
 UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU 

 
 
 
 
 
 
 
 

MIRELA CESAR DE BARROS 
 
 

 
Ultrasonic agitation effect on different final irrigation 

protocols on bacterial LPS inactivation 
 

Efeito da agitação ultrassônica em diferentes protocolos 
de irrigação final na inativação do LPS bacteriano 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

BAURU 
2022  



MIRELA CESAR DE BARROS  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Ultrasonic agitation effect on different final irrigation 
protocols on bacterial LPS inactivation 

 
 

Efeito da agitação ultrassônica em diferentes protocolos 
de irrigação final na inativação do LPS bacteriano 

 
 
 
 
 
Dissertação constituída por artigo 
apresentada à Faculdade de Odontologia 
de Bauru da Universidade de São Paulo 
para obtenção do título de Mestre em 
Ciências no Programa de Ciências 
Odontológicas Aplicadas, na área de 
concentração Endodontia. 
 
Orientador: Profa. Dra. Flaviana Bombarda 
de Andrade 
 
 
 

Versão Corrigida 
 

 
 

BAURU 
2022  



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Nota: A versão original desta dissertação/tese encontra-se disponível no Serviço de 
Biblioteca e Documentação da Faculdade de Odontologia de Bauru – FOB/USP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Autorizo, exclusivamente para fins acadêmicos e científicos, a 
reprodução total ou parcial desta dissertação/tese, por processos 
fotocopiadores e outros meios eletrônicos. 
 
Assinatura:  
 
Data: 25/03/2022 

Comitê de Ética da FOB-USP 
Protocolo nº: 4.536.271 
Data: 11 de Fevereiro de 2021 

Cesar de Barros, Mirela 
      Efeito da agitação ultrassônica em diferentes 
protocolos de irrigação na inativação do LPS 
bacteriano / Mirela Cesar de Barros. -- Bauru, 2022. 
       52 p. : il. ; 31 cm. 
 
        Dissertação (mestrado) -- Faculdade de 
Odontologia de Bauru, Universidade de São Paulo, 
2022. 
 
        Orientador: Prof. Dra. Flaviana Bombarda de 
Andrade 



ERRATA 
 
  



FOLHA DE APROVAÇÃO 
  

MirelaBarros
Carimbo



DEDICATÓRIA 
 

A Deus, pela dádiva da vida, por guiar e iluminar meus passos durante toda 

essa caminhada e nos momentos em que mais questionei o meu propósito, me 

mostrou que depois da tempestade sempre vem a calmaria. 

Aos meus pais, Eliana e Douglas, que sonham junto comigo e vibram com 

todas as minhas conquistas. Sem vocês nada disso seria possível! Minha base e meio 

apoio. Amo vocês incondicionalmente e dedico esta, assim como todas as minhas 

conquistas à vocês. Sempre buscarei ser uma pessoa melhor por vocês. 

Ao Eduardo Pimentel meu companheiro, meu amor. Você foi meu alicerce 

durante esse tempo e não sei o que seria de mim sem o seu apoio e fé, quando eu 

mesma me desacreditei. Você enxerga em mim a melhor profissional do mundo, me 

motivando e impulsionando dia após dia. Te amo! 
  



AGRADECIMENTOS 
 

A minha orientadora Profa. Dra. Flaviana Bombarda de Andrade por todos os 

ensinamentos durante o meu mestrado. Tudo que aprendi no laboratório de 

microbiologia devo à senhora, que com toda paciência pegou na minha mão e me 

ensinou tudo que sei. Obrigada pela compreensão, carinho, disponibilidade, amizade 

e por ter acreditado em mim quando eu mesma duvidei. Construímos nesses anos 

uma linda relação de respeito e muito carinho. Serei eternamente grata por tudo. 

Aos professores da disciplina de Endodontia, Prof Dr. Clovis Monteiro 

Bramante, Prof. Dr. Marco Antônio Hungaro Duarte e Prof. Dr. Rodrigo Ricci Vivan, 

com os quais aprendi muito e tive o prazer de conviver nas disciplinas do mestrado, 

clinicas e laboratórios da graduação. Foi uma honra estar perto de pessoas tão 

renomadas e generosas. 

A professora Dra. Lidiane de Castro Pinto por todo carinho e suporte, abrindo 

as portas da especialização de Endodontia do HRAC/USP para que eu pudesse 

participar monitorando os laboratórios práticos durante o meu mestrado. Professora, 

saiba que serei eternamente grata às oportunidades que me concedeu nesses anos. 

A Profa. Dra. Luciane Dias Oliveira e a Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo 

Gomes que abriram as portas do seu laboratório para que eu pudesse realizar parte 

da minha pesquisa. Sou extremamente grata pela gentileza, acolhimento e 

disponibilidade que tiveram em colaborar comigo.  

Ao Prof. Dr. Felipe Eduardo de Oliveira que foi essencial na realização de parte 

da minha metodologia não medindo esforços para me ajudar tanto presencial quanto 

de maneira remota. Sofreu junto comigo, mas também se alegrou pelas minhas 

conquistas. Felipe, palavras não seriam suficientes pela sua gentileza e empatia 

comigo. Obrigada! 

Ao doutorando Victor Feliz Pedrinha, meu parceiro de laboratório e trabalhos, 

sua presença foi essencial na minha jornada. Não tenho palavras para agradecer a 

sua ajuda em toda minha caminhada no mestrado, sua amizade me fortaleceu em 

diversos momentos. 

A doutoranda Jessica de Almeida Coelho, por todo apoio dentro e fora da pós-

graduação. Jessica, palavras não medem o meu amor e gratidão pela sua existência 

na minha vida. Você apareceu na hora certa e suas palavras sempre sabem como me 



trazer conforto e calmaria. Sua empatia, carinho, generosidade e luz me fortaleceram 

nos meus piores momentos e me impulsionaram nos melhores.  

Aos meus grandes amigos Viviane Siqueira, Thiago Batista e Daiara Franco 

que foram fundamentais na minha caminhada do mestrado. Ofereceram ombro no 

momentos difíceis, mas também, vibraram cada conquista comigo. A amizade de 

vocês deixou tudo mais leve e eu só tenho a agradecer por toda ajuda, palavras, 

carinho e companheirismo nesses anos. 

As minhas grandes amigas, Alline e Ranna, que viveram comigo toda 

angustia do processo de preparo para a seleção do mestrado, mas também, a 

conquista da tão sonhada aprovação e hoje comemoram comigo o fim desse ciclo. 

Vocês foram fundamentais nessa jornada e não posso me considerar nada menos 

que uma mulher de sorte. 

Aos funcionários do Departamento de Endodontia Suely e Edimauro pelo 

carinho e convivência agradável durante esses anos. 

A Marcia Graeff, técnica do Microscópio confocal de varredura a laser, sou 

muito grata pela sua ajuda e paciência durante a realização dos meus experimentos, 

que foram fundamentais para a conclusão desta etapa. 

Aos meus colegas de Mestrado Letycia, Marcos, Thalita e também aos demais 

colegas da pós-graduação orientados da profa. Flaviana, que dividiram comigo todas 

as experiências desse ciclo e tornaram meus dias mais leves e divertidos. Só tenho a 

agradecer pela parceria, ajuda, companheirismo e presença de cada um de vocês 

nesses dois anos. Hoje saio uma pessoa e profissional completamente diferente de 

quando ingressei e há a contribuição de cada um de vocês nisso. 



