21º dia houve diminuição (41%) e 

do 28º ao 70º dia houve um acréscimo de 60%. Os autores concluíram que a quantidade de 

endotoxina nos tecidos periapicais aumentou gradualmente com o tempo e que o aumento 

do número de bactérias não foi proporcional ao aumento da quantidade de endotoxina. 

Khabazz et al. (2000) observaram a presença de endotoxina em dentes humanos 

com lesão cariosa sintomática (pulpite reversível) ou não sintomática (pulpite irreversível). 

Os maiores níveis de endotoxina foram encontrados na superfície de lesões cariosas e em 

dentes com sintomatologia.  

Khabbaz et al. (2001) também verificaram maior conteúdo de endotoxina nos 

tecidos pulpares de dentes sintomáticos, sugerindo uma possível associação dos níveis de 

endotoxina com a severidade da dor pulpar e com a patogênese da doença pulpar.  

Jacinto et al. (2005), quantificando endotoxina em canais radiculares com polpa 

necrosada com e sem sintomatologia clínica, verificaram altos níveis de endotoxina em 

canais radiculares de dentes sintomáticos, havendo correlação positiva entre a concentração 
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de endotoxina no canal radicular e a presença de sinais e sintomas endodônticos. Os autores 

sugeriram que a alta concentração de endotoxina em canais radiculares de dentes com dor 

espontânea, à palpação e percussão e com exsudato purulento indica que LPS é um fator 

biológico para o desenvolvimento de inflamação periapical aguda, sendo necessária, 

durante o tratamento endodôntico, a utilização de substâncias que atuem não somente como 

agentes antimicrobianos, mas que apresentem capacidade de inativar endotoxinas. 

Oliveira et al. (2005) verificaram que endotoxina é capaz de se difundir pelos 

túbulos dentinários em direção ao cemento, atingindo a região externa da raiz após 24 

horas. 

Rogers et al. (2007) demonstraram que injeções orais de LPS derivado de A. 

actinomycetemcomitans podem induzir severa perda óssea alveolar e produção de citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1 beta, TNF-alfa e IL-6) em ratos, por até oito semanas. Assim, 

relataram que LPS pode iniciar a perda óssea inflamatória pela indução da liberação de 

citocinas inflamatórias do hospedeiro.  

Vianna et al. (2007) observaram que mesmo com a eliminação de bactérias, o 

nível de endotoxinas mostra-se alto.  

Martinho & Gomes (2008) verificaram que endotoxina está presente em altas 

concentrações em canais radiculares de dentes sintomáticos e que há uma correlação 

positiva entre a concentração de endotoxina no canal radicular e a presença de sinais e 

sintomas. 

Gomes et al. (2012) compararam os níveis de endotoxina encontrados em 

dentes com infecção endodôntica primária e secundária, correlacionando-os aos achados 

clínicos e radiográficos. Além disso, a presença de bactérias Gram-negativas e anaeróbias 

também foi analisada. Foram coletadas amostras de 15 canais radiculares com infecção 

primária e 15 com infecção secundária, usando cones de papel. Método de LAL foi 

utilizado para quantificar endotoxinas e técnica de PCR foi utilizada para detecção de 

bactérias. Endotoxinas foram detectadas em 100% das amostras de infecção primária 

(15/15) e secundária (15/15), com valores médios de 7,49 EU/mL e 3,96 EU/mL, 

respectivamente. O valor da mediana de endotoxinas encontradas na presença de sintomas 

clínicos foi significativamente mais elevado em dentes com infecção primária, quando 
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comparado àqueles com infecção secundária. Correlação positiva foi observada entre o 

conteúdo de endotoxina e maior tamanho da área radiolucente (> 3 mm). 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 isolados em dentes com infecção 

primária e secundária, respectivamente. P. endodontalis estava presente apenas em dentes 

com infecção primária (5/15). Concluiu-se que dentes com infecção primária demonstraram 

níveis mais elevados de endotoxina e comunidade bacteriana Gram-negativa mais 

complexa em relação aos dentes com infecção secundária. Além disso, os níveis de 

endotoxina foram relacionados à gravidade da destruição óssea em tecidos periapicais, bem 

como ao desenvolvimento de características clínicas em dentes com infecção primária. 

Endo et al. (2012) quantificaram in vivo bactérias cultiváveis e níveis de 

endotoxina em canais radiculares com insucesso do tratamento endodôntico, 

correlacionando-os às características clínicas de pacientes. Amostras microbiológicas e de 

endotoxinas foram coletadas de 15 canais radiculares de dentes com insucesso do 

tratamento endodôntico e lesão periapical, para avaliação por meio das técnicas de cultura, 

PCR e LAL. Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia e Tannerella forsythia foram as 

espécies mais frequentemente detectadas. Endotoxina foi recuperada em 100% das 

amostras. Níveis mais elevados de endotoxina foram relacionados à maior dimensão da 

área radiolúcida (> 5 mm). Concluiu-se que os níveis de endotoxina encontrados em canais 

radiculares infectados estavam relacionadas à maior área radiolúcida na região periapical. 

 

2.5 Métodos de quantificação de endotoxina 

Bactérias Gram-negativas possuem, na membrana externa, moléculas de 

lipopolissacarídeos (LPS), também denominadas endotoxina, responsáveis por sua 

organização, estabilidade (Vaara & Nikaido, 1984), reprodução, proteção contra agressões 

externas e diminuição da permeabilidade da membrana, o que pode ser fator determinante 

de sua maior resistência a determinados antibióticos (Rietschel & Brade, 1992). 

O LPS é constituído por lípide A, core oligossacarídeo e antígeno O (Dixon & 

Darveau, 2005). Antígeno O é a cadeia mais longa e variável da molécula entre as espécies 
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bacterianas, sendo capaz de induzir resposta imunológica específica, com a produção de 

anticorpos específicos (Rietschel et al., 1991).  

O core oligossacarídeo tem constituição pouco variável, porém, também pode 

induzir a formação de anticorpos específicos. É constituído por polissacarídeos e uma 

região denominada KDO (2-keto-3-deoxioctano), o qual se liga ao lípide A, podendo 

interferir em sua bioatividade (Rietschel et al., 1991).  

Lípide A, por sua vez, é constituído por duas moléculas de açúcares 

(glicosamina), modificadas por fosfato, e um número variável de cadeias de ácidos graxos, 

com 14 átomos de carbono, sendo a porção menos variável do LPS dentre as diferentes 

espécies bacterianas (Rietschel et al., 1991). 

Lípide A exerce grande parte das atividades endotóxicas, sendo referido como a 

porção efetivamente tóxica da molécula. Menor ou maior proporção de lípide A pode 

produzir efeitos distintos e diversos na modulação da resposta imune (Dixon & Darveau, 

2005). Mesmo em baixas concentrações, podem causar respostas imunológicas específicas, 

estimulando a resposta inata do sistema imunológico do hospedeiro (Rietschel et al., 1991; 

Hong et al., 2004). 

Diversos estudos têm buscado elucidar o papel do LPS na manutenção da 

resposta inflamatória nas infecções endodônticas. Hong et al. (2004) observaram que LPS 

pode gerar danos teciduais e destruição óssea. Mattison et al. (1987) observaram que 

endotoxina de E. coli inoculada em canais radiculares de animais promoveu inflamação e 

reabsorção óssea. Outros trabalhos observaram a presença de LPS em 100% dos canais 

radiculares de dentes com infecção endodôntica primária e lesão periapical (Jacinto et al., 

2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2010a). Barthel et al. 

(1993) observaram ainda que endotoxina se adere aos tecidos mineralizados. 

Devido à sua importância em endodontia, diversos estudos têm buscado SQA e 

MIC que sejam capazes de inativar endotoxinas presentes nos sistema de canais radiculares, 

para tanto, um dos métodos utilizados é a quantificação de endotoxinas, prévia e 

posteriormente à utilização dessas substâncias. 

Existem diversos métodos para detecção e quantificação de endotoxina que 

utilizam a reação de LAL. São eles os testes turbidimétricos, testes colorimétricos e Gel 
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clot (Levin & Bang, 1968; Young, 1972; Tsuji et al., 1984; Jacinto et al., 2005; Vianna et 

al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2010a,b). 

O lisado de amebócitos de Limulus (LAL), método de quantificação de 

endotoxinas utilizado no presente estudo, baseia-se na reação entre endotoxina e um 

componente protéico do amebócito extraído do crustáceo Limulus polyphemus. Na presença 

de endotoxinas, ocorre a cascata de coagulação pela ativação da enzima serina-protease 

(Hurley, 1995). Até o presente momento, este ainda é o teste mais sensível e específico 

disponível para esta finalidade. 

 

2.6 Ação do preparo químico-mecânico e medicação intracanal sobre microrganismos 

e endotoxinas 

O tratamento endodôntico consiste em três etapas fundamentais: acesso à 

cavidade pulpar ou abertura coronária, PQM e obturação do sistema de canais radiculares, 

seguidos da restauração do elemento dentário. A abertura coronária tem como objetivo 

fornecer um acesso direto e amplo à região apical e não meramente ao orifício de entrada 

dos canais radiculares (Clements & Gilboe, 1991). O PQM promove modelagem e limpeza 

do canal radicular. A modelagem é obtida pela ação mecânica dos instrumentos, manuais 

e/ou rotatórios, por meio do desgaste das paredes de dentina.          

Concomitante à ação dos instrumentos, a ação de SQA é de extrema importância, visto que 

a anatomia dos canais radiculares é complexa, contendo diversas ramificações. Se essas 

ramificações não forem atingidas pelos instrumentos, podem restar substratos que 

propiciarão a manutenção ou indução da infecção, sendo, portanto, fundamental a utilização 

de SQA para que tais áreas sejam alcançadas (Paiva & Antoniazzi, 1991). 

Assim, as SQA têm sido empregadas durante o PQM dos canais radiculares 

com a finalidade de promover dissolução de tecidos vivos ou necrosados, eliminar ou 

reduzir microrganismos por meio de suas propriedades antimicrobianas, reduzir os níveis 

de endotoxina, promover lubrificação durante o corte dos instrumentos, promover remoção 

de smear layer e propiciar menor ação citotóxica aos tecidos periapicais. Para tanto, devem 
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possuir atividade antimicrobiana, ação de solvência dos tecidos, tensão superficial, poder de 

limpeza e tolerância tecidual (Paiva & Antoniazzi, 1991). 

Dentre as SQA mais freqüentemente utilizadas no tratamento endodôntico, 

destacam-se NaOCl e CL. 

NaOCl foi introduzido na Endodontia por Walker (1936) e desde então é 

amplamente utilizado em diversas concentrações. Dentre as propriedades do NaOCl, 

destacam-se sua ação antimicrobiana (Siqueira et al., 1998; Mc Donnel & Russel, 1999; 

Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005; Ferraz et al., 2007), 

capacidade de dissolução tecidual (Beltz et al., 2003; Naenni et al., 2004; Okino et al., 

2004) e propriedades desodorizantes (Spangberg, 1982).  

Sua efetividade antimicrobiana advém da combinação do cloro com proteínas 

da membrana celular, formando compostos que interferem no metabolismo da célula 

(Boucher, 1979). Sua capacidade de dissolução tecidual é atribuída ao hidróxido de sódio 

oriundo da reação do NaOCl com água (Abou-Rass & Piccinino, 1982; Baumgatner & 

Cuenin, 1992). Esta depende da quantidade de matéria orgânica presente, da frequência e 

intensidade da agitação mecânica (fluxo do líquido) e da superfície de contato disponível 

do tecido (Moorer & Wesselink, 1982).  

Moorer & Wesselink (1982) salientam que a ação solvente sobre os tecidos 

proveniente do emprego do NaOCl é devida ao ácido hipocloroso (HOCl) não dissociado e 

aos íons hipoclorito (OCl-), os quais atuam sobre proteínas, realizando hidrólise e 

cloraminação. 

Naenni et al. (2004) avaliaram a capacidade de NaOCl 1%, CL 10%, peróxido 

de hidrogênio 3% e 30%, ácido acético 10% e ácido cítrico 10% em dissolver tecido 

necrosado obtido do palato de porcos. As porções de tecido necrosado foram pesadas e os 

tempos pré-estabelecidos em 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Observou-se que o NaOCl foi a 

solução que, independente do tempo, proporcionou maior dissolução de matéria orgânica. 

Entretanto, o NaOCl é tóxico para os tecidos periapicais (Buck et al., 2001; 

Tanomaru et al., 2002; Gernhardt et al., 2004), principalmente em concentrações mais altas 

e não tem demonstrado ação efetiva sobre endotoxinas (Oliveira et al., 2007; Martinho & 

Gomes, 2008; Martinho et al., 2010a,b).  
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Outra substância que tem sido utilizada no PQM dos canais radiculares é a CL, 

a qual é uma bis-biguanida catiônica com baixa citotoxicidade em mamíferos (Denton, 

1991). CL atua aderindo-se à parede celular de microrganismos, alterando a permeabilidade 

da membrana celular, o que resulta na perda de componentes intracelulares e no 

desequilíbrio osmótico da célula. Em baixas concentrações, possui efeito bacteriostático e 

em concentrações mais elevadas exerce poder bactericida pela precipitação ou coagulação 

do conteúdo citoplasmático, resultando em morte celular (Greenstein et al., 1985; Fardal & 

Turnbull, 1986). Sua atividade antimicrobiana ideal ocorre em pH 5,5 a 7,0 (Denton, 1991) 

e seu amplo espectro antimicrobiano compreende a eliminação tanto de microrganismos 

Gram-positivos quanto Gram-negativos (Delany et al., 1982; Jeansone & White, 1994; 

Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004;  Gomes et al., 2005, 2006; 

Sena et al., 2006; Ferraz et al., 2007; Souza-Filho et al., 2008; Gomes et al., 2009).  

Assim, CL, nas formulações gel ou solução, tem sido utilizada como SQA 

devido ao seu amplo espectro de ação antimicrobiana (Hennessey, 1973; Delany et al., 

1982; Greenstein et al., 1986; Fardal & Turnbull, 1986; Cervone et al., 1990; Vahdaty et 

al., 1993; Siqueira & Uzeda, 1997; Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2001; Ferguson et al., 

2002; Onçag et al., 2003; Zamany et al., 2003, Vianna et al., 2004; Dametto et al., 2005; 

Gomes et al., 2005;  Sena et al., 2006; Ferraz et al. 2007; Manzur et al., 2007), 

substantividade (Basrani et al., 2002; Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2009b; Baca et 

al., 2012), difusão pelos túbulos dentinários (Gomes et al., 2009b) e baixa citotoxicidade 

(Yesilsoy et al., 1995; Tanomaru et al., 2002; Lee et al., 2010; Trevino et al., 2011). Possui 

ainda odor e sabor toleráveis e não provoca manchamento de tecidos (Denton, 1991).    

Além disso, CL não afeta a matriz orgânica de colágeno na dentina (Moreira et 

al., 2009), sendo inibidora de metaloproteinases, o que resulta em menor degradação da 

camada híbrida e das fibrilas colágenas da camada sub-híbrida (Gendron et al., 1999). 

Metaloproteinases são capazes de promover degradação dos componentes da matriz 

extracelular e consequente exposição das fibras colágenas durante procedimentos de 

adesão, tornando-as vulneráveis à hidrólise, o que causa comprometimento da adesão de 

materiais à parede dos canais radiculares (De Munk, 2005). Assim, a CL tem sido utilizada 

também por propiciar o aumento dessa adesão. 
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Também tem sido demonstrado que a aplicação de CL antes do 

condicionamento ácido não propicia efeitos adversos sobre as restaurações adesivas 

imediatas na dentina coronária (Castro et al., 2003), na dentina da câmara pulpar (Santos et 

al., 2006) e no esmalte (el-Housseiny & Jamjoum, 2000), ou sobre cimento de ionômero de 

vidro (Cunningham & Meiers, 1997). 

Castro et al. (2003), avaliando a ação da CL sobre o substrato dentinário ao 

longo do tempo, observaram os benefícios causados pela sua aplicação, como menor 

degradação da camada híbrida, e, consequentemente, maior longevidade da restauração. 

Erdemir et al. (2004) relataram que a irrigação com solução de clorexidina 

(CLL) aumentou significativamente a resistência de união à dentina radicular. Estes autores 

sugeriram que a adsorção da CL pela dentina pode favorecer a infiltração da resina nos 

túbulos dentinários, o que supostamente explica os valores altos de resistência de união 

obtidos. 

CL pode ser utilizada tanto na formulação líquida como em gel. Ferraz et al. 

(2001) foram pioneiros em propor a utilização de clorexidina gel (CLG) no preparo dos 

canais radiculares. Anteriormente a estes autores, a formulação gel tinha sido utilizada 

somente como MIC (Siqueira & Uzeda, 1997; Brum, 2013). 

CLG consiste em uma base gel e gluconato de clorexidina (pH ótimo entre 5,5 a 

7). O gel de natrosol (natrosol 1%, hidroxietilcelulose, pH 6-9) é um polímero de carbono 

biocompatível e solúvel em água, podendo ser removido dos canais radiculares por meio de 

irrigação com água destilada (Vivacqua-Gomes et al., 2002) ou SF. 

A formulação gel possui ação reológica, ou seja, devido à sua viscosidade, 

mantém em suspensão os resíduos oriundos da instrumentação, reduzindo a formação de 

smear layer. Essa propriedade também facilita a instrumentação, pois ao lubrificar as 

paredes do canal, reduz o atrito entre o instrumento e a parede, diminuindo a fratura de 

instrumentos. A formulação gel mantém o princípio ativo do digluconato de clorexidina em 

contato com os microrganismos por mais tempo, inibindo o crescimento microbiano 

(Vianna et al., 2004).  

Entretanto, CL não apresenta capacidade de dissolver tecidos orgânicos (Okino 

et al., 2004; Mohammadi & Abbott, 2009) e tem pouca ou nenhuma ação sobre 
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endotoxinas (Oliveira et al., 2007; Gomes et al., 2009, 2012; Endo, 2011; Endo et al., 

2012, 2013), mas sua ação permanece ativa mesmo na presença de sangue (Denton, 1991) e 

matéria orgânica (Gelinas & Goulet, 1983).  

Devido ao amplo espectro de ação antimicrobiana e à incapacidade de 

dissoluçao de tecidos orgânicos pela CL, foi proposto um protocolo de irrigação em que 

NaOCl seria utilizado na instrumentação, seguido de EDTA, e CL seria utilizada como 

irrigante final (Zehnder et al. 2006 ).  

Portanto, a associação de NaOCl e CL foi preconizada, principalmente, pela 

atividade antimicrobiana prolongada (substantividade) da CL (Vianna & Gomes, 2009) e 

capacidade de dissolução de tecidos e efetividade antimicrobiana do NaOCl.  

Kuruvilla & Kamath (1998) observaram que o efeito antimicrobiano da 

associação de NaOCl 2,5% e CL 0,2% foi maior quando comparado à utilização isolada 

dessas substâncias, resultado também observado por Zamany et al. (2003) e Flach (2011).  

Contudo, a associação de NaOCl à CL pode induzir à formação de um 

precipitado laranja-castanho, resultando em smear layer química recobrindo os túbulos 

dentinários, o que pode interferir na adesão ou justaposição do material obturador 

(Vivacqua-Gomes et al., 2001; Prado et al., 2012). Além disso, este precipitado pode 

promover mudança na coloração dos dentes (Basrani et al., 2007; Bui et al., 2008; Akisue 

et al., 2010) e possui capacidade citotóxica (Burkhardt-Holm et al., 1999). Prado et al. 

(2013) recomendam irrigação abundante com água destilada para remoção de todo NaOCl 

do interior dos canais, de maneira que a CL possa ser utilizada, seja como irrigante final ou 

MIC.  

Diferentes trabalhos têm avaliado a associação de NaOCl à irrigação final com 

CLL ou mesmo comparado a utilização dessas substâncias isoladamente quanto à sua 

efetividade antimicrobiana.  

Vahdaty et al. (1993) avaliaram in vitro o efeito desinfetante da CL 0,2% e 2%, 

NaOCl 0,2% e 2%, e SF em túbulos dentinários. Raízes de incisivos bovinos foram 

preparadas em formato cilíndrico, esterilizadas e infectadas com E. faecalis. Os canais 

radiculares foram irrigados e amostras de dentina foram removidas nas profundidades de 

100, 100-300 e 300-500 µm, a fim de verificar a presença e a quantidade de 
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microrganismos resistentes. CL e NaOCl foram igualmente eficientes como agentes 

antimicrobianos contra E. faecalis em concentrações similares até uma profundidade de 100 

µm no interior dos túbulos dentinários. 

Kuruvilla & Kamath (1998) compararam a efetividade antimicrobiana do 

NaOCl 2,5% e CLL 0,2%, associados ou não, no PQM. Os autores concluíram que a 

associação de NaOCl 2,5% e CL 0,2% apresentou maior efetividade antimicrobiana que o 

emprego isolado da cada solução, sendo o resultado estatisticamente diferente apenas para 

o NaOCl isolado. 

Leonardo et al. (1999) analisaram in vivo a atividade antimicrobiana e residual 

da CL 2% como SQA, utilizando 22 dentes com necrose pulpar e lesões periapicais visíveis 

radiograficamente. Após abertura coronária, foi realizada a primeira coleta com cone de 

papel estéril. Os canais foram instrumentados utilizando CLL 2% e a cavidade selada com 

cimento de óxido de zinco e eugenol. Após 48 horas, foi realizada segunda coleta. Houve 

redução de 100% de Streptococcus mutans e 77,78% de microrganismos anaeróbios. Os 

autores observaram que CL previne a atividade microbiana com até 48 horas de efeitos 

residuais, sugerindo um possível efeito sinérgico com a MIC sobre microrganismos em 

áreas inacessíveis à instrumentação ou ainda em possíveis reinfecções ou infecções 

secundárias após a instrumentação, especialmente nos túbulos dentinários. 

