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dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e 
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RESUMO 

 
 

 
O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil microbiológico e identificar padrões de 
agregação bacteriana, avaliar a associação desses padrões com os níveis de 
mediadores inflamatórios, MMPs e sinais e sintomas clínicos e ainda correlacionar 
os mediadores inflamatórios entre si e com os sinais e sintomas clínicos em dentes 
com infecção endodôntica primária e periodontite apical (PA). Para isso, 40 dentes 
uniradiculares, de pacientes com infecção endodôntica primária e PA, foram 
submetidos à avaliação clínica, com registro de sinais e sintomas, e tomográfica 
através do cálculo de volumetria das lesões periapicais com o software ITK Snap.  
Em seguida os dentes foram submetidos ao tratamento endodôntico. Logo após a 
abertura coronária, amostras foram coletadas de cada canal radicular utilizando 
cones de papel (S1) e submetidas ao método Checkerboard DNA-DNA hybridization 
para investigação de espécies bacterianas presentes. Foi realizado o preparo 
biomecânico (PBM) e em seguida o fluído intersticial da PA foi coletado (SF1) para a 
quantificação dos mediadores inflamatórios (IL1-β, IL-6, TNF-α, IL-10, MMPs -2 e -9) 
através do ensaio multiplex e a quantificação de RvD2 através de ensaio 
imunoenzimático ELISA. Para a análise de correlação o teste de correlação de 
Spearman foi utilizado. A análise fatorial foi usada para identificar padrões de 
agregação bacteriana e regressão linear foi realizada para associar os escores 
fatoriais, mediadores e características clínicas dos pacientes (P=0,05). Correlação 
positiva foi encontrada entre MMP-2, -9, IL-10, IL-1β, IL-6 e TNF-α, e entre RvD2, 
MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6 e TNF-α (P<0,05), e correlação negativa foi encontrada 
entre IL-1β e sensibilidade a percussão (P<0,05). A análise microbiológica revelou 
presença de DNA bacteriano em 100% das amostras analisadas com presença de 
pelo menos 2 das 40 espécies bacterianas investigadas (média = 24,62) por canal. 
As espécies mais frequentemente detectadas foram P. gingivalis, E. nodatum, F. 
nucleatum spp. vicentii, S. mitis, L. bucallis e A. actinomycetemcomitans. Das 6 
espécies mais detectadas, 4 delas eram gram negativas, destacando o predomínio 
de gram-negativos das infecções endodônticas primárias com PA. A análise fatorial 
determinou 2 padrões de associação bacteriana e os resultados de regressão para o 
fator 1 revelaram uma associação com aumento de dor a percussão (coeficiente 
(coef) β=0,788) e redução de dor a palpação (coefβ=-0,753) e exsudato (coefβ=-
0,479). Níveis mais altos de exsudato e menores de dor a palpação foram 
associados a bactérias do fator 2 (coefβ=0,460 e -0,546, respectivamente). 
Concluímos que os mediadores inflamatórios formam uma rede inter-relacionada e 
que as periodontites apicais assintomáticas e sintomáticas tem uma etiologia 
bacteriana heterogênea e com combinações de espécies diferentes. 
 
Palavras-chave: Periodontite Apical. Bactérias. Citocinas. Metaloproteinases da 
Matriz. Tomografia Computadorizada de Feixe Cônico. 



 
 

   
 

Corazza BJM. Inflammatory and microbiological profile of patients with primary 
endodontic infection and apical periodontitis: observational study [doctorate thesis]. 
São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of Science 
and Technology; 2020. 

 
 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to evaluate the microbiological profile and identify patterns 
of bacterial aggregation, evaluate the association of these patterns with the levels of 
inflammatory mediators, MMPs and clinical signs and symptoms, and also correlate 
the inflammatory mediators with each other and with the clinical signs and symptoms 
in teeth with primary endodontic infection and apical periodontitis (AP). For this, 40 
single-rooted teeth, from patients with primary endodontic infection and PA, were 
submitted to clinical evaluation, with registration of signs and symptoms, and 
tomography through the calculation of volumetry of periapical lesions with the ITK 
Snap software. Then the teeth were submitted to endodontic treatment. Immediately 
after the coronal opening, samples were collected from each root canal using paper 
cones (S1) and submitted to the Checkerboard DNA-DNA hybridization method to 
investigate bacterial species present. Biomechanical preparation (BMP) was 
performed and then the AP interstitial fluid was collected (SF1) for the quantification 
of inflammatory mediators (IL1-β, IL-6, TNF-α, IL-10, MMPs -2 and -9) by the 
multiplex assay and the quantification of RvD2 by enzyme immunoassay ELISA. For 
correlation analysis, Spearman's correlation test was used. Factor analysis was used 
to identify bacterial aggregation patterns and linear regression was performed to 
associate factor scores, mediators and patients' clinical characteristics (P=0.05). 
Positive correlation was found between MMP-2, -9, IL-10, IL-1β, IL-6 and TNF-α, and 
between RvD2, MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6 and TNF- α (P<0.05), and a negative 
correlation was found between IL-1β and sensitivity to percussion (P<0.05). The 
microbiological analysis revealed the presence of bacterial DNA in 100% of the 
samples analyzed with the presence of at least 2 of the 40 bacterial species 
investigated (mean = 24.62) per root canal. The most frequently detected species 
were P. gingivalis, E. nodatum, F. nucleatum spp. vicentii, S. mitis, L. buccallis and 
A. actinomycetemcomitans. Of the 6 most detected species, 4 of them were gram 
negative, highlighting the predominance of gram-negative primary endodontic 
infections with AP. Factor analysis determined 2 patterns of bacterial association and 
regression results for factor 1 revealed an association with increased pain on 
percussion (coefficient (coef) β=0.788) and reduced pain on palpation (coefβ=-0.753) 
and exudate (coefβ=-0.479). Higher levels of exudate and lower levels of pain on 
palpation were associated with factor 2 bacteria (coefβ=0.460 and -0.546, 
respectively). We conclude that inflammatory mediators form an interrelated network 
and that asymptomatic and symptomatic apical periodontitis has a heterogeneous 
bacterial etiology and combinations of different species. 
 
Keywords: Apical Periodontitis. Bacteria. Cytokines. Matrix metalloproteinases. 
CBCT. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A periodontite apical (PA) é uma das doenças inflamatórias orais com maior 

prevalência  (Tibúrcio-Machado et al., 2021). Ela é causada por uma infecção 

microbiana do sistema de canais radiculares (Kakehashi et al., 1965; Möller et al., 

1981; Ricucci, Siqueira, 2010) que ocorre pela invasão de microrganismos através 

de lesões de cárie, trincas, periodonto ou vasos sanguíneos apicais (Tennert et al., 

2014). Embora outros tipos de microrganismos, como fungos e vírus, tenham sido 

encontrados em associação com a periodontite apical (PA), as bactérias são os 

principais agentes etiológicos dessa doença (Sundqvist, 1976). Essa microbiota está 

organizada em comunidades complexas, conhecidas como biofilmes multiespécies, 

que estão localizados principalmente no interior do canal radicular (Siqueira, Rôças, 

2022). 

É conhecido que na infecção endodôntica primária, a microbiota presente é 

diversificada, com espécies Gram-positivas e Gram-negativas (Siqueira et al., 2004; 

Siqueira, Rôças, 2009). As espécies e filos encontrados em elevada prevalência 

incluem Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Capnocytophaga 

ochracea Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Veillonella parvula, 

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium espécies de Streptococcus, espécies 

de Dialister, Filifactor alocis, Pseudoramibacter alactolyticus, espécies de 

Treponema e membros do filo Actinobacteria (Cavalli et al., 2017; Ferreira et al., 

2015; Machado et al., 2020; Siqueira, Rôças, 2009). 

Essas informações já estão bem estabelecidas na literatura, contudo, para 

muitas doenças infecciosas causadas por membros da microbiota residente 

(patógenos oportunistas), o foco dos estudos mudou de determinados membros da 

comunidade microbiana, patógenos clássicos, para a percepção de que a 

comunidade é a unidade da patogenicidade (Amaral et al., 2022; Siqueira, Rôças, 

2009; Siqueira, Rôças, 2022). Ou seja, as comunidades bacterianas como patógeno 

é que definem a doença, portanto, esse é o resultado da ação coletiva dos grupos 

de microrganismos, e suas manifestações são influenciadas pela composição e 

abundância relativa das espécies e pela rede de interações entre elas (Rôças, 

Siqueira, 2009). Assim, segundo Siqueira e Rôças (2022) o estudo isolado do papel 
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de cada cepa na periodontite apical é inadequado.  

Após seu início, a infecção do canal radicular irá gradativamente avançar em 

direção à região apical até que bactérias e seus subprodutos atinjam os tecidos 

perirradiculares via forames apicais, laterais e perfurações radiculares iatrogênicas, 

desencadeando um processo inflamatório na região (Siqueira, Rôças, 2022). Esses 

subprodutos, liberados durante a morte e multiplicação das bactérias, são 

reconhecidos por receptores de reconhecimento padrão, presentes nas células de 

defesa do hospedeiro e células dos tecidos atingidos, (Akira et al., 2001) o que 

desencadeia a liberação de mediadores inflamatórios, como as citocinas, 

quimiocinas (Aderem, Ulevitch, 2000) e mediadores lipídicos como as resolvinas 

(Serhan et al., 2008). 

As citocinas e quimiocinas são proteínas secretadas por células presentes 

nos tecidos lesados, que tem ação na modulação da atividade celular durante o 

processo inflamatório, alterando as funções celulares ou recrutando células de 

defesa para a região agredida (Borish, Steinke, 2003). Juntamente com as 

prostaglandinas, as citocinas, como as interleucinas (IL) e o fator de necrose tumoral 

(TNF),  participam da iniciação e regulação da inflamação através da ativação e 

diferenciação dos osteoclastos, que são  responsáveis pela reabsorção óssea apical 

(Nair et al., 1996).  

A IL-1β, é uma interleucina produzida em lesões periapicais por vários tipos 

de células, incluindo macrófagos, osteoclastos, polimoronucleares (PMNs) e 

fibroblastos (Fouad, 1997). Essa citocina demonstrou ser um mediador potente da 

reabsorção óssea em doenças como osteoporose e exerce papel importante na 

reabsorção de lesões perirradiculares (He et al., 2020; Lim et al., 1994; Morsani et 

al., 2011). Além disso, essa citocina está correlacionada com presença de sinais e 

sintomas clínicos (Lim et al., 1994) e com uma grande destruição óssea periapical 

(Tani-Ishii et al., 1995). 

A IL-6 é uma citocina pleiotrópica importante na remodelação óssea e na 

ativação e diferenciação de células imunes e osteoclastos (Jakovljevic et al., 2015). 

Essa citocina foi identificada na PA e níveis elevados foram verificados em lesões 

sintomáticas, epitelizadas e com maior destruição óssea do que em lesões 

assintomáticas e pequenas. Portanto, IL-6 pode desempenhar um papel pró-

inflamatório, aumentando seus níveis e reabsorvendo osso na presença de 
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infecções. Contudo, quando a IL-6 não está presente, outras citocinas, como IL-1 e 

TNF-α, induzem a reabsorção óssea (Azuma et al., 2014). 

TNF é uma citocina considerada um potente mediador inflamatório que 

causa efeito inflamatório e imunoregulatório (Gupta, 2002). Além disso, TNF-α atua 

nas células estromais provocando o aumento da expressão de fatores relacionados 

com a reabsorção óssea através do aumento da diferenciação de osteoclastos 

mesmo na ausência de níveis elevados de proteínas relacionadas à regulação e 

diferenciação de osteoclastos como RANKL, porém ambos os agentes, TNF-α e 

RANKL, individualmente e em combinação, causam grande impacto na 

diferenciação dos osteoclastos (Lam et al., 2000). 

Além desses mediadores, as metaloproteinases de matriz (MMPs) 

apresentam papel fundamental na formação da lesão periapical. Elas constituem 

uma importante família de enzimas que degradam componentes da matriz 

extracelular (Tsuji et al., 2009). Essas enzimas também participam da iniciação do 

processo de reabsorção óssea, já que degradam a camada osteóide e a camada de 

colágeno da superfície, permitindo que os pré-osteoclastos se acoplem à matriz 

óssea mineralizada e completem sua diferenciação (Delaissé et al., 2000; Lima et 

al., 2021). MMP-2 e MMP-9  (colagenases A e B, respectivamente) são altamente 

expressas na periodontite apical e foi sugerido que desempenham um papel 

importante durante a fase inicial de desenvolvimento dessa doença (Corotti et al., 

2009). Ainda, ambas as MMPs também foram relacionadas à presença de sintomas 

de origem endodôntica (Ahmed et al., 2013; Pereira Faustino et al., 2016). 

Por outro lado, a IL-10, produzida por células imunes inatas e adaptativas, 

controla e suprime a inflamação a fim de regular negativamente a reação imune 

adaptativa e minimizar a destruição do tecido em resposta ao desafio microbiano; 

ela é um importante supressor endógeno da reabsorção óssea estimulada por 

infecções (Maynard,  Weaver, 2008; Sasaki et al., 2000). Além disso, essa citocina 

também pode inibir a expressão de várias citocinas pró-inflamatórias como a IL-1 e a 

IL-6 (Leon et al., 1998; Sasaki et al., 2000). 