AGRADECIMENTOS INSTITUCIONAIS 
 

À faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de São Paulo, na pessoa 

do diretor, Professora Dra. Marília Buzalaff. 

À comissão de pós-graduação na pessoa do Professor Dr. Marco Antônio 

Hungaro Duarte. 

Ao coordenador do programa da pós-graduação em Endodontia Professor Dr. 

Marco Antônio Hungaro Duarte. 

Aos funcionários da pós-graduação Ana Letícia Palombo Momesso, Vera Lygia 

Santos Butignoli Caetano e Leila Regina da Silva Yerga Xavier por sempre estarem a 

disposição em ajudar e serem atenciosas, muito obrigada. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq 

pelo financiamento deste projeto. 

Ao Centro Integrado de Pesquisas da Faculdade de Odontologia de Bauru- 

USP, na pessoa da Professora Dra.  Profa. Dra. Ana Carolina Magalhães. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

"Devemos acreditar que somos talentosos 

para algumas coisas, e que essa coisa, a 

qualquer custo, deve ser alcançada." 

 

 

Marie Curie 
  



RESUMO 
 

Objetivo: Avaliar a efetividade de soluções irrigadoras alternativas associadas ou não 

à irrigação ultrassônica passiva (PUI) sobre Fusobacterium nucleatum e sua 

endotoxina (LPS). Material e Métodos: Noventa cilindros de dentina foram 

contaminados com F. nucleatum (ATCC 51190) por 7 dias. Amostras foram divididas 

em 1 grupo controle e grupos experimentais de acordo com os irrigantes: Hipoclorito 

de sódio 2,5% (NaOCl), Clorexidina 2% (CLX), NaOCl 2,5% + solução de hidróxido de 

cálcio 0,14% (Ca(OH)2) e extrato etanólico de própolis 10% (EEP), e os métodos de 

agitação PUI ou irrigação convencional (IC). Coletas antes e após a irrigação foram 

realizadas para quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC/mL) e LPS, 

utilizando o ensaio LAL cinético cromogênico. Em seguida, as amostras foram 

submetidas à análise por microscopia confocal de varredura a laser para quantificar a 

viabilidade bacteriana.  A distribuição dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-

Wilk. Comparações intragrupos e intergrupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon 

e Kruskal-Wallis, respectivamente, seguido pelo pós-teste de Dunn. O teste de Mann-

Whitney foi realizado para comparação entre as técnicas de irrigação (α = .05). 

Resultados: Todos os irrigantes foram eficazes em reduzir a contagem de UFC/mL 

(p>.05). Menores valores de viabilidade bacteriana e LPS foram observados para os 

irrigantes PUI-ativados. O maior percentual de redução do LPS assim como a menor 

viabilidade foram atribuídos ao NaOCl 2,5% (p<.05). EEP 10% e NaOCl + Ca(OH)2 

0,14% PUI-ativados apresentaram desempenho estatisticamente similar ao NaOCl 

2,5% (p>.05). Conclusão: O EEP 10% quando ativado teve a mesma ação 

antimicrobiana e anti-LPS que a solução de NaOCl 2,5%. A PUI favoreceu a ação de 

todas as soluções investigadas sobre o F. nucleatum e sua endotoxina. 

 
Palavras-chave: Fusobacterium nucleatum. Endotoxinas. Ultrassom. Própolis. Teste 

do Limulus. Hipoclorito de sódio. 

 
 
 

 
 
 



ABSTRACT 
 

Ultrasonic agitation effect on different final irrigation protocols on bacterial 
LPS inactivation 

 

Objective: To evaluate the effectiveness of alternative irrigating solutions associated 

or not with passive ultrasonic irrigation (PUI) on Fusobacterium nucleatum and its 

endotoxin (LPS). Material and Methods: Ninety dentin cylinders were contaminated 

with F. nucleatum strain (ATCC 51190) for 7 days. The specimens were divided into 1 

control group and experimental groups according to the irrigant: 2.5% sodium 

hypochlorite (NaOCl), 2% chlorhexidine (CHX), 2.5% NaOCl + 0.14% calcium 

hydroxide solution (Ca(OH)2), and 10% ethanolic extract of propolis (EEP), and 

agitation methods, PUI ou CI. Samples before and after irrigation were performed to 

quantify colony forming units (CFU/mL) and LPS using the LAL assay. Then, the 

specimens were subjected to confocal laser scanning microscopy analysis to quantify 

the bacterial viability. Data distribution was confirmed by the Shapiro-Wilk test. 

Intragroup and intergroup comparisons were performed using the Wilcoxon and 

Kruskal-Wallis tests, respectively, followed by Dunn's post-test. The Mann-Whitney 

test was performed to compare the irrigation techniques (α = .05). Results: All irrigants 

were effective in reducing the CFU/mL count after irrigation with no significant 

differences (p>.05). Lower values of bacterial viability and LPS were observed for PUI-

activated irrigants. The highest percentage of LPS reduction, as well as the lowest 

viability, were attributed to 2.5% NaOCl. 10% EEP and NaOCl + 0.14% Ca(OH)2  

associated with PUI-activated showed similar performance to 2.5% NaOCl (p>.05).. 

Conclusion: The 10% EEP when activated had the same antimicrobial and anti-LPS 

action as the 2.5% NaOCl solution. The PUI favored the action of all investigated 

solutions on F. nucleatum and its endotoxin. 

 
Keywords: Fusobacterium nucleatum. Endotoxins. Ultrasound. Propolis. Limulus 

Test. Sodium hypochlorite. 
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1. INTRODUÇÃO  

 
O tratamento endodôntico de dentes com necrose pulpar objetiva, através de 

meios mecânicos e químicos, a desinfecção do sistema de canais radiculares (SCR) 

eliminando microrganismos e seus subprodutos, e promovendo assim condições 

ideais para o reparo dos tecidos periapicais (BASRANI et al., 2010; GRÜNDLING et 

al., 2015). No entanto, a complexidade anatômica apresentada pelo SCR impõe 

dificuldades a essa sanificação, onde a persistência de microrganismos e/ou seus 

fatores de virulência dentro do SCR tem sido relacionada ao fracasso do tratamento 

endodôntico (SIQUEIRA; RÔÇAS, 2008).  

Bactérias desempenham um papel importante na indução e manutenção das 

doenças periapicais (KAKEHASHI, 1965). As Gram-negativas, presentes 

principalmente nos casos de infecção endodôntica primária possuem na sua parede 

celular externa lipopolissacarídeos (LPS), também conhecidos como endotoxinas, 

representando o principal fator de virulência desses patógenos. São liberados durante 

multiplicação ou lise da célula bacteriana e responsáveis por uma série de efeito 

biológicos nocivos, na qual o lipídeo A é a região molecular responsável por tais efeitos 

(MERGENHAGEN; VARAH, 1963; LEONARDO et al., 2004; MARTINHO et al., 2012).  

