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Resumo

O desenvolvimento e manutencdo das alteragdes pulpares e periapicais ocorrem
devido a presenga de microrganismos no interior do sistema de canais radiculares.
Sabendo que as células de defesa do hospedeiro nao atingem as bactérias que se
estabelecem no sistema de canais radiculares, o combate das infecgdes
endodoniicas € realizado com procedimentos mecanicos auxiliados por
substancias quimicas. Sendo assim, muita atencao tem sido dada as propriedades
quimicas das solugbes irrigadoras, visando o controle da infecgdo e
compatibilidade aos tecidos periapicais. Portanto, este trabalho teve como
proposta avaliar e comparar in vifro a atividade antibacteriana da clorexidina gel
2% frente a Enterococcus faecalis em relagdo a outros irrigantes (clorexidina
liguida 2% e hipoclorito de sodio 5,25%). Para tal avaliagdo, 80 raizes de pré-
molares inferiores humanos foram preparadas através de instrumentagao seriada,
autoclavadas e contaminadas por um periodo de 7 dias com monoculturas de
Enterococcus faecalis . Em seguida, os dentes foram divididos em 5 grupos e
submetidos a preparo quimico-mecénico padronizado, variando-se apenas o meio
quimico auxiliar. Para se avaliar o potencial antimicrobiano das substéncias
quimicas auxiliares, foram realizadas 3 coletas bacteriologicas: inicial (coleta antes
do preparo quimico-mecénico); pos-fratamento (imediatamente ap6s o preparo
quimico-mecanico) e final (7 dias apos o preparo quimico-mecanico). Obtidas as
coletas, estas foram cultivadas a fim de se determinar a contagem de unidades
formadoras de coidnias (UFC). Os resultados foram analisados estatisticamenie
atraves do programa BioEstat 2.0. O gluconato de clorexidina 2,0%, tanto na
forma gel quanto liquida, promoveu uma redugao significante nas coletas imediata
e final. Ja o hipoclorito de sédio 5,25% apenas reduziu UFC na coleta imediata,
constatando crescimento bacteriano na coleta final. Conclui-se que, dentre os
meios quimicos auxiliares testados como irrigante endodéntico, o potencial
antimicrobianc do gluconato de clorexidina 2%, gel e liquida, foi mais efetivo que o
NaOCl 5,25%, em manter baixas as contagens de Enterococcus faecalis na coleta
microbiologica final.

Palavras-chaves: clorexidina gel e liquida, hipoclorito de sodio e £. faecalis.






Abstract

The initiation and perpetuation of pulpal and periapical disease occur
due to the presence of bacteria and their degradatory by products in the root canal.
The host defense celis are unable to reach bacteria harbored in the root canal
system thus, the root canal therapy must be performed combining mechanical
procedures and chemical substances. For that reason, much attention has been
focused on the chemical properties of the endodontic irrigants, seeking the
infection control and the biocompatibility to the periapical tissues. Therefore, the
aim of the present study was to assess in vifro the antibacterial activity of the 2%
chiorhexidine gel against E. faecalis comparing to other endodontic irrigants (2%
chlorhexidine liquid and 5.25% sodium hypochlorite). For this evaluation, 80 roots
of human mandibular premolars were prepared by the serial instrumentation
technique, autoclaved and contaminated for 7 days with E. faecalis monocultures.
The roots were then divided into 5 groups according to the irrigant substance used
during the standardized biomechanical preparation. In order to evaluate the
antimicrobial action of the irrigants substances, 3 microbial samples were taken:
pretreatment (before the biochemical preparation); post treatment (immediately
after the biochemical preparation) and final (7 days after the biochemical
preparation). The microbiological samples were plated to count the Colony-
Forming Units (CFU). Data were statistically analyzed by the program BioEstat 2.0.
The 2% chlorhexidine gel and 2% chlorhexidine liquid reduced significantly the E.
faecalis CFU in the post treatment and final microbiological samples. On the other
hand, the 5.25% sodium hypochiorite also reduced the E. faecalis CFU in the post
treatment however, bacterial growth were detected in the final sample. It was
concluded that, among the substances assessed, the 2% chlorhexidine gluconate,
gel and liquid, antimicrobial ability was more effective than the 5.25% NaOC! in
keep low CFU of E. faecalis after 7 days.