Ferraz et al. (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana e a limpeza dos 

túbulos dentinários promovidas pela CLG 2% em natrosol, NaOCl 5,25% e CLL 2%, como 

SQA. Setenta dentes humanos foram contaminados com E. faecalis por 7 dias e a atividade 

antimicrobiana foi avaliada pela turbidez de tubos contendo meio BHI. A limpeza dos 

túbulos dentinários foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura. Os resultados 

mostraram que CLG 2% teve maior número de tubos negativos, sem diferença estatística 

entre as soluções testadas. CLG 2% produziu melhor limpeza da superfície do canal 

radicular, com quase todos os túbulos dentinários abertos e as demais soluções testadas 

apresentaram smear layer recobrindo a abertura dos túbulos dentinários. Assim, sugeriu-se 

que CLG 2% possui potencial para ser utilizada como SQA durante o PQM. 
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Ferguson et al. (2002) observaram que NaOCl 5,25% e CL foram efetivos 

contra C. albicans, relatando concentração inibitória mínima de <10µg/mL e <0.63µg/ mL, 

respectivamente. 

Weber et al. (2003) avaliaram in vitro o efeito da ativação ultra-sônica passiva 

do NaOCl 5,25% e CL 2% sobre sua atividade antimicrobiana residual. Noventa e quatro 

dentes humanos extraídos foram instrumentados e irrigados com NaOCl 5,25% e CL 2%, 

recebendo ou não ativação ultra-sônica por 1 minuto. O conteúdo dos canais radiculares foi 

transferido para placas inoculadas com Streptococcus sanguinis e os halos de inibição de 

crescimento foram analisados. Os autores verificaram que o efeito residual da CL é superior 

ao do NaOCl com ou sem ativação final com ultra-som, podendo chegar até 168 horas. 

Menezes et al. (2004a) avaliaram a efetividade das SQA NaOCl 2,5% e CL 2% 

na eliminação de microrganismos do canal radicular. Dentes humanos foram contaminados 

com C. albicans e E. faecalis por 7 dias. Foram realizadas coletas de amostras 

microbiológicas antes e após o PQM. Ambas as SQA foram efetivas na eliminação de C. 

albicans após o PQM, sem diferença estatística significante. Entretanto, na eliminação de 

E. faecalis, a CL 2% foi estatisticamente mais efetiva que o NaOCl. 

Silva et al. (2004) avaliaram histopatologicamente o efeito do PQM realizado 

com diferentes SQA sobre LPS inoculado em dentes de cães. As SQA utilizadas foram 

solução de NaOCl 1%, 2,5% e 5%, CLL 2% e SF. Após 60 dias de avaliação, observou-se 

que todos os grupos demonstraram alterações moderadas em dentina e cemento, presença 

de reabsorções ósseas e espessura do ligamento periodontal aumentada, entretanto, sem 

diferença estatística entre eles. O infiltrado inflamatório foi estatisticamente menos intenso 

nos canais radiculares irrigados com NaOCl 5% e CLL 2%. Contudo, nenhuma das SQA 

conseguiu inativar completamente os efeitos deletérios do LPS. Os autores concluíram que 

PQM com diferentes SQA não inativa completamente endotoxina.  

Dametto et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana da CLG 2%, CLL 

2% e NaOCl 5,25% sobre Enterococcus faecalis. Oitenta raízes humanas foram 

contaminadas com E. faecalis por 7 dias e três coletas dos canais radiculares foram 

realizadas: antes da instrumentação, imediatamente após a instrumentação e 7 dias após a 

instrumentação. CLG 2% e CLL 2% reduziram significativamente a quantidade de 



 
 

31 
 

microrganismos imediatamente e após 7 dias da instrumentação. NaOCl 5,25% também 

reduziu a quantidade de E. faecalis logo após a instrumentação, entretanto, após 7 dias 

houve aumento do número de microrganismos. 

Berber (2005) testou in vitro a utilização de SQA no preparo mecânico (CLG 

2%, CLL 2%, NaOCl 5,25%, 2,5% e 0,5% e SF) e técnicas de instrumentação (híbrida; 

cérvico-apical - FOP-UNICAMP; instrumentação rotatória com HERO 642) na redução de 

E. faecalis no canal radicular e nos túbulos dentinários. Para tanto, 270 raízes de pré-

molares inferiores foram autoclavadas e contaminadas por 21 dias com E. faecalis. Em 

seguida, foram divididas em 18 grupos nos quais as técnicas de instrumentação foram 

testadas variando as SQA. Amostras bacteriológicas do canal radicular foram coletadas 

antes e imediatamente após o PQM, as quais foram cultivadas a fim de determinar as 

unidades formadoras de colônia. Após instrumentação, as raízes foram seccionadas em 3 

blocos: apical, médio e cervical. Amostras de dentina foram removidas seqüencialmente 

com brocas tronco-cônicas e as raspas foram coletadas em tubos com BHI e plaqueadas em 

BHI ágar-sangue. Na luz do canal radicular, todas as substâncias, inclusive SF, quando 

associadas à instrumentação mecânica, promoveram redução de quase 100% nas coletas 

microbiológicas, imediatamente após o PQM. Nas coletas resultantes das raspas de dentina, 

em todos os terços, técnicas e profundidades, NaOCl 5,25% e CLG 2% obtiveram os 

melhores resultados na redução bacteriana nos túbulos dentinários, seguidos de NaOCl 

2,5%, CLL 2% e NaOCl 0,5%. Concluiu-se que, NaOCl 5,25% e CLG 2%, associados às 

técnicas cérvico-apical da FOP-UNICAMP e HERO, foram mais efetivos na eliminação de 

E. faecalis nos túbulos dentinários e canal radicular.   

Berber et al. (2006) avaliaram a efetividade do NaOCl 0,5%, 2,5% e 5,25% 

como SQA durante a técnica de instrumentação manual e rotatória em 180 dentes humanos 

previamente contaminados durante 21 dias com E. faecalis. Amostras foram coletadas antes 

e após a instrumentação. Antes do preparo, utilizou-se a técnica do cone de papel para 

coleta. Após, os dentes foram seccionados em três partes e as raspas de dentina foram 

removidas com brocas para avaliação dos terços. Na técnica da coleta utilizando-se cone de 

papel, todas as soluções testadas foram efetivas na redução de E. faecalis, sem diferença 

estatística entre elas. Em todas as profundidades e terços dos canais radiculares avaliados e 
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para todas as técnicas utilizadas, NaOCl 5,25% mostrou-se mais efetivo. As técnicas de 

instrumentação testadas tiveram o mesmo desempenho. Observou-se que, especialmente 

em altas concentrações, NaOCl foi capaz de descontaminar os túbulos dentinários, 

independente da técnica de instrumentação utilizada. 

Vianna et al. (2006a) avaliaram in vivo a redução microbiana após PQM de 

canais radiculares com necrose pulpar. Trinta e dois dentes unirradiculares foram divididos 

em dois grupos, utilizando NaOCl 2,5% ou CLG 2%. Foram realizadas coletas antes e após 

a instrumentação para posterior identificação de microrganismos pelas técnicas molecular e 

de cultura. NaOCl foi capaz de reduzir 75% e a CL 50% do conteúdo microbiano pela 

cultura. Pela técnica molecular, a redução foi de 99% com o NaOCl e 96% com a CL. Os 

autores concluíram que o NaOCl não tem apenas capacidade de eliminar os 

microrganismos, mas também de remover células do canal radicular. 

Martinho & Gomes (2008) demonstraram in vivo que o PQM, utilizando 

NaOCl 2,5% como SQA e instrumentação com limas manuais, promoveu redução de 

59,99% nos níveis de endotoxina presentes nos canais radiculares. 

Gomes et al. (2009a) observaram que NaOCl 2,5% e CLG 2% não foram 

efetivos na eliminação de endotoxina em canais radiculares com infecção primária. Antes 

do PQM, o valor médio de LPS foi de 272 EU/mL e 152,46 EU/mL, sendo reduzido para 

86 EU/mL e 85 EU/mL para NaOCl 2,5% e CLG 2%, respectivamente. Dessa forma, maior 

eliminação de endotoxina foi observada quando empregado NaOCl 2,5%.  

Martinho et al. (2010a) avaliaram in vivo a efetividade do PQM com NaOCl 

2,5% associado ao EDTA 17% e instrumento rotatório de níquel-titânio em remover 

endotoxina de canais com infecção primária e periodontite apical. Os autores observaram 

que endotoxinas estavam presentes em 100% dos canais radiculares investigados (19/19) 

antes (S1) e após o PQM (S2). O conteúdo de endotoxina foi significativamente reduzido 

em S2 (98,06%) em comparação com S1, concluindo que o PQM com NaOCl 2,5%, EDTA 

17% e instrumento rotatório de níquel-titânio foi eficaz em reduzir a carga de endotoxina de 

canais com infecção primária e periodontite apical. 

Perochena et al. (2011) avaliaram o efeito de NaOCl (1%, 2.5% e 5%) e CL 2% 

sobre biofilme dental formado in situ, considerando diferentes tempos de exposição à SQA 
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(5, 15 e 30 min), volumes de NaOCl e CL 2% (500µl e 1mL), espessura do biofilme e área 

de limpeza, segundo análise do biofilme em microscópio confocal de varredura laser com 

corante laranja de acridina. Foram encontrados altos valores de dissolução do biofilme e 

dentina limpa após utilização do NaOCl 5% durante 5 e 15 minutos e com todos os grupos 

de NaOCl durante 30 minutos. CL 2% não dissolveu biofilme e nem atuou na limpeza 

dentinária quando comparada ao NaOCl. 

Endo (2011) avaliou a efetividade do PQM na redução de endotoxinas de 15 

dentes com insucesso da terapia endodôntica. As amostras foram coletadas antes (C1) e 

após o PQM (C2) utilizando limas manuais e CLG 2%. Em C1, endotoxina foi detectada 

em 100% das amostras (3,96 EU/mL). Houve redução de 60,6% do conteúdo de endotoxina 

após o PQM. Concluiu-se que o PQM com CLG 2% seguido de EDTA 17% foi eficiente na 

redução de microrganismos e endotoxinas dos canais radiculares, mas não foi capaz de 

eliminar LPS. 

Endo et al. (2012) observaram que o PQM com CLG 2% foi mais efetivo na 

redução de bactérias (99,61%) que endotoxinas (60,6%).  

Marinho et al. (2012) verificaram que a redução dos níveis de endotoxina dos 

canais radiculares pode ser obtida pela ampliação apical, no entanto, o PQM do canal 

radicular foi capaz de reduzir, mas não de eliminar endotoxina. 

Neelakantan et al. (2013), avaliando a efetividade de diferentes SQA sobre 

biofilme de E. faecalis, observaram que NaOCl 3% apresentou atividade antibacteriana 

superior à CL. 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) tem sido utilizado na terapêutica 

endodôntica desde 1957, quando Ostby o indicou para a instrumentação de canais atrésicos. 

A solução apresenta ação quelante (Heling et al., 1965; Seidberg & Schelder, 1974; 

Kennedy et al., 1986; Sen et al., 1995; Kuga et al., 1999; Yamashita et al., 2003), 

biocompatibilidade aos tecidos periapicais (Ostby, 1957; Segura et al., 1997) e capacidade 

de limpeza (Baker et al., 1975; Mccomb & Smith, 1975; McComb et al., 1976; Brancini et 

al., 1983; Goldberg et al., 1986; Çalt & Serper, 2000).  

Associação de EDTA 17% ao NaOCl (McGurkin-Smith et al., 2005; Young et 

al., 2007; Ozdemir et al., 2010), tem se mostrado eficaz, visto que NaOCl isolado não é 
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capaz de remover matéria inorgânica, papel que o EDTA desempenha com êxito, enquanto 

NaOCl remove matéria orgânica, aumentando assim a capacidade de limpeza do canal 

radicular, principalmente quanto à remoção de debris e smear layer. Além disso, associação 

de EDTA aos protocolos de PQM com NaOCl tem demonstrado efetividade na redução do 

conteúdo microbiano e de endotoxinas dos canais radiculares infectados in vivo (Ozdemir et 

al., 2007; Martinho et al., 2010a,b). 

A exposição da parede dentinária com NaOCl isolado ou associado ao EDTA 

promove desorganização morfológica da matriz orgânica dentinária com perda de estrutura 

na área próxima ao canal radicular, isso ocorre devido à desnaturação protéica que essa 

substância gera no colágeno dentinário.  

CL seguida de EDTA não promove alteração morfológica na estrutura 

dentinária quando visualizada por meio de microscopia de polarização, assim, essa 

associação não interfere na qualidade do substrato dentinário e não prejudica a adaptação 

do cimento obturador à dentina radicular (Moreira et al., 2009). Além disso, irrigação com 

EDTA permite maior remoção de smear layer quando CL é utilizada no PQM (Menezes et 

al., 2002). 

Beltz et al. (2003) analisaram NaOCl nas concentrações de 1,3%, 2,6% e 5,25% 

e EDTA 17% frente à capacidade de dissolução de tecido pulpar bovino e dentina. Os 

resultados demonstraram que, independente da concentração, NaOCl removeu os 

componentes orgânicos do tecido pulpar e dentina, efetivamente. EDTA foi capaz de 

solubilizar os componentes inorgânicos da dentina.  

Menezes et al. (2003) avaliaram, por meio de microscopia eletrônica de 

varredura, a capacidade de limpeza e remoção de smear layer e debris das paredes de 

canais radiculares preparados e irrigados com NaOCl 2,5%, CL 2% e SF. Observou-se que 

a utilização de EDTA diminuiu significativamente smear layer para todas as substâncias 

avaliadas em todos os terços radiculares. Quando EDTA não foi utilizado, somente no 

grupo NaOCl 2,5% verificou-se quantidade significativamente maior de smear layer. 

Exceto para CL 2%, o uso de EDTA diminuiu significativamente a quantidade de debris. 

Concluiu-se que após PQM, faz-se necessário a utilização de EDTA, a fim de promover 

melhor limpeza das paredes dos canais radiculares. 
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 Mônika & Fröner (2006) observaram que a associação de NaOCl 1% e EDTAC 

17% (EDTA acrescido de Cetavlon) removeu completamente smear layer das paredes 

dentinárias, enquanto NaOCl 1% e CLG 2% não foram eficientes. 

Brito et al. (2009), comparando três diferentes técnicas de irrigação (agulhas 

NaviTips, sistema EndoActivator, sistema EndoVac), associados ao NaOCl e EDTA, não 

observaram diferença entre as técnicas testadas. 

Prado et al. (2013) avaliaram, por meio de microscopia eletrônica de varredura 

e espectroscopia de dispersão de elétrons, os protocolos de irrigação, considerando a 

formação de smear layer química. Nos grupos onde CLG foi utilizada isoladamente ou em 

associação com EDTA, ácido cítrico, ácido fosfórico e CLL, não foi observada formação de 

smear layer química. Os autores sugerem que, nos casos em que se deseja associar 

hipoclorito e CL, o protocolo utilizando ácido fosfórico é mais viável, pois não demonstrou 

formação de smear layer química. 

A utilização de MIC tem por finalidade, principalmente, reduzir ou eliminar o 

conteúdo microbiano e endotóxico resistente ao PQM. Entretanto, nenhuma MIC 

demonstra capacidade de eliminar microrganismos patogênicos presentes no sistema de 

canais radiculares, principalmente nos casos de difícil resolução, como periodontite apical 

persistente e flare-up (Bystrom et al., 1985; Ørstavik & Haapasalo, 1990; Chong & Pitt 

Ford, 1992; Lopes & Siqueira, 2004). Recomenda-se a utilização de MIC em casos 

específicos como ápice aberto, exsudato persistente, sintomatologia periapical (dor à 

palpação/percussão), além de tempo insuficiente para finalização do procedimento e fadiga 

do paciente ou do cirurgião-dentista durante o procedimento (Gomes et al., 2009). 

HC tem sido amplamente utilizado como MIC devido às suas propriedades 

físicas, biológicas e antimicrobianas (Byström et al., 1985; Valera et al., 2010) que derivam 

da sua dissociação em íons cálcio e íons hidroxila (Spangberg, 1994). Estudos in vivo 

indicam que MIC à base de HC leva à redução ou eliminação dos microrganismos presentes 

nos canais (Byström et al., 1985; Ørstavik et al., 1991; Sjögren et al., 1991; Roças & 

Siqueira, 2011). Porém, in vitro, HC demonstra menor eficácia (DiFiore, 1983; Safavi et 

al., 1990; Estrela et al., 1999; Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2002; 2003a,b, 2006b, 

2009). 
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Assim, a utilização de medicação alternativa como a CL, seria uma opção de 

tratamento, pois esta possui atividade antimicrobiana frente a microrganismos resistentes 

como Enterococcus (Siqueira & Uzeda, 1996; Síren et al., 1997; Molander et al., 1998; 

Waltimo et al., 1997, 1999; Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004; 

Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2006b; Vianna et al., 2008).  

A atividade antimicrobiana da CL deve-se à sua natureza catiônica que 

promove aderência ao composto aniônico da superfície microbiana, capaz de alterar a 

integridade de sua membrana plasmática, modificando sua permeabilidade, promovendo a 

precipitação de proteínas citoplasmáticas e alterando o balanço osmótico, além de 

modificar o metabolismo, crescimento e divisão da célula (Ferraz et al., 2001). 

A associação de CLG 2% ao HC tem por finalidade combinar as propriedades 

antimicrobianas apresentadas por cada uma destas substâncias. HC induz a formação de 

tecido duro, promove dissolução de tecido orgânico e neutralização de endotoxina e tem a 

capacidade de preencher o canal radicular, prevenindo sua recontaminação (Safavi & 

Nichols, 1994; Gomes et al., 2002). Entretanto, HC não é igualmente eficaz contra todos os 

microrganismos encontrados no canal radicular (Gomes et al., 2002). A adição da CLG 2% 

ao HC poderia aumentar a atividade antimicrobiana e promover maior substantividade, 

fazendo desta associação uma medicação mais eficiente contra microrganismos resistentes 

como E. faecalis e C. albicans, mesmo após sua remoção. No preparo desta medicação, 

preconiza-se a proporção de 1:1 entre HC e CLG 2%, a fim de se obter uma pasta de fácil 

inserção no canal radicular e que apresente igual concentração de ambas as substâncias 

(Bueno, 2010). 

Quanto à ação antimicrobiana, a associação de CLG 2% ao HC tem apresentado 

resultados promissores. Seu desempenho foi similar ao da CLG 2% e superior ao 

apresentado pela utilização isolada do HC. Os benefícios desta associação foram 

evidenciados por Gomes et al. (2006b, 2009) e Bueno (2010). 

Dentre os benefícios desta associação, pode-se destacar também a obtenção de 

uma pasta de maior consistência, a qual atua como barreira física e impede a 

recontaminação do canal durante sua utilização. O pH alcançado por esta associação é 

maior que aquele obtido pela utilização isolada da CLG 2%, podendo auxiliar no combate à 
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reabsorção inflamatória interna e externa (Beltes et al., 1997). A adição da CLG 2% ao HC 

promove maior substantividade à formulação, devido à sua capacidade de adsorção à 

dentina, contribuindo para manutenção da redução de microrganismos no canal radicular 

mesmo após sua remoção (Tanomaru et al., 2002; Bueno, 2010). 

Além disso, HC tem sido preconizado para neutralização de endotoxina 

bacteriana (Estrela et al., 1995; Tanomaru et al., 2002), enquanto CL não atua sobre ela 

(Tanomaru et al., 2002; Silva et al., 2004; Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009a; Endo, 

2011; Endo et al., 2012, 2013). Entretanto, Signoretti et al. (2011) demonstraram in vitro 

que a CL melhorou as propriedades do HC em reduzir o nível de endotoxina dos canais 

radiculares.  

Aibel & Stevens (1999) analisaram a capacidade da CL 1,2% em inativar LPS, 

utilizando método de produção de IL-6 em cultura de macrófagos estimulados por LPS e 

LPS tratado com CL 1,2% por 40 minutos. Os resultados demonstraram que a CL 1,2% 

promoveu pouca ou nenhuma inativação do LPS. 

Buck et al. (2001), avaliando o efeito de SQA e HC na degradação do LPS, 

observaram que água apirogênica, EDTA 15%, etanol 95%, CL 0,12%, CL 0,12% 

associada ao NaOCl 2,6% e NaOCl 2,6% demonstraram pouco ou nenhum efeito sobre 

LPS. Por outro lado, suspensão aquosa de HC 24,6 mg/mL e a associação de CL 0,12%, 

etanol 95% e NaOCl 2,6% inativaram LPS pela hidrólise de ligações éster das cadeias de 

ácidos graxos do lipídio A. 

Basrani et al. (2002) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana residual de 

diferentes MIC na dentina humana. CLG 0,2%, CLG 2%, CLL 2%, HC, HC + CLG 0,2% 

foram inoculados em 98 raízes e mantidas no canal radicular durante 7 dias. Após, foram 

inoculados nos canais E. faecalis por 21 dias. Amostras de dentina foram coletadas com o 

auxílio de broca Gates-Glidden e o crescimento bacteriano foi avaliado por 

espectrofotometria após 72 horas de incubação em BHI. As densidades ópticas foram 

significativamente menores para os grupos CLG 0,2%, CLG 2% e CLL 2%, quando 

comparadas aos demais grupos. Os autores concluíram que CL 2% possui atividade 

antimicrobiana residual sobre E. faecalis por 7 dias. 
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Ferreira et al. (2002) observaram in vitro que HC 10% e CL 2%, utilizadas 

isoladamente, demonstraram ação antimicrobiana contra Fusobacterium nucleatum, 

Prevotella nigrescens, Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis. CL demonstrou 

maior efetividade quando comparada ao HC.  

Rosa et al. (2002) observaram que HC e digluconato de clorexidina 

demonstraram ação antimicrobiana contra Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum 

e Clostridium perfringens. CL, mesmo em baixas concentrações, promoveu eliminação de 

bactérias anaeróbias, com maior efetividade quando comparada ao HC. 

Tanomaru et al. (2003) observaram que o PQM com soluções de NaOCl e CL 

não foi capaz de inativar os efeitos da endotoxina em induzir resposta inflamatória com 

reabsorção óssea na região periapical de cães, entretanto, quando foi utilizado HC como 

MIC, este foi capaz de inativar os efeitos induzidos pela endotoxina. 

Menezes et al. (2004b) avaliaram a atividade antimicrobiana da CLG 2%, CLG 

2% + HC, natrosol, CLL 2% e HC sobre diferentes cepas de C. albicans, utilizando método 

de diluição em ágar. Suspensões contendo 106 células de diferentes cepas de C. albicans 

foram semeadas em placas preparadas com as substâncias, por meio de inoculador de Steers 

e, após 24 horas de incubação a 37ºC, verificou-se a concentração fungicida mínima. 