Essas endotoxinas, altamente imunoestimuladoras, são responsáveis pela 

quimiotaxia de neutrófilos, ativação do sistema complemento, indução de febre, 

alterações hemodinâmicas, ativação policlonal de linfócitos B e a produção de oxido 

nítrico (HORIBA et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2005b). Se liga ao receptor CD-14 de 

macrófagos, neutrófilos e fibroblastos sendo reconhecida pelo hospedeiro como um 

antígeno, levando a liberação de uma série de mediadores químicos e citocinas pró-

inflamatórias comumente envolvidas na patogênese da inflamação periapical, como 

as interleucinas (IL-1a, IL-1b, IL-6 e IL-8) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) 

(HORIBA et al., 1990). Além disso, estimula a secreção de prostaglandina E-2, que 

leva a ativação dos osteoclastos contribuindo para o processo de reabsorção óssea 

periapical (MARTINHO et al., 2010; LUCISANO et al., 2014).  

Foi demonstrada uma correlação positiva entre a concentração dessa endotoxina 

nos canais radiculares e a presença de sinais e sintomas clínicos (JACINTO et al., 

2005; ENDO et al., 2012), assim como maior destruição óssea periapical (SCHEIN; 

SCHILDER, 1975; CARDOSO et al., 2015; MACHADO et al., 2020). Por isso, o 
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tratamento endodôntico não deve apenas objetivar destruir bactérias, mas também, a 

eliminação do LPS e outros produtos tóxicos favorecendo o processo de reparo dos 

tecidos periapicais. Sabendo que os dentes com necrose pulpar e lesão periapical 

apresentam elevada quantidade de LPS e do seu potencial citotóxico sobre os tecidos 

periradiculares, há uma busca incessante de procedimentos clínicos para a sua 

redução ou neutralização. No entanto, existe uma grande dificuldade na eliminação 

e/ou inativação de LPS sobretudo pela sua grande capacidade de difusão através dos 

túbulos dentinários, podendo atingir a superfície radicular externa a partir de 24 horas 

(OLIVEIRA et al., 2005a). 

Fusobacterium nucleatum é um microrganismo anaeróbio Gram-negativo, isolado 

em 100% dos casos de infecção endodôntica primária (DE SOUZA et al., 2005) e de 

extrema importância na formação de biofilmes, atuando como uma ponte de união 

entre colonizadores primários e secundários que não conseguem interagir (AMANO, 

2010). Além disso, está presente na microbiota tanto de casos assintomáticos quanto 

sintomáticos, sendo nesses últimos a espécie mais predominante (SAKAMOTO et al., 

2006; SIQUEIRA; RÔÇAS, 2009).  

A irrigação durante a terapia endodôntica mostra-se essencial para otimizar a 

eliminação e/ou redução dos níveis de LPS (OLIVEIRA et al., 2007). Diversas 

substâncias químicas foram estudadas dentre elas o hipoclorito de sódio (NaOCl), 

amplamente empregado devido a sua capacidade de dissolução tecidual e atividade 

antimicrobiana (HAAPASALO et al., 2014) e a clorexidina (CLX), substância auxiliar 

empregada no tratamento endodôntico. Embora apresente inúmeras vantagens de 

uso, o NaOCl possui algumas desvantagens, incluindo ausência de substantividade e 

irritação quando em contato com os tecidos vivos periapicais, independente da sua 

concentração (PETERS, 2004; ZEHNDER, 2006; BRAMANTE et al., 2015). Apesar 

disso, possui a capacidade de neutralizar de forma parcial o LPS (GOMES; 

MARTINHO; VIANNA et al., 2009; MARTINHO et al., 2012; CAVALLI et al., 2017). Já 

a CLX 2%, apesar de possuir atividade antimicrobiana, amplo espectro de ação, baixa 

toxicidade e substantividade (IRALA et al., 2009; HAAPASALO et al., 2014), 

demonstra não ter ação eficaz sobre endotoxinas bacterianas (GRÜNDLING et al., 

2015; NEELAKANTAN et al., 2018).  

Alternativas como o hidróxido de cálcio, amplamente utilizado no tratamento 

endodôntico, devido à sua capacidade indutora de mineralização, ação antimicrobiana 
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e principalmente sobre as endotoxinas (LEONARDO et al., 2002; MENEZES et al., 

2004; OLIVEIRA et al., 2005b), tem mostrado resultados favoráveis no uso como 

irrigante (água de cal) sozinho ou associado ao NaOCl na redução do LPS (OLIVEIRA 

et al., 2005b; CARVALHO et al., 2016). Também a própolis, que possui propriedades 

antimicrobianas, antivirais e antifúngicas, e tem demonstrando capacidade em reduzir 

a quantidade de bactérias e/ou seus fatores de virulência dos canais radiculares 

quando empregada durante o preparo biomecânico ou como medicação intracanal, 

apresenta-se como opção na potencialização da descontaminação do SCR 

(FERREIRA et al., 2007; VALERA et al., 2010; JAHROMI; TOUBAYANI; REZAEI, 

2012; MAEKAWA et al., 2013; PEREIRA et al., 2019). 

O mecanismo mais empregado para a distribuição destas soluções é a irrigação 

convencional (IC), realizada por meio de seringas e agulhas de pequenos calibres, 

que apresenta limitações na remoção de debris dentinários, acesso à porção apical e 

áreas de complexidade anatômica (LEE; WU; WESSELINK, 2004; DUQUE et al., 

2017; GENERALI et al., 2017). Consequentemente, recursos adicionais foram 

surgindo, dentre eles a irrigação ultrassônica passiva (PUI), que consiste na vibração 

da solução irrigante utilizando um inserto acoplado a um ultrassom, que oscila no 

interior dos canais radiculares, potencializando a atividade antimicrobiana da solução 

e favorecendo a limpeza através do efeito da cavitação e corrente acústica (AHMAD; 

PITTFORD; CRUM, 1987; VAN DER SLUIS et al., 2007; RODRIGUES et al., 2017). 

Além de promover uma melhor entrega do irrigante às regiões de maior complexidade 

anatômica e levar a uma maior limpeza através da remoção da smear layer (WELLER; 

BRADY; BERNIER, 1980; VIRDEE et al., 2017), a PUI é responsável por uma maior 

redução dos níveis de LPS nos canais radiculares, como exposto na literatura 

(AVEIRO et al., 2019; HASNA et al., 2020).  

Os estudos que avaliaram a ação do NaOCl e da CLX sobre o LPS, mostraram 

o seu potencial na redução dos níveis dessa endotoxina em canais radiculares 

infectados (VIANNA et al., 2004; GOMES; MARTINHO; VIANNA et al., 2009; 

GRÜNDLING et al., 2015; NEELAKANTAN et al., 2018). No entanto, poucos ou 

nenhum, abordaram protocolos de irrigação alternativos e ainda, associados à PUI 

que possam corroborar com tal feito. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi 

avaliar in vitro a efetividade de soluções irrigadoras alternativas associadas ou não à 
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irrigação ultrassônica passiva (PUI) sobre Fusobacterium nucleatum e sua endotoxina 

(LPS) presentes no interior do canal radicular e túbulos dentinários. 
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2. ARTIGO  

 
O artigo apresentado nesta dissertação foi escrito de acordo com as instruções 

e orientações para a submissão de artigos apresentados na revista Journal of 

Endodontics. 