Outros mediadores que conduzem ativamente o término da inflamação 

também são secretados durante o processo inflamatório (Freire, Van Dyke, 2013). 

Esses mediadores de origem lipídica iniciam as vias que sinalizam o fim fisiológico 

da etapa inflamatória aguda (Levy et al., 2001) e ativam o processo de cicatrização 
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de feridas com regeneração tecidual em vez de fibrose ou cicatrização (Levy et al., 

2012; Ortega‐Gómez et al., 2013). Entre os conhecidos estão as resolvinas (Rv) 

produzidas endogenamente durante a fase de resolução do processo inflamatório. 

Específicamente a RvD2, entre outras funções, tem ação no controle de 

polimorfonucleares PMN e da função de osteoclastos e osteoblastos na cicatrização 

de feridas e regeneração óssea (Van Dyke et al., 2015; Herrera et al., 2008; El Kholy 

et al., 2018; Mizraji et al., 2018; Zhu et al., 2013). Ela é capaz de modular o eixo 

RANKL/OPG reduzindo a expressão de RANKL, enquanto regula positivamente os 

níveis de OPG (Mizraji et al., 2018). Estudos anteriores demonstraram que as Rv da 

série D, derivadas do ácido docosaexaenoico (DHA)  são capazes de reduzir a 

inflamação, diminuindo a adesão de leucócitos-plaquetas (Serhan, Chiang, 2009).  

Embora o papel da infecção microbiana e dos mediadores inflamatórios seja 

conhecido, a resposta imunológica do hospedeiro assim como as manifestações 

clínicas das doenças inflamatórias causadas por microrganismos, podem variar de 

acordo com as características da população estudada (Caires et al., 2019; Fouad et 

al., 2020; Nascimento et al., 2019). Diversas manifestações clínicas e radiográficas 

da periodontite apical são influenciadas pelo tipo e número de espécies bacterianas 

que ocorrem nos canais infectados (Gomes et al., 2004; Rôças, Siqueira, 2008) e  

Martinho et al., 2021 demonstraram que perfis bacterianos diferentes podem estar 

relacionados de forma diferente à expressão de proteínas inflamatórias e à 

manifestação de características clínicas. 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil microbiológico e identificar 

padrões de agregação bacteriana, avaliar a associação desses padrões com os 

níveis de mediadores inflamatórios, MMPs e sinais e sintomas clínicos e ainda 

correlacionar os mediadores inflamatórios entre si e com os sinais e sintomas 

clínicos em dentes com infecção endodôntica primária e periodontite apical. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Microbiota da infecção endodôntica primária e sua relação com sinais e 

sintomas 

 

 

O estudo de Kakehashi et al. (1965) esclareceu a importância dos 

microrganismos na etiologia das alterações pulpares e periapicais. Nesse estudo em 

modelo animal foram utilizados dois grupos, um com ratos germ-free e outro com 

ratos apresentando microbiota normal. Em ambos os grupos foram confeccionadas 

cavidades para exposição pulpar e todos os animais receberam ração esterilizada 

durante o experimento. Ao final do experimento os pesquisadores observaram que 

no grupo dos animais com microbiota normal o tecido pulpar apresentava-se 

necrosado e com abscesso periapical, em contrapartida no grupo germ-free não 

havia necrose pulpar ou periodontite apical, o infiltrado inflamatório foi pequeno e 

havia reparo da região lesionada por dentina reparadora.  

Em 1981 outro estudo foi realizado para demonstrar o papel dos 

microrganismos no desenvolvimento das lesões inflamatórias pulpares e periapicais. 

Möller et al. (1981) utilizaram nove macacos e provocaram necrose asséptica em 78 

dentes desses animais, 26 dentes foram selados mantendo a cavidade pulpar 

asséptica e 52 foram contaminados por bactérias. Após 6 a 7 meses dos 

procedimentos foram realizadas análises radiográficas, clínicas, microbiológicas e 

histológicas que evidenciaram que nos casos de polpas necrosadas não infectadas 

os tecidos periapicais não apresentavam indícios de inflamação, entretanto nos 

dentes com polpa infectada, houve desenvolvimento de periodontite apical. 

O perfil microbiano das infecções endodônticas primárias é bastante 

complexo, composto por bactérias Gram negativas e Gram positivas, com 

predomínio de microrganismos anaeróbios (Siqueira et al., 2004; Siqueira, Rôças, 

2009). Nesse sentido Gomes et al. (2004) investigaram os microrganismos de 60 

canais radiculares com infecções endodônticas primárias e secundárias e a 

associação das espécies com sinais e sintomas clínicos. Meios de cultura seletivos 

foram utilizados para cultivo e identificação dos microrganismos. Um total de 224 
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isolados cultiváveis, pertencentes a 56 espécies microbianas diferentes e 21 

gêneros diferentes, foram recuperados das amostras coletadas. Os canais 

necróticos (41/60) renderam 188 isolados, 124 deles Gram-positivos e 137 bactérias 

anaeróbias estritas. As espécies bacterianas mais frequentemente recuperados dos 

canais radiculares com infecção endodôntica primária foram P. micros, P. prevotii, F. 

necrophorum, P. intermedia / nigrescens, Streptococcus constellatus, Streptococcus 

anginosus, S. sanguis, F. nucleatum, Gemella morbillorum, Streptococcus mitis, P. 

gingivalis, P loescheii e Lactobacillus acidophilus. Sintomas agudos de dor, história 

de dor prévia, sensibilidade à percussão e edema foram associados a espécies 

gram-negativas, especialmente Prevotella, Porphyromonas spp. e fusobactérias. P. 

micros, um coco gram-positivo, foi estatisticamente associado a dor, dor prévia, 

sensibilidade à percussão e canais úmidos. A microflora dos canais radiculares de 

dentes com infecção endodôntica primária e periodontite apical encontrada era 

mista, compreendendo microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos e 

principalmente anaeróbicos e geralmente contendo mais de 3 espécies por canal. 

Por outro lado, bactérias anaeróbias facultativas e Gram-positivas predominaram em 

canais com falha no tratamento endodôntico, esses canais geralmente 

apresentavam 1-2 espécies. 

Sassone et al. (2008) avaliaram o perfil microbiológico de 60 dentes de 

pacientes com infecção endodôntica primária sintomática por método checkerboard 

DNA-DNA hibridização. Em casos sintomáticos, as espécies bacterianas mais 

frequentes foram Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii, Veillonella parvula, 

Treponema socranskii, E. faecalis, Campylobacter gracilis, Neisseria mucosa e 

Eubacterium saburreum. Já nos casos assintomáticos foram F. nucleatum ssp. 

vincentii, F. nucleatum ssp. nucleatum, E. faecalis, E. saburreum, N. mucosa e 

Peptostreptococcus micros. Individualmente, a maioria das espécies avaliadas foram 

encontradas em níveis mais elevados nos casos sintomáticos assim como os 

gêneros Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, Capnocytophaga, 

Campylobacter e Actinomyces. Um nível médio significativamente mais alto de T. 

forsythia foi detectado nos casos sintomáticos. Portanto os dados coletados pelos 

autores sugeriram uma associação entre maiores contagens bacterianas totais e 

níveis de T. forsythia e a presença de sintomatologia dolorosa. 

Rôças et al. (2011) analisaram a microbiota de infecções endodônticas 
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primárias em amostras de 43 pacientes noruegueses adultos utilizando o teste 

checkerboard hibridização DNA-DNA. Nos 21 dentes com periodontite apical 

assintomática as espécies mais frequentemente detectadas foram D. invisus, F. 

nucleatum, e P. endodontalis. Nos 9 dentes com abscesso apical crônico as 

espécies mais prevalentes foram P. endodontalis, D. invisus, Parvimonas micra e S. 

moorei. Já nos 13 dentes com periodontite apical sintomáticas as espécies mais 

prevalentes foram D. Invisus, P. endodontalis, S. moorei, P. acnes, e espécies de 

Streptococcus. A espécie Selenomonas sputigena foi significativamente mais 

frequente em casos dolorosos. Segundo os autores os resultados demonstraram 

que as espécies formaram diferentes parcerias e associações nas amostras 

coletadas e que é possível que algumas associações bacterianas possam resultar 

em uma comunidade multiespécie mais virulenta, dando origem a uma resposta 

inflamatória aguda nos tecidos perirradiculares. Contudo não se sabe se essas 

comunidades mais virulentas se desenvolvem desde o início do processo de 

infecção ou são o resultado de uma mudança devido a alterações ambientais. 

Ferreira et al. (2015) avaliaram o perfil microbiológico resistente a diferentes 

medicações intracanais em dentes com infecção endodôntica primária usando o 

método por cultura microbiológica e a técnica de hibridização DNA-DNA 

checkerboard. Para esse estudo os pesquisadores selecionaram 20 pacientes. 

Bactérias foram encontradas em todas as amostras iniciais coletadas. O tratamento 

endodôntico realizado reduziu o número de bactérias cultiváveis, mas não foram 

encontradas diferenças entre as coletas após o preparo biomecânico e após o uso 

de medicação intracanal. A análise por checkerboard DNA-DNA revelou que todos 

os canais radiculares investigados apresentaram DNA bacteriano para pelo menos 1 

das 40 sondas testadas, na coleta inicial, com 5 a 36 (média = 11,75) espécies 

bacterianas por amostra. As espécies mais frequentes foram Capnocytophaga 

ochracea (70%) e Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii (70%). Após o uso da 

medicação intracanal de hidróxido de cálcio associado à clorexidina, 8 canais 

radiculares investigados mostraram sinais bacterianos para pelo menos 1 das 40 

sondas bacterianas de DNA testadas, e 2 canais radiculares não mostraram sinais 

bacterianos. A espécie mais frequentemente detectada foi E. faecium (40%). 

Cavalli et al. (2017) correlacionaram o perfil microbiológico e níveis de 

endotoxina encontrados na infecção endodôntica primária com a presença de sinais 
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e sintomas clínicos e avaliaram a remoção de microrganismos e endotoxinas por 

meio de 3 diferentes técnicas de preparo biomecânico, Mtwo, Reciproc e Genius. 

Após análise por cultura microbiológica bactérias foram encontradas em 28 

amostras iniciais dos 30 canais radiculares investigados. O preparo biomecânico foi 

eficaz na redução do número de bactérias cultiváveis, sendo observada diferença 

estatística entre a coleta inicial e a coleta após o preparo. Contudo, não foi 

encontrada diferença estatisticamente significativa entre os sistemas utilizados. 

presença de DNA bacteriano foi detectada em todos os canais investigados, na 

coleta inicial as espécies bacterianas mais prevalentes foram Capnocytophaga 

ochracea (53,33%), Fusobacterium nucleatum ssp vicentii (53,33%), Porphyromonas 

gingivalis (46,67%) e Leptotrichia buccalis (46,67%). Após o preparo dos canais as 

espécies bacterianas mais prevalentes foram F. nucleatum ssp vicentii (50%), L. 

buccalis (50%) e P. gingivalis (46,70%). Na coleta após o preparo biomecânico uma 

redução significativa no número de endotoxinas foi observada em todos os grupos. 

Foi observada presença de dor prévia relacionada a Prevotella nigrescens. 

Sensibilidade à percussão foi relacionada a P. gingivalis, Veillonella parvula, 

Capnocytophaga sputigena, P. nigrescens e Eubacterium saburreum. A presença de 

um trato sinusal foi relacionada a Eikenella corrodens, Parvimonas micra, 

Campylobacter showae e E. saburreum. Um trato sinusal também foi associado a 

microrganismos gram-positivos e anaeróbios facultativos. 

Um estudo de 2018 avaliou a associação entre patógenos endodônticos 

selecionados e a expressão de vários mediadores envolvidos na destruição óssea 

em lesões periapicais e as relações dessas espécies com achados clínicos, 

radiográficos e histopatológicos. Foram detectadas Actinobacteria em 9/17 casos 

(53%), espécies de Streptococcus em 6/17 (35%), espécies de Fusobacterium e P. 

micra em 3/17 (18%) e espécies de P. endodontalis e Dialister em 2/17 (12%). As 

Actinobactérias foram associadas positivamente a granulomas, aumento da 

expressão de MMP-2, diminuição da expressão de OPG e maior razão RANKL: 

OPG. Esses achados sugerem que as Actinobactérias podem desempenhar um 

papel importante na indução de danos aos tecidos moles e duros relacionados à 

patogênese da periodontite apical (Takahama et al., 2018). 

Rôças e Siqueira (2018) avaliaram a frequência e os níveis de 40 táxons 

bacterianos orais, em 133 amostras retiradas de abscessos apicais agudos e dentes 
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com periodontite apical assintomática. As espécies mais frequentemente detectadas 

nos dentes assintomáticos foram P. endodontalis (63%), D. Invisus (58%), O. uli 

(56%), e F. nucleatum (51%). As espécies mais prevalentes em abscessos eram F. 

nucleatum (60%), P. endodontalis (53%), P. micra (51%) e espécies de 

Streptococcus (45%). Os dados de frequência revelaram que nenhuma das espécies 

foram significativamente associados a casos sintomáticos. As espécies Atopobium 

sp. HOT416, Campylobacter gracilis, Eubacterium sulcos, Gemella morbillorum, 

Prevotella nigrescens, Fretibacterium fastidiosum, T. parvum e espécies de 

Veillonella foram significativamente mais detectados em dentes assintomáticos. Os 

dados semiquantitativos demonstraram que apenas P. endodontalis, P. baroniae, 

Streptococcus species e Treponema denticola foram significativamente mais 

prevalentes em níveis >105 em casos sintomáticos do que em casos assintomáticos. 

