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Resumo 

 

A presença da endotoxina (LPS) bacteriana no sistema de canais radiculares está 

relacionada com a manutenção e evolução das doenças pulpares e periapicais. Até o 

momento, não há nenhuma técnica ou material que seja completamente eficaz na 

eliminação do LPS. Logo, com objetivo de aprimorar o processo de desinfecção e, 

consequentemente, aumentar as taxas de sucesso no tratamento endodôntico, tem-se 

buscado alternativas aos protocolos clínicos realizados atualmente. A utilização de 

equipamentos auxiliares com princípios de ação baseados na eletrofulguração e no 

potencial de aplicação do gás ozônio surge como alternativas. Sendo assim, o primeiro 

artigo desta tese buscou, inicialmente, verificar a viabilidade para utilização de dentes 

bovinos ao invés de humanos, em experimentos in vitro com contaminação por LPS, 

tendo em vista não haver estudos na literatura com essa metodologia. Para isso, vinte 

incisivos centrais bovinos (B) e vinte pré-molares monorradiculares humanos (H) tive-

ram suas coroas dentárias removidas e comprimento radicular padronizado em 16 mm. 

Os canais radiculares foram preparados até o instrumento tipo K nº. 60 e submetidos à 

esterilização por radiação gama com cobalto 60. De acordo com os dois tipos de espé-

cies dentárias, os dentes foram divididos aleatoriamente em dois subgrupos, positivo (P) 

e negativo (N). Os canais dos grupos positivos (HP e BP) foram inoculados com LPS de 

Escherichia coli (O55:B5). Já os canais dos grupos negativos (HN e BN) foram apenas 

expostos à água apirogênica. Após a incubação dos dentes, a 37°C, com umidade 

atmosférica durante 24 horas, amostras das soluções do canal principal foram coletadas 

com pontas de papel absorvente apirogênicas. A quantificação dos níveis de LPS foi 

feita por Limulus Amebosytes Lisado (LAL) e os dados obtidos foram submetidos à 

ANOVA de uma via, seguido de Post Hoc Tukey, com nível de significância de 5%. Os 

resultados demonstraram que houve diferença significativa (P<0,001) entre os dois 

modelos experimentais. A utilização de dentes bovinos não apresentou ser a melhor 

opção dentária para pesquisas laboratoriais com contaminação por LPS. Foi realizado, 

então, o segundo artigo da Tese a fim de verificar o efeito do gás ozônio (sistema 

OZY®) e de pulsos elétricos de alta frequência (sistema Endox®) em canais radiculares 

humanos previamente contaminados com LPS. Cinquenta pré-molares unirradiculares 

receberam o mesmo protocolo para preparo da amostra relatado no primeiro artigo. De-



pois de prontos, os espécimes foram divididos em cinco grupos (n=10), de acordo com 

o protocolo de desinfecção instituído: Sistema OZY®, um pulso de 120 segundos (OZY 

1p); Sistema OZY®, quatro pulsos de 24 segundos (OZY 4p); Sistema Endox® (EN-

DOX). Canais contaminados e não contaminados, apenas expostos à água apirogênica, 

foram utilizados como controle positivo (C+) e negativo (C-), respectivamente. O LPS 

de Escherichia coli (O55:B5) foi inoculado nos canais radiculares, exceto nos dentes do 

grupo C-. Após os protocolos de desinfecção, amostras do fluído foram coletadas dos 

canais com pontas de papel apirogênicas. O método para quantificação dos níveis de 

LPS e a análise estatística empregada também foram os mesmos descritos no primeiro 

artigo. Os resultados mostraram que os protocolos de desinfecção não foram capazes de 

reduzir significativamente os níveis de LPS. O uso do gás ozônio e de pulsos elétricos 

de alta frequência não foram eficazes na eliminação do LPS em canais radiculares. 

 

Palavras-Chave (DeCS): Endodontia; Microbiologia; Tratamento do Canal Radicular; 

Endotoxinas; Equipamentos e Provisões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

The presence of bacterial endotoxin (LPS) in the root canal system is related to the 

maintenance and evolution of the pulp and periapical diseases. So far, there is none 

technical or material that is completely effective in eliminating the LPS. Therefore, in 

order to enhance the disinfection process, and thereby, to increase the success rate of 

endodontic treatment, it has been sought alternatives to clinical protocols held nowa-

days. The use of auxiliary equipments with principles of action based on 

electrofulguration and in the potential application of ozone gas appears as an alterna-

tives. Thus, the first article of this thesis initially sought to verify the feasibility for the 

use of bovine teeth instead of human teeth, in in vitro experiments with contamination 

by LPS, because there are no studies in the literature using this methodology. For this, 

twenty bovine (B) central incisors and twenty single-rooted human (H) premolars had 

removed their dental crowns and standardized their root length to 16 mm. The root ca-

nals were prepared until size 60 K-type instrument and subjected to sterilization by 

gamma irradiation with 60 cobalt. According to the two types of dental species, the 

teeth were randomly divided into two subgroups, positive (P) and negative (N). The root 

canals of the positive groups (HP and BP) were inoculated with Escherichia coli LPS 

(O55:B5). The root canals of negative groups (HN and BN) were exposed only to a py-

rogenic water. After the teeth incubation in a 37ºC atmospheric humidity during 24 

hours, the samples of the solutions from the main root canals were collected with a py-

rogenic absorbent paper points. The quantification of the levels of LPS was made by 

Limulus Amebosytes Lysate (LAL) and data were subjected to oneway ANOVA, fol-

lowed by Tukey post hoc, with a 5% significance level. The results showed significant 

differences (P<0,001) between the two experimental models. The use of bovine teeth 

showed not to be the best option for LPS contamination studies. Following this result, a 

second article of the Thesis was performed in order to verify the effect of ozone gas 

(OZY® system) and high frequency electric pulses (Endox® System) in human root 

canals previously contaminated by LPS. Fifty single-rooted premolars received the 

same protocol for root canals preparation, as reported in the first article. Once ready, the 

specimens were divided into five groups (n=10), according to the disinfection protocol 

established: OZY® System, one 120-second-pulse (OZY 1p); OZY® System, four 24-



second-pulses (OZY 4p); Endox® System (ENDOX). Contaminated and non-

contaminated canals, exposed only to apyrogenic water, were used as positive (C+) and 

negative (C-) controls, respectively. The Escherichia coli LPS (O55:B5) was inoculated 

into the root canals, except in the C- group teeth. After performing the disinfection pro-

tocols, fluid samples were collected from the canals using apyrogenic paper tips. The 

method for quantification of LPS levels and statistical analysis were the same as de-

scribed in the first article. The results showed that the disinfection protocols were una-

ble to reduce significantly the LPS levels. The use of ozone gas and high frequency 

electric pulses were not effective in the elimination of LPS in root canals. 

 

Keywords (DeCS): Endodontics; Microbiology; Root Canal Therapy; Endotoxins; 

Equipment and Supplies. 
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TC = tenente coronel 

TNF = fator de necrose tumoral 

UFRGS = Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

WL = working length 

µL = microlitro 

µm = micrômetros 

°C = graus celsius 

% = porcentagem 

± = aproximadamente 

ᵦ = beta 

® = registrado 

# = número 

1/10 = um décimo 

1p = um pulso 



4p = quatro pulsos 

< = menor 

≤ = menor ou igual 
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Introdução 

 

Infecções Endodônticas 

Um dos objetivos do tratamento endodôntico é promover a limpeza, a desinfec-

ção e a manutenção dessas condições no interior do sistema de canais radiculares. 

Embora inúmeros fatores químicos e físicos, como descrito por Stashenko et al. 

(1998), possam induzir um processo inflamatório, vários estudos têm demonstrado que 

os microrganismos e seus subprodutos, tais como as endotoxinas, desempenham um 

papel fundamental na indução e manutenção das doenças pulpares e perirradiculares 

(SIQUEIRA JR., 2002; PINHEIRO et al., 2003; VIANNA et al., 2007; OLIVEIRA et 

al., 2012).   

Por volta do ano de 1894, Müller, por meio da análise bacteriológica de esfrega-

ços obtidos de canais radiculares com necrose pulpar, evidenciou-se a presença de bac-

térias. Mas, somente com o estudo clássico de Kakehashi et al., em 1965, a importância 

das bactérias no desenvolvimento das doenças pulpares e perirradiculares foi confirma-

da. Ao expor a polpa dental de ratos convencionais e “germ-free” à cavidade oral, pode-

se observar a formação de necrose pulpar e lesão perirradicular somente nos ratos con-

vencionais. Segundo Siqueira Jr. et al. (2011), uma diversidade de espécies bacterianas, 

que podem estar presentes na cavidade bucal, são capazes de colonizar o sistema de 

canais radiculares. 