 
2.1 Artigo 1 

 
Ativação ultrassônica da própolis, água de cal e irrigantes convencionais na redução 

de Fusobacterium nucleantum e seu LPS: estudo Ex Vivo 
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RESUMO 

 
Objetivo: Avaliar a efetividade de soluções irrigadoras alternativas associadas ou não 

à irrigação ultrassônica passiva (PUI) sobre Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) 

e sua endotoxina (LPS) presentes no interior do canal radicular e túbulos dentinários. 

Material e Métodos: Noventa cilindros de dentina de pré-molares inferiores foram 

contaminados com F. nucleatum (ATCC 51190) por 7 dias em condições de 

anaerobiose. Os espécimes foram divididas em 1 grupo controle e grupos 

experimentais de acordo com os irrigantes: Hipoclorito de sódio 2,5% (NaOCl), 

Clorexidina 2% (CLX), NaOCl 2,5% + solução de hidróxido de cálcio 0,14% (Ca(OH)2) 

e extrato etanólico de própolis 10% (EEP), e os métodos de agitação PUI ou irrigação 

convencional (IC). Coletas antes e após da irrigação foram realizadas para 

quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC/mL) e de LPS, utilizando o 

ensaio LAL. Em seguida, os espécimes foram submetidos à análise por microscopia 

confocal de varredura a laser para avaliar a viabilidade bacteriana intratubular.  A 

distribuição dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Comparações 

intragrupos e intergrupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon e Kruskal-Wallis, 

respectivamente, seguido pelo pós-teste de Dunn. O teste de Mann-Whitney foi 

realizado para comparação entre as técnicas de irrigação (α = .05). Resultados: 
Todos os irrigantes foram eficazes em reduzir a contagem de UFC/mL (p>.05). 

Menores valores de viabilidade bacteriana e LPS foram observados para os irrigantes 

PUI-ativados. O maior percentual de redução do LPS assim como a menor viabilidade 

foram atribuídos ao NaOCl 2,5% (p<.05). EEP 10% e NaOCl + Ca(OH)2 0,14% PUI-

ativados apresentaram desempenho estatisticamente similar ao NaOCl 2,5% (p>.05). 

Conclusão: O EEP 10% quando ativado teve a mesma ação antimicrobiana e anti-

LPS que a solução de NaOCl 2,5%. A PUI favoreceu a ação de todas as soluções 

investigadas sobre o F. nucleatum e sua endotoxina. 

 

 
Descritores: Fusobacterium nucleatum. Endotoxinas. Ultrassom. Própolis. Teste do 
Limulus. Hipoclorito de sódio. 
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Introdução 
 

A análise da microbiota de canais radiculares com polpa necrótica e infectados 

revelaram a predominância de bactérias anaeróbias Gram-negativas3. Essas 

bactérias possuem na sua membrana externa lipopolissacarideos (LPS) que 

representam o seu principal fator de virulência4 e são liberados durante multiplicação 

ou lise celular5. Altos níveis de LPS estão relacionados ao desenvolvimento da 

sintomatologia clinica, manutenção da inflamação e destruição óssea periapical6-8. 

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) é um microrganismo Gram-negativo, 

isolado em 100% dos casos de infecção endodôntica primária (DE SOUZA et al., 

2005) e de extrema importância na formação de biofilmes pois atua como uma ponte 

de união entre colonizadores primários e secundários que não conseguem interagir 

(AMANO, 2010).  

Várias soluções irrigadoras tem sido testadas contra o LPS em infecções do canais 

radiculares10-13, dentre elas o hipoclorito de sódio (NaOCl), mundialmente utilizado 

devido a sua capacidade de dissolução tecidual e atividade antimicrobiana e a 

clorexidina (CLX), solução alternativa na terapia endodôntica, que apresenta além de 

ação antimicrobiana associada a substantividade, baixo grau de toxicidade14. Apesar 

das excelentes propriedades antimicrobianas, mostram pouco ou nenhum efeito na 

eliminação do LPS quando empregados de forma convencional durante o preparo 

biomecânico9,11,15,16.  

Alternativas como o hidróxido de cálcio (CaOH2) tem mostrado bons resultados na 

eliminação do LPS de canais radiculares, quando utilizado como irrigante único (água 

de cal)9 ou associado ao NaOCl17, assim como o extrato etanólico de própolis (EEP), 

que também tem apresentando eficácia na eliminação de Gram-negativos e sua 

endotoxinas18. Estratégias como a irrigação ultrassônica passiva (PUI), melhoram a 

descontaminação e limpeza do canal radicular19, permitindo maior alcance do irrigante 

em áreas de complexidade anatômica e tem mostrado otimizar a redução dos níveis 

de LPS nos canais radiculares12,13,20. Existem poucos estudos comparativos sobre a 

ativação mecânica do NaOCl e CLX e seus efeitos na redução bacteriana intratubular 

e dos níveis de LPS. E tampouco, investigações sobre ação de soluções alternativas 

como a água de cal e a própolis nessas condições.  
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Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro os efeitos de 

soluções alternativas e a técnica de irrigação, na eliminação do F. nucleatum e sua 

endotoxina (LPS) presentes no interior do canal radicular e túbulos dentinários. A 

hipótese nula é de que não há diferenças significantes entre as soluções e os 

protocolos de irrigação na redução de F. nucleatum do canal principal e de dentro dos 

túbulos, assim como dos níveis de LPS. 

 

Material e métodos 
Estimativa do tamanho da amostra  

O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa em seres 

humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru (CAAE: 39330620.0.0000.5417). O 

cálculo amostral foi realizado baseado em estudos anteriores usando o software G* 

Power v 3.1 para Mac (Heinrich Heine, Universidade de Düsseldorf, Alemanha). Para 

8 grupos experimentais usando o erro do tipo alfa de 0,05, o poder beta de 0,95 e a 

razão N2/N1 de 1. O teste mostrou um total de 10 espécimes por grupo como o 

tamanho ideal. Além disso, foram utilizados 10 dentes como controles positivos (C+) 

para o crescimento bacteriano intratubular. 

 

Seleção dos espécimes 

Noventa pré-molares inferiores unirradiculares recém extraídos foram 

selecionados através de radiografias mesiodistais e vestibulolinguais. Os dentes 

apresentavam raízes totalmente formadas e canais únicos, sem reabsorção radicular 

ou calcificações nos canais radiculares.  

 

Preparo dos espécimes  

Detritos, cálculos e restos de tecido mole foram removidos da superfície 

radicular com curetas periodontais Gracey (SSWhite, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os 

dentes foram decoronados e os 3 mm apicais de cada raiz foram removidos com um 

disco diamantado de dupla face 0,10 x 22 mm (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil) 

resfriado a água, padronizando o comprimento da raiz (≅15 mm). O comprimento de 

trabalho (CT) foi determinado subtraindo 1 mm desta medida21. 

Para padronizar o diâmetro dos canais (ou seja, o diâmetro interno dos cilindros 

de dentina), eles foram ampliados com o instrumento X-1 blue 40.06 (MK LIFE, Porto 
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Alegre, RS, Brasil), abrindo espaço para a inoculação de microrganismos. Os 

espécimes foram submetidos a três banhos ultrassônicos sucessivos por 10 minutos 

cada em NaOCl 1% (Asfer, São Caetano do Sul, São Paulo, Brasil), EDTA 17% 

(Biodinâmica, Ibiporã, PR, Brazil) e tiossulfato de sódio 1%.  