Zargar et al. (2020) identificaram diferentes espécies bacterianas, alguns 

vírus e um fungo em 20 casos de pulpite irreversível e 21 casos de infecção 

endodôntica primária e correlacionaram esses microrganismos com achados clínicos 

e radiográficos. A identificação bacteriana foi realizada pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e sequenciamento do rDNA 16s de colônias cultiváveis aeróbias e 

anaeróbias retiradas das placas de cultura dos pacientes. Um total de 16 cepas 

bacterianas foram identificadas neste estudo considerando espécies não cultiváveis, 

5 das quais foram identificadas por métodos celulares moleculares, e o restante 

eram espécies cultiváveis. Tannerella forsythia foi a espécie mais prevalente (75%) 

no grupo com pulpite irreversível com lesão PA e Porphyromonas gingivalis (75%) e 

Treponema denticola (75%) foram as espécies mais prevalentes nos dentes com 

necrose pulpar sem lesão PA. Neste estudo 8 pacientes apresentaram sintomas de 

periodontite apical sintomática (PAS) e nesses casos as espécies mais prevalentes 

foram Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mitis e Fusobacterium nucleatum 

(75%, 62,5% e 62,5%, respectivamente). Treze pacientes apresentaram sintomas de 

periodontite apical assintomática (PAA) no diagnóstico clínico e nas imagens 

radiográficas as espécies mais comuns nesses casos foram Dialister invisus e 

Tannerella forsythia (69,2%). Além disso, dois pacientes apresentaram sintomas de 

abscesso apical crônico com trato sinusal, nesses casos Treponema denticola, 

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Dialister invisus foram as 

espécies mais prevalentes (100%). Os autores ressaltaram que as comunidades 
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bacterianas eram diferentes em várias condições clínicas e radiográficas. 

Machado et al. (2020) compararam a carga e a composição microbiana 

encontradas em 31 amostras de pacientes com periodontite apical primária (PAP) e 

29 amostras de pacientes com periodontite apical pós-tratamento (PAPT), avaliaram 

os níveis de lipopolissacarídeos (LPS) e ácido lipoteicóico (LTA) e correlacionaram 

esses achados com sinais e sintomas clínicos e com o volume da lesão periapical. 

As espécies bacterianas mais prevalentes detectadas em PAP foram S. intermedius 

(45%), E. faecalis (42%), P. acnes (42%) e S constellatus (35%), P. gingivalis (45%), 

C. sputigena (42%), P. melaninogenica (42%) e L. buccalis (39%). No PAPT, as 

espécies bacterianas mais prevalentes detectadas foram E. nodatum (65%), S. mitis 

(62%), E. faecalis, S. constellatus, E. faecium e E. saburreum (59%), P. gingivalis 

(72%), C. rectus (69 %), C. sputigena e F. nucleatum. sp. vicentii (66%). No PAP, a 

análise estatística revelou uma correlação positiva entre bactérias gram-positivas 

com dor espontânea e exsudato. Sensibilidade à percussão e dor à palpação foram 

correlacionadas à presença de bactérias gram-positivas e negativas. Além disso, foi 

observada correlação positiva entre níveis mais elevados de LPS presentes na PAP 

e um maior volume de destruição óssea determinado pela análise de TCFC. Já na 

PAPT, foi observada uma correlação positiva entre as bactérias gram-positivas e 

gram-negativas com o exsudato e o volume da lesão periapical e correlação entre os 

conteúdos de LPS e LTA com a destruição óssea periapical. 

Martinho et al. (2021) investigaram se os sinais e sintomas clínicos e a 

expressão de citocinas (IL-10, TNF-α e IFN-γ) e quimiocinas (CCL2) poderiam estar 

relacionados aos padrões de colonização bacteriana em 21 dentes com infecção 

endodôntica primária e periodontite apical. Uma relação negativa foi detectada entre 

IL-10 e CCL2, TNF-α e INF-γ e uma associação positiva foi observada entre CCL2 e 

TNF-α. Além disso, foi encontrada uma relação positiva entre IL-10 e sintomas 

clínicos, incluindo dor pré-operatória, sensibilidade a percussão e dor pré-

operatória/sensibilidade a percussão. As espécies mais frequentemente detectadas 

foram Parvimonas micra (76%), Fusobacterium nucleatum spp. nucleatum (71%), 

Porphyromonas endodontalis (66%), F. nucleatum spp. vicentii (61%), Prevotella 

nigrescens (57%), Leptotrichia bucallis (57%) e F. nucleatumspp. polimorfo (57%). 

Das 7 espécies mais detectadas, 6 delas eram Gram negativas, destacando sua 

predominância em infecções endodônticas primárias com PA. Os resultados da 
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regressão linear para o fator 1 (grupo de espécies bacterianas) revelaram uma 

associação com um tamanho da área radiotransparente ≥2 mm e dor pré-

operatória/sensibilidade a percussão aumentado. Níveis mais elevados de CCL2 

foram associados a maiores escores de bactérias no fator 2. 

 

 

2.2 Papel das citocinas e MMPs na PA 

 

 

Pezelj-Ribaric et al. (2007) determinaram os níveis de TNF- α em 60 

amostras de exsudatos periapicais e avaliaram possíveis relações entre esta citocina 

e achados radiológicos nos dentes avaliados. Os indivíduos avaliados foram 

divididos em 3 grupos de acordo com o estado periapical em pericementite 

(controle), lesões menores do que 1cm e lesões maiores do que 1 cm. Diferenças 

nas concentrações de TNF- α entre o grupo controle (média:28,15 pg / mL), o grupo 

com grandes áreas radiolúcidas (média: 582,95 pg / mL), bem como entre o controle 

e os canais associadas a pequenas áreas radiolúcidas (média: 278, 97 pg/mL) foram 

estatisticamente significativas. Também houve diferença estatisticamente 

significativa entre as amostras com grandes áreas radiolúcidas e pequenas áreas 

radiolúcidas. Assim, demonstraram que TNF- α pode ser um marcador objetivo em 

lesões periapicais confirmadas radiograficamente. 

Carneiro et al. (2009) analisaram a expressão de MMP-9 em 37 amostras de 

dentes com lesão periapical epitelizada ou não, em dentes indicados para cirurgia 

parendodôntica. Na análise imuni-histiquímica Células semelhantes a macrófagos, 

células semelhantes a fibroblastos, células semelhantes a neutrófilos PMN, células 

endoteliais e plasmáticas apresentaram imunomarcação positiva para MMP-9 em 

ambos os tipos de lesões. Quando presentes, as células epiteliais, particularmente 

no estrato germinativo, foram positivas para MMP-9. Houve uma correlação positiva 

entre o número e a proporção de células MMP-9 + / total e CD68 +/ células totais em 

lesões não epitelizadas. Nenhuma correlação significativa foi encontrada para lesões 

epitelizadas. Os autores sugeriram que há participação de várias células 

inflamatórias durante a expressão de MMP-9 na periodontite apical e essa MMP 

pode estar ativamente envolvida na degradação da matriz extracelular em lesões de 
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periodontite apical com ou sem epitélio contribuindo para o desenvolvimento da 

lesão.  

Corotti et al. (2009) avaliaram os níveis teciduais de MMP-2 e -9 e sua 

distribuição nas lesões periapicais, em modelo de doença periapical em molar de 

rato Wistar. Controles positivos e negativos foram realizados durante todos os 

experimentos. A imunocoloração para MMP-2 e MMP-9 foi observada pelos autores 

em quase todos os períodos experimentais, exceto no dia 3, quando a lesão ainda 

não havia se estabelecido devido à vitalidade parcial da polpa. A imunoexpressão de 

MMP-2 e MMP-9 não diferiu significativamente entre 7–21 dias e 30–90 dias. No 

entanto, a imunomarcação de MMP-2 e MMP-9 em 7, 14 e 21 dias foi maior do que 

em 30, 60 e 90 dias. Nos primeiros períodos, predominava infiltrado inflamatório 

agudo, com sugestiva presença intensa de leucócitos, notadamente neutrófilos 

infiltrantes e a imunocoloração foi intensa para MMP-2 e MMP-9. Nos períodos 

subsequentes, a imunomarcação não foi intensa sugerindo que a MMP-2 e a MMP-9 

desempenham um papel no desenvolvimento de lesões periapicais inflamatórias, 

provavelmente envolvidas no turnover da matriz extracelular durante a fase inicial de 

desenvolvimento da lesão. 

Martinho et al. (2010) investigaram o perfil microbiano e os níveis de 

endotoxina encontrados em 21 amostras de pacientes com infecção endodôntica 

primária e periodontite apical e determinaram sua antigenicidade contra macrófagos 

através dos níveis de IL-1β e TNF-α, avaliando sua relação com achados clínicos e 

radiográficos. Nesse estudo Prevotella nigrescens, Porphyromonas endodontalis e 

Treponema socranskii foram as três espécies bacterianas gram-negativas mais 

frequentemente detectadas. Foi encontrada uma correlação entre o número de 

diferentes espécies de bactérias gram-negativas e os níveis de IL-1β. O ensaio LAL 

indicou que endotoxina estava presente em 100% das amostras de canais 

radiculares (21/21). Foi encontrada correlação entre o conteúdo de endotoxinas e os 

níveis de TNF-α liberados no meio de cultura. Um nível mediano mais alto de IL-1β 

foi detectado quando um dos seguintes sintomas clínicos / achados radiográficos 

estava presente: dor à palpação (25,528 pg / mL), sensibilidade à percussão (25,528 

pg / mL) ou tamanho da área radiolúcida ≥ 2 mm (25,291 pg / mL). Um maior nível 

de TNF-α foi encontrado nos dentes com exsudação (0,2870 pg / mL) do que na sua 

ausência (0,2340 pg / mL). Uma correlação entre os níveis de IL-1β liberados no 
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meio de cultura e o tamanho da área radiotransparente foi encontrada neste estudo. 

Este estudo concluiu que a antigenicidade do conteúdo endodôntico contra 

macrófagos (liberação de IL-α e IL-1β) não está apenas associada à quantidade de 

endotoxina, mas também ao número de bactérias gram-negativas envolvidas na 

infecção. 

Martinho et al. (2012) investigaram a correlação entre diferentes sinais e 

sintomas clínicos e características radiográficas, de 21 pacientes, em relação aos 

níveis de IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10, prostaglandina E2 (PGE 2) e as redes produzidas 

por macrófagos endodônticos estimulados por conteúdo coletados de uma infecção 

endodôntica primária com periodontite apical. Todas as amostras de canal radicular 

foram positivas para DNA bacteriano (21/21) e endotoxina foi detectada em 100% 

dos canais investigados (21/21), com valor médio de 7.490 pg / mL, variando de 27 / 

pg / mL a 289.000 pg / mL. IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e PGE 2 foram detectados em 

todos os meios de cultura após estimulação com conteúdo de canal radicular. Os 

valores medianos registrados para cada citocina são os seguintes: IL-1β (24.835 pg / 

mL), IL-6 (270.151 pg / mL), IL-10 (39.997 pg / mL), TNF-α (0,2830 pg / mL) e PGE 2 

(124.530 pg / mL). O tamanho da lesão foi positivamente correlacionado com altos 

níveis de IL-6, bem como exsudação com TNF-α. A IL-10 apresentou correlação 

negativa com a presença de sintomatologia clínica. IL-1β esteve presente e 

positivamente relacionada ao aumento dos níveis de produção de TNF-α. Os 

achados dos autores sugeriram que existem papéis diferentes para cada citocina no 

desenvolvimento da periodontite apical. 

Ahmed et al. (2013) testaram a hipótese de que a expressão de MMP-9 está 

significativamente elevada em pacientes com periodontite apical sintomática e 

correlacionaram isso à quantidade detectada de bactérias gram-negativas. Para isso 

selecionaram 26 pacientes com necessidade de tratamento endodôntico. Esses 

pacientes foram divididos em dois grupos, assintomáticos e sintomáticos. Em 

relação às células gram-negativas, o grupo sintomático apresentou um número 

médio estatisticamente significativamente maior do que o grupo assintomáticos. 

Para a porcentagem da área imunopositiva para MMP-9, o grupo sintomático 

apresentou uma porcentagem da área média estatisticamente significativamente 

maior (37,6%) do que o grupo assintomático (12,1%). Células Gram-negativas e 

forte imunopositividade para MMP-9 nas células epiteliais, osteoclastos e 
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osteoblastos, células semelhantes a macrófagos, células semelhantes a fibroblastos 

e células endoteliais foram encontradas no grupo sintomático. Já no grupo no grupo 

assintomático, todas as seções testadas mostraram imunopositividade leve a 

moderada para MMP-9 nas células epiteliais, células inflamatórias subepiteliais e 

células endoteliais e um número reduzido de células Gram-negativas. Houve uma 

correlação positiva estatisticamente significativa entre o número de células gram-

negativas e a porcentagem da área de MMP-9. Portanto os autores concluíram que 

há boas evidências de um papel significativo de bactérias gram-negativas e MMP-9 

em lesões periapicais sintomáticas. Assim, talvez as bactérias gram-negativas 

desempenhem um papel importante na atividade da MMP-9 e nas lesões periapicais 

sintomáticas. 