Quando a polpa dentária fica em contato direto ou indireto ao meio bucal, inicia-

se um processo de contaminação com predomínio de microrganismos aeróbios e facul-

tativos. Isso decorre, principalmente, de relações nutricionais existentes entre as espé-

cies microbianas, juntamente com a diminuição nos níveis de oxigênio ao longo do ca-

nal radicular, quando passa a haver um predomínio de microrganismos anaeróbios 



(SUNDQVIST, 1992). Hoje, com os avanços tecnológicos na cultura e identificação 

microbiológica, já se sabe que em dentes com necrose pulpar e sem intervenção endo-

dôntica, a colonização microbiana é mista, com espécies gram-positivas e gram-

negativas, principalmente com predomínio de anaeróbios (CHEUNG; HO, 2001; SI-

QUEIRA JR.; RÔÇAS, 2009; MURAD et al., 2014; TENNERT et al., 2014). Além 

disso, de acordo com Martinho et al. (2014a), algumas bactérias possuem fatores de 

virulência e componentes estruturais (cápsula, LPS, peptidioglicano, fímbrias, lipopro-

teína e ácido lipoteicoico) que são capazes de induzir e manter o processo infeccioso. 

A endotoxina é um mediador imunológico altamente potente que consiste em um 

complexo de lipopolissacarídeos, integrantes da membrana externa da parede celular de 

bactérias gram-negativas, que é liberada durante sua multiplicação ou morte (SCHEIN; 

SCHILDER, 1975; NAIR, 2004; WILLIAMSON et al., 2005). Segundo Jacinto et al. 

(2005), Martinho e Gomes (2008) e Oliveira et al. (2012), a endotoxina é um importante 

mediador na patogênese da periodontite apical. Contudo, já se sabe, por meio de alguns 

estudos, que a molécula lipídica A da endotoxina é a responsável pelos efeitos tóxicos 

da mesma (MORRISON; KLINE, 1977; DIXON; DARVEAU, 2005). 

As endotoxinas são responsáveis por vários efeitos biológicos importantes, tais 

como, a quimiotaxia de neutrófilos, a ativação de macrófagos e do sistema 

complemento e a liberação de mediadores inflamatórios (TNF-alfa, IL-1, IL-6 e IL-8) 

(LEONARDO et al., 2004; MAEKAWA et al., 2011). A presença desses mediadores 

acarretará, por consequência, a atração de osteoclastos para a região, iniciando um 

processo de reabsorção óssea (HONG et al., 2004; ENDO et al., 2012). Em 2010a, 

Martinho et al. verificaram que os níveis mais elevados de endotoxinas foram seguidos 

por um aumento da produção de IL-1ᵦ, principalmente em dentes com uma maior área 

de reabsorção óssea junto aos tecidos periapicais. 



Além desses efeitos biológicos, a endotoxina, devido ao seu baixo peso 

molecular, é capaz de penetrar a uma profundidade quatro vezes maior no interior dos 

túbulos dentinários do que a própria bacteria (BERKITEN et al., 2000; GOMES et al., 

2009), sendo também possível verificar a sua infiltração junto a materiais endodônticos 

obturadores (ALVES et al., 1998).  

Clinicamente, inúmeros estudos, tais como, o de Horiba et al. (1991) e Khabbaz 

et al. (2001), têm observado uma correlação entre a presença e os níveis de endotoxinas 

no sistema de canais radiculares com as características descritas nos quadros patogêni-

cos. 

Para exemplificar, Jacinto et al. (2005) verificaram que uma concentração mais 

elevada de endotoxinas foi observada em casos clínicos de dentes com dor espontânea e 

à palpação, sensibilidade à percussão e com presença de exsudato purulento no interior 

do sistema de canais radiculares. 

Em 1975, Schein e Schilder já postulavam que doenças periodontais e periapi-

cais são processos biológicos semelhantes. Com a constatação de que o aumento nos 

níveis de endotoxinas junto ao exsudato gengival está de acordo com o grau de inflama-

ção periodontal. Podendo assim também, na Endodontia, correlacionar à concentração 

de endotoxinas no interior do sistema de canais radiculares com o grau de patogenia 

existente. 

Devido a tudo isso, a Endodontia tem tentado buscar soluções para eliminar ou 

inativar as endotoxinas bacterianas, que perpetuam o processo infecto-inflamatório no 

sistema de canais radiculares e nos tecidos periapicais.  

Até o momento, nenhum protocolo ou substância testados foram completamente 

eficazes e efetivos contra a endotoxina bacteriana, seja com o emprego de diferentes 

soluções irrigadoras, tais como, o hipoclorito de sódio e o digluconato de clorexidina 



(GOMES et al., 2009), seja com o uso do hidróxido de cálcio como medicação intraca-

nal (SIGNORETTI et al., 2011). 

A comunidade científica tem observado que a completa erradicação dos micror-

ganismos e de suas endotoxinas no interior do sistema de canais radiculares contamina-

dos não é cem por cento viável na prática clínica (VIANNA et al., 2007; MARTINHO 

et al., 2010; XAVIER et al., 2013). A persistência de microrganismos e de seus subpro-

dutos, após serem utilizados todos os recursos e tomadas as medidas disponíveis para 

sanificação do canal radicular, ocorre tanto em infecções endodônticas primárias quanto 

em infecções associadas ao insucesso do tratamento. 

Na tentativa de aprimorar o processo de desinfecção, e, consequentemente, ele-

var as taxas de sucesso no tratamento endodôntico, têm-se buscado alternativas para o 

protocolo clínico. Dentre os materiais pesquisados e desenvolvidos, há dois equipamen-

tos auxiliares, um deles com princípio de ação baseado na eletrofulguração (sistema 

Endox®) e o outro com potencial de aplicação do gás ozônio (sistema OZY®). 

 

Sistema de Eletrofulguração 

O Endox® Endodontic System (Lysis srl, Milano, Itália) é um sistema digital de 

eletrofulguração, empregado no tratamento endodôntico, que possui duas finalidades: 

atua como localizador foraminal (HAFFNER et al., 2005), por impedância e,  promove 

a redução do conteúdo microbiano no interior do sistema de canais radiculares (A-

RANDA-GARCIA et al., 2012). 

Para o seu funcionamento, este equipamento utiliza uma agulha de aço inoxidá-

vel fino cirúrgico 420, como um eletrodo ativo, que é introduzida no interior do canal 

radicular e, um eletrodo neutro que é colocado próximo à região trabalhada ou mantido 

na mão do paciente, de acordo com a finalidade desejada. Para o emprego como recurso 



auxiliar na desinfecção do sistema de canais radiculares, o aparelho é acionado e uma 

descarga de corrente elétrica alternada de alta frequência (600 kHz) é gerada, vapori-

zando o eventual conteúdo do canal (LENDINI et al., 2005; VIRTEJ et al., 2007; CAS-

SANELLI et al., 2008). 

Segundo Lendini et al. (2005), com a aplicação do sistema de eletrofulguração 

ocorrem três efeitos principais: aumento da temperatura (entre 300 a 500°C), aumento 

da porcentagem de gás ozônio, devido à ionização do meio e, produção de radiação ul-

travioleta. Este último efeito é um subproduto da faísca gerada pelo fluxo de elétrons no 

interior do meio. 

Com relação ao aumento na temperatura após a ativação da corrente, mensura-

ções feitas in vitro estimaram que o aumento na zona apical atinge um valor máximo de 

19 ± 4°C após cada pulso elétrico, sendo que não parece danificar as estruturas perirra-

diculares (HAFFNER et al., 1999b). De acordo com outros estudos, um aumento de 

10°C, mantido por um minuto, é considerado compatível para ocorrer uma reparação 

óssea normal, mas temperaturas mais altas ou, com a realização de mais pulsos de apli-

cação pode haver necrose tecidual (ERIKSSON; ALBREKTSSON, 1983). 

 No que se refere à ação antimicrobiana, o sistema Endox® é considerado um 

método inovador para o tratamento das infecções endodônticas (LENDINI et al., 2005), 

pois danifica a membrana celular dos microrganismos (CASSANELLI et al., 2008). 

Porém, não há na literatura nenhum estudo sobre o poder de ação desse sistema em rela-

ção à endotoxina bacteriana. 

Em seu estudo in vitro, em 2008, Cassanelli et al. constataram que, após a apli-

cação do sistema Endox®, houve um melhor poder de ação do antibiótico bactericida 

rifampicina sobre cepas de Escherichia coli. Isso provavelmente ocorre devido ao prin-

cípio deste sistema que, pela geração de uma corrente elétrica de alta frequência, altera a 



permeabilidade da membrana bacteriana com a criação de poros sobre a sua superfície. 

Segundo os próprios autores, isso poderia sugerir como protocolo a associação de subs-

tâncias ou medicações com o sistema de eletrofulguração, a fim de aumentar o poder de 

letalidade. 

Estudos como o de Haffner et al. (1999a) e Roveta et al. (2004) verificaram um 

excelente poder de desinfecção do sistema Endox® junto a canais radiculares contami-

nados, o que pôde ser confirmado no estudo de Cassanelli et al. (2004), no qual houve 

atividade letal sobre espécies microbianas gram-positivas e negativas, como Candida 

albicans, Actinomyces spp e Bacillus subtilis. Tais resultados apontam para uma nova 

alternativa no uso do sistema de eletrofulguração, como um recurso auxiliar no processo 

de desinfecção do canal radicular. 