Os cilindros foram secos com pontas de papel esterilizada (Dentsply Ind Com 

LTDA, Petrópolis, RJ, Brasil). A região apical foi selada com resina composta Natural 

Look (DFL Industria e Comércio S.A. Taquaral, RJ, Brasil) e as superfícies radiculares 

externas receberam duas camadas de adesivo epóxi (Brascola, São Paulo, SP, 

Brasil), exceto na região cervical9. Em seguida, foram fixados com resina acrílica 

quimicamente ativada em placas de 24 poços, dez espécimes por placa, e 

esterilizados juntamente com todo material utilizado na pesquisa, por radiação gama 

com cobalto 60 (20 KGy por 6 horas)22. 

 

Contaminação intratubular 

Os espécimes foram colocados em microtubos apirogênicos (Eppendorf, 

Hamburgo, Alemanha) com RCM esterilizado (Reinforced Clostridial Medium, Probac 

do Brasil, São Paulo, SP, Brasil) e submetidos a banho ultrassônico por 10 minutos 

para máxima penetração do caldo nos túbulos dentinários.  

A cepa bacteriana de F. nucleatum ATCC 51190 (American Type Culture 

Collection) foi reativada em caldo RCM e incubada em anaerobiose durante 48h, após 

esse período a suspensão bacteriana foi ajustada para concentração de 3x108 

unidades formadoras de colônia (UFC/mL) utilizando espectrofotômetro SF325NM 

(Bel Photonics do Brasil Ltda, Osasco, SP, Brasil) e incubada a 37°C por 24h em 

câmara de anaerobiose para atingir crescimento exponencial. A morfologia da colônia 

e coloração de Gram foram avaliadas várias vezes ao longo do experimento para 

confirmar a pureza. A contaminação dos espécimes durou 7 dias em meio RCM a 

37ºC seguindo o protocolo de Andrade et al.21 e a sequência de centrifugação de Ma 

et al.23 com modificações.  

 

Grupos experimentais 

Todos os procedimentos foram realizados em condições assépticas dentro de fluxo 

laminar. Os espécimes foram distribuídos aleatoriamente em oito grupos (n=10) de 

acordo com o protocolo de irrigação realizado, irrigação convencional (IC) ou PUI: G1: 

NaOCl 2,5% (Farmácia Specífica, Bauru, SP, Brasil) + IC; G2: CLX 2% (Farmácia 
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Specífica, Bauru, SP, Brasil) + IC; G3: NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% (0.14 g de 

hidróxido de cálcio em água apirogênica; Biodinâmica, PR, Brasil) + IC; G4: EEP 10% 

Apis-Brasil, Pindamonhagaba, SP, Brasil) + IC; G5: NaOCl 2,5% + PUI; G6: CLX 2% 

+ PUI; G7: NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI; G8: EEP 10% + PUI. 

A irrigação convencional (IC) foi realizada em conjunto com aspiração simultânea 

utilizando 5mL da solução de escolha, ficando o último mL durante 60s. A irrigação 

ultrassônica passiva (PUI) foi realizada com 5mL da solução de escolha dividida em 

três ativações de 20s cada. 

Para os procedimentos de irrigação os espécimes foram colocados em um 

dispositivo metálico esterilizado. Nos grupos da IC, o irrigante foi entregue por 

intermédio de seringa e agulha apirogênicas. A PUI foi realizada usando o inserto 

ultrassônico E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil) (#20.01), inserido 

2mm aquém do comprimento de trabalho. A potência do aparelho ultrassônico foi de 

10% (Satelec, MicroImagem, Indaiatuba, SP, Brasil)13,20. Após os protocolos de 

irrigação final todos os espécimes foram irrigados com 5mL de agua destilada 

apirogênica. 

 
Coletas das amostras 

Para amostragem microbiológica e de endotoxinas, duas pontas de papel 

absorvente esterilizadas/apirogênicas (tamanho #25; Dentsply Maillefer, Ballaigues, 

Suíça) foram introduzidas, uma por vez, em toda a extensão do canal e mantidas na 

posição por 60s cada12,20,28. Foram realizadas coletas em dois momentos: antes dos 

protocolos de irrigação (S1), no intuito de confirmar a contaminação e servir como 

linha de base e imediatamente após (S2), a fim de determinar a atividade 

antimicrobiana e anti-LPS de cada solução irrigadora final, associada a IC ou a PUI.  

 

Ensaio Lisado de Amebócito de Limulus (LAL) - Quantificação de endotoxinas 

Imediatamente após a coleta, as pontas de papel foram transferidas para 

microtubos apirogênicos contendo 1000μL de solução salina apirogênica e 

armazenadas em freezer -20ºC até o momento do uso. Para a quantificação das 

endotoxinas, as amostras foram diluídas em 10-3 devido à sensibilidade do teste 

cinético cromogênico (KQCL). A endotoxina de Escherichia coli foi utilizada como 

padrão nas concentrações de 50 EU/mL, 5 EU/mL, 0,5 EU/mL, 0,05 EU/mL e 0,005 

EU/mL, para calcular a quantidade de endotoxina presente em cada amostra dos 
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canais radiculares. Para o teste 100μL dessas 5 concentrações, do blank (água 

apirogênica) e das amostras coletadas dos canais, foram adicionadas em duplicata 

na placa de 96 poços. A placa foi incubada a 37 ± 1°C por 10 min em um leitor cinético-

QCL conectado a um computador usando o software WinKQCL (Lonza).  Por fim, 

100μL do reagente cromogênico foi adicionado a cada poço e a absorbância (405 nm) 

foi lida e monitorada continuamente pelo software do leitor de placas KQCL, que 

calculou automaticamente a correlação linear log/log entre os tempo de reação de 

cada solução padrão e a respectiva concentração da endotoxina8,20 . 

 

Unidades formadoras de colônias (UFC/mL) 

Após a coleta, as pontas de papel foram transferidas para microtubos24,25 

contendo 1mL de caldo RCM (Reinforced Clostridial Medium, Difco, Detroit, EUA). Em 

uma câmara de anaerobiose os microtubos foram agitados em vórtex por 10s, e 100μL 

do conteúdo foi transferido para outros microtubos com 900μL de RCM até atingir uma 

concentração de 10-4. Em seguida, 50μL das diluições foram semeadas em placas de 

Petri com ágar RCM suplementadas com 5% de sangue desfibrinado de carneiro 

(Laborclin, São José do Rio Preto, SP, Brasil) que foram incubadas em câmara 

anaeróbica a 37ºC por 7 dias para contagens subsequentes de UFC/mL. 

 

Avaliação antimicrobiana por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) 

Após exposição aos protocolos de irrigação e as coletas supracitadas, os 

espécimes foram seccionados longitudinalmente em Isomet (Buehler, IL, EUA), 

tratados com EDTA 17% por 3 min e lavados com solução salina esterilizada para 

remover a smear layer resultante do procedimento de corte21,23. Os espécimes foram 

então corados por 15 min em ambiente escuro com 20μL do kit de viabilidade 

bacteriana LIVE/DEAD™ BacLight (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). 