Araujo-Pires et al. (2014) investigaram simultaneamente os padrões de 

expressão de citocinas / marcadores Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Thf, Tr1 e Tregs 

em granulomas periapicais crônicos humanos e suas possíveis correlações com o 

padrão de atividade das lesões. Para isso os autores coletaram 110 granulomas 

periapicais de pacientes encaminhados para cirurgia parendodôntica. A análise das 

amostras foi feita através do teste Real-time PCR. Quando as lesões foram 

comparadas com base no padrão de expressão de RANKL/OPG, 40 amostras foram 

consideradas ativas (RANKL> OPG), enquanto 70 apresentavam um perfil de lesão 

inativa (RANKL≤OPG). Os níveis de mRNA de TNF-α, IFN-γ, IL-17A e IL-21 foram 

significativamente maiores nos granulomas ativos,já nas lesões inativas os níveis de 

expressão de IL-4, IL-9, IL-10, IL-22 e FOXp3 foram maiores Os níveis de IL-23 e IL-

33 em lesões ativas e inativas foram semelhantes do ponto de vista estatístico. 

Quando o perfil global de expressão de citocinas em lesões periapicais foi 

comparado com tecidos saudáveis de controle, a expressão de todas as 

citocinas/marcadores investigados foi significativamente aumentada nas lesões. 

Considerando o cenário de lesões ativas, a expressão de TNF-α, IFN-γ, IL-17 e IL-

21 prevalecem nessas lesões. Os autores concluíram que existe uma nítida 

dicotomia no perfil de expressão de citocinas em lesões periapicais inativas e ativas. 

Embora a expressão disseminada de citocinas pareça ser uma característica de tais 

lesões crônicas, a análise de agrupamento hierárquico demonstra a associação de 

TNF-α, IL-21, IL-17 e IFN-γ com a atividade das lesões, e a associação de FOXp3, 

IL-10, IL-9, IL-4 e IL-22 com a inatividade das lesões. 
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Martinho et al. (2014) investigaram a presença de diferentes espécies de 

bactérias Gram-negativas e os níveis de endotoxinas em 21 amostras coletadas de 

dentes com infecção endodôntica primária e periodontite apical, determinando sua 

capacidade de estimulação contra macrófagos através dos níveis de IL-1, IL-6, IL-10 

e TNF-α e avaliaram sua relação com os achados clínicos e radiográficos. Uma 

combinação de duas ou mais espécies de bactérias Gram-negativas foi encontrada 

em 17/21 amostras de canais radiculares. A análise estatística revelou que o 

aumento do número de espécies Gram-negativas foi considerado um fator de risco 

para a presença de uma área radiotransparente > 2 mm. As espécies bacterianas 

mais frequentes foram P. nigrescens, Treponema spp., Treponema médioe e 

Treponema amylovorum e foi encontrada associação positiva entre Treponema 

lecithinolyticum e P. nigrescens com a presença de exsudação em canais 

radiculares. Endotoxina foi detectada em 100% dos canais investigados (21/21). A 

presença de dor pré-operatória foi positivamente associada aos níveis de 

endotoxina, IL-1β e IL-6 e negativamente associado a IL-10. Foram encontradas 

correlações entre os teores de endotoxinas e os níveis de TNF-α e IL-1, enquanto 

uma correlação negativa foi encontrada entre os níveis de endotoxinas e a 

quantidade de IL-10 secretado. Os autores concluíram que o conteúdo infeccioso 

endodôntico bacteriano é um estímulo potente para a produção de IL-1β, TNF-α, IL-6 

e IL-10 em macrófagos. 

Pereira Faustino et al. (2016) avaliaram as possíveis associações entre o 

diagnóstico histopatológico, o perfil do infiltrado inflamatório, a presença de dor e a 

imunoexpressão de MMP-2 e MMP-9 em 51 amostras de lesões periapicais de 

dentes com infecção endodôntica primária. A análise microscópica revelou 28 casos 

de granulomas periapicais (54,90%) e 23 casos de cistos periapicais (45,10%). O 

infiltrado inflamatório mostrou predomínio de inflamação mista em granulomas 

periapicais (19 casos, 67,85%) e cistos (12 casos, 52,17%). Esse infiltrado 

inflamatório era composto principalmente de plasmócitos nos granulomas periapicais 

e linfócitos e plasmócitos nos cistos periapicais. A imunohistoquímica mostrou 

células positivas em todos os casos com o uso de ambos os anticorpos. De acordo 

com a contagem de células positivas, tanto a MMP-2 quanto a MMP-9 foram 

expressas mais em granulomas periapicais do que em cistos periapicais, mas essa 

diferença foi estatisticamente significativa apenas para MMP-2. O teste de 
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correlação de Pearson mostrou uma correlação moderada positiva entre a 

expressão de MMP-2 e MMP-9. Pacientes com dor eram mais propensos a ter um 

infiltrado inflamatório misto. A porcentagem de células imunopositivas para MMP-2 e 

MMP-9 foi maior nos pacientes com sintomas, mas apenas para MMP-2 essa 

relação foi estatisticamente significativa. Todos os 3 pacientes com trato sinusal 

também apresentavam dor e uma média elevada de expressão de MMP. 

Caires et al. (2019) compararam as respostas imunológicas perirradiculares 

em duas populações geneticamente diversas. Para isso coletaram amostras clínicas 

do líquido intersticial adjacente ao canal radicular infectado em ambos os grupos 

imediatamente após a instrumentação do sistema de canais radiculares e sete dias 

após esses procedimentos. A expressão das citocinas TNF-α, IL-1-β, IL-9, IFN-γ, IL-

17 e IL-10 e das quimiocinas CXCR4, CCL2 / MCP-1 e CCR6 foram avaliadas por 

PCR real-time. A avaliação revelou aumentos significativos na expressão de TNF-α, 

MCP-1, CXCR4 e CCR6 na coleta após 7 dias do tratamento em comparação com a 

coleta inicial, após preparo dos canais apenas nos indivíduos do grupo urbano. Por 

outro lado, o nível de mRNA do gene IFN-γ foi aumentado no dia 7 para a população 

indígena. Os níveis de expressão de IL-17A e de IL-10 aumentaram em ambas as 

populações no dia 7. Com isso os autores concluíram que variantes regulatórias 

menores que surgiram ao longo do tempo em resposta a fatores ambientais causam 

variabilidade genética quantitativa significativa entre os hospedeiros na regulação da 

resposta imune periapical. Como a plasticidade funcional e a redundância do 

sistema imunológico complicam o estudo experimental de cada um de seus 

componentes, os resultados deste estudo contribuem para a compreensão geral das 

respostas imunológicas específicas que predominam na área periapical em cada 

população urbana e indígena individualizada após a instituição terapia endodôntica 

clínica. 

Maia et al. (2020) avaliaram, através de RT-PCR, quantitativamente, a 

expressão de mRNA das citocinas IL-9, TNF-α, IL-1, INF-γ, IL-17A e IL-10 e das 

quimiocinas CCL-2 / MCP-1 e CCR -6 em amostras coletadas de fluido intersticial de 

lesões periapicais. As amostras foram coletadas imediatamente após o término do 

procedimento e 7 dias após a terapia endodôntica. A expressão do mRNA foi 

quantificada por comparação com o gene de controle interno GAPDH. A análise dos 

resultados revelou um aumento significativo nos níveis de mRNA de IL-9, bem como 
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TNF-α, IL-1β, INF-γ e IL-10 no dia 7 em comparação com o dia 0. A citocina IL-17A e 

as quimiocinas CCL-2 / MCP-1 e CCR-6 não apresentaram diferenças significativas 

na expressão de mRNA entre os dois períodos de análise. Foi demonstrado que a 

resposta pró-inflamatória mediada por citocinas e quimiocinas parece ser modulada 

de uma maneira dependente de IL-9 / IL-10. 

 

 

2.3 Radiografia x Tomografia 

 

 

Bornstein et al. (2011) avaliaram a capacidade de detecção de lesões 

periapicais (LP), suas dimensões, sua relação com o canal mandibular, dados 

anatômicos gerais e a espessura da cortical óssea vestibular, usando imagens de 

TCFC em comparação com radiografias periapicais (PA) convencionais para 

avaliação de molares inferiores antes da cirurgia apical. Para isso os pesquisadores 

selecionaram 38 pacientes com dentes indicados para realização de microcirurgia 

endodôntica. Ao todo 75 raízes foram avaliadas através de radiografias PA pela 

técnica de paralelismo e imagens de TCFC. Os resultados gerais mostraram que 15 

(25,86%) LP detectadas em cortes sagitais de TCFC foram perdidas na radiografia 

PA. Em relação às dimensões das LP detectadas, a avaliação dos cortes sagitais de 

TCFC resultou em mais lesões sendo classificadas com o maior diâmetro da lesão 

medindo mais de 5 mm. A distância entre os ápices dos primeiros molares inferiores 

e a borda superior do canal mandibular não foi mensurável em 44 radiografias de 68 

(64,7%). Além disso, deve-se esperar um osso cortical com espessura média de 1,7 

mm e distância média de acesso de 5,3 mm. Assim, os autores concluíram que, em 

geral, a imagem limitada de TCFC pode ser considerada um método diagnóstico 

valioso para a avaliação de áreas anatomicamente complexas antes da cirurgia 

apical. 

Balasundaram et al. (2012) compararam o tamanho da lesão e a escolha do 

tratamento em relação às informações radiográficas disponíveis da radiografia 

periapical e da TCFC. Foram avaliados exames de 24 pacientes. Embora não tenha 

havido significância estatística entre as duas modalidades em termos de tamanho da 

lesão medido por observadores individuais, houve uma variabilidade apreciável 
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quando as medidas do tamanho da lesão de todos os seis observadores foram 

calculadas. Este estudo demonstrou que a escolha do tratamento em endodontia 

não muda significativamente, mesmo com a inclusão de uma modalidade de imagem 

avançada, como a TCFC. Embora a TCFC tenha apresentado resultados 

semelhantes aos obtidos com a radiografia periapical, as vantagens potenciais da 

TCFC em outras áreas da endodontia, incluindo a avaliação da proximidade dos 

dentes a estruturas anatômicas, como canal mandibular e seio maxilar, não podem 

ser subestimadas. Este estudo também prova o potencial diagnóstico robusto das 

modalidades de imagem bidimensionais tradicionais. 

Abella et al. (2014) compararam a prevalência de radiolucências PA 

associadas a raízes individuais de dentes não vitais não tratados endodonticamente 

quando visualizados com radiografias PA e TCFC. De 161 dentes, 15 foram 

diagnosticados com necrose pulpar com tecido apical normal, 50 com periodontite 

apical sintomática, 55 com periodontite apical assintomática, 16 com abscesso 

apical agudo e 25 com abscesso apical crônico. Cento e quarenta e uma (41,5%) 

raízes não tinham radiolucências PA discerníveis quando avaliadas com radiografias 

PA e TCFC. As duas modalidades detectaram 129 (37,9%) raízes com lesões de PA 

(fig. 3 ); A TCFC detectou 67 (19,7%) raízes com radiolucências PA que não foram 

detectadas pelas radiografias PA. Três raízes (0,88%) com radiolucências PA foram 

identificadas apenas nas radiografias PA. No geral, os resultados mostraram que a 

TCFC detectou mais radiolucências PA do que radiografias PA. Um adicional de 15 

(4,4%) raízes foram identificadas com varredura TCFC sozinho em comparação com 

aquelas analisadas com radiografias PA. Destas 15 raízes adicionais, 4 

corresponderam às raízes disto-linguais (2 primeiros e 2 segundos molares 

inferiores), 5 às raízes linguais (3 incisivos centrais inferiores e 2 segundos pré-

molares inferiores) e 6 às terceiras raízes (3 primeiros e 3 segundos superiores pré-

molares). Quatro dessas 15 raízes tinham radiolucências de PA. No total, 200 

(56,3%) raízes foram detectadas com radiolucências PA das 355 raízes identificadas 

com varredura de TCFC. Nos dentes com diagnóstico de necrose pulpar (com tecido 

apical normal), periodontite apical sintomática ou abscesso apical agudo, as 

imagens de TCFC revelaram um número significativamente maior de radiolucências 

do que o revelado por radiografias PA. As radiografias PA e TCFC mostraram que 

15,1% e 48,2%, respectivamente, das raízes de dentes com periodontite apical 
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sintomática tinham lesões de PA. Nenhuma diferença estatística foi observada entre 

as radiografias PA e a TCFC para dentes com periodontite apical assintomática ou 

abscesso apical crônico. 