Virtej et al. (2007) encontraram resultados diferentes dos supracitados ao com-

pararem o desempenho antimicrobiano do sistema de eletrofulguração Endox®; à base 

de gás ozônio, o HealOzone® e, de diferentes substâncias antimicrobianas, tais como, 

Biopure MTAD e a solução de hipoclorito de sódio a 3%. Verificaram que, embora ne-

nhum método tenha sido totalmente eficaz, o Endox® apresentou os piores resultados. 

Da mesma forma, Karale et al. (2011) e Aranda-Garcia et al. (2012) também observa-

ram que nenhum dos materiais testados, inclusive o sistema Endox®, apresentou total 

eficácia na eliminação de cepas de Enterococcus faecalis, demonstrando a persistência 

de contaminação no interior do sistema de canais radiculares. 

Uma das únicas contraindicações ao sistema Endox®, verificada na literatura, é 

com relação à utilização do mesmo em pacientes portadores de dispositivos cardíacos, 

como, o marcapasso (LENDINI et al., 2005). 

 

 



Sistema de Gás Ozônio 

O ozônio (O3, peso molecular de 47,98g/mol) é um composto altamente instável 

que, dependendo das condições do sistema, como temperatura e pressão, se decompõe 

em oxigênio puro. Com o processo de decomposição, produz-se, além do oxigênio mo-

lecular, o oxigênio atômico, substância altamente reativa, com capacidade de oxidar 

metais não nobres e de atacar compostos orgânicos (STÜBINGER et al.,2006). 

No entanto, em pesquisas realizadas na área da saúde, como na Medicina, têm-se 

verificado efeitos benéficos na utilização do ozônio como forma terapêutica. Górnicki e 

Gutsze (2000) observaram que após a aplicação do ozônio sobre eritrócitos, ocorre uma 

alteração nas proteínas do seu citoesqueleto, aumentando, assim, as propriedades de 

modelagem na sua membrana elástica. Com esta mudança, pode-se evitar a aderência 

entre os eritrócitos, uma maior facilidade na sua passagem por capilares de menor cali-

bre e um maior estímulo ao fluxo sanguíneo. Além disso, segundo Emerson et al. 

(1982) e Dyas et al. (1983), o ozônio tem uma forte ação bactericida, virucida e fungici-

da, tornando-se, assim, um potente agente terapêutico em processos inflamatórios e in-

fecciosos. Devido ao seu poder de oxidação proteica, o ozônio tem a capacidade de da-

nificar a membrana ou parede celular microbiana, aumentando a sua permeabilidade e, 

favorecendo, consequentemente, a entrada de moléculas de ozônio, desencadeando as-

sim a sua morte (STÜBINGER et al., 2006; POLYDOROU et al., 2012).   

Hoje, estudos clínicos e laboratoriais têm analisado o seu efeito nas diferentes 

especialidades: Cariologia, efeito antimicrobiano sobre lesões cariosas (ZAURA et al., 

2007; HAUSER-GERSPACH et al., 2009); Dentística Restauradora, influência sobre os 

sistemas adesivos (MAGNI et al., 2008; GURGAN et al., 2010); Prótese Dentária, de-

sinfecção de próteses removíveis (MURAKAMI et al., 1996); Periodontia, tratamento 

da hipersensibilidade dentinária (AZARPAZHOOH et al., 2009) e de doenças periodon-



tais ativas (GARDUÑO et al., 1995) e Cirurgia, aplicação profilática contra infecções 

após procedimentos de osteotomia (FILIPPI, 1993). Com relação à área de Endodontia, 

o ozônio tem sido testado quanto ao poder antimicrobiano sobre cepas bacterianas co-

mumente isoladas em infecções endodônticas primárias e secundárias (HEMS et al., 

2005; CASE et al., 2012). 

Em 2005, Hems et al. avaliaram a efetividade do ozônio sobre cepas de Entero-

coccus faecalis na forma planctônica e em biofilme, em diferentes períodos de tempo 

(30, 60, 120 e 240 segundos). A solução de hipoclorito de sódio a 2,5% foi utilizada no 

grupo controle. Embora a aplicação do ozônio não tenha sido tão eficaz contra biofilmes 

de Enterococcus quando comparado ao hipoclorito de sódio, ele apresentou um efeito 

antibacteriano contra este tipo de cepa, na forma planctônica, após um período de 240 

segundos. Müller et al. (2007) constataram que biofilmes bem estabelecidos são resis-

tentes a ação do ozônio, o que está de acordo com os resultados obtidos no estudo su-

pracitado de Hems et al. 

Outros estudos, como o de Stoll et al. (2008) e Kustarci et al. (2009) também 

observaram um poder de desinfecção com o uso do ozônio sobre cepas microbianas de 

Enterococcus faecalis colonizadas no interior de canais radiculares; porém, o uso da 

solução de hipoclorito de sódio apresentou-se mais eficaz. Para Case et al. (2012), o 

ozônio pode ser utilizado como um complemento ao processo de desinfecção endodôn-

tica. 

Por outro lado, Nagayoshi et al. (2004) verificaram que a água ozonizada 

associada ao uso do sistema de ultrassom teve quase o mesmo poder antimicrobiano que 

a solução de hipoclorito de sódio a 2,5%, sobre túbulos dentinários de dentes bovinos 

infectados com Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans, tornando-se, assim, um 

procedimento alternativo de tratamento. Da mesma forma, esta eficácia foi também 



observada nos estudos de Pereira et al. (2005), sobre cepas cultivadas em placas de Petri 

de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus; Johansson et 

al. (2009), com Actinomyces naeslundii, Lactobacillus casei e Streptococcus mutans; e 

Huth et al. (2009), com Enterococcus faecalis, Candida albicans, Peptostreptococcus 

micros e Pseudomonas aeruginosa. 

Já, com relação à ação do ozônio sobre a redução ou neutralização de endotoxi-

nas bacterianas foi encontrado na literatura apenas um estudo (CARDOSO et al., 2008) 

com o emprego de água ozonizada, o qual não mostrou nenhum grau de efetividade. 

Além da ação antimicrobiana, a análise da citotoxicidade e biocompatibilidade 

de matérias e equipamentos é de extrema relevância. No estudo de Huth et al. (2006), os 

pesquisadores analisaram o poder de citotoxicidade do ozônio, gasoso e aquoso, e de 

outros irrigantes (digluconato de clorexidina e hipoclorito de sódio) sob reculturas de 

células epiteliais bucais humanas e sobre fibroblastos gengivais. O ozônio apresentou 

menor toxicidade em comparação aos outros antissépticos utilizados. O mesmo pôde ser 

verificado no estudo de Nagayoshi et al. (2004). Segundo Polydorou et al. (2012), a 

baixa citotoxicidade do ozônio se deve a sua rápida degradação após o contato com 

compostos orgânicos. 

Apesar dos inúmeros estudos descritos acerca da utilização do ozônio e da ele-

trofulguração, ainda existem poucas informações com relação ao efeito desses aparelhos 

sobre a neutralização e eliminação da endotoxina bacteriana presente em canais radicu-

lares contaminados. 
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Objetivos 

 

Objetivo Geral 

Avaliar a eficácia dos sistemas de gás ozônio e de eletrofulguração no processo 

de desinfecção de canais radiculares contaminados previamente por endotoxinas de Es-

cherichia coli (O55:B5).  

 

Objetivos Específicos 

- Avaliar a viabilidade de experimentos in vitro com contaminação por endotoxinas de 

acordo com o tipo de modelo dentário: bovino e humano. 

- Avaliar o nível de endotoxina intracanal após os protocolos de desinfecção, mediante o 

teste de LAL turbidimétrico. 
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ABSTRACT 

Introduction: The present study was aimed at looking into the feasibility of using bo-

vine teeth as a replacement for human ones in in vitro experiments involving endotoxin 

contamination. Materials and Methods: Twenty bovine central incisors (B), and twen-

ty human single-root pre-molars (H) had their dental crown removed and root length 

standardized at 16 mm. Root canals were prepared up to #60 hand K-files, and submit-

ted for sterilization by cobalt 60 gama radiation. The teeth of each species were divided 

randomly into two experimental sub-groups according to the two dental species, posi-

tive (P) and negative (N). The canals of the positive groups (HP and BP) were inoculat-

ed with Escherichia coli (055:B5) LPS. The negative group canals (HN and BN) were 

just exposed to apyrogenic water. After the teeth had been incubated at 37ºC of atmos-

pheric humidity for 24 hours, the samples of the main canal solutions were collected 

with apyrogenic absorbent paper points. Quantification of the LPS levels was performed 

by Limulus Ameboesyte Lysate assay. The data obtained were submitted to ANOVA 

oneway with 5% significance level. Results: There was a significant difference 

(P˂0,001) between HN and HP groups and between the two experimental models (bo-

vine and human). However, there was no statistical difference between the BN and BP 

sub-groups. Conclusions: The use of bovine teeth has not shown to be the best choice 

for laboratory research on endotoxin contamination.   