Observou-se que a associação CLG 2% + HC, em menor concentração, apresentou melhor 

ação sobre as cepas estudadas e concluiu-se que esta foi a medicação mais efetiva. 

Ercan et al. (2006) avaliaram in vitro a efetividade da CLG 2%, HC em água 

destilada e CLG 2% + HC em oitenta dentes humanos unirradiculares contaminados com E. 

faecalis e C. albicans por 5 dias. O grupo controle foi tratado apenas com SF estéril. 

Amostras de raspas de dentina foram coletadas com brocas Gates-Glidden após 7, 15 e 30 

dias. CLG 2% e CLG 2% + HC foram significativamente mais efetivas contra E. faecalis e 

C. albicans que a pasta de HC, sem diferença estatística entre elas. Entretanto, os autores 

sugerem que para suportar esses resultados in vitro, estudos in vivo são necessários. 

Gomes et al. (2006b) investigaram in vitro a atividade antimicrobiana de CLG 

2%, HC associado à água estéril e HC + CLG 2% sobre microrganismos presentes em 

canais radiculares, utilizando teste de difusão em ágar e teste de contato direto. Os 

microrganismos utilizados foram: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus 
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faecalis, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia. 

CLG 2% apresentou os maiores halos de inibição, levando apenas 1 minuto para inibir 

100% dos microganismos testados. Concluiu-se que a CLG 2% e o HC + CLG 2% 

apresentaram atividade antimicrobiana superior ao HC manipulado com água estéril. 

Vianna et al. (2007) avaliaram in vivo o efeito de procedimentos endodônticos 

sobre microrganismos e endotoxinas. Trinta e dois dentes humanos unirradiculares com 

infecção endodôntica e lesões periapicais foram instrumentados com limas manuais, 

utilizando CLG 2% como SQA, e divididos aleatoriamente em 3 grupos de acordo com a 

MIC utilizada: pasta de HC, CLG 2% e HC + CLG 2%. Foram realizadas coletas das 

amostras antes e após o PQM e após 7 dias da MIC. Foi utilizado teste de cultura para os 

microrganismos e teste turbidimétrico LAL para quantificação de endotoxina. Após o PQM 

houve redução de 99,9% no número de microrganismos e de 44,4% da quantidade de 

endotoxinas. Após 7 dias do uso da MIC, ainda foram encontrados microrganismos em 

54,1% dos casos, e a quantidade de endotoxina foi reduzida em apenas 1,4% dos casos. 

Não houve diferença estatística significante entre as MIC. Concluiu-se que o PQM foi 

responsável pela maior redução da quantidade de microrganismos e endotoxinas. 

Ferreira et al. (2007) verificaram que HC foi efetivo contra Prevotella 

nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelii, Clostridium perfringens e 

Enterococcus faecalis. Entretanto, E. faecalis foi menos susceptível ao HC, quando 

comparado aos demais microrganismos.  

Oliveira et al. (2007) demonstraram in vitro que as soluções de NaOCl 2,5% e 

5,25% e CL 2% não foram capazes de inativar LPS em canais radiculares. Por outro lado, a 

utilização de solução de HC e polimixina B, como agentes irrigantes, reduziram 

significativamente o nível de endotoxinas nos canais radiculares.  

Gurgel-Filho et al. (2007) verificaram que o PQM com CLG 2% reduziu em 

100% a contaminação por E. faecalis. Após 14 dias de medicação de HC houve 

crescimento de bactérias, sem diferença estatística entre os grupos. 

Gomes et al. (2009b) observaram que CL utilizada isoladamente ou associada 

ao HC foi capaz de se difundir nos túbulos dentinários e alcançar a superfície externa da 

raiz, na presença ou ausência de cemento, exercendo ação antimicrobiana.  
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Valera et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do NaOCl associado a 

diferentes MIC (HC, CLG 2%, HC + CLG 2%) sobre C. albicans e E. faecalis inoculados 

em canais radiculares. Os autores verificaram que todas as MIC foram capazes de promover 

diminuição significativa no número de microrganismos, entretanto, somente HC + CLG 2% 

foi capaz de eliminar completamente os microrganismos. 

Roças & Siqueira (2011) avaliaram, por meio de métodos moleculares, o efeito 

antimicrobiano do PQM associado à MIC em canais radiculares de dentes com lesão 

periapical. Foram coletadas amostras de 24 canais radiculares necróticos, antes do PQM 

(S1), após PQM com NaOCl 2,5% (S2), e após MIC por 7 dias com pasta de HC com 

glicerina (CHG) ou paramonoclorofenol canforado/glicerina (CHPG) (S3). A presença de 

bactérias, archaea e fungos foi analisada por meio de PCR e a identificação bacteriana foi 

realizada por meio de checkerboard de captura reversa para 28 patógenos endodônticos. 

Todas as amostras foram positivas em S1 para bactérias, mas negativas para archaea e 

fungos. De modo geral, 46% das amostras de S2 e 62,5% das amostras de S3 foram 

negativas para bactérias por PCR. As amostras de S2 e S3 foram negativas em 50% e 58% 

dos canais no grupo de CHG e em 42% e 67% dos canais no grupo CHPG, 

respectivamente. Em S2 e S3, Propionibacterium acnes e Streptococcus spp. foram mais 

prevalentes. Concluiu-se que o conteúdo microbiano foi reduzido substancialmente após 

PQM e MIC.  

Signoretti et al. (2011), avaliando in vitro a influência da CLG 2% sobre pH, 

liberação de cálcio e capacidade do HC em reduzir endotoxinas, concluíram que CL não 

interfere nas propriedades químicas do HC, sendo capaz de aumentar sua capacidade de 

redução de endotoxina em canais radiculares.  

Endo et al. (2013) monitoraram clinicamente a efetividade do PQM e de MIC 

na redução de microrganismos presentes nos canais radiculares de dentes com insucesso do 

tratamento endodôntico. Quinze dentes foram instrumentados e medicados com HC + CLG 

2%, HC + SF e CLG 2%. As amostras microbiológicas e de endotoxinas foram coletadas 

após remoção de guta-percha (S1), após PQM utilizando CLG 2% (S2), e após utilização de 

MIC (S3) nos tempos de 7 e 14 dias. Bactérias cultiváveis foram recuperadas dos canais 

radiculares infectados nos 3 momentos das coletas, contadas e identificadas por meio de 
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cultura e PCR. Conteúdo microbiano diminuiu significativamente de S1 para S2. Nenhuma 

diferença significativa foi encontrada entre S2 e S3 entre os três grupos experimentais. 

PQM e uso de MIC promoveram reduções significativas  (médias de 99,61% e 99,57%, 

respectivamente) do número de bactérias em comparação com S1. Um total de 110 isolados 

clínicos foram recuperados pela técnica de cultura, incluindo 32 diferentes espécies e 7 

diferentes gêneros. Onze espécies bacterianas foram detectadas dos 13 primers espécie-

específicos. Concluiu-se que a microbiota de dentes com insucesso do tratamento 

endodôntico é composta por bactérias Gram-positivas, embora bactérias Gram-negativas 

tenham sido detectadas por meio de método molecular. Além disso, observou-se que o 

PQM foi mais eficaz que a MIC na desinfecção dos canais radiculares. 

Com base na literatura, observa-se que ainda não foram encontrados SQA, 

regime de irrigação e MIC que sejam, ao mesmo tempo, efetivos contra microrganismos e 

endotoxinas, tanto na luz do canal radicular, quanto nos túbulos dentinários. Tal fato 

motivou a realização deste trabalho. 
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3. PROPOSIÇÃO  

 

Objetivo geral 

 

 Avaliar in vitro a efetividade do PQM com diferentes SQA e da MIC sobre E. 

faecalis, E. coli, C. albicans e endotoxina de E. coli, tanto na luz do canal radicular quanto 

nos túbulos dentinários. 

 

 

Objetivos específicos 

 

a) Investigar a presença de endotoxina de E. coli nos canais radiculares após 

utilização de diferentes SQA e MIC; 

b) Investigar a presença de DNA de E. faecalis, E. coli e C. albicans nos canais 

radiculares após utilização de SQA e MIC; 

c) Investigar a ação do PQM e MIC sobre E. faecalis, E. coli e C. albicans em 

canais radiculares. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

  
O presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP, tendo sido aprovado sob protocolo n° 

008/2010, cujo certificado de aprovação encontra-se no Anexo I. 

 

4.1 Preparo dos espécimes 

4.1.1. Seleção dos espécimes 

Foram utilizados dentes humanos extraídos unirradiculares (n=520), 

provenientes do Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara da 

Universidade Estadual Paulista - UNESP.  

Em sua seleção, alguns critérios foram respeitados: 

a) Ser permanente, possuir rizogênese completa, comprimento radicular de, no mínimo, 15 

mm, canal único, reto e acessível, verificado quando radiografado nos sentidos vestíbulo-

lingual e mésio-distal.  

b) Foram descartados os dentes que possuíam curvatura, calcificações, bifurcações ou 

qualquer anomalia anatômica em suas raízes.  

Todos os dentes foram limpos por meio da remoção dos tecidos moles e 

cálculos aderidos com auxílio de curetas Gracey (S. S. White Artigos Dentários Ltda., Juiz 

de Fora, MG, Brasil). Os dentes foram seccionados próximo à junção cemento-esmalte com 

disco de carborundum (Carbodent, Gysi S.A., Buenos Aires, Argentina) acoplado a um 

mandril em micromotor, descartando-se as coroas e padronizando o comprimento dos 

remanescentes radiculares em aproximadamente 15 mm. 

As 520 raízes foram submetidas a PQM inicial, armazenadas em SF estéril e 

congeladas em freezer a -20ºC até sua utilização. 

 

4.1.2 Preparo químico-mecânico inicial 

Todos os espécimes foram submetidos à instrumentação prévia para 

padronização do diâmetro dos canais radiculares, de acordo com a técnica descrita a seguir. 
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Foram utilizadas brocas Gates-Glidden n°3 para preparo da região de entrada do conduto (3 

mm). A partir da exploração do canal radicular e forame apical com lima tipo K (Kerr) #10 

(Maillefer, Ballaigues, VD, Suiça), foi realizada a instrumentação inicial dos canais 

radiculares. Raízes com diâmetro menor que a lima K #10 ou maior que a lima K #20 

foram descartadas.   

O PQM inicial foi realizado desde o diâmetro anatômico inicial até a lima K 

#20 (Maillefer, Ballaigues, VD, Suiça) em toda a extensão do canal. Os canais foram 

irrigados com 5 mL de solução de NaOCl 1% a cada troca de lima, com auxílio de seringa 

estéril e apirogênica de 5 mL (Injex, Ourinhos, SP, Brasil) e agulha estéril e apirogênica 20 

x 5,5 mm (BD, Curitiba, PR, Brasil) e irrigados com 5 mL de SF estéril e apirogênica, 

aspirados e secos com cone de papel absorvente estéril e apirogênico n° 20 (Maillefer, 

Ballaigues, VD, Suiça).  

Após instrumentação inicial, os canais radiculares foram irrigados com 5 mL de 

solução de tiossulfato de sódio 5% a fim de neutralizar a ação da SQA, irrigados com 3 mL 

de EDTA 17% para remoção da smear layer e sofreram uma nova irrigação com solução de 

fosfato tamponado por 10 minutos, seguida de água destilada estéril por 1 hora para 

remoção dos possíveis resíduos de EDTA e NaOCl. 

 

4.1.3 Vedamento apical e impermeabilização externa das raízes 

Os canais radiculares foram secos com cones de papel absorvente estéreis e 

apirogênicos nº 20 no comprimento do remanescente radicular por 1 minuto e foi realizado 

vedamento da região apical das raízes utilizando resina composta fotopolimerizável (Z-100, 

3M, Dental Products, St Paul, EUA) e impermeabilização externa de todo comprimento das 

raízes, com duas camadas de adesivo epóxi Araldite de presa rápida (10 minutos) 

(Brascola, Taboão da Serra, SP, Brasil), com auxílio de pincel, exceto na região da 

embocadura do canal.  
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4.1.4 Inclusão dos espécimes em placas de poliestireno 

Os procedimentos citados a seguir foram realizados no interior de uma câmara 

de fluxo laminar (Veco, Piracicaba, SP, Brasil), a qual foi primeiramente submetida à 

desinfecção com álcool 70% e incidência de luz ultravioleta por trinta minutos. Todos os 

materiais e instrumentos utilizados foram esterilizados e apirogenizados previamente à sua 

utilização.  

Todos os espécimes foram distribuídos aleatoriamente em placas de 

poliestireno de 24 poços (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA), com 5 

espécimes em cada placa, a fim de evitar contaminação cruzada entre os espécimes durante 

sua manipulação. A fixação foi realizada nos poços mais externos (borda) com resina 

acrílica quimicamente ativada (Clássico Artigos Odontológicos, São Paulo, SP, Brasil), 

recobrindo os espécimes em aproximadamente 10 mm a partir do seu ápice. Todas as 

placas foram fechadas e embaladas individualmente para esterilização em gás de óxido de 

etileno (ACECIL Central de Esterilização Com. Ind. Ltda., Campinas, SP, Brasil) a 56°C. 

 

4.2 Modelo de contaminação 

Os procedimentos descritos a seguir foram realizados no interior de uma 

câmara de fluxo laminar, a qual foi previamente submetida à desinfecção com álcool 70% e 

incidência de luz ultravioleta por trinta minutos. Todos os materiais e instrumentos 

utilizados foram previamente esterilizados.  

 

4.2.1 Semeadura dos microrganismos 

Foram utilizadas cepas-padrão liofilizadas de Candida albicans (ATCC 18804), 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Escherichia coli (ATCC 25922), os quais foram 

semeados em caldo Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA), caldo BHI (Brain Heart 

Infusion, Difco, Detroit, EUA) e caldo TSB (Triptic Soy Broth, Difco, Detroit, EUA), 

respectivamente, por 48 horas. A seguir, a partir da cultura em caldo, as cepas foram 

semeadas em placas de Petri contendo ágar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) para 
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C. albicans, ágar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA) para E. faecalis e ágar MacConkey 

(Difco, Detroit, EUA) para E. coli. Placas contendo C. albicans e placas contendo E. coli 

foram incubadas em estufa microbiológica a 37ºC por 48 horas.  Placas contendo E. 

faecalis foram incubadas em estufa de CO2 5% a 37ºC por 48 horas. 

 

4.2.2 Preparo das suspensões de microrganismos 

Em câmara de fluxo laminar, após crescimento dos microrganismos em placas 

de Petri, foram preparadas suspensões de cada microrganismo, separadamente, em SF 

estéril e apirogênica, contendo 106 células/mL, as quais foram padronizadas em 

espectrofotômetro, utilizando-se comprimento de onda de 530 nm, 760 nm e 590 nm e 

densidade óptica de 0,284, 0,298 e 0,324 para C. albicans, E. faecalis e E. coli, 

respectivamente.  

 
4.2.3 Contaminação dos espécimes com E. faecalis, E. coli e C. albicans  

O modelo de contaminação dos espécimes utilizado no presente trabalho foi 

adaptado a partir do modelo de contaminação proposto por Molina (2008).  

Os canais radiculares dos 520 espécimes, previamente esterilizados, foram 

primeiramente contaminados, com auxílio de micropipeta de precisão, com 10 µL de 

suspensão contendo E. coli (106 células/mL) em SF estéril e apirogênica. Os canais 

receberam mais 10 µL de BHI caldo e foram selados com tampão de algodão estéril 

embebido em BHI caldo. Os espécimes foram mantidos em estufa microbiológica a 

37±1ºC, em umidade relativa, por 7 dias. Após, foram adicionados nos canais radiculares 5 

µL de suspensão contendo E. faecalis (106 céls/mL), 5 µL de suspensão contendo C. 

albicans (106 céls/mL) e mais 10 µL de BHI caldo. Os canais foram novamente selados 

com tampão de algodão embebido em BHI caldo estéril. 

As placas foram fechadas e vedadas com fita adesiva e mantidas em estufa a 

37±1ºC por mais 21 dias, totalizando 28 dias de contaminação. Durante este período, foram 

adicionados 20 µL de meio de cultura estéril (BHI caldo) no interior dos canais radiculares 
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a cada 2 dias. Em seis poços do centro de todas as placas foram colocados chumaços de 

algodão umedecidos em água destilada estéril para manutenção da umidade das mesmas.  

Após o período de 28 dias de contaminação, em ambiente asséptico, cada placa 

contendo seus espécimes foi individualmente colocada em câmara de vidro acoplada à 

bomba a vácuo (Tecnal, TE-058, Piracicaba, SP, Brasil), a qual foi acionada por 20 

minutos, na pressão negativa de ±650mmHg. Tal procedimento foi previamente testado em 

estudo piloto, tendo demonstrado promover maior crescimento de UFC/mL (unidade 

formadora de colônia por mililitro) em meio de cultura BHI ágar, quando comparado ao 

grupo que não foi submetido à pressão negativa. 

 

4.2.4 Coleta de confirmação da contaminação  

No interior da câmara de fluxo laminar, após o período de contaminação, foi 

realizada coleta do conteúdo dos 400 espécimes, individualmente, para confirmação da 

contaminação dos canais radiculares. Para tanto, foi primeiramente coletada a amostra de 

endotoxina, seguida da amostra microbiológica. Para realização da coleta foram utilizados 

5 cones de papel absorvente estéreis e apirogênicos (Maillefer, Ballaigues, VD, Suiça), 

individualmente, no comprimento da raiz por 1 minuto, dos quais um cone foi utilizado 

para coleta de endotoxina e os quatro cones restantes para a coleta microbiológica.  

Os cones utilizados na coleta das amostras de endotoxina foram transferidos, 

individualmente, para tubos de vidro apirogênicos (Lonza Co., Walkersville, MD, EUA), 

contendo água reagente de lisado de amebócitos de Limulus (LAL) (Lonza Co., 

Walkersville, MD, EUA) e seis microesferas de vidro também apirogênicas. As amostras 

foram armazenadas a -20ºC, como recomendado pelo fabricante, para realização dos testes 

em bloco, pelo método turbidimétrico de LAL, a fim de verificar a permanência e 

quantificar as endotoxinas presentes no canal radicular, como descrito posteriormente.  

Os cones utilizados nas coletas das amostras de microrganismos foram 

transferidos para tubos tipo Eppendorf estéreis contendo meio de transporte VMGA III. A 

partir do seu conteúdo, foram realizadas diluições decimais seriadas e alíquotas de 100 µL 

foram semeadas em triplicata em placas contendo ágar Enterococcosel, ágar Sabouraud 
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dextrose e ágar MacConkey, para verificação do crescimento de E. faecalis, C. albicans e 

E. coli, respectivamente, por meio da contagem de UFC/mL. As placas de ágar 

Enterococcosel, meio seletivo para detecção de espécies de Enterococcus spp., foram 

incubadas em 5% CO2, a 37oC, por 2 dias. As placas de ágar Sabouraud-dextrose acrescido 

de 0,1% de cloranfenicol, meio seletivo para detecção de espécies de leveduras, foram 

incubadas por 4 dias à temperatura ambiente e depois incubadas em 10% CO2, a 37oC, por 

2 dias. As placas de ágar MacConkey foram incubadas em 10% CO2, a 37oC, por 2 dias.  

Também foi realizada confirmação do crescimento microbiano por meio do 

método de coloração de Gram e visualização em microscopia de luz, além de testes 

bioquímicos específicos (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França), posteriormente 

descritos. A partir do conteúdo do mesmo tubo tipo Eppendorf contendo quatro cones com 

amostra microbiológica por espécime, foi realizada a análise molecular, posteriormente 

descrita. 

 

4.3 Efetividade de diferentes substâncias químicas auxiliares e medicações intracanais 

sobre suspensão de E. faecalis, E. coli, C. albicans e endotoxina inoculada em canais 

radiculares  

 
4.3.1 Divisão dos grupos   

Placas contendo todos os espécimes (n=520), devidamente preparados, foram 

divididas aleatoriamente em grupos de acordo com a SQA utilizada durante o PQM, com e 

sem o uso de EDTA 17% (Figuras 1 e 2): SF estéril e apirogênica (controle); NaOCl 

5,25%; CLG 2%; NaOCl 5,25% seguida de irrigação final com CLL 2%.  

Os espécimes não irrigados com EDTA 17% foram analisados quanto à 

susceptibilidade dos microrganismos e endotoxina frente às SQA utilizadas durante o 

PQM, por meio dos métodos de 1) cultura seletiva- identificação fenotípica, 2) análise 

molecular (PCR – reação em cadeia da polimerase), 3) microscopia confocal e 4) 

quantificação de endotoxina pelo teste LAL.  

Os espécimes irrigados com EDTA 17% foram divididos em grupos de acordo 

com a MIC utilizada: SF estéril e apirogênica (controle), CLG 2%, HC + CLG 2% (1:1), 
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HC + SF (9:1). Em seguida, também foram analisados quanto à susceptibilidade dos 

microrganismos e endotoxina frente às SQA utilizadas durante o PQM associadas à MIC, 

por meio dos métodos de 1) cultura seletiva- identificação fenotípica, 2) análise molecular, 

3) microscopia confocal e 4) quantificação de endotoxina pelo teste LAL. 