Key words: chlorhexidine gel and liquid, sodium hypochlorite and Enferococcus
faecalis.






1. INTRODUGAO

A presenca de microrganismos na estrutura dentaria foi evidenciada
primeiramente por MILLER (1894), o qual examinando microscopicamente
esfregacos obtidos de canais radiculares com polpas necrosadas, atestou uma
ampla variedade de morfotipos bacterianos. Péde também afirmar que a camara
pulpar dos dentes abertos ac meio bucal contém bactérias, as quais diferem

dagquelas localizadas mais apicalmente no canal radicular.

A partir de entdo, inimeras investigagoes (KAKEHASHI! et al.,1965;
WITTGOW ef al, 1975, WALTON ef al, 1992; TANLISHI et al, 19%84)
correlacionaram a invasdo microbiana na cavidade pulpar com as alteracbes
inflamatérias da polpa dentaria que podem levar a necrose pulpar. Com a
presenca do conteddo tdxico-séptico intracanal, a infeccdo tende a se propagar
em direcdo ao apice dental promovendo, se ndo controlada, o desenvolvimento de

reaghes periapicais (KAKEHASHI et a/., 1965; TANI-ISHI et al., 1994).

Com intuito de eliminar as bactérias, subprodutos bacterianos e
substratos organicos, surgiram inumeras tecnicas de tratamento dos canais

radiculares, que utilizam métodos guimico-mecanicos.

WALKER em 19386, introduziu na Endodontia a solugéo de hipoclorito
de sadio (NaOC!), em diferentes concentragdes, como solucao irrigadora, uma vez

qgue, além de possuir propriedades clareadoras e de dissolucdo dos tecidos

10



(GORDON ef al, 1981), tem-se mostrado efetivo como agente desinfetante

(BLOOMFIELD & MILES, 1979).

No entanto, algumas desvantagens sac atribuidas ao uso do NaOClI
quando utilizado em altas concentracdes durante o tratamento dos canais
radiculares, como seu efeito oxidativo nos tecidos vitais da regiao periapical e, a

reacdo inflamatdria desencadeada (BECKING, 1991).

Ademais, a capacidade de o NaOCi remover a smear Jayer tem se
mostrado deficiente (BERG et al., 1986; BAUMGARTNER & MADER, 1987;
FERRAZ et al, 2001), necessitando entdo, do uso de um agente quelante, como o

EDTA (Acido Etileno Diamino Tetracético) (WHITE ef al., 1984).

Estudos tém avaliado o uso do gluconato de clorexidina liquida na
Endodontia, tanto como solugao irrigadora quanto medicagao intracanal (DELANY
ef al, 1982;: RINGEL ef al, 1982; JEANSONNE & WHITE , 1994), devido suas
propriedades de inibir o crescimento de bactérias comumente encontradas nas
infecgbes endoddnticas (CERVONE et al., 1990), efeito residual (WHITE ef al,,
1997), e biocompatibilidade (OHARA ef al., 1993; JEANSONNE & WHITE, 1994,

TANOMARU FILHO ef al. 2002).

A clorexidina na forma de gel ja foi estudada, na Endodontia, como
medicacdo intracanal (SIQUEIRA & UZEDA, 1997), apresentando bons

resultados. Ja FERRAZ, em 1989, avaliou a clorexidina gel como irrigante

11



endodéntico, demonstrando maior nimero de culturas microbioldgicas negativas,
ap6s instrumentacao endoddntica in vitro, e maior remocgao da smear layer,

quando comparada com a clorexidina liquida 2% e o NaOCl 5,25%.

Consciente de que os procedimentos endodonticos devam estar
orientados para o controle da infecgdo e o respeito a biologia dos tecidos
periapicais, substancias biocompativeis e com potente a¢do antimicrobiana, como

a clorexidina gel 2%, devem ser mais profundamente pesquisadas como irrigante

endodéntico.

12






2. Revisao da literatura

2.1 Microbiota dos canais radiculares infectados

A Endodontia, embora empiricamente, ja vinha sendo praticada desde
o século |, tendo como Unico objetivo imediato o alivic da dor. Desta forma, por
muitos anos o tratamento endoddntico restringiu-se apenas a trocas sucessivas e
interminaveis de medicac@o intracanal sem a preocupagio com a limpeza do

canal radicular (KUTTLER, 1961).