Weissman et al. (2015) correlacionaram a evidência de periodontite apical 

avaliada com imagens radiográficas 2D PA e volumes 3D de TCFC com sinais e 

sintomas clínicos. Quatrocentos e noventa e oito casos foram avaliados. Trinta e oito 

de 67 dentes (57%) mostraram a presença de radiolucências apicais tanto em 

radiografias PA quanto em TCFC, enquanto 14 dentes (21%) não tinham evidência 

de radiolucências apicais em qualquer modalidade de imagem. Quinze casos (22%) 

mostraram a presença de radiolucências apicais visíveis na imagem TCFC que não 

eram visíveis nas radiografias PA. Não houve casos com lesões visíveis nas 

radiografias PA, mas não na imagem TCFC. A probabilidade de radiolucências 

apicais foi de 57% para radiografias PA e 79% para volumes de TCFC, e a diferença 

entre essas probabilidades foi altamente significativa. Entre os pacientes que 

relataram edema localizado, radiolucências apicais foram identificadas em todos os 

casos (71% visíveis nas imagens PA e TCFC e 29% visíveis apenas na imagem 

TCFC). Em contraste, entre os pacientes sem edema localizado, radiolucências 

apicais não foram identificadas em 26% dos casos, mas eram visíveis em ambas as 

modalidades em 53% dos casos e visíveis apenas na imagem de TCFC em 21% dos 

casos. Para o exame clínico, a sensibilidade dos dentes foi significativamente 

associada à presença de periodontite apical confirmada em imagens radiográficas. 

Especificamente, a determinação de uma polpa vital foi associada a uma diminuição 

do risco para a presença de periodontite apical. Pacientes com sensibilidade à 

percussão tendem a apresentar risco aumentado de periodontite apical, no entanto, 

essa associação não foi estatisticamente significativa. 

Ramis-Alario et al. (2019) compararam a sensibilidade para detectar lesões 

apicais em dentes programados para cirurgia periapical e o tamanho dessas lesões, 

utilizando três diferentes técnicas de diagnóstico radiográfico: radiografia periapical, 

panorâmica e TCFC. Os pesquisadores selecionaram pacientes com dentes 

programados para cirurgia periapical, que haviam feito os três tipos de exame. 

Imagens de tomografia computadorizada de feixe cônico foram utilizadas para 

calibração e avaliação da precisão interexaminador, medindo a distância do ápice da 
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raiz mesial do primeiro molar inferior à margem superior do canal mandibular. No 

estudo global, cada medida foi realizada por dois examinadores, com cálculo da 

média de ambas as medidas. As técnicas convencionais bidimensionais (radiografia 

periapical e radiografia panorâmica) apresentaram sensibilidade de 82%, em termos 

percentuais, as técnicas bidimensionais falharam em registrar 4,5% das lesões 

anteriores e 13,5% das lesões posteriores. Em contraste, a TCFC registrou todas as 

45 áreas hipodensas. A medida vertical média da área apical encontrada foi de 5,48 

mm com a radiografia periapical, 5,04 mm com a radiografia panorâmica e os 

resultados no caso de TCFC foram 6,36 mm nos cortes coronais e 6,38 mm nos 

cortes sagitais. Não houve diferenças significativas entre as técnicas bidimensionais 

(radiografia periapical e radiografia panorâmica), embora diferenças significativas 

tenham sido observadas nas medidas verticais entre as técnicas bidimensionais e 

TCFC. Em relação às medidas horizontais, os valores médios foram 4,80 mm no 

caso das radiografias periapicais e 5,01 no caso das radiografias panorâmicas. No 

caso da TCFC, os valores foram 5,63 mm nos cortes coronais e 5,10 mm nos cortes 

sagitais. Não foram observadas diferenças significativas na comparação das 

diferentes técnicas radiográficas. Assim, os autores concluíram que as técnicas 

radiográficas bidimensionais mostraram sensibilidade significativamente menor para 

detectar lesões periapicais do que a TCFC. Em relação à dimensão vertical das 

lesões apicais, foram observadas diferenças significativas entre as técnicas 

convencionais bidimensionais e a TCFC. 

Sheth et al. (2020) compararam as radiografias de TCFC e PA para 

determinar a proximidade da lesão de AP às estruturas anatômicas na área pré-

maxilar para tomada de decisão antes da cirurgia de AP. Uma diferença significativa 

no plano de tratamento selecionado pelos observadores entre radiografias PA e 

imagens TCFC foi revelada. As imagens de TCFC revelaram um aumento no 

número de dentes envolvidos com a lesão e uma mudança no plano de tratamento 

foi observada após a visualização de informações adicionais com TCFC. Assim, a 

TCFC ajudou no planejamento preciso do tratamento e forneceu um tratamento mais 

seguro, apresentando ao clínico informações relevantes, como espessura do osso, 

angulação da raiz e posição das estruturas anatômicas. 
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Toia et al. (2021) compararam o retratamento endodôntico.de dentes com 

periodontite apical pós-tratamento realizado em uma visita versus duas visitas na 

redução da carga microbiana, níveis de endotoxinas (LPS) e ácido lipoteicóico (LTA) 

e volume de lesão periapical após 18 meses de acompanhamento usando TCFC. 

Quarenta pacientes foram incluídos nesta pesquisa. Bactérias foram encontradas 

em trinta e nove amostras das 40 coletadas. Em ambos os grupos uma redução 

significativa de bactérias foi observada após o protocolo de retratamento. Nenhuma 

bactéria cultivável foi recuperada de 14 dos 20 canais radiculares retratados em uma 

visita e de 5 dos 20 canais radiculares tratados em duas visitas. Na coleta inicial, 

LPS foi detectado em 100% dos canais radiculares com um valor médio de 27,65 EU 

/ mL. Não foi observada diferença significativa entre os grupos. Em ambos os 

grupos, os níveis de LPS foram significativamente mais baixos após o protocolo de 

retratamento. LTA foi detectado em 100% das amostras iniciais, com um valor médio 

de 125,21 pg/mL (40 de 40), variando de 47,03 - 321,8 pg/mL. No grupo de 1 visita, 

nenhuma diferença significativa foi observada antes da intervenção endodôntica e 

após o protocolo de retratamento, contudo, no grupo de 2 visitas, uma redução 

significativa nos níveis de LTA foi observada após o uso de medicação intracanal por 

14 dias. O volume médio inicial geral da lesão periapical determinado por TCFC foi 

de 60 mm3 (10 - 470 mm3) no exame pré-operatório. Não foi observada diferença 

estatística entre os grupos quanto à distribuição do volume da lesão periapical. 

Trinta e quatro participantes compareceram à visita de acompanhamento. No grupo 

1-visita o volume médio de lesão periapical foi 54 milímetros no exame pré-

operatório e 10 milímetros aos 18 meses de acompanhamento. No grupo 2-visita o 

volume médio de lesão periapical foi 60 milímetros no exame pré-operatório e 5,5 

milímetros após 18 meses do retratamento. Ambos os grupos apresentaram redução 

estatisticamente significativa do volume da lesão periapical entre o exame pré-

operatório e a avaliação após 18 meses, sem diferença estatística entre eles. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

Os objetivos deste estudo são: 

 

a) Analisar o perfil microbiológico em dentes com infeção endodôntica 

primária e PA e os padrões de colonização bacteriana nesse tipo de infecção; 

b) Analisar o perfil inflamatório, através da quantificação de TNF-α, IL-1β, 

IL-6, IL-10, MMP-2, MMP-9 e RvD2, em dentes com infeção endodôntica primária e 

PA; 

c) Avaliar o volume inicial da lesão periapical em dentes com infeção 

endodôntica primária e PA; 

d) Avaliar sinais e sintomas clínicos na infecção endodôntica primária e 

PA;  

e) E investigar a correlação dos sinais e sintomas clínicos, a expressão de 

mediadores inflamatórios, o volume das lesões entre si e com padrões de 

colonização bacteriana na infecção endodôntica primária e PA. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa com seres 

humanos local, sob o protocolo no. 2.651.035, e registrado no Registro Brasileiro de 

Ensaios Clínicos (REBEC) (RBR-3xbnnn). Os procedimentos foram conduzidos de 

acordo com a declaração de Helsinque, e todos os voluntários assinaram um termo 

de consentimento livre e esclarecido. 

 

 

4.1 Procedimentos experimentais 

 

 

4.1.1 Seleção de pacientes 

 

 

Quarenta pacientes com idade adulta e necessidade de tratamento 

endodôntico foram selecionados e atendidos na Clínica de Endodontia do 

Departamento de Odontologia Restauradora do Instituto de Ciências e Tecnologia 

(UNESP) de São José dos Campos (SP), Brasil de outubro de 2019 a fevereiro de 

2022. 

Para maior padronização da amostra todos os dentes selecionados eram 

permanentes, com infecção endodôntica primária, unirradiculares, com presença de 

um único canal e periodontite apical comprovados radiograficamente (Figura 1). Os 

critérios de exclusão foram: pacientes com presença de bolsa periodontal maior do 

que 4 mm, dentes que não puderam ser isolados com o dique de borracha, dentes 

com fratura radicular ou exposição da câmara pulpar, dentes com ápice incompleto 

ou com tratamento endodôntico prévio, pacientes que haviam feito uso de 

antibióticos ou antifúngicos até 3 meses antes do início do tratamento ou que 

apresentavam doença sistêmica. 

 Para todos os pacientes foram realizadas anamneses com registro dos 

sinais e sintomas clínicos; o diagnóstico de necrose pulpar foi confirmado pela 

resposta negativa ao teste de sensibilidade a frio. Foram feitos ainda, os testes de 
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percussão vertical e palpação apical. Em seguida, os pacientes foram submetidos à 

radiografia inicial e à TCFC Classic I-Cat (Imaging Science International, Hatchfield, 

EUA) na região dos dentes selecionados, antes da intervenção odontológica, 

confirmando a presença de destruição óssea periapical. 

 

Figura 1 - Radiografia inicial de dente com infecção endodôntica primária e presença 

de lesão periapical 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Dente com infecção endodôntica primária com presença de lesão periapical (*). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.1.2 Intervenções odontológicas 

 

 

Todos os procedimentos foram realizados por um único operador 

especialista. Todas as limas endodônticas, instrumentos odontológicos e outros 

materiais utilizados nesse estudo foram esterilizados com radiação gama Co60 pelo 

Ipen (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, São Paulo, SP, Brasil). Os 

dentes foram isolados com dique de borracha e lavados com soro fisiológico, em 

seguida foi feita uma barreira física de resina fotopolimerizável (Top Dam – FGM 

Produtos Odontológicos, Joinville, SC, Brasil) (Figura 2a). A coroa e estruturas 

adjacentes foram submetidas a profilaxia com pasta profilática (Vigodent S/A 

Indústria e Comércio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e escova de Robinson (Microdont – 

Micro Usinagem de Precisão Ltda, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 2b) e desinfetadas 

* 
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com swabs (Jiangsu Medical Materials Co. Ltda, Jiangsu, China) estéreis (Figura 2c) 

umedecidos em água oxigenada (H2O2) 30% (Byofórmula, São José dos Campos, 

SP, Brasil), seguido por NaOCl 5.25%. Para evitar contaminação química do canal 

radicular com essa solução e a interferência com a cultura microbiológica, realizou-

se a neutralização do NaOCl com o tiossulfato de sódio 5% (Byofórmula, São José 

dos Campos, SP, Brasil). A esterilidade das superfícies externas da coroa foi 

confirmada com o auxílio de um swab que foi colocado em contato com o ágar-

sangue presente em placas de cultura, que foram incubadas em ambiente aeróbio e 

anaeróbio(Machado et al., 2020). 

A abertura coronária foi realizada sob irrigação manual com solução salina 

estéril e apirogênica usando uma broca diamantada em alta rotação (Figura 2d). A 

primeira etapa foi realizada para promover a remoção de contaminantes, incluindo 

lesões cariosas e restaurações. Na segunda fase, antes de entrar na câmara pulpar, 

a cavidade de acesso foi novamente desinfetada de acordo com o protocolo descrito 

anteriormente (Cardoso et al., 2015). A esterilidade da superfície interna da cavidade 

de acesso foi verificada como previamente descrito, e todos os procedimentos foram 

realizados em condições assépticas. Feito o acesso, uma primeira coleta (S1) do 

conteúdo do canal foi realizada através da introdução de 3 cones de papel 

estéreis/apirogênicos (#15; Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça), um de cada vez, 

no comprimento aparente do dente, determinado radiograficamente, e mantidos em 

posição por 60 segundos. Imediatamente após, os cones de papel foram colocados 

em um microtubo estéril contendo 1 mL de meio de transporte VMGA II. Na 

presença de canais secos, eles foram umedecidos com solução salina estéril para 

garantir a viabilidade da amostragem microbiana (Figura 2e). 
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Figura 2 - Imagens ilustrativas da intervenção endodôntica: a- realização de barreira 

de resina; b- profilaxia com pasta profilática; c- desinfecção do campo operatório e 

coroa dental; d- abertura coronária e e- coleta microbiológica 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.1.3 Preparo biomecânico 

 

 

Após a coleta das primeiras amostras para análise molecular (S1), os canais 

foram preparados com limas Reciproc® R40 (VDW, Munique, Alemanha); as limas 

foram adaptadas em motor elétrico (VDW, Munique- Alemanha) instrumentando-se 

inicialmente os terços cervical e médio (Figura 3a) e irrigando-se o canal com 

seringa e agulha 30G (Navi-tips, Ultradent, Indaiatuba - SP, Brasil) contendo 8 ml de 

NaOCl 2,5% a cada terço instrumentado. O comprimento do canal radicular foi 

confirmado com o auxílio de um localizador foraminal (RomiApex A15- Romidan; 

Qiryat Ono Israel) e o comprimento de trabalho foi definido em 1mm aquém do ápice 
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(Figura 3b). Em seguida foi realizado o preparo do terço apical (Figura 3c). Durante 

o preparo, a patencia do canal foi verificada após cada irrigação, com lima manual 

#15, ultrapassando 1 mm do comprimento real do dente. Ao final da instrumentação, 

o canal foi irrigado com 8 mL de NaOCl 2,5%, seguido de irrigação com 5 mL de 

tiossulfato de sódio 0,5% durante 1 minuto para inativação do NaOCl e este último 

foi removido do canal com irrigação com 10 mL de solução salina estéril (Figura 3d). 