 

 

Figura 1 -  Distribuição dos espécimes, utilizados para análise microbiológica por 
cultura seletiva- identificação fenotípica/molecular e quantificação de 
endotoxina, nos grupos experimentais, de acordo com a SQA e MIC 
utilizadas (n=400) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Contaminação Grupo SQA 
EDTA 
17% 

MIC 

Suspensão de E. 

faecalis, E. coli e 

C. albicans 

1 (n=10) 
SF estéril 

apirogênica 
(controle) 

- SF 

2 (n=30) + CLG 2% 

3 (n=30) + HC + CLG 2% 

4 (n=30) + HC + SF 

5 (n=30) 

NaOCl 5,25% 

+ CLG 2% 

6 (n=30) + HC + CLG 2% 

7 (n=30) + HC + SF 

8 (n=10) - SF 

9 (n=30) 

CLG 
2% 

+ CLG 2% 

10 (n=30) + HC + CLG 2% 

11 (n=30) + HC + SF 

12 (n=10) - SF 

13 (n=30) NaOCl 5,25% 
seguido de 

irrigação com 
CLL 2% 

+ CLG 2% 

14 (n=30) + HC + CLG 2% 

15 (n=30) + HC + SF 

16 (n=10) - SF 
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Figura 2 - Distribuição dos espécimes, utilizados para análise por microscopia 
confocal, de acordo com a SQA e MIC utilizadas (n=120) 

 

 

4.3.2 Instrumentação dos canais radiculares 

Os canais de todos os espécimes foram instrumentados por meio da técnica 

cérvico-apical modificada pela FOP/UNICAMP, abaixo descrita, utilizando SQA 

correspondente ao seu grupo: 

 

1) Pré-alargamento dos 2/3 iniciais do canal radicular, onde empregou-se a seqüência de 

limas rotatórias abaixo: 

a. Largo 2 (750 RPM);  

b. Hero 20.06 (Micromega, Besançon, França) (350 RPM); 

c. Gates-Glidden #5 (750 RPM);  

d. Gates-Glidden #4 (750 RPM); 

Contaminação 
Número de 

espécimes (n) 
SQA 

EDTA 
17% 

MIC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Suspensão de 

E. faecalis, E. 

coli e C. 

albicans 

6 

SF estéril 
apirogênica 
(controle) 

+ CLG 2% 

6 + HC + CLG 2% 

6 + HC + SF 

6 + SF 

6 - SF 

6 

NaOCl 5,25% 

+ CLG 2% 

6 + HC + CLG 2% 

6 + HC + SF 

6 + SF 

6 - SF 

6 

CLG 
2% 

+ CLG 2% 

6 + HC + CLG 2% 

6 + HC + SF 

6 + SF 

6 - SF 

6 
NaOCl 5,25% 

seguido de 
irrigação com 

CLL 2% 

+ CLG 2% 

6 + HC + CLG 2% 

6 + HC + SF 

6 + SF 

6 - SF 
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e. Gates-Glidden #3 (750 RPM);  

f. Gates-Glidden #2 (750 RPM). 

2) Patência apical com lima K (Maillefer, Ballaigues, VD, Suiça); 

3) Determinação da lima anatômica inicial com lima K; 

4) Instrumentação do canal por meio de técnica rotatória, utilizando a seqüência de limas de 

NiTi – Mtwo
 (Mtwo

, VDW, Munich, Alemanha). A instrumentação foi realizada seguindo 

a sequência recomendada pelo fabricante: Mtwo 10/.04; Mtwo 15/.05; Mtwo 20/.06; Mtwo 

25/.06; Mtwo 30/.05. A introdução de cada instrumento foi realizada em toda extensão do 

comprimento real de trabalho, com movimentos leves, inserindo e removendo a lima do 

canal radicular, evitando qualquer força no sentido apical. Foi mantida uma velocidade 

permanente de rotação, isto é, 300 RPM; 

5) Verificação da patência apical a cada troca de lima. 

No PQM, foi empregado um conjunto de limas endodônticas estéreis e 

apirogênicas, sendo estas utilizadas para a instrumentação de três espécimes.  Antes da 

introdução de cada instrumento, 2 mL da SQA correspondente ao grupo estudado era 

introduzido no canal radicular. Após cada instrumentação, o canal era irrigado com 5 mL 

de SF estéril e apirogênica, a fim de auxiliar na remoção da substância anteriormente 

utilizada. Ao final da instrumentação, antes da colocação do EDTA 17%, 10 mL de SF foi 

utilizada para garantir a remoção da SQA. Nos grupos irrigados com NaOCl, após 

utilização do EDTA, o canal foi novamente irrigado com 2 mL de NaOCl que foi removido 

com 10 mL de SF. 

A solução de NaOCl 5,25% foi manipulada pela Drogal Farmácia de 

Manipulação Ltda. (Piracicaba, SP, Brasil). A diluição do NaOCl foi realizada com água 

estéril, sem adição de conservantes. Devido à instabilidade do NaOCl, o mesmo foi 

manipulado em pequenas proporções, 24 horas antes de sua utilização.  

CLG 2% (Endogel, Itapetininga, SP, Brasil) consistiu em uma base de gel de 

natrosol 1% e gluconato de clorexidina 2% em pH 7,0. 

CLL 2% também foi manipulada pela Drogal Farmácia de Manipulação Ltda. 

(Piracicaba, SP, Brasil), com água estéril.  
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Previamente à sua utilização, a esterilidade de todas as substâncias (NaOCl, 

CLG, CLL e SF) foi testada, pelo método de cultura, a fim de evitar contaminação do canal 

radicular, sendo somente utilizadas quando atestassem cultura negativa, ou seja, ausência 

de microrganismos.  

A irrigação foi realizada com auxílio de seringas apirogênicas de 5 mL (Injex, 

Ourinhos, SP, Brasil) e agulha apirogênica 20 x 5,5 mm (24 G 3/4, BD, Curitiba, PR, 

Brasil). A aspiração do conteúdo do canal radicular foi realizada com agulha metálica 20/30 

acoplada a um intermediário unido à mangueira da bomba a vácuo (Nevoni, NSR Ind. 

Com. Rep. Ltda., São Paulo, SP, Brasil), sob aproximadamente 558,8 mmHg de pressão 

negativa. Após 7 dias da realização dessa instrumentação, todos os espécimes foram 

novamente instrumentados com a mesma técnica e SQA correspondente ao seu grupo.  

  

4.3.3 Coletas do conteúdo do canal radicular 

No interior da câmara de fluxo laminar, foram realizadas coletas do canal 

radicular em diferentes momentos após a contaminação dos espécimes (confirmação da 

contaminação), imediatamente após a instrumentação endodôntica; após 7 dias de 

instrumentação endodôntica; após a segunda instrumentação endodôntica; após 7 dias de 

MIC; após 14 dias de MIC e após 30 dias de MIC. Todas as coletas dos canais radiculares 

foram realizadas da mesma maneira, conforme anteriormente descrito no item “coleta de 

confirmação da contaminação”. A Figura 3 apresenta o fluxograma de todas as coletas 

realizadas no presente trabalho. 
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               Figura 3 - Fluxograma das coletas 

 

Imediatamente após o PQM, foi realizada coleta do conteúdo do canal 

radicular, e os mesmos procedimentos de coleta para análise fenotípica (isolamento, 

identificação e contagem de colônias) e para análise molecular foram realizados, bem como 

a coleta para o teste LAL de quantificação de endotoxina de E. coli.  

Após a coleta imediata, foram inoculados 20 µL de SF estéril e apirogênica nos 

canais e foram posicionados tampões de algodão estéril e apirogênico embebidos em SF 

estéril e apirogênica na embocadura de todos os espécimes. As placas contendo os 

espécimes foram incubadas novamente pelo período de 7 dias a 37oC em estufa 

microbiológica. Após este período, novas amostras foram coletadas, com os mesmos 

procedimentos e cuidados da coleta anterior, a fim de verificar a permanência de 

microrganismos viáveis e endotoxina de E. coli no interior dos canais radiculares 

decorridos os 7 dias da instrumentação. Imediatamente após essa coleta, foi realizada uma 

nova instrumentação com a SQA correspondente ao grupo e realizada nova coleta.  

Em seguida, todos os espécimes foram irrigados com 10 mL de SF estéril e 

apirogênica e aspirados. Os grupos com ausência da utilização de ácido etilenodiamino 
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tetra-acético 17% (EDTA, Iodontec, Porto Alegre, RS, Brasil) tiveram seus espécimes 

preenchidos com SF estéril e apirogênica.  

Os demais espécimes foram inundados com 3 mL de EDTA 17%, por 3 

minutos, sob agitação com lima K #15 e trocas de aproximadamente 1 mL a cada minuto 

para remoção da smear layer. EDTA foi removido sob irrigação com 10 mL de SF estéril e 

apirogênica. Os canais radiculares foram secos com cones estéreis e apirogênicos de papel 

absorvente nº 30 (Maillefer, Ballaigues, VD, Suiça), no comprimento do remanescente 

radicular por 1 minuto, e receberam a MIC correspondente ao seu grupo: CLG 2%; HC + 

CLG 2% (1:1); HC + SF estéril e apirogênica (9:1). 

Após preenchimento dos canais radiculares com a MIC, tampões de algodão 

estéril e apirogênico, embebidos com a MIC correspondente, foram posicionados na 

embocadura dos canais e as placas foram novamente fechadas, seladas com fita adesiva e 

mantidas em estufa microbiológica a 37±1ºC e umidade relativa por 30 dias. Durante esse 

período, a medicação foi removida com auxílio de lima K #30 e SF estéril e apirogênica e, 

em seguida, foram realizadas três coletas do conteúdo do canal radicular: após 7 dias de 

MIC; após 14 dias de MIC e após 30 dias de MIC, conforme descrito anteriormente.   

 

4.3.4 Processamento das amostras 

O processamento das amostras foi realizado no laboratório de Microbiologia da 

disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP. Os meios de cultura foram utilizados na 

forma de pó desidratado e suplementos seletivos pré-fabricados, que foram preparados de 

acordo com as orientações do fabricante.   

O meio de transporte VMGA III (Viability Medium Götemborg Agar) foi 

preparado de acordo com a fórmula original (Möller, 1966; Dahlén et al., 1993), o qual é 

capaz de suportar  microrganismos anaeróbios estritos e facultativos sem favorecer seu 

crescimento. Sua consistência é semi-sólida em temperatura ambiente e semi-fluida acima 

de 30°C. É indicado para amostras pequenas, como aquelas coletadas por meio de pontas 

de papel absorvente no interior de canais radiculares, como realizado no presente trabalho.  
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O conteúdo das coletas foi processado pelos métodos LAL, cultura, bioquímico, 

PCR (técnica de reação em cadeia da polimerase) e microscopia confocal, descritos a 

seguir. 

 

4.3.4.1 Quantificação de endotoxina de E. coli pelo método turbidimétrico do lisado de 

amebócito de Limulus (LAL) 

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar 

recoberta com duas camadas de gaze apirogênica. Todo material utilizado apresentava-se 

apirogênico (livre de endotoxinas), proveniente da Lonza (Walkersville, MD, EUA). Outros 

materiais, como pinças clínicas e vidros contendo esferas de vidro (utilizados para coleta) 

foram submetidos a 200ºC por calor seco (estufa) pelo período de 4 horas, previamente à 

sua utilização, a fim de despirogenizá-los. 

Para quantificação da endotoxina de Escherichia coli inoculada no interior dos 

canais radiculares e verificação de sua possível eliminação por meio da utilização de SQA e 

MIC, foi utilizado o método turbidimétrico de LAL: teste Pyrogent
® 5000 (Lonza, 

Walkersville, MD, EUA) - uma preparação de lisado de amebócito de Limulus, o qual 

consiste em um ensaio cinético quantitativo para detecção de endotoxina de bactérias 

Gram-negativas. 

O kit Pyrogent-5000 compreende: 1) Pyrogent-5000 LAL reagente; 2) 

endotoxina liofilizada de Escherichia coli 055:B5; 3) tampão de reconstituição Pyrogent-

5000. 

Para realização dos testes foram utilizados: 1) água reagente LAL (Lonza, 

Walkersiville, MD, EUA); 2) hidróxido de sódio 0,1 N ou ácido clorídrico 0,1 N, 

dissolvido em água reagente LAL, para ajuste do pH da amostra, caso necessário; 3) tubo 

de vidro descartável e apirogênico para diluição; 4)  microplaca estéril e apirogênica 

descartável (96 poços – 12 colunas e 8 fileiras) (Corning Costar Corporation, Cambridge, 

MA, EUA); 5) multipipetador de 8 canais; 6) reservatório para reagente (Lonza, 

Walkersiville, MD, EUA); 7) leitor de microplacas (Ultramark, Bio-Rad Laboratories, 
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Japão); 8) software WinKQCL® (Lonza, Walkersiville, MD, EUA); 9) cronômetro e 

agitador vortex.  

 

4.3.4.1.1 Extração de endotoxina do cone de papel 

A partir dos cones de papel utilizados, individualmente, para realização das 

coletas dos canais radiculares, as amostras de endotoxina foram reconstituídas em 1 mL de 

água de LAL e extraídas sob agitação mecânica em vortex por 60 segundos. 

 

4.3.4.1.2 Padronização da diluição das amostras 

Devido à sua sensibilidade, o teste LAL pode ser afetado por muitos fatores, 

como a presença de outros materiais biológicos além da endotoxina. Fatores de inibição 

devem ser evitados, para isso foi realizada a adição de uma concentração conhecida de 

endotoxina de E. coli (0,1 EU/mL) (unidade de endotoxina por mililitro) às amostras. Este 

procedimento, denominado Spike, possibilita verificar possíveis interferências na 

quantificação de endotoxinas. 

A adição de 0,1 EU/mL de endotoxina foi realizada na amostra mãe e em 4 

diluições (1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000) de 14 amostras coletadas dos canais radiculares 

(2 iniciais – C1, 2 após instrumentação – C2, 2 previamente à reinstrumentação – C3, 2 

após a reinstrumentação – C4, 2 após 7 dias da colocação da MIC – C5, 2 após 14 dias da 

colocação da MIC – C6 e 2 após 30 dias da colocação da MIC – C7), por espécime. Em 

seguida, os testes foram realizados em duplicata, sendo da mesma amostra - 2 poços 

contendo 100 µL da amostra mãe ou suas diluições; e 2 poços contendo 100 µL amostra + 

0,1 EU/mL de endotoxina (spike).  

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, deveria estar compreendida 

entre 50% - 200%, valor este denominado controle positivo do produto (PPC). A amostra 

mãe e sua diluição 10-1 foram as que apresentaram maiores números dentro do padrão do 
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PPC, assim, a diluição 10-1 foi selecionada para a realização dos testes de todas as amostras 

através do método turbidimétrico. Os testes foram realizados como descrito a seguir. 

4.3.4.1.3 Padronização da curva padrão 

O estabelecimento de uma curva padrão com quantidades de endotoxina 

conhecidas foi necessário para determinar a concentração de endotoxinas em quantidades 

desconhecidas (Figura 4).  

A curva foi preparada utilizando solução concentrada 100 EU/mL e suas 

diluições: 10 EU/mL, 1,0 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL (Tabela 1).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       
        Figura 4 - Curva padrão para o método turbidimétrico (concentração: EU/mL) 
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 Tabela 1- Estabelecimento das diluições da curva padrão nas concentrações 10 EU/mL, 1,0  
EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL 

Tubo 
 

Concentração de 
Endotoxina 
(EU/mL) 

Volume de água 
reagente LAL (mL) 

 

Volume de solução de 
endotoxina adicionado à 

água reagente LAL 

1 10 0,9 0,1mL de 100 EU/mL solução 

2 1 0,9 0,1mL de 10 EU/mL solução 

3 0,10 0,9 0,1mL de 1,0 EU/mL solução 

4 0,01 0,9 0,1mL de 0,10 EU/mL 
solução 

 

No tubo 1, preparou-se a solução contendo 10 EU/mL de endotoxina por adição 

de 0,1mL de 100 EU/mL de endotoxina estoque em 0,9mL de água reagente LAL. Essa 

solução foi vigorosamente agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do 

procedimento; 

Para o tubo 2, transferiu-se 0,1mL da solução de endotoxina 10 EU/mL em 

0,9mL de água reagente LAL, resultando em 1,0 EU/mL. A solução foi vigorosamente 

agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do início do procedimento; 

Para o tubo 3, transferiu-se 0,1mL da solução de endotoxina 1,0 EU/mL em 

0,9mL de água reagente LAL, resultando em 0,10 EU/mL. Essa solução foi vigorosamente 

agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do procedimento; 

Para o tubo 4, transferiu-se 0,1 mL da solução de endotoxina 0,10 EU/mL em 

0,9mL de água reagente LAL, resultado em 0,01 EU/mL. Essa solução foi vigorosamente 

agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do início do procedimento. 

A eficiência da curva padrão deve ser maior ou igual a 0,98, valor este 

denominado de r2 (r≥ 0,98). Caso o valor encontrado estivesse abaixo desse valor aceitável, 

o operador deveria realizar a calibração até que atingisse o nível aceitável para realizar os 

testes com todas as amostras.  
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4.3.4.1.4 Realização do teste Pyrogent-5000 

Inicialmente, 100 µL do blank (água de LAL) foram depositados em duplicata 

na placa de 96 poços (Figura 5). Em seguida, 100 µL de cada ponto da curva padrão nas 

diferentes concentrações (100 EU/mL, 10 EU/mL, 1,0 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL) 

foram distribuídos em duplicata (Figura 5). Após, 100 µL das amostras e seus respectivos 

controles (PPC), ambos em duplicata, foram depositados com reagente de LAL (Figura 5). 

Para cada poço do controle positivo, foram adicionados 10 µL de 0,1 EU/mL de endotoxina 

de E. coli (spike). Foram adicionados 100 µL do reagente de LAL reconstituído em todos 

os poços, quando a placa encontrava-se posicionada no leitor. O leitor de microplacas com 

software WinKQCL® foi programado em 340 nm, 37ºC e 100 leituras, para monitoramento 

automático até o desenvolvimento de uma aparência de turvação. Em seguida, a leitura foi 

iniciada, levando aproximadamente 60 minutos para o seu término. O tempo necessário 

antes do desenvolvimento da turvação (tempo de reação) é inversamente proporcional à 

quantidade de endotoxina presente na amostra.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5 -  Distribuição das amostras: B= blank; D1= 0,01 EU/mL, D2= 0,10 
EU/mL; D3= 1,0 EU/mL; D4= 10 EU/mL; D5= 100 EU/mL; A= 
amostra; AC= amostra-controle 
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4.3.4.1.5 Cálculo da concentração de endotoxina 

Há diversos métodos para determinar a concentração de endotoxina nas 

amostras. De forma contínua, durante todo o ensaio, o leitor de microplacas (software 

WinKQCL) foi monitorado na absorbância de 340 nm de cada orifício da microplaca. 

Usando a leitura de absorbância inicial de cada orifício como seu próprio blank, 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 padrão com a concentração de 

endotoxina correspondente. Os cálculos foram realizados em uma planilha do Excel 

fornecida pelo fabricante. 

 

4.3.4.2 Análise microbiológica clássica 

A atividade antimicrobiana das SQA e MIC utilizadas foi avaliada por meio do 

isolamento e contagem de UFC/mL de E. faecalis, C. albicans e E. coli do interior dos 

canais radiculares. A fim de auxiliar na identificação microbiana, também foram realizadas 

análise da morfologia macroscópica colonial, análise da morfologia microscópica celular e 

identificação primária dos microrganismos por meio de testes bioquímicos. 

 

4.3.4.2.1 Análise da morfologia colonial 

Após incubação, foi analisada a morfologia das colônias em todas as placas 

iniciais (Placa mãe) em estereomicroscópio (Lambda Let 2. Atto Instruments Co., Hong 

Kong, China), em aumento de 10 vezes. A análise das colônias foi realizada de acordo com 

as suas características macroscópicas na placa, observando-se: tamanho, cor, forma, 

textura, elevação, borda, superfície e opacidade. 

 

4.3.4.2.2 Análise da morfologia celular 

A caracterização morfológica celular foi realizada por meio da leitura das 

lâminas, às quais receberam estas colônias e foram submetidas ao método de coloração de 
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Gram (Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Após fixar o inóculo sobre a lâmina junto à chama, 

adicionou-se corante cristal violeta. Após um minuto, a lâmina foi lavada com água para 

retirar o excesso de corante. Colocou-se lugol, o qual foi removido após um minuto com 

álcool etílico e, em seguida, a lâmina foi novamente lavada com água. Colocou-se safranina 

e após um minuto retirou-se seu excesso com água. Sob microscopia óptica, determinou-se 

se o microrganismo era Gram-negativo (coloração rosa) ou Gram-positivo (coloração 

violeta). 

 

4.3.4.2.3 Quantificação celular 

Em todas as coletas, tubos tipo Eppendorf contendo as amostras do canal 

radicular foram agitados por 60 segundos no interior da câmara de fluxo laminar. Alíquotas 

(100 µL) das diluições decimais seriadas do conteúdo coletado do canal radicular foram 

semeadas em triplicata em placas contendo meio de cultura seletivo para cada 

microrganismo e foi realizada contagem de E. faecalis, C. albicans e E. coli, sendo os 

dados expressos em UFC/mL. 

Para avaliação do crescimento microbiano, as placas de ágar Enterococcosel, 

meio seletivo para detecção de espécies de Enterococcus spp., foram incubadas em 5% 

CO2, a 37oC, por 2 dias. As placas de ágar Sabouraud-dextrose acrescido de 0,1% de 

cloranfenicol, meio seletivo para detecção de espécies de leveduras, foram incubadas por 4 

dias à temperatura ambiente e depois incubadas em 10% CO2, a 37oC, por 2 dias (Vianna et 

al., 2005a). As placas de ágar MacConkey foram incubadas em 10% CO2, a 37oC, por 2 

dias. 

 

4.3.4.2.4 Análise bioquímica 

A fim de auxiliar na identificação dos microrganismos, foram utilizados 

métodos de identificação pré-fabricados, ou seja, testes bioquímicos em miniatura, os quais 

são comercializados em Kits padronizados pela Biomérieux (BioMérieux S.A., 

Marcyl`Etoile, França). Estes testes bioquímicos possuem reagentes que evidenciam, pela 

mudança de cor, em determinados períodos, as exigências nutricionais e compostos 
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específicos produzidos pelos microrganismos e fornecem gabaritos para finalizar a 

identificação, os quais podem ser verificados no site “http://industry.biomerieux-

usa.com/industry/watertesting/api/apiweb.htm”.  

Os Kits padronizados utilizados para a especificação primária dos 

microrganismos isolados foram: 

• API Strep (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para estreptococos (cocos Gram-

positivos, catalase-negativa) 

• API 20 E (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para enterobactérias (Bacilos entéricos 

Gram-negativos, catalase-positiva, oxidase-negativa). 

• API AUX (BioMérieux SA, Marcy-l'Etoile, França) para identificar espécies de Candida. 

Todos os tubos tipo Eppendorf com o conteúdo das coletas em meio de 

transporte VMGA III, imediatamente após a retirada das alíquotas para quantificação 

microbiológica, foram estocados em freezer -70°C para realização das análises por PCR. 

 

4.3.4.3 Análise microbiológica molecular 

PCR (técnica de reação em cadeia da polimerase) simples foi utilizada para 

verificar a presença de DNA de E. faecalis, C. albicans e E. coli no interior dos canais 

radiculares após utilização de SQA e MIC. 