Este kit contém o corante SYTO 9™ Green Stain, que cora bactérias viáveis, e 

Propidium Iodide Red Stain™, que cora as bactérias mortas. As amostras foram 

examinadas com um microscópio confocal Leica TCS-SPE (Leica Microsystems 

GmbH, Mannheim, Alemanha) em aumento de 40x, tamanho de passo de 1μm de 

profundidade e uma resolução de 1024x1024 pixels. Foram obtidas oito imagens 

sequenciais dos espécimes: 4 na porção superficial e 4 na porção profunda em relação 

ao canal principal, totalizando 80 imagens de cada grupo, incluindo os controles 

positivos. Isso permitiu a visualização de todas as extensões de túbulos dentinários 
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contaminados desde o canal radicular principal até o cemento. As imagens adquiridas 

foram fragmentadas usando o software Leica Application Suite-Advanced 

Fluorescence (LAS AF, Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Alemanha) e 

convertidas para o formato TIFF. Essas imagens foram exportadas para o software 

bioImage_L v21 para quantificar a porcentagem de bactérias viáveis (coradas de 

verde) e não viáveis (coradas de vermelho). 

 

Análise estatística 

  A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. As 

contagens de UFC/mL foram transformadas em Log antes da análise estatística. O 

efeito antimicrobiano sobre F. nucleatum e sua endotoxina é expresso em 

porcentagem de redução, calculada para cada grupo da seguinte forma: (S1/S2 x 

100)26. As comparações intragrupos e intergrupos foram realizadas pelo teste de 

Wilcoxon e Kruskal-Wallis, respectivamente, seguido pelo pós-teste de Dunn. O teste 

de Mann-Whitney foi realizado para comparação entre os protocolos de irrigação, CI 

ou PUI. O software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad San Diego, CA, EUA) foi utilizado 

para a análise, adotando-se um nível de significância de 5%.  

 
Resultados 
Quantificação de endotoxinas (LPS) 

O ensaio LAL indicou a presença de LPS em todas as amostras da primeira 

coleta (S1). A irrigação final (S2) reduziu o número de EU/mL em todos os grupos 

(p<.05) com relação as coletas iniciais (Tabela 1). Em S2, os menores níveis foram 

encontrados nos grupos irrigados com NaOCl 2,5%, com e sem a PUI, e NaOCl 2,5% 

+ Ca(OH)2 0,14% + PUI em comparação com a CLX 2%, mesmo agitada (p<.05). Os 

maiores percentuais de redução foram atribuídos aos grupos irrigados com NaOCl 

2,5% com e sem a PUI (99% e 98.3%, respectivamente) seguido do EEP 10% + PUI 

(97.9%) e NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI (97.3%), sem diferenças estatísticas 

(p>.05). Os grupos com a PUI mostraram resultados estatisticamente superiores a IC 

(Figura 1).  
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Tabela 1 - Mediana (Me), mínimo e máxima (Min-Max) EU/mL e redução percentual 
de LPS (%) dos canais radiculares para cada grupo experimental. 

 

 

 
Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas 
sobrescritas em uma coluna representam diferenças significativas entre os grupos; diferentes 
letras minúsculas sobrescritas em uma linha representam diferenças significativas dentro dos 
grupos 
 
Figura 1: Gráficos comparativos dos grupos submetidos à irrigação convencional 
versus a PUI, em relação à redução de endotoxina (LPS) e porcentagem de viabilidade 
bacteriana intratubular. Diferentes letras sobrescritas indicam diferença entre os 
grupos pelo teste de Mann Whitney (p <.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Grupos 

Antes da irrigação 
(S1) 

Depois da irrigação 
(S2) 

Redução (%) 

(EU/mL) (EU/mL) Me (Min-Max) 
Me (Min-Max) Me (Min-Max)  

Grupos IC    
NaOCl 2,5% 39.00 (17.2 – 50.9)Aa 0.50 (0.5 – 1.3)ABb 98.30 (97.0 – 99.0)AB 
CHX 2% 55.90 (12.7 – 84.2)Aa 3.67 (2.4 – 8.3)Db 92.20 (65.9 – 96.1)C 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% 26.10 (10.4 – 81.6)Aa 0.77 (0.5 – 4.4)ABCDb 93.40 (83.0 – 99.3)BC 
EEP 10% 30.80 (19.0 – 89.5)Aa 1.49 (0.9 – 2.6)BCDb 94.60 (90.0 – 98.8)BC 

Grupos PUI    
NaOCl 2,5% 50.00 (50.0 – 76.7)Aa 0.50 (0.5 – 0.85)Ab 99.00 (98.3 – 99.3)A 
CHX 2% 25.00 (20.0 – 90.0)Aa 3.40 (0.7 – 5.7)CDb 93.00 (65.7 – 94.9)C 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% 22.80 (12.3 – 50.0)Aa 0.50 (0.5 – 0.7)ABb 97.30 (95.8 – 99.0)AB 
EEP 10% 34.40 (15.2 – 50.0)Aa 0.69 (0.6 – 1.1)ABCb 97.9 (96.0 – 98.9)ABC 
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Avaliação microbiológica  

As coletas iniciais (S1) revelaram o crescimento de bactérias viáveis em 100% 

das amostras recuperadas dos canais radiculares contaminados. Todos os protocolos 

e irrigantes testados foram eficazes em reduzir a carga microbiana (UFC/mL) em S2 

com relação as amostras iniciais (p<.05). Ambas as técnicas de irrigação, IC ou PUI, 

levaram a uma eliminação semelhante de UFC/mL (p>.05). O mesmo percentual de 

redução foi observado para todos os grupos (p>.05) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Mediana (Me), mínimo e máxima (Min-Max) de UFC/mL e redução 
percentual de F. nucleatum (%) dos canais radiculares para cada grupo experimental. 
 

 
 

 
Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas 
sobrescritas em uma coluna representam diferenças significativas entre os grupos; diferentes 
letras minúsculas sobrescritas em uma linha representam diferenças significativas dentro dos 
grupos. *Sem diferença estatisticamente significativa. 
 

 

 

 

 

 

  
 
Grupos 

Antes da irrigação 
(S1) 

Depois da 
irrigação (S2) 

Redução (%) 

(Log10 UFC/mL) (Log10 UFC/mL) Me (Min-Max) 
Me (Min-Max) Me (Min-Max)  

Grupos IC    
NaOCl 2,5% 5.78 (5.3 - 7.0)Aa 0.00 (0.0 – 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
CHX 2% 6.25 (5.6 - 7.0)Aa  0.00 (0.0 – 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% 6.60 (5.3 - 7.2)Aa 0.00 (0.0 - 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
EEP 10% 6.71 (5.6 - 7.3)Aa 0.00 (0.0 – 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 

Grupos PUI    
NaOCl 2,5% 5.78 (5.3 - 7.0)Aa 0.00 (0.0 - 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
CHX 2% 6.30 (5.6 - 7.3)Aa 0.00 (0.0 – 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% 6.65 (5.6 - 7.3)Aa 0.00 (0.0 - 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
EEP 10% 6.71 (5.6 - 7.3)Aa 0.00 (0.0 - 0.0)Bb 100.0 (100.0 – 100.0)* 
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Avaliação da descontaminação intratubular (MCVL) 

Os grupos experimentais apresentaram valores de viabilidade menores do que 

o grupo controle positivo (p<.05). A comparação entre grupos mostrou que nas áreas 

superficiais e profundas a irrigação com NaOCl 2,5%, independente da técnica, 

produziu uma porcentagem menor de bactérias viáveis (p<.05). Não foram 

observadas diferenças significativas nas comparações intragrupos quanto as 

profundidades (superficial x profundo) (Tabela 3). A ativação ultrassônica produziu 

valores de viabilidade bacteriana inferiores à irrigação convencional (Figura 1), com 

diferenças significativas (p<.05) entre as soluções alternativas e os seus respectivos 

não ativados. Além disso, tiveram desempenho estatisticamente similar ao NaOCl 

2,5% e CLX 2%. Imagens representativas da microscopia confocal de varredura a 

laser dos grupos são mostradas nas Figuras 2A-I e 3A-I. 