Em seguida um instrumento K#30 foi introduzido no canal, ultrapassando 1 

mm além do comprimento real para desobstrução do forame apical, permitindo 

assim a inserção de cones de papel para coleta do fluido intersticial (SF1) da 

periodontite apical (Figura 3e). Foi introduzido 1 cone de papel no canal, 

ultrapassando o comprimento do dente, e estes permaneceram por 60 segundos em 

posição (Figura 3f), sendo em seguida armazenados em microtubo contendo 2 mL 

de solução tampão (PBS – tampão fosfato salino), 0,1% de solução Tween 20 e 1 µl 

de coquetel de inibidores de protease. Em seguida os microtubos foram 

armazenados a -80ºC para posterior quantificação de marcadores imunológicos 

(RvD2, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, MMP-2 e MMP-9) por ensaio multiplex e ensaio 

imunoenzimático (ELISA). 

Ao final da coleta SF1 os canais foram inundados com EDTA 17% por 3 

minutos, que foi agitado com uma lima K #30 após esse período, seguido de uma 

irrigação final com 10 mL de solução salina. Após 14 dias os tratamentos do canal 

radicular foram concluídos para todos os pacientes. 
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Figura 3 - Imagens ilustrativas da intervenção endodôntica: a- início da 

instrumentação; b- odontometria; c- finalização da instrumentação; d- irrigação final; 

e- desbridamento foraminal e f- coleta do fluido intersticial 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.1.4 Análise da volumetria da destruição óssea periapical (mm3) 

 

 

As tomografias computadorizadas de feixe cônico (TCFC) foram realizadas 

no Departamento de Diagnóstico e Cirurgia do Instituto de Ciência de Tecnologia de 

São José dos Campos (ICT- SJC). Para a aquisição das imagens por TCFC, o plano 

oclusal do paciente foi orientado paralelamente ao plano horizontal (correspondente 

ao plano axial) conforme o protocolo recomendado pelo fabricante. Os exames 

foram realizados usando o tomógrafo Classic I-Cat (Imaging Science International, 

Hatchfield, EUA) com 6x6 cm de campo de visão ou FOV (field of view), voxel 

isotrópico de 0,25 mm, 120 kVp, 36,15 mAs e 12 bits de profundidade de escala de 



42 

 

   
 

46 cinza. Todos os arquivos foram trabalhados em formato DICOM (Digital Image 

and Comunication in Medicine) e lidos em software específico. Os dados DICOM de 

cada varredura foram salvos em arquivos separados, importados e avaliados com o 

software ITK-SNAP v. 3.8.0 (Cognitica, Philadelphia, PA, USA). O processo de 

segmentação e as medições volumétricas no software ITK-SNAP v. 3.8.0 foram 

baseados no seguinte protocolo com orientação no longo eixo do dente para a 

referência dos cortes. 

As coordenadas multiplanares (“X”, “Y” e “Z) foram posicionadas nos planos 

axial, sagital e coronal, de acordo com a região de interesse avaliada, de forma que 

todos os cortes passassem pela maior dimensão da lesão periapical na 

reconstrução. Em seguida, foi determinada a região de interesse (ROI) a ser 

segmentada, compreendendo o ápice dos dentes avaliados, a lesão periapical e o 

osso adjacente. Para isso, foi utilizada a ferramenta Snake ROI (região de 

interesse). Um intervalo de limite (cerca de -200 a -50 para o limite inferior e 400 a 

700 para o superior) foi estabelecido pelo examinador para fixar o topo e a base do 

processo de segmentação, para construir um modelo tridimensional (3D) da lesão 

periapical. A seleção da área foi interativa, ou seja, baseada na distinção visual do 

examinador entre as lesões periapicais, osso e terço apical dos dentes. 

Posteriormente, bolhas foram adicionadas no interior da lesão para posterior 

preenchimento com base na faixa de limiar previamente selecionada. Ao final das 

etapas de segmentação, o software disponibilizou o modelo 3D da lesão periapical 

segmentada e seu volume em milímetros cúbicos (mm³). 

 

 

4.1.5 Análise por checkerboard 

 

 

O método Checkerboard DNA-DNA hybridization, foi realizado no 

Laboratório de Pesquisa em Odontologia II – Microbiologia, Imunologia e Biologia 

Molecular da Universidade de Guarulhos (UnG), onde as amostras obtidas foram 

submetidas ao teste, investigando 40 espécies bacterianas. Os tubos eppendorf 

contendo os 3 cones de papel (amostra matriz) armazenados em 1 mL de meio de 

transporte pré reduzido VMGA III foram agitados até a dessorção do conteúdo para 
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facilitar a dispersão dos micro-organismos e 300 µL de cada amostra foram 

transferidos para outro tubo eppendorf. Após esse procedimento, os tubos foram 

centrifugados a 8.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante neles contido foi 

descartado e o pellet ressuspendido com 150 µL de solução TE (10 Mm Tris-HCL, 1 

Mm EDTA pH 7.6). A cada tubo plástico contendo amostras e solução tampão TE 

foram acrescentados 100 µL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA 

bacteriano permanecesse viável por um longo período. Em seguida, as amostras 

foram armazenadas sob refrigeração a -20ºC para posterior análise. 

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas nesta pesquisa para o preparo 

das sondas de DNA está apresentada no quadro 1. As espécies avaliadas foram 

selecionadas devido a sua associação às infecções endodônticas ou a sua presença 

em outras infecções orais e saliva. Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da 

ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) ou do Forsyth 

Institute (Boston, MA, EUA). 

As suspensões contendo as amostras coletadas foram fervidas em banho-

maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adição de 0,8 mL de acetato 

de amônia (C2H7NO2) a 5 M. Com isto, as células bacterianas foram lisadas e o 

DNA ficou suspenso na solução. Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga 

positiva (Amersham Biosciences, Chicago, IL – EUA) foi montada em Minislot 30® 

(Immunetics, Cambridge, MA – EUA). Suspensão de cada amostra contendo DNA 

livre foi depositada nas fendas do Minislot 30® e o DNA permaneceu depositado na 

membrana de nylon. As duas últimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas 

para a colocação dos controles, contendo uma mistura das espécies dos micro-

organismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas concentrações, 

105 e 106 células bacterianas, ou seja, 0,001 µg e 0,01 µg de cada espécie, 

respectivamente. A membrana foi removida do aparato e o DNA, previamente 

depositado na mesma, foi fixado por intermédio de aquecimento em forno a 120 °C, 

por 20 minutos. A membrana contendo o DNA fixado foi pré-hibridizada a 42 °C, por 

uma hora, em uma solução de 50% formamida (Vetec Química Fina Ltda, Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseína (Vetec), 5 x solução salina citrada (SSC) (1 x SSC = 

150 mM NaCl) (Vetec), 15M de citrato de sódio (pH 7,0) (J.T.Baker, Edo. Fr Méx., 

México), 25 mM de fosfato de sódio (pH 6,5) (Labsynth) e 0,5 mg/mL de RNA de 

levedura (Sigma). Em seguida a membrana foi posicionada no Miniblotter 45® 
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(Immunetics, Cambridge, MA – EUA) com as linhas contendo o DNA das amostras e 

dos controles perpendiculares às canaletas do aparato. Cada sonda de DNA contida 

numa solução de hibridização [45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sódio 

(pH 6,5), 0,2 mg/mL de RNA levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% de caseína e 

20 mg/mL de sonda de DNA] foi colocada em uma canaleta do Miniblotter 45®, de 

modo que cada canaleta foi preenchida com 135 μL de uma determinada sonda. As 

sondas hibridizaram perpendicularmente às linhas contendo o DNA bacteriano 

fixado, propiciando um formato xadrez, uma vez que as linhas de DNA horizontais se 

cruzaram com as verticais correspondentes às canaletas contendo as sondas de 

DNA. O aparato Miniblotter 45® e a membrana 41 com as sondas e o DNA das 

amostras bacterianas fixadas, foram colocados dentro de um saco plástico 

umedecido para evitar a desidratação das mesmas e incubado a 42 °C para que a 

hibridização ocorresse. A hibridização das membranas com as sondas ocorreu 

durante um período mínimo de 12 horas (overnight). Após a hibridização com as 

sondas, as membranas foram removidas do Miniblotter 45® e lavadas por 40 

minutos a 65 °C, numa solução adstringente composta por 1% de SDS, 1 mM de 

EDTA e 20 mM de Na2HPO4, a fim de remover sondas que não hibridizaram 

completamente. Em seguida, as membranas foram imersas por 1 hora sob agitação, 

em uma solução bloqueadora contendo 1% de ácido maleico (Vetec), 3 M NaCl, 0,2 

M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseína (pH 8,0) e, logo após, 

por 30 minutos na mesma solução contendo anticorpo anti-digoxigenina (Anti-

Digoxigenin-AP Fab fragments – Roche Diagnostics GmbH, Mannheim – Alemanha) 

conjugado à fosfatase alcalina (Roche), em uma concentração de 1:10000. As 

membranas foram, então, lavadas 2 vezes, por 20 minutos, em uma solução de 0,1 

M ácido maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0, e uma vez, por 5 

minutos, em uma solução de 0,1 M de Tris HCl, 0,1 M de NaCl (pH 9,5). Para 

detecção dos sinais, as membranas foram incubadas por 45 minutos a 37 ºC em 

uma solução detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-Star 

Detection Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited, Buckinghamshire – Reino 

Unido). Em seguida, as membranas foram colocadas em um cassete, Chassi 

Radiográfico 30 x 40 cm (Konex, São Paulo, SP, Brasil) sob um filme radiográfico 

(Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, São José dos Campos, SP) e 

foi radiografado por aproximadamente 40 minutos. Os filmes foram posteriormente 
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revelados manualmente pelo método convencional temperatura-tempo, de acordo 

com as orientações do fabricante. A leitura dos filmes radiográficos foi realizada por 

um único examinador treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A 

leitura foi realizada 2 vezes, em dias diferentes, para conferência de resultados. 

Cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra dos canais radiculares 

foi comparado, em intensidade, ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas 

de controles contendo 105 e 106 células bacterianas. A intensidade de hibridização 

foi dividida em classes diferentes em relação aos níveis observados de contagem: 

(0) não detectado; (1) <105 células; (2) cerca de 105 células; (3) entre 105 e 106 

células; (4) cerca de 106 células ou mais. 

 

 

Quadro 1 - Sondas de DNA utilizadas na avaliação microbiológica utilizando o teste 

molecular checkerboard DNA-DNA hybridization para dentes com infecção 

endodôntica primária e periodontite apical 

          (continua) 

Espécie Cepa 

Actinomyces israelii 12102* 

Actinomyces oris 43146* 

Actinomyces odontolyticus  17929* 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (a+b) 43718* + 29523* 

Campylobacter gracilis  33236* 

Campylobacter rectus  33238* 

Campylobacter showae  51146* 

Capnocytophaga gingivalis 33624* 

Capnocytophaga ochracea 33596* 

Capnocytophaga sputigena  33612* 

Eikenella corrodens 23834* 

Enterococcus faecalis  29212* 

Enterococcus faecium 6569* 

Eubacterium nodatum  33099* 

Eubacterium saburreum 33271* 

Fusobacterium nucleatum sp. Polymorphum 10953* 

Fusobacterium nucleatum sp. Nucleatum 25586* 

Fusobacterium nucleatum sp. Vicentii 49256* 

Fusobacterium periodonticum 33693* 

Gemella morbillorum  27824* 

Leptotrichia bucallis  14201* 
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 (conclusão) 

Neisseria mucosa  19696* 

Parvimonas micra 33270* 

Porphyromonas endodontalis 35406* 

Porphyromonas gingivalis  33277* 

Prevotella intermedia  25611* 

Prevotella melaninogenica  25845* 

Prevotella nigrescens  33563* 

Propionibacterium acnes (a+b) 11827* + 11828* 

Selenomonas noxia  43541* 

Streptococcus anginosus  33397* 

Streptococcus constellatus  27823* 

Streptococcus gordonii  10558* 

Streptococcus intermedius  27335* 

Streptococcus mitis  49456* 

Streptococcus sanguinis 10556* 

Tanerella forsythia  43037* 

Treponema denticola  B1+ 

Treponema socransckii  S1+ 

Veillonella parvula  10790* 
* American Type Culture Collection (ATCC) 
+ Forsyth Institute, Boston, MA 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.1.6 Quantificação de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10) e 

MMPs (MMP-2, MMP-9) 

 

 

A quantificação dos níveis das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNFα e das 

metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 foi realizada através de um imunoensaio com 

microesferas do tipo multiplex (Merck - São Paulo) através de kits específicos para 

esses mediadores (kits). Todo o procedimento seguiu as recomendações do 

fabricante. Foram utilizadas placas de 96 poços nas quais foram plaqueadas 

microesferas com anticorpos monoclonais contra os alvos analisados. Em seguida 

foram pipetados 50 microlitros da curva padrão (fornecida pelo fabricante) e das 

amostras obtidas, as placas foram então incubadas e permaneceram sob agitação 

durante 1 hora à 37ºC. Após esse período os poços foram lavados e aspirados para 

colocação dos anticorpos secundários, permanecendo incubadas durante 1 hora 
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novamente. Na sequência a streptavidina foi adicionada aos poços e após 30 

minutos de incubação foi realizada a quantificação em um analisador multiplex 

Luminex® xMAP®, das citocinas e metaloproteinases a partir da curva padrão. Os 

dados obtidos foram expressos em pg/mL. 