 



Keywords: Microbial reduction; Endotoxin; Dental pulp cavity; Cattle; Humans; Limu-

lus amoebocyte lysate assay. 

 

INTRODUCTION 

The use of human teeth in in vitro studies has been less and less frequent due to 

ethical limitations imposed by the Research Committees, the difficulty in obtaining the 

right size sample, and the impossibility in obtaining its standardization [1-3]. Thus, an-

imal teeth, such from as pigs [4], rodents [5], and bovines [6] have been increasingly 

used in studies and, consequently, have become an option for human teeth replacement.  

Bovine tooth is a biological material of easy acquisition and handling due to its 

size [3]. Besides, the age and acquisition of intact bovine teeth can be controlled, be-

coming an advantage [7]. When compared, human and bovine teeth present few differ-

ences with regards to the composition and the tissue structure. Some studies claim that 

there is similarity in radiodensity [1,8] and in enamel and dentin surface hardness [9]. 

However, the enamel prisms are higher and harder in the bovine teeth [3]. Regarding the 

dentin tubules, both human and bovine dentins are similar in dentin tubule number and 

diameter on the crown portion. Yet, the average dentin tubule diameter in bovine dentin, 

especially in the root, is bigger than the human one [10,11]. In addition, the thickness of 

the peritubular dentin is also bigger in bovines [12]. 

Several studies have successfully used bovine central incisors as a substitute for 

human teeth, especially in tests for adherence and dental material micro-infiltration 

[13,14], resistance to fracture and shear bond strength testing [15], and in microbiologi-

cal tests [16].  

However, experiments that assess the presence and the levels of endoxin in the 

root canals have generally been carried out using human teeth, either in vivo [17,18] or 



in vitro [19,20]. So far, there has been no study in the literature regarding contamination 

by endotoxins in bovine teeth in order to validate this experimental model. 

Thus, the present study aims at verifying the feasibility in using bovine teeth ra-

ther than human in studies dealing with bacterial lipopolysaccharide (LPS) contamina-

tion. 

 

MATERIALS AND METHODS 

The present study has been approved by the Ethics and Research Committee of 

Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS – Protocols numbers 5859 

and 811.207).  

 

Sample selection and preparation 

Twenty bovine central incisors and twenty human single-root pre-molars teeth 

were selected and sectioned transversally in order to stardardize the root length at 16 

mm, and the working length at 15 mm. All the canals were prepared manually using the 

serial technique up to #60 hand K-files (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., 

Ballaigues, Switzerland), with sodium hypochloride 2% irrigation (Iodontosul, Porto 

Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil). 

A smear layer of the root canal was removed by using 17% EDTA trisodic 

(Iodontosul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil), for 5 minutes, shaken with file 

#60 for one minute. The final irrigation was performed using 2 mL of sodium 

hypochloride at 2%. The root canals were dried with sterilized paper points 

(Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland). 

Samples were divided into four groups according to the species (H = human and 

B = bovine) and presence or absence of LPS contamination (N = negative and P = posi-



tive). All the teeth, n=10 per group, were fixed on culture plates (12 wells, TPP®, Swit-

zerland), using Durepoxi® (Henkel, Düsseldorf, Germany). 

The plates with the teeth and the material used in the study were apyrogenized 

by cobalt 60 gama radiation (20 kGy for 6 hours) (EMBRARAD – Empresa Brasileira 

de Radiações, Cotia, São Paulo, Brazil), as previously described [21]. 

 

Specimen contamination 

Sample contamination protocol was performed according to Signoretti et al [22]. 

The BP and HP teeth groups were inoculated inside a laminar air flow cabinet, with 30 

µL of a solution containing Escherichia coli O55:B5 endotoxin (Lonza, Walkersville, 

MD, USA) with the help of a micro-pipette.  

The solution containing LPS (80 EU/mL) was previously diluted in apyrogenic 

water, for use and standardization of the contamination, with approximately 50,37 

EU/mL. 

In groups BN and HN, the teeth were inoculated with just 30 µL of apyrogenic 

water.  

In all the samples, apyrogenic cotton pellets were placed in the cervical portion 

of the canals; the plates containing the samples were sealed and incubated at 37ºC at-

mosphere humidity for 24 hours. 

 

Determination of LPS levels 

All root canals were filled with 10 μL of apyrogenic water before collection. The 

material present in the main canal was collected with the help of three #60 absorbent 

apyrogenic paper points (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland) 



and maintained in position for 10 seconds. They were then, transferred into glass tubes, 

sealed and kept at -20ºC until quantification of LPS levels was carried out. 

With the objective of verifying the accuracy in LPS levels count, quantification 

of an apyrogenic water sample and paper points used, were previously evaluated. 

The glass tubes containing the paper points were filled with 1 mL of apyrogenic 

water, heated at 37ºC for one hour and then centrifuged (Phoenix, Araraquara, São Pau-

lo, Brazil) for one minute. 

The kinetic test of turbidimetric Limulus Amoebocyte Lysate - LAL (Pyrogent 

5000®, BioWhitaker, Cambrex Co, Walkersville, MD, USA) was used in order to quan-

tify LPS levels in the root canals, as already described and applied in some studies 

[23,24]. 

The samples collected from the canals were mixed with reagent LAL, and auto-

matically monitored over time with the help of a photometer, until turbidity onset. In-

crease in optical density is measured by the reaction time, which is inversely propor-

tional to the quantity of LPS present in the sample. 

As a parameter for calculating the quantification of LPS levels present in the 

root canals, a standard curve was drawn using the endotoxin supplied by the kit with 

known concentration. All the samples collected for the purpose of analysis and quantifi-

cation were diluted 10 times. 

The assays were carried out in duplicate in order to validate the test, and in dif-

ferent wells in a 96 well micro-plate (Corning Costar, Cambridge, MA, USA). For the 

negative control, 100 μL of apyrogenic water were added, 100 μL standard endoxin at 

different concentrations for the curve, and 100 μL of each sample for quantification. 

Measurement procedures of LPS levels were performed according to the manufacturer’s 

instructions. 



The micro-plate was incubated in the enzime immunoassay reader (Ultramark, 

Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA), at 37±1°C for 10 minutes, coupled to a 

computer with Wink QCL version 4 (BioWittaker, Cambrex CO, Walkersville, MD, 

EUA) software. 

After the incubation period, 100 μL of LAL kinetic reagent (Sigma Chemical 

Company St Louis, USA) were added to each well, thus starting the reading and quanti-

fication of LPS levels. 

 

Statistical analysis 

EU/mL measures received logarithmic transformations in order to reduce asym-

metry and heterocedasticity. The data were described by means of geometric mean and 

maximum and minimum values. The comparison between groups was carried out with 

one-way variance analysis (ANOVA oneway) on the logarithms, followed by Tukey 

post hoc. Significance level was 5% (P≤ 0,05). 

 

RESULTS 

In order to validate the turbidimetric LAL assay, the standard curve followed the 

linearity criteria (r=1). 

Endoxin contamination levels (˂ 0,0100 EU/mL) were not detected in the mate-

rial used (apyrogenic water and absorbent paper tips) during the collection process. 

The results of the analysis of the experimental groups are shown in Figure 01. 

There was a significant difference (P˂0,001) between the negative and positive control 

groups for human teeth, and between the two experimental models (bovine and human). 

Yet, there was no statistical difference in the comparison of the two sub-groups, formed 

by bovine teeth (BN and BP).  



DISCUSSION 

Studies on the action of chemicals, intra-canal medications, and new technolo-

gies have been more and more frequent when the possibility of inactivation and elimina-

tion of bacterial LPS inside the root canal system is discussed. 

LPS is an immunological mediator released during bacteria multiplication and 

death, extremely important in apical periodontitis pathogenesis, which besides the 

harmful biological effects, is capable of penetrating four times as deeper as the bacte-

rium itself inside the dentin tubules [25]. Thus, when carrying out studies on bacterial 

LPS, the most reliable experimental medium to the endodontic needs, which is the root 

canal system itself, must be used. Nowadays, the most widely used experimental model 

in this kind of study is the human tooth [17-20], which, nevertheless, presents some 

limitations and difficulties regarding its use. Studies with endotoxin in other animal 

models, such as dogs, have been carried out [26]; however, approval and authorization 

for its use has been increasingly difficult. Thus, the use of bovine teeth appears as a 

possible human substitute. Nevertheless, it is first necessary to know whether the exper-

imental model with bovine teeth is a feasible alternative for studies on endotoxin quanti-

fication. 

The use of root canal in vitro, whether human or bovine, in studies with previous 

contamination and quantification of bacterial LPS levels, present some advantages in 

relation to the in vivo model, such as in obtaining canal apyrogenization, during the 

baseline period of tooth preparation, and then introducing the endotoxin - of EU/mL 

stardard and approximate value - inside all the samples used in the research. So, depend-

ing on the objective to be analyzed, a bias must be avoided in the methodology applied. 