 

4.3.4.3.1 Extração do DNA 

A extração de DNA foi realizada com o QIA amp DNA kit (QIAGEN, 

Chatsworth, CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.3.4.3.2 Reação de PCR 

A reação de PCR foi processada na quantidade de 25 µL de uma mistura de 

reagentes (Master Mix) contendo as quantidades especificadas na Figura 6 para 1,5 µL de 

DNA da amostra. 
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Reagentes Quantidade (µL) 
Tampão (10 x Reaction buffer, Invitrogen Life Technology, São Paulo, 

SP, Brasil) 
2,5 

DNTPs (Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, Brasil) 0,5 

MgCl2 (Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, Brasil) 1,25 

H2O MiliQ 17,625 

Primer Forward 100 µM (Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, 
Brasil) 

0,75 

Primer Reverse 100 µM (Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, 
Brasil) 

0,75 

Taq Platinum (Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, Brasil) 0,125 

   
     Figura 6 - Proporções dos reagentes no Master Mix  
 

A Taq DNA Polimerase escolhida foi a Platinum® Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, Brasil) a qual pode ser acrescentada 

diretamente na mistura da reação (Master Mix), evitando a necessidade de hot start.  

A seleção dos primers para identificação dos microrganismos foi realizada com 

base na literatura científica (Figura 7). Apesar de terem sido utilizados oligonucleotídeos 

descritos na literatura, os ciclos de termociclagem, temperaturas, proporções e quantidade 

de reagentes foram testados, considerando a estrutura do Laboratório de Microbiologia 

aplicada à Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP. 

Assim, para determinar a temperatura de anelamento ideal, reações de PCR 

contendo primers espécie-específicos (Figura 7) foram realizadas em um aparelho 

termociclador convencional (MJ96G, Biocycler Termocicladores, Curitiba, SC, Brasil) e 

submetidas a vários gradientes de temperatura, utilizando amostras ATCCs correspondentes 

e baseadas na literatura de suporte. Além das amostras, foram utilizados como controle 

positivo o DNA genômico purificado dos microrganismos investigados e como controle 

negativo água MiliQ estéril. 
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  Figura 7 -  Dados sobre as reações e primers espécie-específicos utilizados para cada microrganismo         

investigado 
 

4.3.4.3.3 Eletroforese 

As amostras, após reação de PCR (produtos da amplificação), foram 

conservadas a 4°C ou analisadas imediatamente por eletroforese. Utilizou-se gel de agarose 

a 1% (Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, Brasil) em tampão de Tris-borato EDTA 

(pH 8,0) e corado com brometo de etídio (5µg/mL, Invitrogen Life Technology, São Paulo, 

SP, Brasil). 

Foi incluído em cada gel, um padrão de peso molecular de 100 bp (DNA 

ladder, Invitrogen Life Technology, São Paulo, SP, Brasil). Após o término de cada corrida 

(60 volts por 1 hora), as bandas foram observadas com auxílio de um transiluminador de 

luz ultravioleta. A documentação fotográfica dos géis foi obtida com o sistema Image 

Master-VDS (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra) e a captura das imagens foi 

realizada pelo programa LISCAP Image Capture Software. 

 

 

Espécie 
Região 

Primer: Seqüência de nucleotídeo 
Referências 

Comprimento do Amplicon 

 
Reação 

 

 

E. 

faecalis 

 

 
5’ GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG 3’ 

5’ CCG TCA GGG GAC GTT CAG 3’ 
Siqueira et al., 2004 

310 bp 

 Desnaturação inicial: 95°C por 2 min 
 36 ciclos de: 

Desnaturação: 95°C por 30s 
Anelamento: 60°C por 1min 
Extensão: 72°C por 1 min 
    Elongamento: 72°C por 2 min 

 

 
C. 

albicans  

 
5’ GCC GGT GAC GAC GCT CCA AGA GCT G 3’ 

5’ CCG TGT TCA ATT GGG TAT CTC AAG GTC 3’ 
Kan, 1993 

158 bp 

 Desnaturação inicial: 95°C por 2 min 
 35 ciclos de: 

Desnaturação: 95°C por 1min 
Anelamento: 55°C por 30s 
Extensão: 72°C por 1min 
     Elongamento: 72°C por 10 min 

 

 

 

E. coli  

 
5’ CTA CGT GCC AGC AGC CGC GG 3’ 
5’ CTC ACG ACA CGA GCT GAC GA 3’ 

Nasidze et al., 2009 
570 bp 

 

 Desnaturação inicial: 95°C por 1 min 
 35 ciclos de: 

Desnaturação: 95°C por 1 min 
Anelamento: 62°C por 1min 
Extensão: 72°C por 1min 

Elongamento: 72°C por 2 min 
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4.3.4.4 Análise microbiológica por microscopia confocal 

4.3.4.4.1 Procedimentos de preparo e coloração dos espécimes 

Cento e vinte espécimes foram instrumentados de acordo com o protocolo 

preconizado para cada grupo, irrigados com e sem EDTA 17%, e analisados por 

microscopia confocal quanto à susceptibilidade dos microrganismos frente às SQA 

utilizadas durante o PQM e MIC.  

No interior da câmara de fluxo laminar, imediatamente após o período de 

exposição às SQA e MIC, os espécimes foram irrigados duas vezes com SF estéril, por 1 

minuto cada. Em seguida, foram fragmentados, no sentido longitudinal do remanescente 

radicular, com o auxílio de cinzel e martelo, gerando duas hemi-secções.  

Os espécimes foram colocados, individualmente, em poços de microplaca e 

corados com 100 µL da solução Live/Dead
® 

BacLight Bacterial Viability Kit L7012 

(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA), sendo, para tanto, gotejada sobre o espécime. 

Após aplicação do corante, a placa foi fechada e envolta em papel laminado, a fim de 

realizar a difusão dos corantes no espécime sob ausência de luz e em temperatura de ±30°C 

por 20 minutos, segundo recomendações do fabricante. Cada espécime foi processado e 

analisado individualmente, imediatamente após o período de exposição às SQA e MIC. 

Para o preparo do corante Live/Dead
®

 BacLight foram adicionados 1,5 µL do 

componente A e 1,5 µL do componente B a 0,97 mL de solução salina 0,85%, 

imediatamente antes de sua utilização, sendo o mesmo mantido em local protegido da luz e 

do calor durante todos os procedimentos.  

Live/Dead
® 

BacLight Bacterial Viability Kit consiste na combinação de SYTO-

9 e iodeto de propídio. O SYTO-9 é um corante fluorescente de ácido nucléico que marca 

em verde microrganismos viáveis e não viáveis. O iodeto de propídio é um corante 

fluorescente de ácido nucléico que marca em vermelho e penetra apenas as células com 

membranas danificadas, assim, apenas as células não viáveis são visualizadas. 

 

 



 
 

68 
 

4.3.4.4.2 Análise em microscopia confocal a laser  

Para análise por meio de microscópio confocal, foi utilizada uma lamínula de 

vidro sobre a superfície de todos os espécimes, individualmente.  

As amostras coradas foram examinadas em microscopia confocal de varredura a 

laser (MCVL Leica TCS-SP5 AOBS, Leica Microsystems CMS, Mannheim, Alemanha), 

equipado com laser de Argônio e laser de Hélio-Neônio, usando lente objetiva de 63 vezes 

de aumento, com óleo de imersão. Os comprimentos de onda de absorção e emissão 

utilizados foram 480/500 nm para SYTO-9 e 490/635 nm para iodeto de propídio, 

respectivamente. As imagens foram obtidas por meio do software Leica Application Suite-

Advanced Fluorescence (LAS AF, Leica Microsystems CMS, Mannheim, Alemanha) sob 

resolução de 1024 x 1024 pixels. Foram escaneados, no mínimo, cinco campos ópticos, 

aleatoriamente escolhidos, por cada hemi-secção radicular, sendo portanto observadas 10 

áreas por espécime. 

As imagens foram registradas pelo microscópio confocal a cada secção do 

espécime, adquiridas seqüencialmente, sempre com os mesmos ajustes de gama, brilho e 

contraste para todas as amostras.  

 

4.3.4.4.3 Análise quantitativa 

A fim de avaliar a distribuição do biofilme, as fotomicrografias foram 

transferidas para o software ImageJ® (Research Services Branch, Bethesda, MD, EUA), 

onde foram analisadas quantitativamente.  

Os canais de imagem foram separados conforme seu constituinte verde (SYTO-

9, células viáveis) e vermelho (iodeto de propídio, células não viáveis). As imagens foram 

tratadas com contraste, a fim de discriminar os microrganismos marcados do plano de 

fundo. O número de microrganismos (E. faecalis e E. coli) nas imagens foi estimado por 

meio de um contador celular automático (Plugin, ITCN-Image-based tool for counting 

nuclei, versão 1.6) no software ImageJ 

(http://www.bioimage.ucsb.edu/downloads/automatic-nuclei-counter-plug-infor-imagej). 
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As partículas com largura de 5 pixels, distância mínima de 2,5 pixels e valor de limiar 10 

foram contadas. O valor de limiar foi selecionado com base em tamanhos bacterianos 

típicos (Malic et al., 2009). A contagem de C. albicans foi realizada manualmente. A 

análise estatística foi realizada no programa SAS (SAS Institute Inc., versão 9.0, Cary, NC, 

EUA), utilizando-se ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, em nível de significância de 

5%. 

 

4.4 Análise estatística 

Os dados foram tabulados utilizando-se software Excel versão 2007 e a análise 

estatística foi realizada por meio de software R versão 2.7.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

71 
 

5. RESULTADOS  

 

5.1 Análise microbiológica clássica 

5.1.1 Comprovação do modelo experimental de contaminação 

Estudo piloto, para comprovação do modelo experimental de contaminação pela 

inoculação de E. coli, E. faecalis e C. albicans durante 28 dias no interior de canais 

radiculares, foi realizado por meio do cálculo de UFC/mL dos microrganismos presentes e 

por análise em microscopia eletrônica de varredura (Figura 8), os quais atestaram a 

validade do modelo de contaminação utilizado.  

Por meio desses testes, em todo o período experimental, não foi observada 

contaminação por espécies microbianas diferentes daquelas utilizadas no presente estudo, 

em todos os espécimes avaliados. Observou-se também a presença, bem como a viabilidade 

de E. faecalis, C. albicans e E. coli em todos os espécimes, nos diferentes momentos de 

avaliação. 
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Figura 8 -  Fotomicrografias em MEV (aumento de 2500x) para confirmação da contaminação de 

canais radiculares após 28 dias de inoculação com E. coli, E. faecalis e C. albicans: A) 
terço cervical, B) terço médio, C) terço apical 

 
 

5.1.2 Quantificação celular 

Para realização da análise estatística, utilizou-se o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis, o qual tem por objetivo observar se as diferentes k amostras provêem da 

mesma população ou de populações idênticas em relação às médias. Este teste supõe que a 

variável tenha distribuição contínua e exige mensuração, no mínimo, em nível ordinal. 

Sendo assim, os dados foram classificados em escala ordinal, realizando-se comparações 

entre elas, considerando o nível de 5% de significância. 
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A análise dos resultados obtidos a partir da quantificação celular mostrou 

diferença estatística significante (p-valor = 2,02 x 10-09) entre os grupos (1 a 16), na 

metodologia de cultura, ao longo das 7 coletas e entre os microrganismos (Apêndice I). 

Na análise dos grupos (1 a 16) em relação à coleta 1, foi possível verificar que 

houve diferença significante entre os grupos, sendo calculado p-valor de 9,389 x 10-16. Na 

análise dos grupos (1 a 16) em relação à coleta 2, houve diferença significante (p-valor = 

0,01518). Considerando a coleta 3, os grupos (1 a 16) diferiram significativamente entre si, 

apresentado p-valor de 0,04569. Considerando a coleta 4, observou-se diferença 

significante entre os grupos (1 a 16) (p-valor de 5,606 x 10-6). Considerando as coletas 5, 6 

e 7, individualmente, houve diferença significante entre os grupos (1 a 16), com p-valor de 

1,887 x 10-8, 2,391 x 10-16 e 6,436 x 10-8, respectivamente (Apêndice I). 

Como se pode observar na tabela 2, onde estão representados os p-valores de 

cada uma das análises da metodologia de cultura, a análise das coletas dentro de cada grupo 

(exceto o grupo 5), individualmente, foi estatisticamente significante. Pode-se observar 

também que há repetição dos p-valores, o que se deve ao fato de que nos grupos 11, 12, 13, 

14 e 15, dentro da metodologia cultura, apenas a primeira coleta apresentou a variável 

resposta diferente de zero, sendo todas as demais nulas. Nota-se que nesta metodologia, 

apenas dentro do grupo 5 não houve diferença significante entre as coletas. Como se 

considerou o nível de significância de 5%, há evidências suficientes para rejeitar as 

hipóteses nulas, ou seja, as coletas dentro dos grupos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 

15 e 16 diferiram significativamente entre si. 
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Tabela 2 -  Análise de comparação das 
coletas dentro dos 16 grupos 
de acordo com a metodologia 
de cultura (p-valor) 

     Cultura 

Coletas no grupo 1 0,0009118 

Coletas no grupo 2 0,01246 

Coletas no grupo 3 2,51 x 10-7 

Coletas no grupo 4 0,006985 

Coletas no grupo 5 0,2301 *ns 

Coletas no grupo 6 0,001536 

Coletas no grupo 7 0,0277 

Coletas no grupo 8 2 x 10-16 

Coletas no grupo 9 8 x 10-11 

Coletas no grupo 10 6,25 x 10-6 

Coletas no grupo 11 2 x 10-16 

Coletas no grupo 12 2 x 10-16 

Coletas no grupo 13 2 x 10-16 

Coletas no grupo 14 2 x 10-16 

Coletas no grupo 15 2 x 10-16 

Coletas no grupo 16 4,106 x 10-15 

*ns – diferença não significante; G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG 
2%), G3 (SF, EDTA, HC+CLG 2%), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, 
CLG 2%), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG 2%), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG 2%, EDTA, CLG 2%), G10 (CLG 2%, 
EDTA, HC+CLG 2%), G11 (CLG 2%, EDTA, HC+SF), G12 (CLG 2%, sem EDTA, 
sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG 2%),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, 
HC+CLG 2%),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem 
EDTA, sem MIC)  
  

 

Na análise do grupo 1 (PQM com SF, ausência de EDTA e ausência de MIC) 

(Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, 

observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste 

grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição de microrganismos na segunda 

coleta, aumento na terceira coleta, diminuição na quarta coleta, aumento na quinta coleta, 

diminuição na sexta coleta e aumento na sétima.  
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Na análise do grupo 2 (PQM com SF, presença de EDTA e MIC de CLG 2%) 

(Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, 

observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste 

grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição de microrganismos na segunda 

coleta, aumento na terceira coleta e diminuição na quarta coleta. Na quinta, sexta e sétima 

coletas observou-se ausência total de microrganismos.  

Na análise do grupo 3 (PQM com SF, presença de EDTA e medicação de HC + 

CLG 2%) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 

coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as 

coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição de microrganismos na 

segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminuição na quarta, quinta e sexta coletas e 

aumento na sétima.  

Na análise do grupo 4 (PQM com SF, presença de EDTA e MIC de HC + SF) 

(Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, 

observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste 

grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição de microrganismos na segunda 

coleta, aumento na terceira coleta e diminuição na quarta coleta. Na quinta, sexta e sétima 

coletas observou-se ausência total de microrganismos.  

Na análise do grupo 5 (PQM com NaOCl 5,25%, presença de EDTA e MIC de 

CLG 2%) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 

coletas, não foi observada diferença estatística significante (p >0,05). Na correlação entre 

as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de 

microrganismos na segunda coleta, aumento na terceira coleta e ausência total na quarta, 

quinta, sexta e sétima coletas.  

Na análise do grupo 6 (PQM com NaOCl 5,25%, presença de EDTA e MIC de 

HC + CLG 2%) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre 

as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as 

coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos 

na segunda coleta, aumento na terceira coleta e ausência total na quarta, quinta, sexta e 

sétima coletas.  
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Na análise do grupo 7 (PQM com NaOCl 5,25%, presença de EDTA e MIC de 

HC + SF) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 

coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as 

coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos 

na segunda coleta, aumento na terceira coleta e ausência total na quarta, quinta, sexta e 

sétima coletas.  

Na análise do grupo 8 (PQM com NaOCl 5,25%, ausência de EDTA e ausência 

de MIC) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 

coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as 

coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos 

na segunda coleta, aumento na terceira coleta e ausência total na quarta, quinta, sexta e 

sétima coletas.  

Na análise do grupo 9 (PQM com CLG 2%, presença de EDTA e MIC de CLG 

2%) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, 

observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste 

grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos na segunda 

coleta, aumento na terceira coleta (presença de microrganismos em 10% dos espécimes) e 

ausência total na quarta, quinta, sexta e sétima coletas.  

Na análise do grupo 10 (PQM com CLG 2%, presença de EDTA e MIC de HC 

+ CLG 2%) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 

coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as 

coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos 

na segunda coleta, aumento na terceira coleta (presença de microrganismos em 6,6% dos 

espécimes) e ausência total na quarta, quinta, sexta e sétima coletas.  

Na análise do grupo 11 (PQM com CLG 2%, presença de EDTA e MIC de HC 

+ SF) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, 

observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste 

grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos na segunda, 

terceira, quarta, quinta, sexta e sétima coletas.  
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Na análise do grupo 12 (PQM com CLG 2%, ausência de EDTA e ausência de 

MIC) (Apêndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, 

observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste 

grupo, em relação à primeira coleta, houve ausência total de microrganismos na segunda, 

terceira, quarta, quinta, sexta e sétima coletas.  

Na análise do grupo 13 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, presença de EDTA e MIC de CLG 2%) (Apêndice I), na metodologia de cultura, 

considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante 

(p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve 

ausência total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima 

coletas.  

Na análise do grupo 14 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, presença de EDTA e MIC de HC + CLG 2%) (Apêndice I), na metodologia de 

cultura, considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística 

significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira 

coleta, houve ausência total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e 

sétima coletas.  

Na análise do grupo 15 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, presença de EDTA e MIC de HC + SF) (Apêndice I), na metodologia de cultura, 

considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante 

(p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve 

ausência total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima 

coletas.  

Na análise do grupo 16 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, ausência de EDTA e ausência de MIC) (Apêndice I), na metodologia de cultura, 

considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante 

(p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve 

ausência total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima 

coletas.  
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Estas e demais correlações, considerando a análise dos grupos, podem ser 

observadas no Apêndice I. 

 
5.2 Análise microbiológica molecular 

A análise microbiológica molecular pelo método de PCR convencional 

demonstrou presença de DNA de E. coli, E. faecalis e C. albicans em todos os espécimes 

testados em relação a todas as coletas, SQA e MIC utilizadas.   

Considerando a comparação entre os grupos (1 a 16), entre os microrganismos e 

entre as 7 coletas dentro do mesmo grupo, não houve diferença estatística significante nesta 

metodologia (Figura 9).  

 
Figura 9 - Resultado da metodologia de PCR, considerando todos os grupos, microrganismos e coletas. G1 

(SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, 
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG 2%), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG 2%), G7 (NaOCl, 
EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG 2%, EDTA, CLG 2%), G10 
(CLG 2%, EDTA, HC+CLG 2%), G11 (CLG 2%, EDTA, HC+SF), G12 (CLG 2%, sem EDTA, 
sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG 2%),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG 
2%),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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5.3 Análise microbiológica por microscopia confocal 

5.3.1 Fotomicrografias representativas 

As fotomicrografias representativas da análise microbiológica por meio de 

microscopia confocal estão apresentadas no Apêndice II.  

 

5.3.2 Análise dos dados 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software SAS (SAS 

Institute Inc., version 9.0; Cary, NC, EUA), aplicando nível de significância de 5%. Os 

dados que não assumiram padrão de distribuição normal de erros foram transformados, 

como sugerido pelo software. A comparação dos dados de quantificação de células, após 

PQM imediato ou após diferentes períodos de MIC, foi realizada por meio de análise de 

variância a um critério, seguido de teste de Tukey (fator de estudo: tratamento). A análise 

dos dados de quantificação de células, referente ao PQM imediato, foi realizada utilizando 

análise de variância a um critério, seguido de teste de Tukey (fator de estudo: tratamento). 

A análise dos dados de quantificação de células, referente aos tratamentos com MIC, foi 

realizada utilizando análise de variância a dois critérios, seguido de teste de Tukey (fatores 

de estudo: tratamento e tempo de medicação). 

Comparando-se todas as SQA e MIC, o número de células viáveis diminuiu 

entre os grupos imediato e após 7, 14 e 30 dias de MIC, com diferença estatística 

significante (p <0,05), encontrando-se menor número de células viáveis no grupo de 

medicação após 30 dias (Figura 10). 
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 Figura 10 -  Quantificação de células viáveis após PQM imediato e 

diferentes períodos de MIC, obtida por análise 
computadorizada (células/pol2). Letras distintas 
indicam diferença estatística significante. ANOVA a 
um critério, Tukey, p< 0,05 

 

 

Comparando-se todas as SQA e MIC, o número de células não viáveis diminuiu 

entre os grupos imediato e após 7 e 14 dias de MIC, com diferença estatística significante 

(p <0,05). Após 30 dias de MIC, o número de células não viáveis mostrou discreto 

aumento, entretanto, não diferiu estatisticamente dos grupos de 7 e 14  dias de MIC (p 

>0,05) (Figura 11). 
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Figura 11 - Quantificação de células não viáveis após PQM 
imediato e diferentes períodos de MIC, obtida por 
análise computadorizada (células/pol2). Letras 
distintas indicam diferença estatística significante. 
ANOVA a um critério, Tukey, p< 0,05 

 

 

Comparando-se todas as SQA e MIC, o número de células totais (viáveis e não 

viáveis) diminuiu entre os grupos imediato e após 7 e 14 dias de medicação, com diferença 

estatística significante (p <0,05). Entre 14 e 30 dias de MIC, houve discreta diminuição do 

número de células, sem diferença estatística significante (p >0,05) (Figura 12). 
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 Figura 12 - Quantificação de células totais após PQM imediato 

e diferentes períodos de MIC, obtida por análise 
computadorizada (células/pol2). Letras distintas 
indicam diferença estatística significante. ANOVA 
a um critério, Tukey, p< 0,05 

 

 

Após PQM com SF, o número de células viáveis diminuiu entre os grupos 

imediato e após 7 e 14 dias de medicação, com diferença estatística significante (p <0,05). 