 

 

4.1.7 Quantificação de mediador lipídico (RvD2)  

 

 

Após a coleta do fluido intersticial (SF), as amostras foram agitadas por 30 

segundos, centrifugadas a 3.000 rpm por 15 min, e divididas em alíquotas para a 

quantificação do mediador lipídico por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA- 

enzyme linked immunisorbent assay). O mediador avaliado foi a RvD2 

(MyBioSource, San Diego, CA, USA). Antes do início da análise todos os reagentes 

fornecidos pelo kit foram levados à temperatura ambiente e a solução diluente foi 

acionada em cada poço contendo o anticorpo monoclonal específico para cada 

marcador a ser quantificado. A curva padrão foi feita com os padrões fornecidos no 

kit pelo fabricante. A quantificação foi feita em duplicata, e revelada com solução 

contendo substrato cromogênico e peróxido de hidrogênio, e as densidades ópticas 

(DO) foram lidas em leitor de placas para ELISA, com comprimento de onda de 450 

nm.  

Durante o teste ELISA, o anticorpo de um antígeno particular é adsorvido no 

poço da placa. Depois, o antígeno é adicionado e se liga ao anticorpo. Um segundo 

e diferente anticorpo ligado à biotina é adicionado. Na sequência, é adicionada a 

estreptavidina conjugada a peroxidase, que irá se ligar na biotina do anticorpo 

secundário e a porção peroxidase ficará exposta para reagir com o substrato 

cromogênico. É então adicionado o substrato cromogênico [(solução A (H2O2) + 

Solução B (Tetrametilbenzodina – TMB)], no qual, o H2O2 é quebrado pela 

peroxidase em H2O+½ O2. Por sua vez, o O2 age sobre o TMB, mudando de incolor 

para cor azul. Finalmente é adicionada uma solução de parada (2 N H2SO4), 

tornando a reação amarela, e permitindo a mensuração da quantidade de antígeno 

presente na amostra, de acordo com a intensidade da cor amarela lida em 

espectofotômetro, numa densidade óptica (DO) de 450 nm. 
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4.2 Análise estatística 

 

 

Os dados foram tabulados e analisados no Stata 14.2 (StataCorp, College 

Station, TX). A correlação entre volumetria, DP, SP, EX, F, MMP-2, MMP-9, IL-1β, 

IL-6, IL-10, TNF-α, RvD2 e sinais e sintomas clínicos foi analisada usando o teste de 

correlação de Spearman. Foi realizado o cálculo de diversidade alfa, para avaliar a 

diverside de espécies nas amostras coletadas. A análise fatorial foi usada para 

identificar automaticamente padrões de agregação de bactérias de acordo com 

Martinho et al., 2021. A análise fatorial foi escolhida para reduzir a quantidade de 

dados devido aos graus de liberdade limitados. Múltiplas variáveis foram 

combinadas no menor número de fatores possível, modelando as variáveis como um 

arranjo linear de fatores. A sugestão do número final de fatores foi decidida 

considerando autovalores e scree plots. Para rotação fatorial, aplicou-se o método 

varimax para facilitar a interpretação dos resultados. Variáveis carregadas em 

ambos os fatores foram desconsideradas da análise porque não puderam ser 

usadas para diferenciar uma variável de fator em particular. Para cada fator 

previamente identificado, o escore do fator foi determinado pela soma dos valores 

padronizados das variáveis por indivíduo e para cada fator. Os escores dos fatores 

foram então padronizados para levar em conta o número de variáveis combinadas 

em cada fator. Modelos de regressão linear foram realizados para estimar a 

associação entre os escores fatoriais que representam as espécies bacterianas, 

níveis de mediadores e características clínicas. Variáveis com valor de p<0,05 foram 

assumidas significativamente associadas ao desfecho. 
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5 RESULTADO 

 

 

Quarenta pacientes voluntários, 15 do sexo feminino e 25 do sexo masculino 

contribuíram com 1 dente cada. A média de idade dos pacientes foi de 39,8 anos 

(desvio padrão= 13,62). As amostras foram coletadas de 31 incisivos, 16 superiores 

e 15 inferiores, 4 caninos, 1 superior e 3 inferiores e 5 pré-molares inferiores. As 

características clínicas observadas foram, dor a palpação (DP) (3/40), sensibilidade 

a percussão (SP) (2/40), exsudação (EX) (5/40), presença de fístula (F) (6/40) e 

volume da lesão periapical. 

 

 

5.1 Correlação entre os mediadores inflamatórios e sinais e sintomas clínicos 

 

 

MMP-2, MMP-9, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e RvD2 foram detectados em 

todas as coletas do fluido intersticial (40/40). Os valores de mediana e intervalo 

estão apresentados na Tabela 1. Correlação positiva foi encontrada entre MMP-2, 

MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6 e TNF-α, e entre RvD2, MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6 e TNF-α 

(todos P<0,05). Além disso, uma correlação negativa foi encontrada entre IL-1β e SP 

e correlação positiva foi encontrada entre presença de F e volume da lesão PA. 

Correlação positiva foi encontrada entre SP e DP, SP e F e entre F e EX. A Tabela 2 

mostra a correlação entre os mediadores inflamatórios e sinais e sintomas. 
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Tabela 1 - Valores medianos e de intervalo dos mediadores inflamatórios(pg/mL) e 

da volumetria das lesões 

 

Mediadores 
inflamatórios 

Mediana (pg/mL) Intervalo (pg/mL) 

IL- 10 1,040 0,8100 - 4,700 

IL-1β 0,5800 0,3500 - 277,8 

IL-6 0,8300 0,5200 - 20,84 

TNF-α 0,4800 0,3700 - 3,390 

MMP-2 45,05    18,20 – 17567 

MMP-9 1864     4,600 – 30651 

RvD2 67,54 18,18 – 1071 

Volumetria Mediana (mm3) Intervalo (mm3) 

 82,29 6,470 – 3044 

IL- Interleucina, TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa, MMP -Metaloproteinase, Rv - Resolvina 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tabela 2 - Correlação de Spearman entre os níveis de expressão de mediadores 

inflamatórios e sinais e sintomas clínicos 

 

 Vol 
(mm3) 

MMP-2 MMP-9 IL-10 IL-1β IL-6 TNF-α RvD2 SP DP F EX 

Vol (mm3) - 0,117 0,104 -0,022 0,029 -0,050 0,050 0,187 - - - - 

MMP-2 - - 0,580† 0,500† 0,420* 0,562* 0,628* 0,279 - - - - 

MMP-9 - - - 0,440† 0,738* 0,731* 0,757* 0,704* - - - - 

IL-10 - - - - 0,666* 0,688* 0,730* 0,499* - - - - 

IL-1β - - - - - 0,774* 0,868* 0,716* - - - - 

IL-6 - - - - - - 0,874* 0,481* - - - - 

TNF-α - - - - - - - 0,604* - - - - 

RvD2 - - - - - - - - - - - - 

SP 0,305 0,157 -0,075 -0,176 -0,319* -0,129 -0,150 -0,258 - - - - 

DP 0,175 0,260 0,049 -0,004 -0,169 -0,029 -0,004 -0,095 0,806† - - - 

F 0,359* 0,163 0,074 -0,030 0,082 -0,124 -0,050 0,156 0,370* 0,279 - - 

EX 0,273 0,013 -0,216 0,119 -0,046 -0,069 -0,030 -0,246 0,260 0,179 0,466† - 

*P <0,05           SP – sensibilidade a percussão; DP – dor a palpação; F-fístula; EX- exsudato 
†P <0,01 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.2 Avaliação microbiológica 

 

 

Os resultados da análise pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization 

revelaram presença de DNA bacteriano em 100% das amostras analisadas e 

mostraram presença de pelo menos 2 espécies bacterianas testadas, variando de 2 

a 40 (média = 24,42) espécies por canal radicular (Quadro 1). As bactérias mais 

frequentemente detectadas foram Porphyromonas gingivalis (75%), Eubacterium 

nodatum (73%), Fusobacterium nucleatum spp. vicentii (73%), Streptococcus mitis 

(70%), Leptotrichia bucallis (70%) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (70%). 

A Figura 1 mostra a frequência e concentração de DNA das espécies bacterianas 

investigadas. Das 6 espécies mais detectadas, 4 delas foram gram negativas, e 2 

gram positivas destacando a característica polimicrobiana com predomínio de gram 

negativos das infecções endodônticas primárias com periodontite apical. 

Adicionalmente, a concentração de DNA para F. nucleatum spp. Vicentii, E. 

nodatum, L. bucallis, S. mitis, F. periodonticum, E. faecium, P. melaninogenica, N. 

mucosa, S. gordonii, T. forsythia, P. nigrescens   e T. socranskii foi maior do que 

todas as outras espécies bacterianas alvo (106). 
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Figura 4 - Frequência e concentração de DNA (<105 células, 105 células, 105 -106 

células, e 106 células) de espécies de bactérias detectadas nos canais radiculares 

de dentes com infecção endodôntica primária com periodontite apical (PEIAP) 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A figura 2 apresenta a abundância relativa de espécies bacterianas para 

cada uma das 40 amostras coletadas dos canais radiculares, que variou de 2 a 40 

(média = 24,42) espécies. 
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Figura 5 – Abundância relativa das espécies bacterianas para cada amostra 

coletada de dentes com infecção endodôntica primária e periodontite apical 
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5.3 Análise Fatorial 

 

 

A análise fatorial permitiu agregar as espécies bacterianas em 2 fatores, que 

foram nomeados como “Menor virulência” (fator 1) e “Maior virulência” (fator 2) 

conforme mostrado na Tabela 3. Os resultados da regressão linear para o fator 1 

baseado em espécies bacterianas, revelaram associação com casos de dor a 

percussão (coeficiente β=0,788) e casos sem dor a palpação (coeficiente β=-0,753) 

e exsudato (coeficiente β=-0,479). Casos com exsudato e ausência de sensibilidade 

a percussão foram associados ao fator 2 (coeficiente β=0,460 e -0,546, 

respectivamente). O conjunto completo de resultados e valores de P são mostrados 

na tabela 4.  

 

Tabela 3 - Os resultados da análise fatorial das bactérias analisadas 

(continua) 

Espécies bacterianas Fator 1 Fator 2 
Parede 
celular 

Tolerância 
ao O2 

E. saburreum - - G+ Estrito 

C. sputigena  - - G- Estrito 

C. gracilis - - G- Estrito 

L. buccalis 0,529 - G- Estrito 

C. gingivalis 0,533 - G- Estrito 

S. mitis 0,557 - G+ Facultativo 

T. socranskii 0,581 - G- Estrito 

P. acnes 0,584 - G+ Aerotolerante 

F. nucl sp vicentii 0,600 - G- Estrito 

C. ochracea 0,642 - G- Estrito 

A. oralis 0,643 - G+ Facultativo 

G. morbillorum 0,650 - G+ Estrito 

E. faecium 0,660 - G+ Facultativo 

C. rectus 0,669 - G- Estrito 

P. micra 0,671 - G+ Estrito 

A. israelli 0,674 - G+ Facultativo 

P. melaninogenica 0,684 - G- Estrito 

V. parvula 0,689 - G- Estrito 

C. showae 0,694 - G- Estrito 

E. corrodens 0,705 - G- Facultativo 

S. noxia 0,707 - G- Estrito 

S.gordonii 0,730 - G+ Facultativo 

T. denticola 0,735 - G- Estrito 
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    (conclusão) 

S. sanguinis 0,738 - G+ Facultativo 

S. intermedius 0,745 - G+ Facultativo 

F.nucleatum sp nucleatum 0,778 - G- Estrito 

N. mucosa 0,792 - G- Facultativo 

P. nigrescens 0,794 - G- Estrito 

A.odontolyticus 0,807 - G+ Facultativo 

F. periodonticum 0,814 - G- Estrito 

F. nucl sp polymorphum 0,846 - G- Estrito 

P. endodontalis - 0,526 G- Estrito 

T. forsythia - 0,580 G- Estrito 

E. faecalis - 0,649 G+ Facultativo 

S. anginosus - 0,656 G+ Facultativo 

P. intermedia (G- Est) - 0,725 G- Estrito 

A. actinomycetemcomitans - 0,731 G- Facultativo 

E. nodatum - 0,745 G+ Estrito 

P. gingivalis - 0,822 G- Estrito 

S. constellatus - 0,872 G+ Facultativo 

 

 

Tabela 4 - Resultados da modelagem dos escores fatoriais 1 e 2 (variáveis de 

resultado) em função de variáveis independentes 

 

Bactérias Coeficiente (β) IC 95%  P 

Menor virulência       

Sensibilidade a Percussão 0,788 0,390 - 1,185 0,0004 

Dor a Palpação -0,753  -1,069 - -0,4372 <0,0001 

Exsudato -0,479 -0,6463 - -0,3111 <0,0001 

Maior virulência    

Sensibilidade a Percussão -0,546 -1,003 - -0,08988 0,0208 

Exsudato 0,460 0,2675 - 0,6524 <0,0001 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo teve como foco avaliar o perfil microbiológico, inflamatório 

e sinais e sintomas clínicos da infecção endodôntica primária com periodontite apical 

e refinar o conhecimento sobre como as comunidades bacterianas se organizam e 

influenciam na expressão de citocinas, mediadores lipídicos e sinais e sintomas 

clínicos, através da correlação dessas informações. 