Nowadays, the approach used in most studies [17-20] to make dental pieces 

apyrogenic for endoxins, is using Cobalt 60 gama radiation. 



Thus, the materials and the teeth used in this study have undergone sterilization 

by Cobalt 60 radiation in order to eliminate pre-existent endotoxins [27,28]. According 

to information supplied by EMBRARAD, the sterilization process and decontamination 

by ionized energy consist in exposing the products to electromagnectic short waves 

generated from sealed sources of Cobalt 60. When those waves meet the live organisms 

present in the product under treatment, they cause DNA rupture, leading them to failure 

or reproduction incapacity. Due to the high penetration power of the electromagnectic 

waves, the live organisms can be reached wherever they are, be it in sealed packaging or 

in products packaged in the most varied ways. However, the protocol used in this study 

was not effective on bovine teeth. It was observed that the negative control group (BN) 

did not present any statistical difference in relation to the positive group (BP) previously 

contaminated by endotoxins. There was even a tendency to potentiate LPS levels in the 

positive group, possibly due to the death of the bacteria already present in the canal, or 

the identification of endotoxins already present. It might be necessary to test different 

disinfection protocols, with different radiation doses (kGy), in order to make the bovine 

dental pieces apyrogenic. However, it is necessary to take into account that, according 

to Soares et al [29], the higher the radiation power the higher the possibility of damage 

to the dentin structure, such as occurrence of cracks, especially on the peritubular den-

tin, which can compromise the use of that sample in certain kinds of experiments. 

Yet, the results obtained from human teeth (HN and HP groups) are in accord-

ance with the results obtained in several studies, such as Oliveira et al [30], Maekawa et 

al [31] and Signoretti et al [22], who used the same apyrogenization protocol from the 

human sample, attaining decontamination in the negative control group. 

With regards to the possibility of a pre-existent contamination in the bovine 

teeth, some studies have observed an association of Escherichia coli O157:H7 and its 



endotoxins with cattle and bovine by-products, making researchers look for ways to 

solve this zoonosis by means of specific slaughtering practices and carcass decontami-

nation [32-34]. Many factors can affect contamination, such as age [35,36], season of 

the year [37], diet [38], animal stress when slaughtered [39] and confinement environ-

ment [40]. So, the dental carcass chosen at slaughter and used in the study might have 

already been contaminated. However, even if the dental sample had been contaminated 

during handling, the results obtained in the negative control group are not justified, es-

pecially due to the fact that the pieces had been apyrogenized before being used. The 

sterilization process used - 60 Cobalt radiation – should have the same efficacy as in the 

human teeth apyrogenization. Some gram microbial species, which might be present in 

the bovine tooth, may not have undergone lethal power with the radiation dose applied 

in the study. 

Therefore, according to the results obtained in the present study, we believe that 

the use of bovine teeth has not shown to be an ideal option of experimental model for 

laboratory research with bacterial LPS, until an efficient decontamination protocol is 

obtained. Further studies must be carried out with the aim of elucidating and searching 

for an ideal protocol for preparation and pyrogenization of this dental specimen before 

contraindicating its use. 
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FIGURE LEGEND 

Figure 01 – Each experimental group boxplot distribution of the endotoxin concentra-

tion in EU/mL. 
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ABSTRACT 

Introduction: The present study is aimed at verifying the effect of ozone gas (OZY® 

System) and high frequency electric pulses (Endox® System) systems in human root 

canals previously contaminated with Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS). Meth-

ods: Fifty single-rooted teeth had their dental crowns removed and root length standard-

ized at 16 mm. The root canals were prepared up to #60 hand K-files, and submitted to 

sterilization by gama radiation with cobalt 60. The specimens were divided into five 

groups (n=10), according to the disinfection protocol: OZY® System, one 120-second-

pulse (OZY 1p); OZY® System, four 24-second-pulses (OZY 4p); Endox® System 

(ENDOX). Contaminated and non-contaminated canals, exposed only to apyrogenic 

water, were used as positive (C+) and negative (C-) controls, respectively. The LPS 

(O55:B5) was inoculated into the root canals, except in group C– teeth. After perform-

ing the disinfection protocols, LPS samples were collected from the canals using 

apyrogenic paper points. Quantification of LPS levels was performed by Limulus 

Amoebocyte Lysate (LAL). The data obtained were submitted to oneway ANOVA with 

5% significance level. Results: The disinfection protocols used were unable to reduce 

the LPS levels significantly. Conclusions: The use of ozone gas and high frequency 

electric pulses was not effective in the elimination of LPS in root canals. 

mailto:tafmelo@gmail.com
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INTRODUCTION 

            Microorganisms and their by products, such as bacterial LPS (endotoxin), play a 

key role in the development of apical periodontitis (1-4). LPS is released during multi-

plication or death of gram-negative bacteria, being associated with countless biologic 

effects, such as release of pro-inflammatory mediators (5-7) and induction of periapical 

bone resorption process (8, 9). The endoxins can adhere to mineralized tissues (10) and 

disseminate through the dental tubules (11), which makes the process of root canal sani-

tizing difficult if just the chemomechanical preparation is used (12, 13). The effects of 

different disinfection strategies (14-18) on LPS have already been accessed, yet, none 

has been fully effective. 

Electrofulguration and ozone gas equipment were tested for microorganisms, 

with satisfactory results (19-21). Electrofulguration system, such as Endox®, takes 

place through electrical pulses delivered inside the root canal by using a stainless steel 

surgical needle that works as an active electrode (19), eliminating the organic and inor-

ganic content through steaming (22). Yet, ozone is a very reactive gas which has oxida-

tion power on the cell walls and on the cytoplasmic membrane of the microorganisms 

(21).  

So far there have been no studies regarding the effects of this equipment on the 

LPS. Thus, the objective of the present study was to assess in vitro the effect of ozone 

gas and high frequency electrical pulses on LPS levels in infected root canals.  

 

 



METHODS 

The present study has been approved by the Ethics and Research Committee of 

Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS – Protocols numbers 5859 

and 811.207).  

All the plates and the materials used in the study were sterilized by cobalt 60 

gama radiation (20 kGy for 6 hours) (EMBRARAD – Empresa Brasileira de Radiações, 

Cotia, São Paulo, Brazil), as previously described (2). 

 

Sample selection and preparation 

Fifty single-root premolars had their dental crowns sectioned in such a way that 

the the root length were standardized at 16 mm. A 15 mm working length (WL)  was 

established. The canals were handly prepared using the serial technique up to #60 hand 

K-files (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland), under irrigation 

of sodium hypochlorite at 2% (Iodontosul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil).  

The smear layer was removed by using 17% EDTA trisodic (Iodontosul, Porto 

Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil) for 5 minutes, which was agitated in the root canal 

with aid of a #60 hand K-file for one minute. The final irrigation was performed using 2 

mL of sodium hypochlorite at 2%. The root canals were dried by using sterilized paper 

points (Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland). 

The teeth were randomly fixed in 12 wells culture plates (Kasvi, Curitiba, Para-

ná, Brazil) with Durepoxi® (Henkel, Düsseldorf, Germany). In each plate there were 

two teeth from each one of the 5 experimental groups (Table 1). 

 

 

 



Specimen contamination 

This protocol was performed according to Signoretti et al (23). The teeth were 

inoculated inside a laminar flow chamber by 30 μL of a solution containing the endo-

toxin Escherichia coli O55:B5 (Lonza, Walkersville, MD, USA) with the aid of a micro 

pipette. 

The solution containing LPS (80 EU/mL), previously diluted in apyrogenic wa-

ter (50.37 EU/mL), was used to promote the specimens contamination, except for the 

teeth, in group C–, which were inoculated with 30 μL of apyrogenic water. 

Apyrogenic cotton pellets were placed in the cervical portion of the canals in all 

the samples. The plates containing the samples were sealed and incubated for 24 hours 

at 37ºC air humidity.   

 

Desinfection Procedure 

Prior to performing the protocols, all root canals were filled with 10 μL of 

apyrogenic water. Disinfection protocols performed in each experimental group were: 

 Group C+: the LPS contaminated canals did not undergo any disinfection proto-

col. 

 Group C–: the canals with no previous LPS inoculations, did not undergo any 

disinfection protocol. 

 Group OZY 1p: the tip of the OZY® system was introduced into the working 

length of the root canal; just one 120-second-long pulse was delivered, as de-

scribed by Kustarsi et al (20). 

 Group OZY 4p: the OZY® system was introduced into the working length of the 

root canals, and four 24-second pulses each were delivered, according to Case et 

al (21). There was a 5 second interval between pulses. 



Due to the unavailability of a specific tip to use with the OZY® system (Endox 

SRL, Italy) in endodontics, an adapter was developed for the already available “Oto” 

tip. This adapter was made of 420 surgical steel with 0.20 mm diameter at the end and 

30 mm length (Figure 01). 