Entre 14 e 30 dias de MIC, houve discreta diminuição do número de células viáveis, sem 

diferença estatística significante (p >0,05) (Figura 13). O número de células não viáveis 

diminuiu entre os grupos imediato e após 7 dias de medicação, sem diferença estatística 

significante (p >0,05). Entre 7 e 14 dias de MIC houve diminuição do número de células 

não viáveis, com diferença estatística significante (p <0,05). Entre 14 e 30 dias de MIC, o 

número de células não viáveis mostrou discreto aumento, sem diferença estatística 

significante (p >0,05) (Figura 13) (Apêndice II). 



 
 

83 
 

 

  Figura 13 - Quantificação de células viáveis e não viáveis após PQM imediato com SF e após 
diferentes períodos de MIC, obtida por análise computadorizada (células/pol2). Letras 
distintas indicam diferença estatística significante. ANOVA a um critério, Tukey, p< 
0,05 
 

Na comparação entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, sem a 

utilização de MIC, houve diminuição tanto de células viáveis quanto de células não viáveis 

no grupo com EDTA 17%. 

Na comparação entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, com a 

utilização de diferentes protocolos de MIC, houve maior redução de células viáveis no 

protocolo de EDTA 17% seguido de medicação de HC + CLG 2% após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, com a 

utilização de diferentes protocolos de MIC, houve maior redução de células não viáveis no 

protocolo de EDTA 17% seguido de medicação de CLG 2% após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, com a 

utilização de diferentes protocolos de MIC, houve maior redução de células totais no 

protocolo de EDTA 17% seguido de medicação de CLG 2% após 30 dias.  

Após PQM com CLG 2%, o número de células viáveis diminuiu entre os 

grupos imediato e após 7 dias de MIC, ocorrendo discreto aumento após 14 dias de 

medicação, e diminuição após 30 dias de medicação, com diferença estatística significante 

(p <0,05) (Figura 14). Não houve diferença estatística significante entre os grupos de 7 e 14 

dias após medicação (p >0,05). O número de células não viáveis diminuiu entre os grupos 
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imediato e após 7, 14 e 30 dias de MIC, com diferença estatística significante (p <0,05). 

Entre os grupos imediato e de 7 dias de medicação e entre os grupos de 14 e 30 dias de 

medicação não houve diferença estatística significante (p >0,05) (Figura 14) (Apêndice II). 

 

 

   Figura 14 -  Quantificação de células viáveis e não viáveis após PQM imediato com CLG 2% e 
após diferentes períodos de MIC, obtida por análise computadorizada (células/pol2). 
Letras distintas indicam diferença estatística significante. ANOVA a um critério, 
Tukey, p< 0,05 

 

 

Na comparação entre os grupos de CLG 2%, com ou sem EDTA 17%, sem a 

utilização de MIC, houve diminuição de células viáveis e discreto aumento de células não 

viáveis no grupo com EDTA 17%. 

Na comparação entre os grupos de CLG 2%, com a utilização de diferentes 

protocolos de MIC, houve maior redução de células viáveis no protocolo de medicação de 

HC + CLG 2% após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de CLG 2%, com a utilização de diferentes 

protocolos de MIC, houve maior redução de células não viáveis no protocolo de medicação 

de CLG 2% após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de CLG 2%, com a utilização de diferentes 

protocolos de MIC, houve maior redução de células totais no protocolo de medicação de 

HC + SF após 30 dias.  
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Após PQM com NaOCl 5,25%, o número de células viáveis diminuiu entre os 

grupos imediato e após 7, 14 e 30 dias de MIC, com diferença estatística significante (p 

<0,05) (Figura 15). Entre os grupos de 7 e 14 dias de medicação não houve diferença 

estatística significante (p >0,05). O número de células não viáveis diminuiu entre os grupos 

imediato e após 7 dias de medicação, com diferença estatística significante (p <0,05). 

Observou-se aumento de células não viáveis após 14 e 30 dias de MIC, sem diferença 

estatística significante entre esses grupos (p >0,05) (Figura 15) (Apêndice II).  

Após PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com CLL 2%, o número de 

células viáveis diminuiu entre os grupos imediato e após 7, 14 e 30 dias de MIC, com 

diferença estatística significante (p <0,05) (Figura 15). Entre os grupos de 7 e 14 dias de 

medicação não houve diferença estatística significante (p >0,05). O número de células não 

viáveis diminuiu entre os grupos imediato e após 7 dias de medicação, com diferença 

estatística significante (p <0,05). Observou-se aumento de células não viáveis após 14 e 30 

dias de MIC, com diferença estatística significante (p <0,05) (Figura 15) (Apêndice II).  
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  Figura 15 - Quantificação de células viáveis e não viáveis após PQM imediato com NaOCl 5,25% 
e NaOCl 5,25% seguido de CLL 2% e após diferentes períodos de MIC, obtido por 
análise computadorizada (células/pol2). Letras distintas indicam diferença estatística 
significante. ANOVA a um critério, Tukey, p< 0,05 
 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25%, com ou sem EDTA 17%, 

sem a utilização de MIC, houve diminuição de células viáveis e discreto aumento de células 

não viáveis no grupo com EDTA 17%. 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25%, com a utilização de 

diferentes protocolos de MIC, houve maior redução de células viáveis no protocolo de 

medicação de CLG 2% após 30 dias. 
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Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25%, com a utilização de 

diferentes protocolos de MIC, houve maior redução de células não viáveis no protocolo de 

medicação de HC + SF após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25%, com a utilização de 

diferentes protocolos de MIC, houve maior redução de células totais no protocolo de 

medicação de HC + SF após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigação final 

com CLL 2%, com ou sem EDTA 17%, sem a utilização de MIC, houve aumento tanto de 

células viáveis quanto não viáveis no grupo com utilização de EDTA 17%. 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigação final 

com CLL 2%, com a utilização de diferentes protocolos de MIC, houve redução de células 

viáveis no protocolo de medicação de HC + CLG 2% após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigação final 

com CLL 2%, com a utilização de diferentes protocolos de MIC, houve redução de células 

não viáveis no protocolo de medicação de CLG 2% após 30 dias. 

Na comparação entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigação final 

com CLL 2%, com a utilização de diferentes protocolos de MIC, houve redução de células 

totais no protocolo de medicação de HC + SF após 30 dias. Demais correlações podem ser 

observadas nas Tabelas 3 a 6. 
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  Tabela 3 - Quantificação de células viáveis, não viáveis e totais nos grupos, considerando 
PQM imediato, obtida por análise computadorizada (células/in2, média ± desvio-
padrão, n= 6) 

SQA EDTA 
17% 

Viáveis Não viáveis Totais 

 Controle (sem PQM) - 8,03 ± 0,85 A 2,56 ± 0,47 A 10,59 ± 0,88 A 

 SF - 4,24 ± 0,84 B 2,08 ± 0,36 A,B 6,32 ± 1,11 B 

 SF + 2,71 ± 0,94 C 1,22 ± 0,59 B 3,93 ± 1,51C 

 CLG 2% - 1,80 ± 0,69 D 0,97 ± 0,37 B 2,77 ± 1,02 C 

 CLG 2% + 1,58 ± 0,45 D 1,05 ± 0,26 B 2,63 ± 0,66 C 

 NaOCl 5,25% - 2,17 ± 0,93D,C 1,27 ± 0,36 B 3,44 ± 1,12 C 

 NaOCl 5,25% + CLL 2% - 1,38 ± 0,62 D 1,02 ± 0,50 B 2,40 ± 1,00 C 

 NaOCl 5,25% + 1,32 ± 0,60 D 1,37 ± 0,23 B 2,69 ± 0,65 C 

 NaOCl 5,25% + CLL 2% + 1,57 ± 0,61 D 2,79 ± 1,18 A 4,36 ± 1,53B,C 

Letras distintas indicam diferença estatística significante entre os grupos. ANOVA a um 
critério, Tukey, p< 0,05 
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   Tabela 4 - Quantificação de células viáveis nos grupos, considerando MIC em diferentes tempos, 
obtida por análise computadorizada (células/in2, média ± desvio-padrão, n= 6) 

SQA 
EDTA 
17% 

MIC 7 Dias 14 Dias 30 Dias 

SF - CLG 2% 1,05 ± 0,18 A,a 0,44 ± 0,08 B,a 0,46 ± 0,09 B,a 

SF - HC + SF 0,98 ± 0,22 A,a 0,54 ± 0,12 B,a 0,39 ± 0,05 B,a 

SF - HC + CLG 2% 0,52 ± 0,17 A,b 0,19 ± 0,05 B,b,c 0,12 ± 0,03 B,b 

SF + HC + SF 0,20 ± 0,13 A,c 0,19 ± 0,03 A,b,c 0,08 ± 0,03 B,b 

SF + CLG 2% 0,38 ± 0,15 A,b,c 0,18 ± 0,06 B,b,c 0,09 ± 0,04 B,b 

SF + HC + CLG 2% 0,40 ± 0,08 A,b,c 0,10 ± 0,03 B,b 0,07 ± 0,04B,b 

CLG 2% + CLG 2% 0,16 ± 0,03 A,c 0,20 ± 0,06 A,b,c 0,14 ± 0,04 A,b 

CLG 2% + HC + SF 0,18 ± 0,05 A,c 0,12 ± 0,08 A,b,c 0,09 ± 0,03 A,b 

CLG 2% + HC + CLG 2% 0,22 ± 0,04 A,c 0,21 ± 0,05 A,c 0,06 ± 0,02 B,b 

NaOCl 5,25% + CLG 2% 0,16 ± 0,06 A,B,c 0,22 ± 0,07 A,c 0,12 ± 0,03 B,b 

NaOCl 5,25% + HC + SF 0,17 ± 0,12 A,d,c 0,26 ± 0,05 A,c 0,15 ± 0,07 A,b 

NaOCl 5,25% + HC + CLG 2% 0,59 ± 0,09 A,b 0,26 ± 0,10 B,c 0,14 ± 0,04 B,b 

NaOCl 5,25%  + 
CLL 2% 

+ HC + SF 0,24 ± 0,07 A,c 0,14 ± 0,07 A,B,b,c 0,10 ± 0,04 B,b 

NaOCl 5,25%  + 
CLL 2% 

+ CLG 2% 0,28 ± 0,08 A,c 0,16 ± 0,09 A,b,c 0,08 ± 0,03 B,b 

NaOCl 5,25%  + 
CLL 2% 

+ HC + CLG 2% 0,41 ± 0,17 A,b,c 0,25 ± 0,03B,c 0,06 ± 0,03 B,b 

Letras maiúsculas indicam diferença estatística significante entre os tempos de medicação. Letras 
minúsculas indicam diferença estatística significante entre os grupos. ANOVA a dois critérios, 
Tukey, p< 0,05 
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  Tabela 5 - Quantificação de células não viáveis nos grupos, considerando MIC em diferentes    
tempos, obtida por análise computadorizada (células/in2, média ± desvio-padrão, n= 6) 

SQA 
EDTA 
17% MIC 7 Dias 14 Dias 30 Dias 

SF - CLG 2% 1,47 ± 0,20 A,a 0,36 ± 0,05 B,a 0,43 ± 0,12 B,a,b 

SF - HC + SF 1,11 ± 0,11 A,b 0,40 ± 0,08 B,a 0,35 ± 0,11 B,a,b 

SF - HC + CLG 2% 1,02 ± 0,16 A,b 0,78 ± 0,10 B,b 0,73 ± 0,12 B,a 

SF + HC + SF 0,57 ± 0,21 A,c 0,25 ± 0,18 B,a 0,21 ± 0,08 B,b 

SF + CLG 2% 0,53 ± 0,18 A,c 0,29 ± 0,15 B,a 0,19 ± 0,07 B,b 

SF + HC + CLG 2% 0,77 ± 0,25 A,c,d 0,29 ± 0,10 B,a 0,25 ± 0,07 B,b 

CLG 2% + CLG 2% 0,52 ± 0,08 A,c 0,33 ± 0,16 B,a 0,18 ± 0,06 B,b 

CLG 2% + HC + SF 0,55 ± 0,07 A,c 0,35 ± 0,12 B,a 0,19 ± 0,09 B,b 

CLG 2% + HC + CLG 2% 0,91 ± 0,18 A,a,b 0,22 ± 0,10 B,a 0,32 ± 0,05 B,b 

NaOCl 5,25%  + CLG 2% 0,92 ± 0,17A,a,b 1,21 ± 0,28 A,c 1,29 ± 0,37 A,c 

NaOCl 5,25% + HC + SF 1,26 ± 0,28 A,a,b 1,46 ± 0,47 A,c 1,10 ± 0,13 A,c 

NaOCl 5,25% + HC + CLG 2% 1,13 ± 0,16 A,a,b 0,80 ± 0,20 A,b,c 1,35 ± 0,36 A,c 

NaOCl 5,25% + 
CLL 2% + HC + SF 0,76 ± 0,12 A,b,d 0,70 ± 0,05 A,b 0,99 ± 0,12 A,c 

NaOCl 5,25% + 
CLL 2% + CLG 2% 0,79 ± 0,15 A,b,d 0,65 ± 0,06 A,b 0,72 ± 0,15 A,c 

NaOCl 5,25% + 
CLL 2% + HC+ CLG 2% 0,87 ± 0,07 A,b,d 1,22 ± 0,23 A,c 1,10 ± 0,13 A,c 

Letras maiúsculas indicam diferença estatística significante entre os tempos de medicação. Letras 
minúsculas indicam diferença estatística significante entre os grupos. ANOVA a dois critérios, 
Tukey, p< 0,05 
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  Tabela 6 - Quantificação de células totais nos grupos, considerando MIC em diferentes tempos, 
obtida por análise computadorizada (células/in2, média ± desvio-padrão, n= 6) 

SQA 
EDTA 
17% MIC 7 Dias 14 Dias 30 Dias 

SF - CLG 2% 2,52 ± 0,84A,a 0,80 ± 0,11B,a 0,89 ± 0,16B,a 

SF - HC + SF 2,09 ± 0,56 A,a 0,94 ± 0,25 B,a 0,74 ± 0,18 B,a 

SF - HC+ CLG 2% 1,54 ± 0,22A,b 0,97 ± 0,24B,a 0,85 ± 0,13B,a 

SF + HC + SF 0,77 ± 0,19A,c 0,44 ± 0,13B,b 0,29 ± 0,15B,b 

SF + CLG 2% 0,91 ± 0,22 A,c,d 0,47 ± 0,15 B,b 0,28 ± 0,12 B,b 

SF + HC+ CLG 2% 1,17 ± 0,28A,c,d 0,39 ± 0,12B,b 0,32 ± 0,06B,b 

CLG 2% + CLG 2% 0,68 ± 0,09A,c 0,53 ± 0,31B,b 0,32 ± 0,03B,b 

CLG 2% + HC + SF 0,73 ± 0,15 A,c 0,47 ± 0,21 B,b 0,28 ± 0,04 B,b 

CLG 2% + HC+ CLG 2% 1,13 ± 0,05 A,d 0,43 ± 0,13B,b 0,38 ± 0,04B,b 

NaOCl 5,25%  + CLG 2% 1,08 ± 0,16A,d 1,43 ± 0,26A,c 1,41 ± 0,39A,c 

NaOCl 5,25%  + HC + SF 1,43 ± 0,13A,d 1,72 ± 0,48A,c 1,25 ± 0,13A,c 

NaOCl 5,25%  + HC+ CLG 2% 1,72 ± 0,09A,b 1,06 ± 0,17A,a,c 1,49 ± 0,35A,c 

NaOCl 5,25% + 
CLL 2% 

+ CLG 2% 1,00 ± 0,11 A,d 0,84 ± 0,22 A,a 1,09 ± 0,11 A,a,c 

NaOCl 5,25% + 
CLL 2% 

+ HC + SF 1,00 ± 0,06A,d 0,83 ± 0,08A,a 1,07 ± 0,10A,a,c 

NaOCl 5,25% + 
CLL 2% 

+ HC+ CLG 2% 1,28 ± 0,08A,d 1,47 ± 0,21A,c 1,16 ± 0,13A,a,c 

Letras maiúsculas indicam diferença estatística significante entre os tempos de medicação. Letras 
minúsculas indicam diferença estatística significante entre os grupos. ANOVA a dois critérios, 
Tukey, p< 0,05 
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5.4 Quantificação de endotoxina de E. coli 

A análise dos resultados da metodologia de quantificação de endotoxina entre 

os grupos (1 a 16) demonstrou diferença estatística significante (p-valor = 0,0001093) 

(Apêndice III).  

A análise entre as 7 coletas dentro de cada um dos 16 grupos, individualmente, 

demonstrou diferença estatística significante na maioria das análises (grupos 1, 4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16), exceto nos grupos 2 e 3 que apresentaram p-valores de 

0,2798 e 0,08539, respectivamente. 

Na análise entre os grupos, em relação às coletas 1 e 2 (Apêndice III) não foi 

observada diferença estatística significante, sendo calculado p-valor de 0,3232 e 0,6717, 

respectivamente. Na análise entre grupos, em relação à coleta 3 (Apêndice III) foi possível 

verificar que houve diferença significante entre os grupos, sendo calculado p-valor de 3,589 

x 10-5. No grupo 4 (Apêndice III) não foi observada diferença estatística significante, sendo 

calculado p-valor de 0,05458. Ainda na análise entre grupos, em relação às coletas 5, 6 e 7 

(Apêndice III), foi possível verificar que houve diferença significante entre os grupos, 

sendo calculado p-valor de 0,003026, 8,664 x 10-5 e 3,939x10-7, respectivamente.  

Na análise do grupo 1 (PQM com SF, ausência de EDTA e ausência de MIC) 

(Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a correlação 

entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação 

entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do conteúdo 

de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminuição na quarta coleta, 

aumento na quinta coleta, diminuição na sexta coleta e aumento na sétima.  

Na análise do grupo 2 (PQM com SF, presença de EDTA e MIC de CLG) 

(Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a correlação 

entre as 7 coletas, não foi observada diferença estatística significante (p>0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminuição na 

quarta, quinta e sexta coletas e aumento na sétima.  
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Na análise do grupo 3 (PQM com SF, presença de EDTA e medicação de HC + 

CLG 2%) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, não foi observada diferença estatística significante (p>0,05). 

Na correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição 

do conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta e diminuição na 

quarta, quinta, sexta e sétima coletas.  

Na análise do grupo 4 (PQM com SF, presença de EDTA e MIC de HC + SF) 

(Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a correlação 

entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação 

entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve redução do conteúdo de 

endotoxina na segunda, terceira e quarta coletas. Na quinta, sexta e sétima coletas, 

observou-se aumento do conteúdo de endotoxina.  

Na análise do grupo 5 (PQM com NaOCl 5,25%, presença de EDTA e MIC de 

CLG 2%) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminuição na quarta, 

quinta e sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 6 (PQM com NaOCl 5,25%, presença de EDTA e MIC de 

HC + CLG 2%) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, 

considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante 

(p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve 

redução do conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, 

diminuição na quarta, aumento na quinta e sexta e diminuição na sétima coleta.  

Na análise do grupo 7 (PQM com NaOCl 5,25%, presença de EDTA e MIC de 

HC + SF) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminuição na 
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quarta e quinta, aumento na sexta e a sétima manteve-se com nível de endotoxina similar à 

sexta coleta.  

Na análise do grupo 8 (PQM com NaOCl 5,25%, ausência de EDTA e ausência 

de MIC) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda, terceira, quarta e quinta coletas, na sexta e sétima 

coletas houve aumento.  

Na análise do grupo 9 (PQM com CLG 2%, presença de EDTA e MIC de CLG 

2%) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminuição na quarta, 

aumento na quinta, diminuição na sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 10 (PQM com CLG 2%, presença de EDTA e MIC de HC 

+ CLG 2%) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminuição na quarta e 

aumento na quinta, sexta e sétima coletas.  

Na análise do grupo 11 (PQM com CLG 2%, presença de EDTA e MIC de HC 

+ SF) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 

conteúdo de endotoxina na segunda, aumento na terceira, diminuição na quarta, aumento na 

quinta, diminuição na sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 12 (PQM com CLG 2%, ausência de EDTA e ausência de 

MIC) (Apêndice III), na metodologia de quantificação de endotoxina, considerando a 

correlação entre as 7 coletas, observou-se diferença estatística significante (p<0,05). Na 

correlação entre as coletas, neste grupo, em relação à primeira coleta, houve diminuição do 
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conteúdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminuição na quarta, 

aumento na quinta, diminuição na sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 13 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, presença de EDTA e MIC de CLG 2%) (Apêndice III), na metodologia de 

quantificação de endotoxina, considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se 

diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em 

relação à primeira coleta, houve diminuição do conteúdo de endotoxina na segunda, terceira 

e quarta coletas, aumento na quinta, diminuição na sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 14 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, presença de EDTA e MIC de HC + CLG 2%) (Apêndice III), na metodologia de 

quantificação de endotoxina, considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se 

diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em 

relação à primeira coleta, houve diminuição do conteúdo de endotoxina na segunda coleta, 

aumento na terceira, diminuição na quarta, quinta e sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 15 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, presença de EDTA e MIC de HC + SF) (Apêndice III), na metodologia de 

quantificação de endotoxina, considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se 

diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em 

relação à primeira coleta, houve diminuição do conteúdo de endotoxina na segunda coleta, 

aumento na terceira, diminuição na quarta, quinta e sexta e aumento na sétima coleta.  

Na análise do grupo 16 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigação com 

CLL 2%, ausência de EDTA e ausência de MIC) (Apêndice III), na metodologia de 

quantificação de endotoxina, considerando a correlação entre as 7 coletas, observou-se 

diferença estatística significante (p<0,05). Na correlação entre as coletas, neste grupo, em 

relação à primeira coleta, houve diminuição do conteúdo de endotoxina na segunda coleta, 

aumento na terceira, diminuição na quarta, aumento na quinta, sexta e sétima coletas. 
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5.5 Análises microbiológica clássica, molecular e de quantificação de endotoxina  

Na análise de comparação entre as metodologias de cultura, endotoxina e PCR, 

verificou-se p-valor de 2,2 x 10-16, o qual mostrou diferença estatística significante. Com 

isso, fez-se necessário realizar o desdobramento desta análise, sendo, para tanto, realizada 

uma análise para cada metodologia, separadamente (Tabela 7), onde foram consideradas as 

variáveis: dezesseis grupos, três microrganismos e sete coletas.  