Somente em 1878, PASTEUR definiu que as infeccbes eram causadas
por germes especificos a cada tipo de doenca. Na odontologia ROGERS (1878)
relatou que oS microrganismos eram os principais causadores dos problemas
endodonticos e, em 1894, MILLER, através de analise bacteriolégica de
esfregagos obtidos de canais com polpas necréticas, evidenciou a presenca de

bactérias.

Contudo, somente em 1965, KAKEHASHI et al. associaram a presenca
destes microrganismos com o desenvolvimento e perpetuagdo das alteragdes
pulpares e periapicais. Os autores utilizando ratos convencionais e germ-free
promoveram a exposicdo das polpas dentais ac meio bucal. Desta forma,
conciuiram que nos animais convencionais ocorreu o desenvolvimento de
inflamacdo cronica ou necrose pulpar, sempre associada a lesdes

perirradiculares. Ja nos ratos germ-free a resposta pulpar foi caracterizada pela
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presenca minima de inflamagdo e por deposicao de dentina neoformada na area
exposta, ou seja, uma excelente capacidade reparadora da polpa na auséncia de

infecgao.

No entanto, mesmo estabelecendo-se esta correlagao entre a etiologia
e a presenca de microrganismos, o desconhecimento das técnicas avancadas de
anaerobiose somente permitia ¢ isolamento, predominantemente, de bactérias
anaerdbias facultativas do grupo dos estreptococos, enterococos, micrococos,
difterdides, estafilococos, lactobacilos, bactérias entéricas a partir de canais

radiculares com polpas necrosadas (MORSE, 1987; GOMES, 19895).

A partir da década de 70, o desenvolvimento das técnicas de
transporte, isolamento e cultivo de anaerébios estritos possibilitou que
SUNDQVIST(1976) avaliasse as condicbes bacteriologicas de 32 canais de
dentes unirradiculares com coroas higidas e com polpas necrosadas em
decorréncia de trauma dentaric, e constatasse que mais de 90% das cepas
bacterianas isoladas eram anaerdbias estritas, confirmando ¢ importante papel
destas bactérias e seus produtos na origem e perpetuacac das doencas pulpares

e periapicais.

MOLLER et al. (1981) ao induzir a necrose puipar em dentes de
macacos, de forma asséptica em um grupo de dentes e, em outro grupo através
da exposicao pulpar a microbiota oral, também verificaram que lesbes

perirradicuiares se desenvolveram apenas nos casos de polpas infectadas.

15



Estes achados de SUNDQVIST (1976) e MOLLER et al. (1981) foram
confirmados por BYSTROM & SUNDQVIST (1983); BAUMGARTNER & FALKLER
(1991); SUNDQVIST (1992a), GOMES et al. (1994a,b; 1996a,b) pela constatacéo

da prevaléncia de bacterias anaerdbias estritas nos canais radiculares infectados.

Estudos vém indicando que certas espécies bacterianas anaerdbias
estritas estao diretamente relacionadas com o desenvolvimento de alguns sinais e

sintomas clinicos de origem endodontica (YOSHIDA et al., 1987; GOMES ef al.,
1994a, 1996a,b).

GROSSMAN (1981), ao afirmar que bactérias anaerdbias estritas uma
vez em contato com o ar, instrumentos e agentes quimicos utilizados durante a
terapia endodontica seriam destruidas, questionou, o significado dos anaerdbios
estritos no tratamento endodéntico. No entanto, o papel das bactérias anaerdbias
estritas, principaimente as Gram-negativas, no desenvolvimento das doengas
pulpares e periapicais € evidente, pois enquanto alguns anaerdbios estritos séo
rapidamente destruidos a exposigéo do ar atmosférico, outros podem apenas

cessar o crescimento aié gque as condigbes anaerdbias sejam restauradas

(GOMES et al., 1996c).

Ademais, ja esta bem definido na literatura endoddntica que as
infecgbes por anerdbios estritos ocorrem na presenca de tecido necrdtico,
suprimento sanguineo tecidual comprometido ou apés infecgdo por aerdbios e

anaerdbio facultativos capazes de diminuir o potencial de oxirredugaoc nos tecidos

16



e promover interacdes positivas e antagbnicas enire as bactérias
(BERGENHOLTZ & CRAWFORD, 1989; MARSH & MARTIN, 1992; SUNDQVIST,

1992a; SUNDQVIST, 1994; GOMES et al. 1994a,b; 1996a.b).