The OZY® system was operated with 5 N intensity, in accordance to the manu-

facturer. The only variation was in the device activation time between the OZY 1p and 

OZY 4p groups. 

 Group ENDOX: the protocol for the use of Endox® system (Lysis srl, Milan, It-

aly) used in the experiment was the same as described by Lendini et al (22).  The 

device black probe (measuring 30 mm in length and 0.20 mm in diameter) was 

introduced into the root canal. Two pulses were carried out in the medium third 

of the root canal (5 mm short of the WL), and other two pulses in the apical third 

(in the WL). A total of four 600 kHz pulses were delivered with a 1/10 of a se-

cond standard time for each application. 

 

Determination of LPS Levels 

The canals content was collected using three apyrogenic #60 paper points 

(Dentsply/Maillefer Instruments S.A., Ballaigues, Switzerland), kept in position for 10 

seconds. They were then transferred into glass tubes, sealed and kept at -20ºC until LPS 

levels quantification was carried out. 

With the purpose of checking the accuracy in the LPS levels counting, quantifi-

cation of an apyrogenic water sample and of the paper points used, were previously as-

sessed. 



The glass tubes containing the paper points were filled with 1 mL apyrogenic 

water, warmed at 37ºC for one hour, and finally centrifuged (Phoenix, Araraquara, São 

Paulo, Brazil) for one minute. 

The kinetic test of the turbidimetric LAL (Pyrogent 5000®, BioWhitaker, 

Cambrex Co, Walkersville, MD, USA) was used to quantify the LPS levels in the root 

canals, as already described and applied in some studies (2, 16). 

The samples collected from the canals were mixed with the LAL reagent and au-

tomatically monitored over time with the help of a photometer until turbidity developed. 

The increase in optical density is measured by the reaction time that is inversely propor-

tional to the amount of LPS present in the sample. 

As a parameter for calculating the quantification of LPS levels present in the 

root canals a curve was drawn using the endotoxin supplied by the kit with known con-

centration. All the samples collected for analysis and quantification were diluted ten 

times.  

The assays were carried out twice for test validation, in distinct wells in a 96-

well microplate (Corning Costar, Cambridge, MA, USA). One hundred μL apyrogenic 

water were added for the negative control, 100 μL standard endoxin at different concen-

trations for the curve, and 100 μL from each sample for quantification. The procedures 

for LPS levels measurement were performed according to the manufacturers’ instruc-

tions. 

The microplate was incubated in enzyme immunoassay reader (Ultramark, Bio-

Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA), for 10 minutes at 37±1°C; the reader was 

coupled to a computer with Wink QCL software version 4 (BioWittaker, Cambrex CO, 

Walkersville, MD, EUA). 



After incubation 100 μL of LAL kinetic reagent (Sigma Chemical Company St 

Louis, USA) were added to each plate well, thus starting reading and quantification of 

LPS levels. 

 

Statistical analysis 

EU/mL measures received logarithmic transformations in order to reduce asym-

metry and heterocedasticity. The data were described by means of geometric mean and 

maximum and minimum values. The comparison between groups was carried out with 

one-way variance analysis (ANOVA oneway) on the logarithms. Significance level was 

5% (P≤ 0,05). 

 

RESULTS 

The standard curve followed the linearity criteria (r=1) for LAL assay validation. 

LAL assay showed that LPS was present in 100% of the root canals initially contami-

nated. 

Results are shown in Figure 02. There was no significant difference in the reduc-

tion of endotoxin in the experimental groups, to which the disinfection protocols were 

applied, in relation to group C+. The endotoxin concentration in the group C‒ speci-

mens presented statistical difference when compared with the other groups analyzed.  

 

DISCUSSION   

Success in the endodontic treatment of infected teeth should not focus only on 

the elimination of microorganisms, but also on the inactivation of endotoxins and other 

toxic products (2, 3). Thus, in face of the results observed using the ozone gas system 



(21, 24) and high frequency electrical pulses (19) on microbial strains, analysis of those 

systems on bacterial LPS was also thought to be pertinent. 

The endotoxin used in the present study was obtained from Escherichia coli, as 

it is the standard endotoxin employed in most research studies (14, 25). As a quantifica-

tion method of the LPS levels, LAL assay was used due to its extreme sensitivity to 

measurement (2, 15). 

The turbidimetric LAL assay indicated that the endotoxins were present in all 

the previously contaminated samples, with concentrations ranging from 0,1 to 12,8 

EU/mL in the positive control group. That variation is in accordance with Jacinto et al 

(26) who have found endotoxin concentrations between 2,3 to 22,1 EU/mL. This range 

in values can be attributed to the test sensitivity, which detects slight variations, and to 

the difference in the dental anatomy between species. Besides, the LPS concentration 

obtained was inferior to the approximate value of 50,37 EU/mL injected into each root 

canal. This can be justified as the samples were collected from the main canal and not 

deep enough next to the dentine tubules region. According to Horiba et al (11), especial-

ly due to its low molecular weight, the endotoxin is able to penetrate into the dentinal 

tubules four times deeper that the microorganisms reaching 800 μm in depth. Thus, the 

use of auxiliary strategies to mechanical instrumentation is essential for the root canal 

system disinfection. 

None of the protocols performed herein promoted significant reduction in the 

endotoxin levels, in relation to the positive control group. This can be justified by the 

fact that the two systems tested have presented, as the principle of anti-microbial action 

(19, 21), damage to the structure of the microbial coating. As LPS does not present 

coating structure, and because it is a structure composed of specific polysaccharide O, a 

central nucleus and a lipid component A (27), it does not suffer any effective action 



from those systems. This can be supported the study of Cardoso et al (28), where ion-

ized water was not able to neutralize the root canal endotoxins. The results have shown 

the presence of endotoxins both in the ozone water group and in the saline solution con-

trol group. Another factor that could have corroborated for the result obtained in this 

study is the ephemeral ozone gas half-life (29). The only supporting resources that have 

been tested so far and shown certain degree of effectiveness on LPS were the use of 

calcium hydroxide as intra-canal medication (14), which has hydrolysis power of the 

lipid A component, changing it into chains of fatty acid and nontoxic sugars (30), as 

well as the application of laser Nd:YAG (17). 

The results obtained in the study reinforce the importance of the association of 

instrumentation mechanical act to any disinfection protocol (16, 31, 32, 33), especially 

with regards to the bacterial LPS that strongly adheres to the dentinal wall (10), being 

necessary the use of an endodontic instrument for its removal. Some studies have re-

ported endotoxin decrease, after the chemomechanical preparation, as 44,4% (34), 

59,99% (33) and 57,98% (15).  

Martinho et al (16) noticed 98,06% decrease in the endotoxin after performing 

canal preparation with NiTi (Mtwo®) rotatory tools, under irrigation with sodium hypo-

chlorite solution at 2,5%, and 96,27% decrease when the rotatory preparation was asso-

ciated with irrigation using apyrogenic saline solution. According to the authors, a basic 

factor that must be taken into account when performing chemomechanical preparation 

in order to obtain some decrease in bacterial LPS, is the enlargement of the apical third. 

Enlargements over size 30 instruments are recommended not only for removing endo-

toxin but also more infected dentin. Furthermore, that approach allows for a deeper irri-

gation process and contributes for greater probability of opening secondary canals and 

apical deltas. However, Martinho et al (31) oppose such assertion as they have tested 



different systems with different designs, conicities and tapers, such as WaveOne®, 

Reciproc®, Protaper® and Mtwo® and have not observed any statistical difference in 

the decrease of bacterial LPS. The percentages obtained regarding LPS decrease were 

95,15%, 96,21%, 97,98% and 96,34% to each system, respectively. 

Thus, and according to the results of this study, the need of further studies asso-

ciating the use of that equipment to the chemomechanical preparation is evident, espe-

cially because of the known complexity of the root canal system, and for the search of a 

100% efficient endodontic treatment method or system, able to eliminate bacterial LPS, 

which is yet to be found. 
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FIGURES LEGENDS 

 

Table 1 - Descriptive chart for the experimental groups and disinfection protocols used. 

Experimental Group n Contamination/LPS Clínic Protocol 

C+ 10 Yes Without treatment 

C- 10 No Without treatment 

OZY 1p 10 Yes OZY® System (1 pulse - 120 sec.) 

OZY 4p 10 Yes OZY® System (4 pulses - 24 sec. each) 

ENDOX 10 Yes Endox® System 

 

 

Figure 01 - Adapter at the “Oto” tip of the OZY® system: A (“endodontic” tip), B 

(adapter), C (“Oto” tip) and D (mounted OZ® system). 