 

Tabela 3 - Porcentagem mediana (intervalo de confiança de 95%) de bactérias 
viáveis nos túbulos dentinários após o protocolo de irrigação de cada grupo. 

Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas 
sobrescritas em uma coluna representam diferenças significativas entre os grupos; diferentes 
letras minúsculas sobrescritas em uma linha representam diferenças significativas dentro dos 
grupos. 
 
 
 
 
 

Grupos Total Superficial Profundo 
Controle 75.50 (12.1 – 99.4)Ea 73.66 (18.9 – 98.9)Aa 70.00 (3.3 – 86.6)Ca 
Grupos IC    

NaOCl 2,5% 9.72 (0.6 – 97.7)ABa 6.62 (0.3 – 90.8)Ba 8.95 (0.8 – 95.9)ABa 
CHX 2% 35.01 (0.0 – 98.9)BCDa 28.66 (0.0 - 97.84)Ba 40.24 (0.0 – 98.9)ABa 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% 45.48 (0.7 – 94.2)CDa 42.69 (0.7 – 93.9)Ba 52.98 (0.1 – 94.2)Ba 
EEP 10% 59.91 (0.0 – 99.9)Da 30.03 (0.0 – 94.3)Ba 65.57 (0.0 – 93.6)Ba 

Grupos PUI    
NaOCl 2,5% 7.78 (0.8 – 95.9)Aa 9.96 (0.6 – 93.2)Ba 8.35 (0.1 – 97.7)Aa 
CHX 2% 23.80 (0.1 – 98.6)ABCa 21.08 (0.6 – 91.5)Ba 32.59 (0.1 – 98.6)ABa 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% 18.41 (0.2 – 88.5)ABa 14.88 (0.2 – 80.0)Ba 27.62 (1.2 – 88.5)ABa 
EEP 10% 14.61 (0.2 – 99.9)ABa 12.87 (1.3 – 96.2)Ba 16.90 (0.2 – 99.9)ABa 
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Figura 2: Imagens MCVL representativas das áreas superficiais dos túbulos 
dentinários (perto do canal radicular). (A) NaOCl 2,5% + IC; (B) CLX 2% + IC; (C) 
NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + IC; (D) EEP 10% + IC; (E) NaOCl 2,5% + PUI; (F) 
CLX 2% + PUI; (G) NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI; (H) EEP 10% + PUI; (I) C+. 
Células viáveis coradas em verde e as não viáveis em vermelho. Ampliação: 40x. 
Barras: 20,0 μm. 
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Figura 3: Imagens MCLV representativas das áreas profundas dos túbulos dentinários 
(longe do canal radicular). (A) NaOCl 2,5% + IC; (B) CLX 2% + IC; (C) NaOCl 2,5% + 
Ca(OH)2 0,14% + IC; (D) EEP 10% + IC; (E) NaOCl 2,5% + PUI; (F) CLX 2% + PUI; 
(G) NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% + PUI; (H) EEP 10% + PUI; (I) C+. Células viáveis 
coradas em verde e as não viáveis em vermelho. Ampliação: 40x. Barras: 20,0 μm. 
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Discussão 
 

Considerando os resultados do presente estudo, a hipótese nula foi 

parcialmente rejeitada, pois houveram diferenças significativas entre as técnicas de 

irrigação quanto à redução da viabilidade bacteriana intratubular e dos níveis de LPS, 

porém não entre todas as soluções investigadas.  

O critério de seleção do F. nucleatum para a contaminação dos canais foi 

baseado não só pela sua prevalência em infecções primárias, mas também, pela 

toxicidade do seu LPS30,31. Embora um biofilme monoespécie tenha sido empregado 

no presente trabalho, este método foi pensado como maneira preliminar de avaliar a 

resistência e viabilidade de um anaeróbio estrito, confirmada pelo controle positivo 

(Figuras 2I e 3I), à sequência de centrifugações propostas pela contaminação 

intratubular antes de associá-lo a outras espécies. Até o momento, não há estudos 

acerca da descontaminação intratubular promovida por irrigantes utilizando F. 

nucleatum como microrganismo patogênico.  

Nossos resultados demonstraram que todos os irrigantes e técnicas utilizados 

foram capazes de eliminar o F. nucleatum do interior dos canais radiculares conforme 

demonstrado pelos resultados da contagem de UFC/mL (Tabela 2), em concordância 

com estudos prévios12,13,28. A provável razão para esses resultados se deve ao fato 

de que as coletas foram realizadas apenas do canal radicular principal com cones de 

papel absorvente, que são capazes de coletar bactérias nesta área somente e têm 

dificuldade de acesso a regiões estritas como os túbulos dentinários. Portanto, os 

dados de contagem de UFC/mL obtidos do canal radicular principal devem ser 

interpretados com cautela. 

No presente trabalho houve uma redução drástica dos níveis de endotoxina em 

todos os grupos (p<.05), em concordância com Aveiro et al.12 que observaram 

resultados semelhantes na comparação da agitação ultrassônica com a irrigação 

manual, clinicamente. Já Nakamura et al.32 não observaram diferença entre PUI e IC 

na redução do LPS e, esse contraste se deve provavelmente a diferença do volume 

utilizado na irrigação, além da microbiota dos canais radiculares. Os protocolos finais 

de irrigação propostos foram eficazes em erradicar o F. nucleatum, mas ainda assim, 

suas endotoxinas permaneceram no sistema de canais radiculares (SCR). Isso pode 

ser explicado, pois a morte de bactérias Gram-negativas leva à liberação de LPS, que 
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pode aderir às paredes dentinárias e se difundir pelos túbulos dentinários33, 

dificultando a sua remoção pelo fluxo da irrigação convencional. No entanto, a PUI 

pode favorecer a sua eliminação11,12. 

Nesse estudo, os níveis de endotoxinas inicialmente encontrados nos canais 

radiculares contaminados variou de 22.80 EU/mL a 55.90 EU/mL. Após a irrigação 

esses valores decaíram para uma faixa de 0.50 EU/mL a 3.67 EU/mL, inferiores aos 

encontrados em casos sintomáticos de infecção primária conforme demonstrado por 

estudos anteriores3,6,34, que exibiram valores médios de LPS variando de 7,49 EU/mL 

a 19,10 EU/mL, Apesar de não promoverem a erradicação da endotoxina, as soluções 

e técnicas empregadas foram capazes de reduzir os seus níveis abaixo daqueles 

compatíveis ao desenvolvimento de sintomatologia clinica e destruição óssea 

periapical tendo importante contribuição no processo de reparo dos tecidos 

perirradiculares. 