Desta forma, algumas espécies aerobias ou anaerobias facultativas
estdo associadas & infecgbes persistentes do canal radicular podendo
comprometer o sucesso da terapia endodoéntica. Dentre estas destacam-se os
Streptococcus sp., 0 Enferococcus faecalis, Pseudomona aeroginosa e Candida

sp. (ENGSTROM & FROSTELL, 1964; RANTA et al, 1988, SUNDQVIST ef al,
1998).

O Enterococcus faecalis tem sido um dos poucos microrganismos
anaerobios facultativos associados & periodontite apical persistente (ENGSTROM
& FROSTELL, 1964, HAAPASALO ef al, 1983), aos casos de flare-up
(MATUSOW, 1995), as infecgBes secundarias e aos casos de retratamento com
lesbes perirradiculares refratarias (SUNDQVIST ef al, 1998). A proposito,
SUNDQVIST (1992a), enfatizou que os Enferococcus faecalis sao capazes de
causar e manter infeccoes de dificil tratamento porque sac microrganismos

resistentes a uma ampla variedade de agentes antimicrobianos.
MOLANDER ef al. (1998) examinaram microbiologicamente 100 dentes

tratados endodoniicamente com lesdes perirradiculares. Os microrganismos

anaerobios facultativos corresponderam a 68% das cepas bacterianas isoladas,

17



das quais 32% foram Enterococcus faecalis, sugerindo fortemente que este

microrganismo exerce um papel importante nas falhas endodénticas.

Da mesma forma, SUNDQVIST ef al (1998) avaliaram 54 dentes
fratados endodonticamente, assintomaticos, porém com evidéncia radiografica de

lesbes periapicais. Constataram a presenga microbiana em 24 dentes, dos quais

em 38% foram isolados Enterococcus faecalis.

Com isso, a presenca do Enterococcus faecalis nas infeccoes
endodonticas determina um sério problema terapéutico, uma vez que, este
apresenta um potencial patogénico conhecido para causar e manter infecgbes de
dificil tratamento (HAAPASALO et al., 1983), tolera alto pH variando entre 9,0 e
11,5 (FISHER & HUERTA, 1984; BYSTROM & SUNDQVIST., 1985; SPERANCA
et al, 1989, FOREMAN & BARNES, 1990) e podem sobreviver no interior dos
tabulos dentinarios por ser resistente a uma ampla variedade de agentes
antimicrobianos (SUNDQVIST, 1992b; SIREN ef al., 1997) voltando a recolonizar

o espaco do canal radicular.

Portanto, € reconhecido o papel dos microrganismos como uma das
causas determinantes do insucesso da terapéutica endoddntica (SJOGREN ef al,
1990; SJOGREN ef al, 1997). Por isso, a eliminagédo ou a maxima redugio dos
microrganismos € de seus subprodutos e a prevencao da reinfecgcao do sistema
de canais radiculares tém sido os principais objetivos da pratica endodéntica

moderna.
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2.2 Propriedades fisico-quimicas das solugdes irrigadoras

Tendo em vista a intima relagao entre a Microbiologia e a Endodontia,
ou seja, o envolvimento direto dos microrganismos nas doengas pulpares e nos
tecidos periapicais, € essencial que se compreenda a Microbiologia para se
entender as fases do preparo quimico-mecénico e da obturacdo dos canais
radiculares (WEINE, 1888), uma vez que, a terapia endododntica & essencialmente

um procedimentc de desinfecgéo.

O melhor e mais seguro método para se descontaminar o canal
radicular € a criteriosa limpeza do contetido séptico-necrotico (SHILDER, 1974),
pois, ali, os microrganismos nao podem ser alcangados pelas células de defesa do
hospedeiro (TAKAHASHI, 1989). Sendo assim, as infecgdes endoddnticas devem
ser tratadas principalmente por procedimentos mecanicos auxiliados por
substancias quimicas, buscando-se romper o equilibric do ecossistema
microbiano, visando promover a desinfecgcdo do sistema de canais radiculares

(SELTZER ef al.,, 1963; BYSTROM & SUNDQVIST, 1981).