 

 

 



Figure 02 - Boxplot distribution of the endotoxin concentration in EU/mL for each ex-

perimental group. 
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Discussão Geral 

 

Devido à complexidade anatômica do sistema de canais radiculares, a realização 

do tratamento endodôntico de forma convencional, com o uso de uma solução irrigadora 

antimicrobiana durante o procedimento de instrumentação e de uma medicação intraca-

nal, não nos garante um protocolo totalmente eficaz e efetivo de desinfecção (GOMES 

et al., 1996; ALVES et al., 2011). A dificuldade existente no processo de sanificação de 

determinadas espécies microbianas e na neutralização do LPS bacteriano é sem sombra 

de dúvida um dos maiores desafios na Endodontia. Os estudos realizados até o momen-

to não encontraram nenhuma substância ou dispositivo que seja ideal para os objetivos 

almejados no tratamento endodôntico de dentes contaminados (SIQUEIRA JR. et al., 

2002; GOMES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2007a; DORNELLES-MORGENTAL et 

al., 2011). Sendo assim, este estudo teve como princípio avaliar a eficácia de dois sis-

temas, a base de gás ozônio e de pulsos elétricos de alta frequência, como recursos auxi-

liares ao tratamento endodôntico convencional. 

 Como meio para contaminação dos canais radiculares, foram utilizados 

endotoxinas de Escherichia coli. Mesmo que a Escherichia coli não seja comumente 

encontrada em canais radiculares com necrose pulpar, no estudo de Maekawa et al. 

(2011) pode-se verificar a presença da mesma em lesões periapicais. Estudos como o de 

Tanomaru et al. (2003), Silva et al. (2004), Oliveira et al. (2007b), Maekawa et al. 

(2011), Signoretti et al. (2011), Archilla et al. (2012) e Marinho et al. (2012), também 

utilizaram em seus experimentos o sorotipo (O55:B5) de LPS, proveniente dessa mesma 

espécie microbiana. 

 Além disso, a endotoxina de Escherichia coli (055:B5) utilizada é de fácil 

aquisição e nos possibilita a padronização da contaminação das amostras. Até existem 



métodos de purificação e extração de outras endotoxinas de bactérias Porphyromonas e 

Prevotellas (IKI et al., 1997; ASAI et al., 2005), porém as técnicas para obtenção são 

muito complexas. Outra questão importante a ser ressaltada é que já se sabe que o poder 

de agressão da endotoxina de Escherichia coli é superior ao de outras espécies 

(DARVEAU, 1998; DIXON; DARVEAU, 2005). 

 A maioria dos estudos endodônticos publicados sobre endotoxinas foram 

realizados em modelos experimentais in vivo, seja em humanos, para quantificar 

clinicamente os níveis de endotoxinas já existentes (JACINTO et al., 2005; VIANNA et 

al., 2007; MARTINHO; GOMES, 2008; GOMES et al., 2009; MARTINHO et al., 

2010b; MARTINHO et al., 2011; ENDO et al., 2012; GOMES et al., 2012; OLIVEIRA 

et al., 2012; ADL et al., 2013; XAVIER et al., 2013; MARTINHO et al., 2014b; 

SOUSA et al., 2014), ou seja em cães, para inoculação de endotoxinas nos animais e 

induzir a formação de lesões periapicais previamente a execução do tratamento (SILVA 

et al., 2002; TANOMARU et al., 2003; SILVA et al., 2004). Porém, hoje, com as 

limitações éticas junto aos Comitês de Pesquisa, a realização de estudos experimentais 

com animais esta cada vez mais comprometida e impossibilitada. Dessa forma, modelos 

in vitro com o uso de dentes humanos surge como uma alternativa. Estudos como o de 

Alves et al. (1998), Carratù et al. (2002), Tang et al. (2002), Oliveira et al. (2005), Wil-

liamson et al. (2005), Oliveira et al. (2007b), Maekawa et al. (2011), Signoretti et al. 

(2011), Archilla et al. (2012) e Marinho et al. (2012) utilizaram dentes humanos extraí-

dos em experimentos com endotoxinas de Escherichia coli. No entanto, as dificuldades 

existentes na obtenção de determinados grupos dentários e para padronização da 

amostra têm feito com que pesquisadores busquem outras alternativas aos dentes 

humanos. 



O dente de origem bovina é uma possibilidade, pois é um material biológico de 

facil obtenção (ALMEIDA et al., 2009). Além disso, a faixa etária e a obtenção de 

dentes bovinos intactos podem ser controladas, tornando-se, assim, uma vantagem 

(WILDER JÚNIOR et al., 1998). Sendo assim, inicialmente, buscou-se no primeiro 

artigo analisar a viabilidade na utilização de dente bovino em substituição ao humano 

em experimentos in vitro com contaminação por LPS bacteriano. Não há na literatura 

nenhum estudo com contaminação por endotoxinas em dentes bovinos a fim de validar 

este modelo experimental para esse tipo de ensaio laboratorial. 

Entretanto, os resultados obtidos foram contraditórios. A utilização de dentes 

bovinos não apresentou ser uma boa opção de modelo experimental para pesquisas 

laboratoriais com contaminação por endotoxinas, frente ao método de apirogenização 

proposto. Pôde-se observar, de acordo com os resultados, diferença estatística entre os 

dois modelos testados (humano e bovino). Além disso, entre os dentes bovinos 

contaminados por endotoxinas (BP – controle positivo) e não contaminados (BN – 

controle negativo) não se verificou diferença significativa. Houve, inclusive, uma 

tendência a potencialização no nível de LPS no grupo positivo. Logo, gerou-se a dúvida 

se o dente bovino já possui uma contaminação prévia por endotoxinas. Com relação ao 

processo de apirogenização utilizado, é de se questionar se ele não é efetivo para esta 

espécie dentária. 

Alguns estudos consultados, na área da Medicina Veterinária, observaram a 

associação de Escherichia coli e suas endotoxinas com o gado e seus produtos 

derivados, levando pesquisadores a buscar maneiras de contornar esta zoonose por meio 

de práticas de abates específicos e formas para descontaminação da própria carcaça 

animal (CASTILLO et al., 1999; BERRY; CUTTER, 2000; KANG et al., 2001). No 

entanto, muitos fatores podem influenciar a contaminação dos animais, tais como:  



- Idade = segundo Cray e Moon (1995), a contaminação por Escherichia coli é 

significativamente maior nos bovinos jovens do que nos adultos. Os animais adultos 

têm um compartimento de pança e rúmen totalmente desenvolvido, em que a 

combinação de uma concentração de ácidos graxos voláteis e um baixo pH inibe o 

crescimento da Escherichia coli O157:H7 (RASMUSSEN et al., 1993). Isso é 

importante ser ressaltado e analisado, pois a maioria dos bovinos utilizados para abate 

em frigoríficos são jovens, devido principalmente a exigência do mercado consumidor. 

Logo, acredita-se que as carcaças dentárias utilizadas no estudo sejam na sua grande 

maioria provenientes de bovinos jovens. 

- Estação do ano = segundo os resultados do estudo de Hancock et al. (1997), a 

prevalência de Escherichia coli no gado criado no estado de Washington (USA) foi 

maior no período de junho (2±6%) do que em dezembro (0%), ou seja, há uma maior 

probabilidade de incidência desse microrganismo nos bovinos no período do ano de 

maior calor (verão).   

- Dieta animal = a dieta utilizada para engorda dos animais se dá na grande maioria dos 

casos por cereais (amido) ou por feno. O amido, diferentemente do feno, ao ser digerido 

pelo animal, passa através do rúmen para os intestinos, porém não é degradado na sua 

totalidade. Os bovinos são deficientes da enzima amilase. Consequentemente, o amido 

vai para o cólon onde a Escherichia coli se faz presente; faz uso desse alimento para a 

sua manutenção e sobrevivência, constituindo-se assim numa importante fonte 

energética (DIEZ-GONZALEZ et al., 1998).  

- Preparo do animal para o abate = quando os bovinos são preparados para o abate, eles 

podem ser privados de alimento quando o mesmo não está disponível ou é recusado. O 

aumento da susceptibilidade à infecção pelos bezerros em jejum é consistente nos 



estudos, em que o líquido ruminal do gado em jejum permite o crescimento irrestrito da 

Escherichia coli (RASMUSSEN et al., 1993). 

- Ambiente de confinamento dos animais = a Escherichia coli é disseminada a partir de 

uma fonte comum e as tensões podem persistir num rebanho por um período de 2 anos 

(SHERE et al., 1998). Ou seja, estando um animal contaminado com Escherichia coli, o 

resto do rebanho confinado com ele estará sujeito a contaminação também. Além disso, 

outros fatores também podem influenciar na contaminação do rebanho, tais como, a 

forma de criação dos bovinos: em invernada ou em confinamento. Em invernada, os 

animais estão mais expostos a contaminação com Escherichia coli, pois o 

microrganismo pode ser transportado e difundido ao rebanho por meio de pássaros 

previamente contaminados. Já no confinamento, isso é mais fácil de controlar e 

administrar, até mesmo com relação ao tipo de alimento que o animal está ingerindo. 

Sendo assim, existe a possibilidade da arcada dentária recolhida no abate e 

utilizada no estudo já ter sido contaminada previamente. 