Os espécimes tratados com NaOCl 2,5% + PUI tiveram a maior porcentagem 

de redução de endotoxinas (99%), embora nenhum irrigante ou protocolo tenha 

conseguido eliminar por completo a mesma dos canais. Resultado similar foi 

observado anteriormente ao comparar o NaOCl com e sem a PUI13. A ativação 

ultrassônica provavelmente melhorou a eficácia da solução irrigadora, através do 

estresse de cisalhamento em células bacterianas causado pela corrente acústica e 

cavitação19. O NaOCl, assim como a CLX, reduz o nível de endotoxinas, mas não as 

elimina completamente9,11,16, indo de encontro aos presentes achados.  

O EEP 10% quando agitado mostrou-se igualmente eficaz ao NaOCl 2,5% 

podendo ser considerado como uma alternativa a ser utilizada durante a irrigação final. 

Atribui-se este resultado não somente à composição e eficácia antimicrobiana da 

própolis35,36, mas também, ao efeito sinérgico da ativação ultrassônica. Valera et al.18 

observaram uma redução significativa dos níveis de LPS nos canais radiculares 

quando a própolis foi utilizada como irrigante, em concordância com os presentes 

achados. A ação da própolis sobre o LPS também foi demonstrada por Maekawa et 

al.25 com resultado semelhante.  

O uso do hidróxido de cálcio como irrigante endodôntico tem mostrado efeito 

sobre o LPS no SCR2,9,37. Esses resultados estão relacionados principalmente à 

capacidade do hidróxido de cálcio de neutralizar as propriedades biológicas do LPS38. 

Neste estudo, a irrigação dos canais radiculares com NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14%, 

mostrou potencial desintoxicante, independente da técnica utilizada, reduzindo a 
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quantidade de endotoxina de forma similar ao NaOCl 2,5% e EEP 10%, superior a 

CLX 2%. O uso in vitro de NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14%, como irrigante foi relatado 

por Carvalho et al.17, que observaram excelente resultado em comparação ao NaOCl 

2,5% sozinho, quando usado durante o preparo biomecânico. Em contrapartida, no 

presente estudo, houve resultado estatisticamente similar entre ambos, o que 

provavelmente pode ser atribuído a diferença da microbiota e ausência da ação 

mecânica do instrumento em conjunto com a irrigação. 

Na análise de MCVL, todos os grupos experimentais após o tratamento 

mostraram um número reduzido de bactérias viáveis na dentina infectada. No regime 

de IC, o NaOCl 2,5% produziu os menores percentuais de viabilidade, o que confirma 

sua atividade antimicrobiana e anti-biofilme. Rodrigues et al.39 observaram resultados 

similares com o emprego do NaOCl 2,5% em relação à atividade antimicrobiana 

intratubular quando comparado à clorexidina 2%. Para os irrigantes PUI-ativados, 

maior redução foi observada em comparação a IC, em concordância com estudos 

anteriores40,41, onde a PUI foi responsável pela penetração em maior profundidade do 

irrigante.  

Dentre os grupos ativados, o menor percentual de viabilidade total, superficial 

e profunda foi observado para o NaOCl 2,5%, indo de encontro aos achados de 

Harrison et al.42 que avaliaram a ação antimicrobiana intratubular do NaOCl PUI-

ativado. Ainda de acordo com nossos achados, tanto o EEP 10% quanto o NaOCl 

2,5% + Ca(OH)2 0,14%, foram eficazes na redução da viabilidade bacteriana 

intradentinária. Ferreira et al.36 já havia demonstrado a habilidade da própolis em 

eliminar F. nucleatum, fato esse que pode explicar os resultados desse grupo. Apesar 

da eficácia do NaOCl + Ca(OH)2 na descontaminação intratubular, nossos resultados 

mostraram que o NaOCl 2,5% foi melhor sozinho do que em conjunto com o Ca(OH)2, 

tornando o emprego dessa associação, desvantajosa nesse cenário. No entanto não 

existem, até o momento, investigações que corroborem nossos resultados. 

Até onde sabemos, não há estudos avaliando o efeito da PUI em soluções 

como a própolis e a água de cal na descontaminação intratubular e redução do LPS, 

sobretudo, em comparação à IC, sendo portanto, o presente estudo inédito. Os 

poucos estudos in vitro que avaliaram o efeito do NaOCl e da CLX sobre endotoxina 

concordam que estes não são tão eficazes sobre a mesma. No entanto, como são 

irrigantes comumente utilizados na prática endodôntica, é interessante a busca por 
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protocolos e alternativas que sejam coadjuvantes ao seu uso e potencializem essa 

desintoxicação. Além disso, foi utilizado um microrganismo tipicamente endodôntico 

apesar da dificuldade do seu cultivo, diferindo dos demais trabalhos que fazem uso 

de endotoxinas comerciais de Eschericia coli.  

As soluções alternativas propostas quando combinadas à PUI foram tão 

eficazes quanto o NaOCl, e superior a CLX tanto na redução dos níveis de LPS quanto 

da microbiota intratubular, ressaltando a importância da agitação ultrassônica na 

potencialização da ação antimicrobiana do fármaco e no seu alcance em profundidade 

através dos túbulos dentinários. No presente trabalho, a ativação ultrassônica foi mais 

significativa para EEP 10% e NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% do que para as 

substâncias convencionais (Tabela 3). 

De forma geral todas as soluções testadas foram eficazes sobre o F. nucleatum 

e sua endotoxina, sendo o emprego da PUI benéfico para todas elas. As soluções 

alternativas tiveram seu desempenho melhorado pela ativação ultrassônica tanto na 

descontaminação intratubular quanto na redução do LPS. Apesar da associação 

NaOCl 2,5% + Ca(OH)2 0,14% apresentar bons resultados, o NaOCl 2,5% foi melhor 

quando utilizado sozinho. Em todas as análises, o EEP 10% associado a PUI teve a 

mesma ação antimicrobiana e anti-LPS que a solução de NaOCl 2,5%. 
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APÊNDICE A - Gráfico representativo do percentual médio de redução do 

Fusobacterium nucleatum nos canais radiculares após os protocolos finais de 

irrigação (S2) em relação à coleta inicial (S1). Análise de UFC/mL. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). *Sem diferença estatisticamente 
significativa. 
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APÊNDICE B - Gráfico representativo do nível médio de endotoxina (LPS) após os 

protocolos finais de irrigação (S2). Análise do ensaio LAL. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas 
representam diferenças significativas entre os grupos. 
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APÊNDICE C - Gráfico representativo da porcentagem das bactérias viáveis após os 

protocolos finais de irrigação (S2). Análise em MCVL. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas 
representam diferenças significativas entre os grupos. 
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APÊNDICE D - Gráficos representativos das porcentagens de bactérias viáveis nas 

regiões superficial e profunda em relação a luz do canal, após os protocolos finais de 

irrigação (S2). Análise no MCVL. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparação pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p < 0,05). Diferentes letras maiúsculas 
representam diferenças significativas entre os grupos. 
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ANEXO A – Descrição da própolis verde utilizada 

 

Fonte: Green Eucalypt Propolis LTDA / 3619. Pindamonhagaba (SP). 
 
 

 