Sabe-se, no entanto, que a agdo mecanica dos instrumentos, mesmo
associada a substancias quimicas com reconhecida acdo antimicrobiana, ndo &
capaz de eliminar todos os microrganismos presentes nos canais radiculares
infectados, devido a incapacidade de se atingir a intimidade dos tubulos
dentinarios e complexidades anatdmicas dos canais radiculares tais como, istmos,

canais laterais, defta apicais e cemento apical, onde, provavelmente, estac
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alojadas as bactérias sobreviventes ao preparo do canal (SELTZER ef al., 1963;
BYSTROM & SUNDQVIST, 1981). Desta forma, se os microrganismos
persistentes sobrevivem em numero suficiente e na presenca de nutrientes
capazes de favorecer o seu crescimento, estes, poderdo multiplicar-se e
restabelecer a contaminacao clinica do espaco pulpar (BYSTROM & SUNDQVIST,
1985; BERGENHOLTZ & CROWFORD, 1988; ANDO & HOSHINO, 1990).

No entanto, € importante ressaltar a necessidade da utilizacdo de
solugbes irrigadoras com o intuito de se promover uma significativa reducac dos
depobsitos bacterianos nos canais radiculares, uma vez que, auxiliarado na
lubrificagdo do canai radicular durante a agédo de corte dos instrumentos, na
remogao da smear layer, na desinfecgao, dissolugdo do exudato, dissolugo do

tecido pulpar necrosado e pré-dentina (SPANGBERG, 1982).

Varias solugbes irrigadoras tém sido utilizadas com este propésito,
dentre elas destacam-se o hipoclorito de sodio (NaOCl), solugéo fisiolégica, EDTA,
acido citrico, gluconato de clorexidina, solugcdo de acetato de bis-dequalenio
(Salvizol) dentre outras. No entanto, um irrigante que retna todas as propriedades

postuladas por SPANGBERG, 1982, ainda nao foi encontrado.

Segundo INGLE ef al., em 1985, a eficiéncia de uma solugao irrigadora
nao depende apenas de sua natureza quimica, mas também de sua quantidade,
temperatura, tempo de contato, profundidade de penetracéo da agulha irrigadora,

calibre da agulha, tensao superficial do irrigante e tempo de fabricacdo da solucao.
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Dentre as substancias ja citadas, o hipoclorito de sédio (NaQOCl), em
diferentes concentracdes, t€m sido amplamente utilizado como irrigante desde sua
infrodugdo na Endodontia por WALKER, em 1936, pois possue propriedades
clareadoras, dissolugcdo de tecidos (GORDOM et al, 1981), e ainda, tem se

mostrado efetivo com agente desinfetante (BLOOMFIELD & MILES, 1979).

O efeito antimicrobiano do hipoclorito de sédio a 0,5%, como solugéo
irrigadora de canais radiculares, foi avaliada por BYSTROM & SUNDQVIST, 1983.
O preparo biomecanico foi realizado em 30 dentes unirradiculares, apresentando
coroa intacta, necrose pulpar e lesdo periapical. Todas as amostras
bacteriologicas iniciais colhidas dos canais radiculares evidenciaram crescimento
bacteriano, sendo isoladas 169 espécies bacterianas, com 80% de incidéncia de
anaerObios. Na maioria das culturas houve mais de uma espécie por amostra, com
média de 4 espécies por canal radicular, sendo Fusobacteriurm, FEubacterium,
Peptostreptococcus e Bacteroides os géneros mais freqlientemente isolados. Foi
realizado um total de 4 preparos biomecénicos, com intervalos de 2 a 4 dias,
obtendo-se em cada sessdo a colheita bacteriologica. Apés © tempo
preestabelecido, foram feitos testes bacteriologicos dos canais. Os resultados
evidenciaram culturas negativas em 12 dos 15 espécimes tratados com hipoclorito
de sodic a 0,5% e 8 dos 15 tratados com soro fisiolégico. Os resultados sugerem
melhor efetividade da soilucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% como irrigante de

canais em comparacéo ao soro fisiologico.
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Também SHIH ef al., em 1970, avaliaram in vifro a agao bactericida da
solucdo de hipoclorito de sédic a 5,25% empregando teste de diluigdo.
Observaram que a solugéo de hipoclorito de sédio € um potente bactericida e que
promoveu a desinfeccdo em 100% dos canais radiculares inoculados com
“Streptococcus faecalis” e Staphylococcus aureus. Porém, culturas realizadas dois
a sete dias apdés o preparo biomecéanico revelaram elevado indice de
contaminacg&o dos canais radiculares. Concluiram que o hipoclorito de sodio a
5,25% é altamente bactericida, no entanto, ndo permite a esterilizacdo completa

do sistema de canais radiculares.