Houve diferença significante entre os grupos dentro das metodologias de 

cultura (p-valor = 2,02 x 10-09) e endotoxina (p-valor = 0,0001093) (Tabela 7), sendo assim, 

foi realizado o desdobramento das análises por grupo, individualmente, dentro de cada uma 

dessas metodologias. Para a metodologia de PCR, a diferença não foi significante. 

Considerando as três metodologias (cultura, LAL e PCR), não foi observada 

diferença significativa nas metodologias de quantificação de endotoxina e PCR (Tabela 7), 

comprovando-se que a diferença detectada na análise conjunta foi devido aos grupos dentro 

da metodologia de cultura. 

Em relação à análise entre os microrganismos testados, houve diferença 

significante apenas na metodologia de cultura, com p-valor de 3,47 x 10-14. Para a 

metodologia de PCR, a diferença não foi significante. Foi possível verificar também que 

houve diferença significante entre as coletas dentro das metodologias de cultura (p-valor = 

2,2 x 10-16) e endotoxina (p-valor 2,897 x 10-15). Para a metodologia de PCR, a diferença 

não foi significante. 

 
Tabela 7 - Análise individual por metodologia considerando 16 

grupos, 3 microrganismos e 7 coletas (p-valor) 
 Grupo Microrganismo Coleta 

Cultura 2,02 x 10-09 3,47 x 10-14 2,2 x 10-16 

Endotoxina 0,0001093 - 2,897 x 10-15 

PCR *ns *ns *ns 

             *ns = diferença não significante 
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5.5.1 Correlação entre coletas por grupo 

A Tabela 8 apresenta os p-valores da análise entre coletas por grupo, 

considerando as metodologias de cultura, endotoxina e PCR. Dentro de cada grupo, 

separadamente, foram correlacionadas as sete coletas entre si. Esse desdobramento foi 

realizado devido ao resultado da análise entre os grupos ter demonstrado diferença 

significante tanto entre grupos quanto entre coletas.  

 

  Tabela 8 - Análise de comparação das coletas dentro dos 16 grupos de acordo 
com cada metodologia (p-valor) 

 Cultura Endotoxina PCR 

Coletas no grupo 1 0,0009118 0,002466 *ns 

Coletas no grupo 2 0,01246 0,2798 *ns *ns 

Coletas no grupo 3 2,51 x 10-7 0,08539 *ns *ns 

Coletas no grupo 4 0,006985 0,00356 *ns 

Coletas no grupo 5 0,2301 *ns 0,01909 *ns 

Coletas no grupo 6 0,001536 0,1584 *ns *ns 

Coletas no grupo 7 0,0277 2,97 x 10-7 *ns 

Coletas no grupo 8 2 x 10-16 3,353 x 10-11 *ns 

Coletas no grupo 9 8 x 10-11 1,633 x 10-6 *ns 

Coletas no grupo 10 6,25 x 10-6 4,823 x 10-10 *ns 

Coletas no grupo 11 2 x 10-16 5,404 x 10-6 *ns 

Coletas no grupo 12 2 x 10-16 1,402 x 10-5 *ns 

Coletas no grupo 13 2 x 10-16 0,01078 *ns 

Coletas no grupo 14 2 x 10-16 0,0004732 *ns 

Coletas no grupo 15 2 x 10-16 0,002762 *ns 

Coletas no grupo 16 4,106 x 10-15 0,000224 *ns 

*ns – diferença não significante; G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, 
CLG 2%), G3 (SF, EDTA, HC+CLG 2%), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, 
EDTA, CLG 2%), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG 2%), G7 (NaOCl, EDTA, 
HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG 2%, EDTA, CLG 2%), G10 
(CLG 2%, EDTA, HC+CLG 2%), G11 (CLG 2%, EDTA, HC+SF), G12 (CLG 2%, 
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG 2%),  G14 (NaOCl, 
CLL 2%, EDTA, HC+CLG 2%),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 
(NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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5.5.2 Correlação entre grupos por coleta 

Inicialmente, foi realizada uma análise considerando os grupos dentro de cada 

coleta, correlacionando as metodologias cultura, endotoxina e PCR entre si. As três 

metodologias em questão diferiram significativamente entre si. A análise dos grupos (1 a 

16) em relação à coleta 1 e às três metodologias mostrou-se estatisticamente significante (p-

valor= 4,57 x 10-14). Em relação à coleta 2, também foi significante, com p-valor de 

0,01557. Na coleta 3, não houve diferença significante entre os grupos, sendo o p-valor de 

0,050531. Na coleta 4, a diferença entre os grupos foi significante, sendo p-valor de 1,204 x 

10-5. Na coleta 5, também foi possível verificar diferença significante entre os grupos (p-

valor= 6,915 x 10-8). Na coleta 6, houve diferença significante, com p-valor de 2,054 x 10-

14. Na coleta 7, também houve diferença significante (p-valor de 2,433 x 10-7).  

Como na análise descrita acima foram consideradas as três metodologias em 

conjunto, demais análises foram realizadas a fim de correlacionar os grupos dentro de cada 

coleta, separando-as por metodologia (Tabela 9). 

 
  Tabela 9 -  Comparação dos 16 grupos dentro de cada coleta, individualmente, 

considerando cada metodologia separadamente (p-valor) 
 Cultura Endotoxina PCR 

Grupos na coleta 1 9,389 x 10-16 0,3232 *ns *ns 

Grupos na coleta 2 0,01518 0,6717 *ns *ns 

Grupos na coleta 3 0,04569 3,589 x 10-5 *ns 

Grupos na coleta 4 5,606 x 10-6 0,05458 *ns *ns 

Grupos na coleta 5 1,887 x 10-8 0,003026 *ns 

Grupos na coleta 6 2,391 x 10-16 8,664 x 10-5 *ns 

Grupos na coleta 7 6,436 x 10-8 3,939 x 10-7 *ns 

    *ns = diferença não significante 
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6. DISCUSSÃO 

6.1 Confirmação da contaminação 

Na primeira coleta (confirmação do crescimento microbiano), em todos os 

grupos avaliados (1 a 16), foi observado crescimento de E. coli, E. faecalis e C. albicans e 

presença de endotoxina de E. coli em todos os espécimes, confirmando o modelo de 

contaminação proposto por Molina (2008). Este modelo de contaminação baseia-se na 

associação destes três microrganismos, estabelecendo o período de contaminação de 28 dias 

para E. coli e 21 dias para C. albicans e E. faecalis.  

Entretanto, no presente trabalho, após o período de 28 dias de contaminação, os 

espécimes foram ainda submetidos à pressão negativa por 20 minutos, a fim de promover 

maior penetração e consequente crescimento de microrganismos. Tal procedimento 

demonstrou, em estudo piloto, ser efetivo, quando comparado aos resultados de espécimes 

que não foram submetidos à pressão negativa. 

 

6.2 Ação da solução fisiológica sobre microrganismos e endotoxina 

No presente trabalho, por meio do método de cultura, observou-se que PQM 

com SF, na ausência ou presença de EDTA, foi efetivo na redução do conteúdo de 

microrganismos do canal radicular, entretanto, não foi capaz de eliminá-los. Quando a 

avaliação foi realizada por meio de microscopia confocal, observou-se que PQM com SF 

também promoveu redução de microrganismos nos túbulos dentinários. Por meio do 

método de PCR, observou-se presença de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os 

espécimes testados, após PQM. Estes resultados demonstram que a utilização de uma SQA, 

mesmo biologicamente inerte, como a SF, associada à instrumentação e irrigação/aspiração 

efetivas dos canais radiculares, pode promover a redução de microrganismos. Estes 

resultados corroboram com aqueles encontrados por Ferraz et al. (2001), Menezes et al. 

(2004a), Gomes et al. (2008), Martinho et al. (2010a), Endo (2011) e  Endo et al. (2012, 

2013).  
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O instrumento endodôntico utilizado no presente trabalho, no preparo mecânico 

dos canais radiculares, foi o sistema rotatório Mtwo, o qual demonstra adequada capacidade 

de corte e excelente capacidade de remoção de debris dentinários, devido ao ângulo de 

corte positivo e à conformação de sua secção transversal, comprovado por diferentes 

autores (Foschi et al., 2004; Schäfer et al., 2006; Vahid et al., 2009; Martinho et al., 

2010a). 

Além disso, com a sequência de limas rotatórias utilizada no presente trabalho 

obteve-se diâmetro apical referente à lima #30. Esse diâmetro anatômico do canal radicular 

promove ampliação suficiente para possibilitar a chegada da SQA no terço apical (Foschi et 

al., 2004; Usman et al., 2004). 

Observou-se também, em avaliação por microscopia confocal, uma maior 

redução do conteúdo de microrganismos nos túbulos dentinários quando, no PQM com SF, 

associou-se EDTA 17%, comparado ao protocolo onde EDTA 17% não foi utilizado. Este 

resultado pode estar associado à utilização deste agente quelante, o qual promoveu remoção 

da smear layer e aumento da permeabilidade dentinária, facilitando a atuação da SQA nos 

túbulos dentinários. Segundo Love (1996) e Buck et al. (2001), smear layer atua como uma 

barreira física, reduzindo a ação das SQA, soluções irrigadoras e MIC nos túbulos 

dentinários. 

Por meio do método de cultura, observou-se que logo após PQM com SF, a 

qual não possui atividade antimicrobiana, os microrganismos, que sobreviveram à 

instrumentação e irrigação, recontaminaram o canal radicular. Segundo Byström & 

Sundqvist (1981, 1983), isso ocorre porque não houve uma completa eliminação dos 

microrganismos, mas sim uma redução microbiana na luz do canal. Devido a isso, têm sido 

preconizados protocolos que utilizem SQA com efetiva atividade antimicrobiana no 

preparo dos canais radiculares.  

Por meio do método de cultura, observou-se que na ausência de MIC ocorreu 

aumento de microrganismos no canal radicular. Este resultado está associado à proliferação 

de microrganismos presentes no interior dos túbulos dentinários, os quais conseguiram 

sobreviver ao PQM, recontaminando a luz do canal. Assim, na tentativa de eliminar 

microrganismos resistentes ao PQM, diferentes protocolos de utilização de MIC têm sido 
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propostos. Gomes et al. (2009) recomendam a utilização de MIC em casos específicos 

como ápice aberto, exsudato persistente, sintomatologia periapical (dor à palpação ou 

percussão), além de tempo insuficiente para finalização do tratamento endodôntico e fadiga 

do paciente ou cirurgião-dentista. 

Após PQM com SF observou-se, por meio do método de cultura, que a MIC de 

CLG 2% foi efetiva na eliminação de microrganismos dos canais radiculares, comprovando 

sua efetividade antimicrobiana. Entretanto, por meio do método de PCR, observou-se 

presença de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, após 

utilização da MIC, mesmo tendo o método de cultura demonstrado ausência de 

microrganismos. A medicação de CL tem se mostrado uma opção efetiva de tratamento 

devido à sua atividade antimicrobiana, substantividade e baixa citotoxidade. Outros estudos 

in vitro e in vivo também têm comprovado a efetividade da CL como MIC na redução do 

número de microrganismos (Basrani et al., 2002; Menezes et al., 2004b; Ercan et al., 2006; 

Gomes et al., 2006c; Vianna et al., 2006a,b; Manzur et al., 2007). 

Após PQM com SF observou-se, por meio do método de cultura, que a MIC de 

HC + SF também foi efetiva na eliminação de microrganismos dos canais radiculares, 

comprovando sua efetividade antimicrobiana. Entretanto, por meio do método de PCR, 

observou-se presença de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes 

testados, após utilização da MIC, mesmo tendo o método de cultura demonstrado ausência 

de microrganismos. HC tem sido utilizado como MIC devido às suas propriedades físicas, 

biológicas e antimicrobianas (Byström et al., 1985; Gomes et al., 2006c; Valera et al., 

2010). Outros autores também observaram redução ou eliminação de microrganismos após 

a utilização desta medicação (Byström et al., 1985; Ørstavik et al., 1991; Sjögren et al., 

1991). Entretanto, estudos in vitro em dentes humanos infectados (Estrela et al., 1999) e 

dentes bovinos infectados (Safavi et al., 1990; Gomes et al., 2003b) demonstraram que HC 

não promoveu eliminação de microrganismos.  

Por meio do método de cultura, observou-se que a MIC de HC + CLG 2%, 

utilizada por diferentes períodos de tempo (7, 14 e 30 dias), não foi efetiva na desinfecção 

dos canais radiculares previamente instrumentados com SF. Por meio do método de PCR, 

observou-se presença de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes 
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testados, após utilização da MIC. Vianna et al. (2007) também não observaram grande 

redução de microrganismos quando esta medicação foi utilizada por 7 dias, em canais 

instrumentados com CLG 2%. Entretanto, outros autores concluíram que essa associação é 

mais eficaz que a medicação de HC em água estéril contra E. faecalis inoculado no interior 

de túbulos dentinários (Evans et al., 2003; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006c, 2009b), 

devido, principalmente, à associação das propriedades antimicrobianas de ambas as 

substâncias. 

Observou-se também, em avaliação por microscopia confocal, após PQM com 

SF e EDTA 17%, que as MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF, após 30 dias, 

promoveram redução do conteúdo de microrganismos nos túbulos dentinários. Utilizando 

diferentes metodologias, outros estudos também demonstraram a efetividade da CL 

(Basrani et al., 2002; Menezes et al., 2004b; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006c; 

Vianna et al., 2006a,b; Manzur et al., 2007) e do HC (Barthel et al., 2002; Lynne et al., 

2003; Ercan et al., 2006; Valera et al., 2010) na redução ou eliminação de microrganismos 

nos canais radiculares. 

Por meio do método de LAL, observou-se que PQM com SF, na presença ou 

ausência de EDTA, foi efetivo na redução do conteúdo de endotoxina, entretanto, não foi 

capaz de eliminá-lo. Essa redução parece estar relacionada principalmente ao desempenho 

da instrumentação endodôntica utilizando limas rotatórias e ao fluxo e refluxo da solução 

irrigadora, os quais promovem remoção de debris dentinários. 

Estudos in vivo utilizando limas manuais têm demonstrado que o PQM tem 

reduzida capacidade em remover endotoxina dos canais radiculares com necrose pulpar e 

presença de lesão periapical (Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes 2008). Entretanto, a 

utilização de instrumentos rotatórios parece aumentar a efetividade da remoção/redução de 

endotoxinas do interior dos canais radiculares (Martinho et al., 2010a). 

Tanto no grupo avaliado após 7 dias do PQM com SF, quanto no grupo de 

ausência de MIC durante 7, 14 e 30 dias, o conteúdo de endotoxina aumentou, o que se 

deve à recontaminação do canal radicular por microrganismos que sobreviveram à 

instrumentação. A medicação de HC + CLG 2% promoveu redução do conteúdo de 
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endotoxina, enquanto as medicações de HC + SF e a medicação de CLG 2% não 

demonstraram essa capacidade. 

A redução de endotoxina observada no presente grupo após medicação de HC + 

CLG2% também pode estar associada à instrumentação prévia com SF, a qual é uma 

substância que não tem ação antimicrobiana e, consequentemente, não atua na morte 

celular. Por meio da utilização de SQA com efetividade antimicrobiana, ocorre morte 

celular e maior liberação de endotoxinas. Assim, a redução de microroganismos e 

endotoxinas obtida por meio da irrigação com SF está associada à instrumentação e ao 

fluxo e refluxo durante a irrigação e aspiração. Estas manobras facilitam a remoção da 

dentina superficial das paredes do canal radicular, removendo assim o conteúdo de 

endotoxina ligado a ela.  

Contrariando os resultados do presente estudo, Vianna et al. (2007) não 

observaram efeito sinérgico na associação HC + CLG2% contra endotoxinas ou 

microrganismos após 7 dias de sua utilização. Valera et al. (2010) observaram que HC, e 

HC + CLG 2% foram efetivos na redução de E. coli e endotoxina, sendo HC mais efetivo.   

 

6.3 Ação da CLG 2% sobre microrganismos e endotoxina 

Observou-se, por meio do método de cultura, que PQM com CLG 2%, na 

presença ou ausência de EDTA 17%, foi efetivo tanto na redução quanto na eliminação de 

microrganismos dos canais radiculares. Por meio de avaliação por microscopia confocal, 

PQM com CLG 2% promoveu redução do conteúdo de microrganismos nos túbulos 

dentinários. Por meio do método de PCR, observou-se presença de DNA dos 

microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, após PQM. Estes resultados se 

devem ao amplo espectro de ação antimicrobiana e efeito residual da CL, os quais 

favorecem a desinfecção do sistema de canais radiculares.  

A ação antimicrobiana da CL advém de sua capacidade em se ligar a regiões 

eletronegativas da bactéria e atacar a membrana citoplasmática bacteriana, causando 

prejuízos na bicamada de fosfolipídios, perda do equilíbrio osmótico e liberação do 

material intracelular (Vianna et al., 2006a). Seus efeitos residuais perduram por até 168 
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horas (Weber et al., 2003). Isso ocorre devido à sua capacidade em se adsorver aos tecidos 

duros dentários com graduada e prolongada liberação em níveis terapêuticos (Dametto et 

al., 2005).  

No PQM, a CLG 2% também facilita a instrumentação, devido à lubrificação 

do canal e consequente diminuição do atrito do instrumento endodôntico contra as paredes 

do canal radicular. Ainda, durante a instrumentação, a CLG 2% propicia uma superfície 

radicular mais limpa, devido à menor formação de smear layer, quando comparada ao 

NaOCl e à CLL (Ferraz et al., 2001, 2007).  

Observou-se, por meio do método de cultura, que mesmo após 30 dias, período 

em que os canais não receberam MIC, ocorreu ausência de microrganismos nos canais, o 

que pode ser atribuído à ação residual da CL utilizada no PQM. Por meio do método de 

cultura, observou-se ainda que, aliada ao PQM com CLG 2%, a utilização de MIC de CLG 

2%, HC + CLG 2% e HC + SF se mostrou efetiva na eliminação de microrganismos do 

canal radicular. Em avaliação por microscopia confocal, após PQM com CLG 2%, a 

utilização de medicação de CLG 2%, HC + SF e HC + CLG 2%, após 30 dias, foi efetiva 

na redução do conteúdo de microrganismos dos túbulos dentinários, mas não foi capaz de 

eliminá-lo. Entretanto, por meio do método de PCR, observou-se presença de DNA dos 

microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, após utilização das MIC, 

mesmo tendo o método de cultura demonstrado ausência de microrganismos. 

Tais substâncias têm sido utilizadas como MIC devido, principalmente, à sua 

ação contra microrganismos presentes no sistema canais radiculares. Diferentes trabalhos 

têm atestado a efetividade antimicrobiana da CL (Siqueira & Uzeda, 1996; Síren et al., 

1997; Waltimo et al., 1997, 1999; Molander et al., 1998; Haapasalo et al., 2000; Gomes et 

al., 2001; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2006c, 2009b), do HC (Barthel et al., 2002; 

Lynne et al., 2003; Ercan et al., 2006; Valera et al., 2010) e da associação de HC + CL 

(Barthel et al., 2002; Evans et al., 2003; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006c, 2009b) 

como MIC na desinfecção de canais radiculares, embora alguns trabalhos não tenham 

obtido bons resultados com essa associação (Portenier et al., 2002; Barbin et al., 2008) e 

outros tenham observado atividade antimicrobiana mais pronunciada na formulação 

contendo apenas HC quando comparado à CL + HC (Lynne et al., 2003). 
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Por meio do método de LAL, observou-se que PQM com CLG 2%, na presença 

ou ausência de EDTA, promoveu redução de endotoxina do canal radicular, entretanto, não 

conseguiu eliminá-la. Corroborando com esse resultado, Endo (2011) observou que PQM 

com CLG 2% seguido de EDTA 17% foi eficiente na redução de endotoxina dos canais 

radiculares, mas não foi capaz de eliminá-la. Tanomaru et al. (2002) e Silva et al. (2004) 

também observaram que a CL não foi capaz de eliminar endotoxina.  

As MIC CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF, no presente estudo, não 

promoveram redução ou eliminação de endotoxina. Corroborando com este resultado, 

Vianna et al. (2007) observaram in vivo que 7 dias após a utilização das MIC de HC, CLG 

e sua associação, endotoxina foi reduzida em apenas 1,4%.   

Outros trabalhos têm comprovado a ação do HC na eliminação do LPS (Estrela 

et al., 1995; Tanomaru et al., 2002). Entretanto, sabe-se que a baixa difusão de íons 

hidroxila através da dentina infectada, ou mesmo a capacidade tampão da dentina podem 

impedir a ação da pasta de HC (Haapasalo et al., 2000). 

 

6.4 Ação do NaOCl 5,25% sobre microrganismos e endotoxina 

Observou-se, por meio dos métodos de cultura e microscopia confocal, que 

após PQM com NaOCl 5,25%, na presença ou ausência de EDTA 17%, houve redução de 

microrganismos nos canais radiculares e túbulos dentinários, respectivamente. Por meio do 

método de PCR, observou-se presença de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os 

espécimes testados, após PQM. Este resultado deve-se à efetividade antimicrobiana e 

capacidade de dissolução de tecidos, inerentes ao NaOCl. 

NaOCl tem sido utilizado como SQA, devido, principalmente, à sua efetividade 

antimicrobiana, a qual advém da combinação do cloro com proteínas da membrana celular, 

formando compostos que interferem no metabolismo da célula (Boucher, 1979) e induzem 

o rompimento de sua membrana (Mc Donnel & Russel, 1999). Quando NaOCl entra em 

contato com a matéria orgânica, ocorrem reações químicas de saponificação, neutralização 

e cloraminação. O ácido hipocloroso e os íons hipoclorito apresentam atividade de 

hidrolizar e degradar aminoácidos. A reação de cloraminação entre o cloro e o grupamento 
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amina dos aminoácidos, com a formação de cloraminas, interfere no metabolismo celular. 

O cloro, o qual é um oxidante forte, apresenta ação antimicrobiana pela inibição enzimática 

bacteriana, a partir de uma oxidação irreversível dos grupos sulfidrila de enzimas 

bacterianas essenciais (Barbin, 1999). 