Já a questão do processo de apirogenização utilizado sobre os dentes bovinos, 

com uso da radiação gama com Cobalto 60, parece não ser a melhor alternativa para 

sanificação do LPS ou talvez o protocolo empregado deva ser outro, quando comparado 

ao realizado para dentes humanos. O tratamento de apirogenização de dentes humanos 

já esta consolidado e consagrado, vide estudos de Oliveira et al. (2007b), Maekawa et 

al. (2011) e Signoretti et al. (2011), que utilizaram o mesmo protocolo do estudo e obti-

veram também descontaminação total das amostras do grupo controle negativo. 

A Escherichia coli é sorotipada com base na presença dos antígenos somáticos 

(antígeno O), flagelares (antígeno H) e capsulares (antígeno K) (NATARO; KAPER, 

1998). O antígeno O é parte do LPS que compõe a parede celular. A ordem, a composi-

ção e o número de oligossacarídeos que o formam conferem a diversidade deste antíge-



no. São conhecidos mais de 180 sorogrupos O e mais de 60 sorogrupos H, sendo possí-

veis mais de 10.000 combinações entre estes antígenos (ROBINS-BROWNE; HAR-

TLAND, 2002). Sendo assim, pode-se observar que o sorotipo da Escherichia coli usa-

da no experimento (O55:B5) é diferente do normalmente encontrado em bovinos 

(O157:H7). Porém, acredita-se que isso não tenha influenciado nos resultados obtidos 

no processo de apirogenização dos dentes bovinos. Além disso, o kit de ensaio cinético 

do LAL turbidimétrico (Pyrogent 5000®) provavelmente não tem capacidade de dife-

renciar esses dois sorotipos de endotoxinas de Escherichia coli. Para corroborar com 

esta afirmação, esse kit também é utilizado em estudos in vivo com pacientes, tais como, 

Jacinto et al. (2005), Martinho e Gomes (2008) e Endo et al. (2012), a fim de quantifi-

car um pool diverso de tipos de endotoxinas em canais radiculares contaminados. 

Acredita-se que antes de inviabilizar totalmente o uso de dentes bovinos em es-

tudos com endotoxinas é necessário a realização de novos experimentos a fim de testar 

diferentes protocolos para sanificação e apirogenização das peças dentárias. 

 Com relação ao segundo artigo, para avaliar a eficácia dos dois sistemas auxilia-

res sobre a endotoxina, foram utilizados, então, canais radiculares humanos. Os dentes 

foram contaminados com uma concentração de 50,37 EU/mL, pois a endotoxina se 

difunde também pelos túbulos dentinários e pelas irregularidades do sistema de canais, 

não se restringindo apenas ao canal principal. Os níveis de endotoxina encontrados no 

grupo controle positivo variaram de 0,1 a 12,8 EU/mL, o que está de acordo com os 

níveis médios observados no estudo de Gomes et al. (2012), que foram de 7,49 EU/mL 

e 3,96 EU/mL em infecções endodônticas primárias e secundárias, respectivamente. De 

qualquer forma, traçar uma comparação exata nos níveis iniciais de endotoxina entre os 

diferentes estudos é muito dificil, pois há influência tanto das amostra dentárias 

utilizadas quanto das questões metodológicas empregadas. 



 O ensaio cinético do LAL turbidimétrico (Pyrogent 5000®) foi utilizado no es-

tudo a fim de medir os níveis de endotoxinas, assim como nos estudos de Jacinto et al. 

(2005), Williamson et al. (2005), Martinho e Gomes (2008), Martinho et al. (2010a) e 

Endo et al. (2012). Em 2011, Martinho et al. compararam diferentes métodos utilizados 

para quantificação dos níveis de endotoxinas e observaram que os testes cinético turbi-

dimétrico e cinético cromogênico obtiveram uma melhor reprodutibilidade em compa-

ração a análise cromogênica. Segundo Hurley (1995), ambos os testes apresentam uma 

maior precisão na detecção do LPS bacteriano: 0,01 a 100 EU/mL e 0,005 a 50 EU/mL, 

respectivamente. Assim, demonstra-se que a aferição dos níveis de endotoxina utiliza-

dos na contaminação dos canais esta de acordo com a faixa de detecção do teste empre-

gado no estudo. 

 Na análise dos dois sistemas testados, nenhum apresentou uma eficácia 

significativa na redução ou inativação do LPS bacteriano. Com relação à utilização do 

sistema de eletrofulguração no interior dos canais radiculares, o resultado obtido está de 

acordo com a afirmação de Cassanelli et al. (2008). Segundo os autores, esse tipo de 

sistema tem uma maior efetividade na sua aplicação sobre microbianos revestidos por 

uma membrana celular e não sobre os seus subprodutos. Já na análise dos resultados 

obtidos com o gás ozônio, os mesmos estão de acordo com o estudo de Cardoso et al. 

(2008) que também não verificaram nenhum poder para neutralização do LPS 

bacteriano com uso da água ozonizada. 

Por outro lado, já se sabe que a realização do preparo químico mecânico apenas 

reduz os níveis de endotoxina no interior dos canais radiculares (MARTINHO; 

GOMES, 2008; MARTINHO et al., 2010b; ENDO et al., 2012; ADL et al., 2013; 

XAVIER et al., 2013; MARTINHO et al., 2014b), porém não há relatos ainda na 

literatura quanto a sua erradicação.  



A utilização de uma solução irrigadora antimicrobiana associada ao ato de 

instrumentação do canal radicular não aparenta ser um fator fundamental para a redução 

do LPS bacteriano. Seja a solução de hipoclorito de sódio ou o digluconato de 

clorexidina, independentemente da concentração, há pouco ou nenhum efeito sobre a 

endotoxina (AIBEL; STEVENS, 1999; TANOMARU et al., 2003; SILVA et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2007b; GOMES et al., 2009). Sousa et al. (2014), assim como 

Martinho et al. (2010b),  verificaram um valor médio na redução do LPS de 96,27% nos 

canais preparados com um irrigante inerte (solução salina apirogênica). De acordo com 

Oliveira et al. (2012), a redução dos níveis de endotoxinas no interior dos canais se dá 

ao próprio processo de instrumentação, irrigação e aspiração, independentemente da 

solução irrigadora utilizada. Somente com o ato de instrumentação já há um processo de 

redução do LPS bacteriano. Marinho et al. (2012) avaliaram a influência do 

alargamento apical durante o preparo rotatório com o sistema MTwo® e observaram 

que a medida que se aumentou o calibre do instrumento, maior foi a redução dos níveis 

de endotoxinas no interior dos canais (#25/.06 - 89,2%; #30/.05 - 95,9%; #35/.04 - 

97,8%; #40/.04 – 98,2%). Segundo Barthel et al. (1997), o LPS bacteriano se adere de 

forma irreversível aos tecidos mineralizados, tornando-se díficil a sua remoção da 

parede dentinária sem haver o ato de instrumentação. 

Já a utilização de uma medicação intracanal a base de hidróxido de cálcio, a fim 

de atuar em regiões onde o instrumento endodôntico não apresenta poder de ação, os 

resultados têm demonstrado uma boa eficácia desse compósito sobre o LPS bacteriano, 

porém, também não há um processo de sanificação total do sistema de canais 

radiculares (SILVA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007b; 

VIANNA et al., 2007; SIGNORETTI et al., 2011; ADL et al., 2013; SOUSA et al., 

2014). Xavier et al. (2013) compararam a eficácia do tratamento endodôntico realizado 



em uma ou duas consultas com relação à inativação e remoção do LPS bacteriano. Os 

autores verificaram que com o uso de uma medicação intracanal entre as sessões de 

tratamento houve uma maior redução dos niveis de endotoxinas do que a realização do 

tratamento feito em uma única sessão. Segundo ADL et al. (2013), o hidróxido de 

cálcio tem o poder de quebrar as ligações éster da fracção lipídica da endotoxina 

(SAFAVI; NICHOLS, 1993) e, consequentemente, de alterar as propriedades biológicas 

da mesma (SAFAVI; NICHOLS, 1994; BARTHEL et al., 1997), tais como, a 

capacidade de estimular a prostaglandina E2 e TNF-alfa por monócitos, que estão 

intimamente relacionados com a destruição dos tecidos ósseos. 

Dessa forma, é importante a busca de novos materiais e medicações que 

auxiliem o processo de dessinfecção e sanificação do sistema de canais radiculares para, 

assim, erradicarmos a contaminação de maneira eficaz em dentes infectados e, 

consequentemente, elevarmos os índices de sucesso no tratamento.  
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Conclusões 

 

A partir dos resultados do presente estudo pode-se concluir:  

1. A utilização de dentes bovinos como modelo experimental em estudos laboratoriais 

com contaminação por endotoxina de Escherichia coli (O55:B5) não é uma opção ideal, 

em relação ao processo de apirogenização com radiação gama por cobalto 60, quando 

comparado ao uso de dentes humanos. 

2. Os protocolos de desinfecção utilizados com os sistemas de gás ozônio e com o pulso 

elétrico de alta frequência não foram eficazes na eliminação da endotoxina de Escheri-

chia coli (O55:B5) em canais radiculares humanos previamente contaminados. 
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