Da mesma forma SJOGREN & SUNDQVIST, em 1987, avaliaram in
vivo a ac@o antibacteriana apds a realizagdo do preparo biomecanico em 31
dentes unirradiculares, portadores de necrose pulpar intacta e ies@o periapical
visivel radiograficamente. O sistema de instrumentacao ultra-sénico foi empregado
usando a solugéo de hipoclorito de sodio a 0,5% como solugédo irrigadora. Culturas
bacteriologicas, em anaerobiose, foram realizadas decorridos sete dias da
primeira e segunda sessbes, apresentando 29% e 22,5% de culturas

bacteriologicas positivas, respectivamente.

Outros estudos (CVECK, 1972; SPANGBERG ef al., 1973; SIMOES et
al., 1989), também constataram o efeito antibacteriano do hipoclorito de sodio e,
ainda seu grande potencial de dissolugdo tecidual (GROSSMAN & MEIMAN,
1941: THE ef al, 1979; GORDON et al, 1981), sendo este, diretamente

proporcional & sua concentragao (HAND ef al, 1978).
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Também RAPHAEL ef al, em 1981, realizaram estudo in vifro da
eficiéncia antibacteriana da soluc&o de hipoclorito de sbédio a 5,25%, empregada
em diferentes temperaturas. Foram utilizados dentes humanos exiraidos, os quais
foram esterelizados e tiveram os canais radiculares instrumentados e inoculados
com “Strepfococcus faecalis”, Staphilococcus aureus ou Pseudomonas
aeroginosa. Os canais radiculares foram irrigados com solugao de hipoclorito de
sodio nas temperaturas de 21°C até 31°C ou com solucéo salina a 0,9%, usada
como controle. Os resultados obtidos demonstraram que nZo ha relagdo direta
entre a temperatura da solugao de hipociorito de sédio e sua agao antimicrobiana,

uma vez que, o aumento de temperatura nao proporcionou diferenga quanto ao

numero de culturas negativas.

O hipoclerito de sodio tambem foi estudado (BUTLLER & CRAWFORD,
1982) na detoxificacéo de duas endotoxinas provenientes da Escherichia coli e da
Salmonella typhosa. A avaliagdo foi realizada apds o contato por uma hora a
temperatura ambiente, das solugbes de hipoclorito de sddio nas concentragdes
0,58%, 2,7% e 5,2% com as endotoxinas. Os resultados revelaram que todas as
concentragbes foram efetivas na completa detoxificacde das endotoxinas

estudadas (na concentragao de 100ng/ml de solucéo).
Segundo BAUMGARTNER & IBAY, em 1987, as propriedades solvente

e antimicrobiana da solucado de hipocloritc de sédio ocorrem, primariamente,

devido a capacidade de oxidagao e hidrolise de proteinas celulares, liberagao de
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cloro fornecido pelo acido hipocioroso e, em parte, a sua acdo osmética, retirando

liquido da célula (plasmdlise).

No entanto, varias complicacdes tém sido relatadas com o uso do
hipoclorito de sédio durante o tratamento de canais radiculares. A literatura
contém varios casos de injecdes acidentais deste irrigante em tecido periapical
(KAUFMAN & KEILA, 1989; SABALA & POWELL, 1989; BECKING, 1991). Pelo
fato do hipociorito de sédio ser agressivo aos tecidos, tais acidentes séo de
relevancia clinica por poderem gerar dor severa, rapido desenvolvimento de
edema, hematoma, necrose e abscessos. Estes danos sdo causados devido ao
efeito oxidativo do hipoclorito de sddio nos tecidos vitais da regido periapical e

pela reacdo inflamatéria desencadeada (BECKING, 1991).