Quando as bactérias e seus subprodutos, presentes na infecção 

endodôntica, alcançam os tecidos periapicais, há início da síntese de diferentes 

mediadores capazes de modular a ação das células de defesa locais e de atraí-las 

para a região (Aderem, Ulevitch, 2000; Siqueira, Rôças, 2022), assim, cada grupo 

celular irá desempenhar um papel importante na resposta imune, como o 

reconhecimento de patógenos e a liberação das citocinas pró-inflamatórias e 

imunorreguladoras (Gomes, Herrera, 2018). 

A quantificação dos mediadores inflamatórios demonstrou que MMP-2, 

MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e RvD2 foram detectados em todas as 

coletas. Foi observamos correlação positiva entre MMP-2, MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6 

e TNF-α, e entre RvD2, MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6 e TNF-α, demonstrando que há 

um trabalho em conjunto dessas proteínas e lipídios.  Esses mediadores 

estabelecem diferentes inter-relações em rede que estão relacionadas com 

diferentes padrões de características clínicas e radiográficas para doenças 

endodônticas (Martinho et al., 2012). Correlação positiva foi encontrada entre o 

volume das lesões e a presença de fístula, o que está de acordo com estudo anterior 

de Huang et al. (1990). 

Embora IL-1β tenha sido positivamente correlacionado com sinais e 

sintomas clínicos em estudos prévios (Gomes et al., 2022; Martinho et al., 2012), em 

nosso estudo ela se correlacionou negativamente com sensibilidade a percussão. 

Caires et al. (2019) demonstraram que a resposta inflamatória e os tipos de citocinas 

liberados durante esse processo podem variar em populações diferentes. Além 

disso, Loureiro et al. (2021) evidenciaram através de análise proteômica quantitativa 

que a resposta imunologia do hospedeiro na periodontite apical sintomática é 

diferente daquela avaliada em pacientes com periodontite apical não  sintomática, 
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portanto, as características individuais do hospedeiro irão determinar o 

desenvolvimento de uma resposta inflamatória aguda ou uma resposta crônica. O 

que nós observamos foi uma alta variabilidade na liberação de mediadores 

inflamatórios para os pacientes avaliados, o que corrobora com esses estudos 

anteriores.  Assim, a reabsorção óssea ocorre principalmente através de estímulos 

derivados do hospedeiro, e não pelos efeitos diretos das bactérias no osso (Gomes, 

Herrera, 2018). 

As MMPs -2 e 9 foram altamente expressas nas lesões periapicais incluídas 

neste estudo, o que está de acordo com estudos anteriores (Ahmed et al., 2013; 

Corotti et al., 2009; Pereira Faustino et al., 2016). Essas MMPs constituem uma 

importante família de enzimas que degradam componentes da matriz extracelular 

(Tsuji et al., 2009) e participam da iniciação do processo de reabsorção óssea, 

através da degradação da camada osteóide e da camada de colágeno da superfície 

óssea, permitindo que pré-osteoclastos se acoplem à matriz mineralizada e 

completem sua diferenciação (Delaissé et al., 2000; Lima et al., 2021). A expressão 

das MMPs pode ocorrer pela presença de bactérias ou então por ação de citocinas 

na região periapical (Panagakos et al., 1996). Ainda, foi relatado anteriormente que a 

MMP-9 apresenta correlação com bactérias gram-negativas, e embora isso não 

tenha sido avaliado em nosso estudo, sabe-se que as infecções endodônticas 

primárias tem predomínio dessas bactérias, o que pode explicar a expressão 

elevada desta enzima (Ahmed et al., 2013). 

Para a coleta do fluido periapical foram utilizados cones de papel 

absorventes. Esse método tem sido amplamente utilizado em Endodontia para a 

investigação de mediadores inflamatórios (Corazza et al., 2020; Martinho et al., 

2015; Safavi, Rossomando, 1991). Recentemente, Virdee et al. (2019), em revisão 

sistemática, pontuaram que outros métodos já foram utilizados, como aspiração por 

agulha fina ou até mesmo através de acessos cirúrgicos, contudo, a utilização de 

cones de papel é a metodologia mais utilizada. O acesso cirúrgico direto é um 

método invasivo e sensíveis à técnica (Ajuz et al., 2014; Torabinejad et al., 1992). As 

seringas não têm capacidade para coleta de volumes tão pequenos de amostras e 

as pontas de papel são eficientes na absorção de pequenas quantidades de fluido 

(Hartroth et al., 1999). 

Em relação a análise microbiológica, a identificação das espécies 
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bacterianas em nosso estudo foi realizada, através do método Checkerboard DNA-

DNA hybridization. Esse método é um ensaio multiplex que permite a investigação 

de múltiplas espécies de bactérias simultaneamente. Neste estudo identificamos 40 

espécies bacterianas diferentes. Estudos anteriores utilizaram a mesma metodologia 

para identificação do perfil microbiológico de diversos tipos de infecção endodôntica 

(Arruda-Vasconcelos et al., 2021; Cavalli et al., 2017; Ferreira et al., 2015; Machado 

et al., 2020; Rôças, Siqueira, 2008). Uma das desvantagens dessa técnica é a 

possibilidade de reações cruzadas entre espécies microbianas devido às regiões 

comuns do DNA compartilhadas por espécies intimamente relacionadas, contudo, a 

prevalência de reações cruzadas é muito baixa (Socransky et al., 2004). 

Os resultados obtidos revelaram uma alta variabilidade interindividual na 

diversidade bacteriana do canal radicular, e demonstraram que não há duas 

comunidades iguais. Isso está de acordo com estudos anteriores que avaliaram 

infecções endodônticas (Amaral et al., 2022; Li et al., 2010; Machado de Oliveira et 

al., 2007). Segundo Amaral et al. (2022) devido a homogeneidade do ambiente do 

canal radicular, em termos de umidade, temperatura e fontes de nutrientes para as 

bactérias, espera-se que haja padronização na colonização microbiana desse 

ambiente. Contudo, essa alta variabilidade entre os indivíduos em relação ao 

microbioma oral, relacionadas a genética, dieta, hábitos e condições sistêmicas leva 

a variabilidade interindividual encontrada nos canais radiculares (Siqueira, Rôças, 

2022). 

A realização da análise fatorial permitiu a agregação das bactérias em 2 

fatores. Esse tipo de análise permite investigar as relações entre muitas variáveis e 

organizá-las em um conjunto menor de fatores (Hair JF et al., 2005). Os fatores 

podem ser nomeados de maneira que seja possível representar as variáveis 

presentes nele. Após a extração dos fatores e o cálculo dos escores fatoriais, é 

possível identificar o quanto uma variável se identifica com o fator ao qual ela 

pertence e quanto maior for a carga, mais a variável se identifica com o que quer 

que o fator represente. Estes valores, que geralmente são menores do que 1 e 

podem ser negativos ou positivos, podem ser utilizados como substitutos das 

variáveis originais em análises posteriores. Através da análise de regressão, os 2 

fatores identificados foram distintamente associados a características clínicas, ao 

perfil inflamatório e à volumetria das lesões nos casos de infecção endodôntica 
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primária e PA. 

Estão presentes, no fator 1, 28 bactérias das 40 investigadas, sendo 17 

gram-negativas e 11 gram-positivas, estas bactérias foram associadas positivamente 

com casos de sensibilidade a percussão e negativamente com casos de dor a 

palpação e presença de exsudato. A partir desses resultados, confirma-se a 

associação de vários microrganismos na  periodontite apical crônica, como 

verificado em estudos anteriores que demonstraram que esse tipo de infecção está 

relacionado com alta diversidade bacteriana (Hsiao et al., 2012; Santos et al., 2011). 

No estudo de Martinho et al. (2021) um maior número de bactérias também 

estava presente no fator 1, contudo nosso estudo apresentou diferenças nas 

espécies presentes nesse fator, o que pode estar relacionado a diferenças na 

localidade das populações estudadas, bem como com a alta variabilidade entre os 

participantes das pesquisas (Amaral et al., 2022; Machado de Oliveira et al., 2007; 

Siqueira et al., 2008). 

Casos com presença de exsudato e ausência de dor a palpação foram 

associados as bactérias do fator 2. Esse fator apresentou um menor número de 

espécies bacterianas, 9 das 40 avaliadas, sendo 5 gram-negativas e 4 gram-

positivas e foi nomeado como “Maior virulência” devido a presença de 2 espécies do 

complexo vermelho T. forsithya e P. gingivalis. Estudos in vivo em modelos animais 

demonstraram que a combinação de P. gingivalis com Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, espécie também presente no fator 2, e T. forsythia, por 

exemplo, estão associadas a processos inflamatórios agudos (Chen et al., 1996; 

Yoneda et al., 2001). Um estudo de Siqueira et al. (2001) demonstrou que 

bacteroides forsythus, P. gingivalis e S. constellatus, estavam presentes na maioria 

de casos de pacientes com abscessos perirradiculares agudos A carga fatorial para 

a bactéria P. gingivales e S. constellatus foi extremamente alta (0,822 e 0,872, 

respectivamente) demonstrando sua forte relação com o fator 2. Assim, pudemos 

relacionar o fator 2 com manifestações agudas da periodontite apical, em que há a 

presença de exsudato. 

Tanto no fator 1 quanto no fator 2 houve predomínio de bactérias gram-

negativas, o que está de acordo com estudos anteriores que mostram que este tipo 

de bactéria é predominante nas infecções endodônticas primárias (Martinho et al., 

2010a; Rôças, Siqueira, 2010). 
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Em relação ao perfil inflamatório e ao tamanho da lesão periapical, não 

encontramos associação com os fatores determinados neste estudo. As citocinas 

estão presentes na região periapical modulando o processo inflamatório 

desencadeado pela infecção intracanal. Esse processo é controlado por diferentes 

mediadores como MMP-2, MMP-9, IL-10, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α que 

desempenham um importante papel na formação da lesão e no reparo tecidual 

(Ahmed et al., 2013; Azuma et al., 2014; Fouad, 1997; Gupta, 2002; He et al., 2020; 

Lim et al., 1994; Maynard, Weaver, 2008; Sasaki et al., 2000; Tsuji et al., 2009). 

Associado a isso, verificou-se a presença de RvD2, mediador sintetizado a partir do 

ácido graxo poli-insaturado ômega 3 que possui efeito protetor e reparador (Cianci et 

al., 2016; Croasdell et al., 2016; Zhang et al., 2016). 

Diferentemente do estudo de Martinho et al. (2021), não observamos 

nenhuma associação dos fatores com os mediadores pró- e anti-inflamatórios 

avaliados. Acreditamos que isso tenha ocorrido devido a diferenças nas populações 

estudadas, bem como às diferentes espécies bacterianas carregadas para cada 

fator. Além disso, a metodologia de quantificação dos mediadores não foi a mesma. 

Ainda, de acordo com Siqueira e Rôças (2022), a não associação com o perfil 

inflamatório pode indicar que diferentes combinações de espécies podem levar a 

desfechos semelhantes da doença. 

É importante ressaltar também que embora os pacientes incluídos neste 

estudo não tenham relatado doenças sistêmicas prévias, dados mais aprofundados 

referentes a estresse (Khoury et al., 2020) e alimentação (Azuma et al., 2021) 

podem ser preditores de diferenças na resposta inflamatória do hospedeiro ao 

estímulo agressor. 

Até a finalização do presente estudo, somente mais um estudo na literatura 

identificou os grupamentos bacterianos e suas relações com sinais e sintomas 

clínicos observados, mais estudos são necessários para corroborar os dados 

encntrados em nosso trabalho. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Concluímos que os mediadores inflamatórios formam uma rede inter-

relacionada que aparentemente não está correlacionada com sinais e sintomas 

clínicos. Comprovou-se que existe uma alta variabilidade de espécies bacterianas 

entre os indivíduos incluídos neste estudo. Além disso, nossas descobertas são o 

início para uma maior elucidação de como ocorre a agregação de comunidades 

bacterianas e como essas comunidades interferem nos sinais e sintomas clínicos 

dos pacientes. Por fim, constatou-se que as periodontites apicais assintomáticas e 

sintomáticas tem uma etiologia bacteriana heterogênea e com combinações de 

espécies diferentes. 
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