NaOCl tem sido utilizado, em endodontia, em diferentes concentrações, como 

0,5%, 1%, 2%, 2,5% e 5,25%. Suas propriedades estão relacionadas à sua concentração, 

assim, sua efetividade antimicrobiana é diretamente proporcional à quantidade de ácido 

hipocloroso presente na solução (Boucher, 1979). Especialmente em altas concentrações, 

como 5,25%, NaOCl é capaz de descontaminar os túbulos dentinários em todas as 

profundidades e terços dos canais radiculares (Berber et al., 2006). 

Corroborando com o presente trabalho, outros estudos, também utilizando 

microscopia confocal, observaram a efetividade antimicrobiana do NaOCl. Chávez et al. 

(2010) observaram eliminação de 91% de E. faecalis pela ação de NaOCl. Perochena et al. 

(2011) observaram dissolução do biofilme e dentina limpa após utilização de NaOCl 5%. 

Entretanto, apesar do NaOCl 5,25% ter reduzido o conteúdo microbiano 

imediatamente após a instrumentação, o qual foi observado por meio do método de cultura, 

após 7 dias ocorreu aumento do número de microrganismos. Dametto et al. (2005) também 

observaram recontaminação do canal radicular após 7 dias do PQM. 

Observou-se, por meio do método de cultura, que, aliada ao PQM com NaOCl 

5,25%, a utilização de MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF mostrou-se efetiva na 

eliminação de microrganismos nos canais radiculares. No grupo com ausência da utilização 

de MIC, mesmo após 30 dias, não houve recontaminação dos canais radiculares, o que pode 

ser atribuído à ação antimicrobiana do NaOCl 5,25%, durante o PQM, o qual é capaz de 

descontaminar o canal e dissolver debris. Entretanto, por meio do método de PCR, 

observou-se presença de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes 

testados, após utilização das MIC, mesmo tendo o método de cultura demonstrado ausência 

de microrganismos. 

Observou-se, por meio de microscopia confocal, que aliada ao PQM com 

NaOCl 5,25%, a utilização de MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF mostrou-se 

efetiva na redução de microrganismos nos túbulos dentinários. Corroborando com o 
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presente trabalho, Valera et al. (2009) observaram que HC e CLG 2%, isoladamente, 

promoveram redução de microrganismos, mas ao contrário dos resultados do presente 

trabalho, a MIC de HC + CLG 2% foi capaz de eliminar completamente os 

microrganismos.  

No presente estudo, por meio do método de LAL, observou-se que PQM com 

NaOCl 5,25%, na presença ou ausência de EDTA 17%, foi efetivo na redução do conteúdo 

de endotoxina, entretanto, não foi capaz de eliminá-lo. Apesar de sua atividade 

antimicrobiana, o NaOCl não tem demonstrado ação efetiva na eliminação de endotoxinas 

(Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a). Oliveira et al. (2007) também 

observaram in vitro que as soluções de NaOCl 2,5% e 5,25% não foram capazes de inativar 

LPS em canais radiculares. 

As medicações de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF não promoveram 

redução ou eliminação de endotoxina em canais irrigados com NaOCl 5,25%. Entretanto, 

Estrela et al. (1995) e Tanomaru et al. (2002) observaram efetividade do HC na eliminação 

do LPS.  

 

6.5 Ação do NaOCl 5,25% seguido de CLL 2% sobre microrganismos e endotoxina 

Por meio do método de cultura, observou-se que PQM com NaOCl 5,25% 

seguido de irrigação com CLL 2%, na presença ou ausência de EDTA 17%, foi efetivo na 

eliminação de microrganismos do canal radicular. Por meio de avaliação por microscopia 

confocal, observou-se que NaOCl 5,25% seguido de irrigação final com CLL 2% foi 

efetivo na redução de microrganismos presentes nos túbulos dentinários. Entretanto, por 

meio do método de PCR, observou-se presença de DNA dos microrganismos avaliados, em 

todos os espécimes testados, após PQM. 

PQM com NaOCl 5,25% e irrigação final com CLL 2% tem por finalidade a 

associação das propriedades antimicrobianas dessas duas substâncias, bem como a 

substantividade da CL e capacidade de dissolução de tecidos do NaOCl. A CL mantém sua 

ação desinfetante mesmo na presença de resíduos orgânicos, enquanto o NaOCl demonstra 

menor atividade antimicrobiana na presença de matéria orgânica (Gelinas & Goulet, 1983). 
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Para Vianna & Gomes (2009), a associação de NaOCl e CL não demonstra atividade 

antimicrobiana superior à CL utilizada isoladamente. Entretanto, Zamany et al. (2003) e 

Flach (2011) demonstraram que essa associação resultou em aumento da desinfecção dos 

canais radiculares, o que pode levar a um resultado clinicamente relevante.  

Entretanto, a literatura aponta que materiais endodônticos podem reagir 

quimicamente no interior dos canais radiculares, levando à deposição do produto dessa 

reação em suas paredes. NaOCl em associação com CL pode produzir um precipitado 

marrom-alaranjado, identificado como para-cloroanilina (Basrani et al., 2007; Basrani et 

al., 2009; Basrani et al., 2010). Esse precipitado pode promover a formação de smear layer 

química recobrindo os túbulos dentinários (Akisue et al., 2010), bem como levar à alteração 

da coloração dentária, tendo mostrado ser citotóxico e carcinogênico (Burkhardt-Holm et 

al., 1999; Basrani et al., 2007).  

No presente grupo, smear layer química decorrente do uso de NaOCl seguido 

da irrigação com CLL 2%, pode não ter sido depositada, ou ter sido removida pela irrigação 

abundante com SF, ou mesmo, quando presente, não ter interferido negativamente na 

capacidade da SQA em limpar os túbulos dentinários. Este resultado corrobora com 

Thomas & Sem (2010) e Nowicki & Sem (2011), os quais não observaram a formação de 

para-cloroanilina na associação entre NaOCl e CL.  

          Observou-se, por meio do método de cultura, que a associação do NaOCl 

5,25% seguida de irrigação final com CLL 2%, no PQM, a protocolos de medicação com 

HC+ SF, CLG 2% e HC + CLG 2% foi efetiva na eliminação de microrganismos dos canais 

radiculares. Por meio de avaliação por microscopia confocal, observou-se que PQM com 

NaOCl 5,25% seguido de irrigação final com CLL 2%, associados à medicação com HC + 

SF, CLG 2% e HC + CLG 2% foi efetivo na redução de microrganismos dos túbulos 

dentinários. Entretanto, por meio do método de PCR, observou-se presença de DNA dos 

microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, após utilização das MIC, 

mesmo tendo o método de cultura demonstrado ausência de microrganismos. Diferentes 

trabalhos têm demonstrado a efetividade antimicrobiana de tais MIC frente a 

microrganismos associados às patologias pulpares e periapicais, como CL (Ercan et al., 

2006; Gomes et al., 2006c; Vianna et al., 2006a,b; Manzur et al., 2007), HC (Sjögren et al., 
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1991; Lynne et al., 2003) e HC + CL (Barthel et al., 2002; Evans et al., 2003; Ercan et al., 

2006). 

No grupo com ausência da utilização de MIC, mesmo após 30 dias, foi 

observada, por meio do método de cultura, ausência de microrganismos, o que pode ser 

atribuído à ação antimicrobiana do hipoclorito 5,25%, durante o PQM, o qual, 

especialmente em altas concentrações, pode ser capaz de descontaminar os túbulos 

dentinários e dissolver debris, como observado por Berber et al. (2006), e também à ação 

residual da CL utilizada na irrigação final, a qual consiste na capacidade em se adsorver aos 

tecidos duros dentários com graduada liberação (Dametto et al., 2005), prolongando seu 

efeito antimicrobiano. 

Por meio do método de LAL, observou-se que o PQM com NaOCl 5,25% 

seguido de irrigação com CLL 2%, na presença ou ausência de EDTA 17%, foi efetivo na 

redução do conteúdo de endotoxina, entretanto, não foi capaz de eliminá-lo. Apesar de sua 

atividade antimicrobiana, NaOCl não tem demonstrado ação efetiva sobre endotoxinas 

(Martinho & Gomes, 2008). Da mesma forma, não tem sido observada atividade efetiva da 

CL na eliminação de endotoxina (Tanomaru et al., 2002; Endo, 2011).    

Diante da incapacidade do NaOCl (Oliveira et al., 2007; Martinho et al., 2008) 

e da CL (Oliveira et al., 2007; Vianna et al., 2007) em eliminar o conteúdo de endotoxina, a 

redução de endotoxina observada no presente grupo parece não estar relacionada apenas à 

SQA, mas principalmente à ação mecânica dos instrumentos endodônticos e ao fluxo e 

refluxo da solução irrigadora, os quais promovem remoção de debris dentinários.  

Também não foi observada efetividade das MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e 

HC + SF na redução ou eliminação de endotoxina. Enquanto a literatura afirma que a CL 

tem pouca ou nenhuma ação sobre endotoxinas (Okino et al., 2004; Oliveira et al., 2007; 

Endo, 2011), estudos têm comprovado a ação do HC na eliminação do LPS (Estrela et al., 

1995; Tanomaru et al., 2002). Entretanto, a ineficácia do HC sobre endotoxina, observada 

no presente estudo, pode estar relaciona à baixa difusão de íons hidroxila através da dentina 

infectada, a qual pode impedir sua ação. 
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6.6 Considerações finais 

 

O objetivo principal da terapia endodôntica é eliminar, ou ao menos reduzir, o 

número de microrganismos, e ainda remover o tecido pulpar infectado ou necrótico 

presente no interior do sistema de canais radiculares (Thomas & Sem, 2010). Para tanto, 

instrumentos manuais e/ou rotatórios são utilizados concomitantemente às SQA e soluções 

irrigadoras, no PQM dos canais radiculares.  

A MIC tem por finalidade potencializar a sanificação do sistema de canais e 

túbulos dentinários (Byström & Sundqvist, 1981, 1983; Byström et al., 1985; Sundqvist, 

1998; Gomes et al., 2009b), sendo fundamental sua utilização em canais radiculares com 

exsudato persistente e sintomatologia periapical (dor à palpação/ percussão) (Gomes et al.,  

2009b). 

Devido à importância de microrganimos e endotoxinas na etiologia de 

patologias pulpares e periapicais, torna-se fundamental avaliar a ação de diferentes SQA e 

MIC sobre os mesmos, a fim de obter um tratamento endodôntico mais efetivo. Assim, 

diferentes trabalhos têm sido desenvolvidos, testando a efetividade de diversos protocolos 

de instrumentação, irrigação e tempos de MIC. 

O presente estudo foi desenvolvido a fim de investigar a efetividade de 

diferentes protocolos de irrigação e de MIC por 7, 14 e 30 dias sobre o conteúdo de 

microrganismos e endotoxina, tanto na luz do canal (avaliada por meio de técnicas de 

cultura, PCR e quantificação de endotoxina), quanto nos túbulos dentinários (avaliada por 

meio de microscopia confocal), analisando tanto a presença ou ausência de 

microrganismos, mas também se as células microbianas continuaram viáveis frente aos 

diferentes protocolos utilizados. Para tanto, foram utilizadas 520 raízes, sendo que em 400 

foram empregadas as metodologias de cultura, PCR e quantificação de endotoxinas, e nas 

demais 120 foi realizada análise por meio de microscopia confocal. 

Por meio da metodologia de cultura, observou-se redução considerável e 

mesmo eliminação de microrganismos, imediatamente após diferentes protocolos de PQM. 

Berber et al. (2005) também observaram redução de quase 100% da cultura microbiológica 

imediatamente após PQM.  



 
 

111 
 

Entretanto, no presente trabalho, pelo método de cultura, após 7 dias do PQM, 

ocorreu recontaminação dos canais pelos microrganismos, indicando que o PQM foi capaz 

de eliminar microrganismos da luz do canal, mas estes continuavam presentes nos túbulos 

dentinários. Observou-se ainda, após diferentes protocolos de MIC, redução ou mesmo 

eliminação dos microrganismos após 7, 14 ou 30 dias de sua utilização. Vianna et al. 

(2007) não observaram grande redução de microrganismos após 7 dias de medicação, assim 

como Berber (2008), 14 dias após a utilização das mesmas medicações testadas no presente 

estudo.  

Entretanto, por meio da metodologia de PCR, observou-se a presença de DNA 

de todos os microrganismos após utilização de SQA e MIC, mesmo nos grupos que 

apresentaram ausência de microrganismo pelo método de cultura. 

Quando esses mesmos protocolos de PQM e MIC foram avaliados, por meio da 

metodologia de microscopia confocal, observou-se que nenhuma substância foi capaz de 

eliminar microrganismos presentes no interior dos túbulos dentinários, observando maior 

redução de microrganismos após PQM e após 30 dias de MIC, quando comparado a 7 ou 

14 dias de sua utilização.  

Observou-se ainda, por meio da metodologia de LAL, que nenhum protocolo de 

PQM e MIC foi capaz de eliminar endotoxina, entretanto, maior redução de endotoxina foi 

observada imediatamente após a realização do PQM, ocorrendo aumento de endotoxina 

após 7 dias do PQM. MIC não foi capaz de eliminar o conteúdo de endotoxina. 

Dessa forma, pôde-se observar que mesmo naqueles protocolos de PQM e MIC 

que apresentaram ausência de microrganismos pelo método de cultura, ocorreu presença de 

microrganismos pelo método confocal, presença de endotoxina pelo método LAL e 

presença de DNA pelo método PCR. 

 Estes resultados atestam que as SQA e MIC utilizadas no presente trabalho 

foram eficientes na redução de microrganismos presentes na luz do canal radicular. 

Entretanto, nenhuma das SQA e MIC, estas ainda que por 30 dias no interior nos canais 

radiculares, foi capaz de eliminar microrganismos presentes no interior dos túbulos 

dentinários, corroborando com Gomes et al. (2009b) que afirmam que a efetividade do 
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PQM e da MIC dependem da vulnerabilidade das espécies microbianas presentes no 

sistema de canais radiculares. 

Verifica-se ainda a importância da utilização de SQA com efetiva capacidade 

antimicrobiana e ação residual, principalmente diante do recente advento da instrumentação 

rotatória, onde novos instrumentos confeccionados com uma liga de NiTi melhorada (M-

Wire) foram lançados no mercado. Estes têm como proposta serem de uso único no canal 

radicular, simplificando a sequência de tratamento (De-Deus et al., 2010; Bürklein et al., 

2012) e, comparados aos sistemas rotatórios que empregam múltiplos instrumentos, têm 

demonstrado serem também efetivos na redução microbiana (Alves et al., 2012). 

Entretanto, sua utilização diminui ainda mais o tempo de instrumentação e, 

consequentemente, o tempo de contato da SQA com os substratos presentes nos canais 

radiculares (Brum, 2013).  

A MIC, ao contribuir para redução do conteúdo de microrganismos, também 

demonstra sua importância na terapêutica endodôntica, principalmente naqueles casos com 

exsudato persistente, dor à percussão e/ou palpação, que indicam a presença de 

microrganismos no sistema de canais radiculares. 

Os resultados do presente trabalho demonstram a importância do PQM para o 

sucesso do tratamento endodôntico, pois nem a medicação por 30 dias foi capaz de reduzir 

o conteúdo microbiológico/endotóxico dos túbulos dentinários. Por meio da instrumentação 

adequada do canal radicular em toda a sua extensão, patência e ampliação foraminal, 

principalmente nos casos de dentes com necrose pulpar, e do uso de uma SQA com ampla 

atividade antimicrobiana, ação residual e baixa citotoxicidade, espera-se reduzir 

consideravelmente o nível de microrganismos e endotoxinas nos canais radiculares. Este 

estado de limpeza é complementado com a obturação hermética dos canais radiculares, 

selamento apical por meio de cimento endodôntico com adequada propriedade física e 

antimicrobiana e selamento coronário por meio de uma restauração coronária definitiva ou 

confecção de prótese imediatamente após o término do tratamento endodôntico. 

Dessa forma, busca-se com o selamento coronário e apical, evitar a entrada de 

novos microrganismos no interior do canal radicular, além da entrada de nutrientes que 

levem à proliferação dos microrganismos existentes no interior dos túbulos dentinários, 
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propiciando ambiente desfavorável à manutenção da infecção e, consequentemente, o 

restabelecimento/manutenção da saúde periapical. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Baseando-se nos resultados obtidos e nas condições experimentais deste estudo, 

pode-se concluir que: 

 

 Preparo químico-mecânico com clorexidina 2%, hipoclorito de sódio 5,25% 

e hipoclorito de sódio 5,25% seguido de clorexidina líquida 2% reduziu E. coli, E. faecalis, 

C. albicans e endotoxina de E. coli. 

 

 Medicações intracanais de clorexidina gel 2%, hidróxido de cálcio associado 

à solução fisiológica e hidróxido de cálcio associado à clorexidina gel 2% reduziram E. 

coli, E. faecalis e C. albicans. 

 

 Preparo químico-mecânico e medicação intracanal não eliminaram 

endotoxina de E. coli. 

 

 Após preparo químico-mecânico e medicação intracanal, observou-se 

presença de DNA de E. coli, E. faecalis e C. albicans. 

 

 Menor redução microbiana ocorreu nos túbulos dentinários comparada à luz 

do canal radicular. 
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APÊNDICE 

Apêndice I – Análise microbiológica clássica (cultura) 

 
Perfis médios dos resultados da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas. G1 (SF, sem 
EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, 
EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem 
MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, 
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  
G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)  
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Perfis médios da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas, considerando C. albicans. 
G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, 
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, 
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, 
CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem 
EDTA, sem MIC) 
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Perfis médios da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas, considerando E. coli. G1 
(SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, 
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, 
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, 
sem EDTA, sem MIC)  
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Perfis médios da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas, considerando E. faecalis. 
G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, 
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, 
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, 
sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 1 da metodologia de cultura, utilizando a 
distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem 
MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, 
EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem 
EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, 
HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, 
CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 2 da metodologia de cultura, utilizando a 
distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem EDTA, 
sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 
(NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), 
G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, 
EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, 
HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 3 da metodologia de cultura, utilizando a 
distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem EDTA, 
sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), 
G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), 
G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, 
HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, 
CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 
2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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   Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 4 da metodologia de cultura, utilizando 

a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem 
EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, 
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, 
EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 
(CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem 
MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  
G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 5 da metodologia de cultura, utilizando a 
distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem 
MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 
(NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 
(CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, 
CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), 
G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 6 da metodologia de cultura, 
utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 
(SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 
(SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 
(NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, 
CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem 
EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, 
EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, 
sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 7 da metodologia de cultura, utilizando a distância 
euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 
(SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, 
CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem 
MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 
(CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, 
EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, 
sem MIC) 
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Apêndice II – Análise microbiológica por microscopia confocal 

Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo imediato. A) Controle positivo (ausência de tratamento); 
B) SF; C) SF, EDTA 17%; D) CLG 2%; E) CLG 2%, EDTA 17% 
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo imediato. A) NaOCl 5,25%; B) NaOCl 5,25% + CLL 
2%, EDTA 17%; C) NaOCl 5,25% + CLL 2%; D) NaOCl 5,25%, EDTA 17% 
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pós medicação (7 dias). A)SF, CLG 2%; B)SF, EDTA 
17%, CLG 2%; C)SF, HC+SF; D)SF, EDTA 17%, HC+SF; E)SF, HC+CLG 2%; F)SF, EDTA 17%, HC + 
CLG 2% 
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pós medicação (14 dias). A)SF, CLG 2%; B) SF, 
EDTA 17%, CLG 2%; C)SF, HC+SF; D)SF, EDTA 17%, HC+SF; E)SF, HC + CLG 2%; F) SF, EDTA 17%, 
HC + CLG 2% 



 
 

158 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pós medicação (14 dias). A) CLG 2%, EDTA 17%, CLG 2%; B) 
CLG 2%, EDTA 17%, HC+SF; C) CLG 2%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; D) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, CLG 2%; E) 
NaOCl 5,25%, EDTA 17%, HC+SF; F) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; G) NaOCl 5,25%, CLL 2%, 
EDTA 17%, CLG 2%; H) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC+SF; I) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC + 
CLG 2% 
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pós medicação (30 dias). A)SF, CLG 2%; B)SF, EDTA 
17%, CLG 2%; C)SF, HC+SF; D) SF, EDTA 17%, HC+SF; E) SF, HC + CLG 2%; F)SF, EDTA 17%, HC + 
CLG 2% 
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pós medicação (30 dias). A) CLG 2%, EDTA 17%, CLG 2%; B) CLG 
2%, EDTA 17%, HC+SF; C) CLG 2%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; D) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, CLG 2%; E) NaOCl 
5,25%, EDTA 17%, HC+SF; F) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; G) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, CLG 
2%; H) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC+SF; I) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC + CLG 2% 
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Apêndice III - Quantificação de endotoxina 

 
Perfis médios da metodologia de quantificação de endotoxina considerando os 16 grupos ao longo das 7 
coletas. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, 
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, 
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, 
CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, 
sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 1 da metodologia de quantificação de 
endotoxina, utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. 
G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, 
EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, 
EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, 
EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , 
CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 2 da metodologia de quantificação de endotoxina, 
utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem EDTA, 
sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, 
EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, 
sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 
(CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, 
HC+CLG),  G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 3 da metodologia de quantificação de 
endotoxina, utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das 
distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, 
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, 
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, 
EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem 
EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, 
HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, 
sem MIC)  
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 4 da metodologia de quantificação de 
endotoxina, utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das 
distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, 
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, 
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 
(CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 
(CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, 
CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, 
CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)  
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 5 da metodologia de quantificação de 
endotoxina, utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das 
distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, 
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, 
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, 
EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, 
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, 
EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem 
EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 6 da metodologia de quantificação de endotoxina, 
utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das distâncias. G1 (SF, sem 
EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 
(NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, 
sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, 
HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, 
CLL 2%, EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem 
EDTA, sem MIC) 
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 7 da metodologia de quantificação de 
endotoxina, utilizando a distância euclidiana e o método hierárquico das médias das 
distâncias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, 
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, 
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, 
EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, 
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG),  G14 (NaOCl, CLL 2%, 
EDTA, HC+CLG),  G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem 
EDTA, sem MIC) 
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Anexo I - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa  
 

 