PASHLEY ef al., em 1985, avaliaram a citotoxidade de varias diluigbes
da solugao de hipoclorito de sbdio, empregando trés modelos de testes bioldgicos.
Em estudo in vifro, foram adicionados 10 ml de solugdo salina isotbnica, agua
destilada ou diferentes concentracdes de Clorox® em solucao salina a 50uL de
suspensdes de eritrécitos mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos. Os
tubos foram entdo centrifugados por 10 minutos e porgdes do sobrenadante
analisadas quanto & proteina total pelo método de Lowry. Foram realizados
também, estudos in vivo por meio do teste de contato com olho de coelho e
injecdo subcutdnea em ratos. Os resultados demonstraram que mesmo em

diluicdes 1:1000 ocorreu completa hemoélise de eritrécitos no teste de
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citotoxicidade. As solugdes nao diluida ou diluida na proporgao 1:10 promoveram
irritagdo moderada a severa em olhos de coelhos, com resolugcao apos 24 a 48
horas. As injecdes subcutaneas das solucgbes nao diluida, 1:1, 1:2 e 1:4 levaram a
uiceractes de pele nos animais. Desta forma, concluiram que, embora a solucéo
de hipoclorito de sédio a 5% seja altamente efetiva durante o preparo biomecéanico
e clinicamente aceitavel, ela deve ser usada com cautela para prevenir que a

mesma alcance o periapice desencadeando severas reactes inflamatdrias.

Além disso, a capacidade de remogao de smear layer do hipoclorito de
sodio tem se mostrado deficiente, uma vez que, durante o apos a instrumentacéo
endoddntica, tem agdo apenas sobre a camada mais superficial da smear layer
(BERG et al, 1986, BAUMGARTNER & MADER, 1987). A remocao de fecido
organico e da smear layer tem sido obtida satisfatoriamente com o uso do
hipoclorito de sddio alternado com um agente quelante, como o EDTA (WHITE et

al., 1984; BAUMGARTNER & MADER, 1987; CENGIZ ef al., 1890).

O EDTA (Acido Etileno Diamino Tetracético) € o agente quelante mais
comum, e reage com ions caicio da dentina, formando quelatos sollveis de céicio.
Tem capacidade de descalcificar 20 a 30 ym de dentina, em 5 minutos, porém
seu efeito quelante no ter¢o apical dos canais radiculares é deficiente (FEHR &
NYGAARD-OSTBY, 1963; FRASER, 1974), ja tendo sido sugerido a adicdo de
solucbes tenso-ativas, como o brometo de aménio quaternario, ao EDTA com a

finalidade de reduzir sua tensao superficial e aumentar a penetrabilidade (FEHR &



NYGARD-OSTBY, 1863). Estas combinacgodes sao eficientes na remoc¢ao da smear

layer, no entanto, a limpeza do terco apical dos canais ainda & comprometida

(McCOMB & SMITH, 1975).

Tendo em vista algumas desvantagens da utilizagdo do hipoclorito de
sodio, o gluconato de clorexidina, utilizado na Periodontia devido sua ampla agéo
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (UNSAL ef al.,
1994), passou a ser estudado na Endodontia. A acdo antibacteriana da clorexidina
se da pela ligagdo de suas moleculas catidnicas as paredes celulares das
bactérias que s&o carregadas negativamente. Em altas concentragdes seu efeito &
bactericida, pois age rompendo a parede celular, interferindo no mecanismo de
transporte e secundariamente na coagulagdo do citoplasma pela alta afinidade a
proteinas. Em baixas concentracbes apresenta acéo bacteriostatica, inibindo as
funcbes da membrana, sendo seu efeito mantido por varias horas depois da
aplicagdo, devido sua excelente substantividade, ou seja, efeito residual (HUGO &
LONGWORTH, 1964 e 1965; ROLLA et al, 1970; ROLLA & MELSEN, 1975;

GREENSTEIN et al., 1986).

A clorexidina passou a ser usada na Endodontia, como solucao
irrigadora e medicagao intracanal (DELANY et al, 1982; RINGEL et al, 1982;
JEANSONNE & WHITE, 1994). Sua acdo como irrigante endoddntico tem se
mosfrado interessanie devido sua propriedade de inibir o crescimento de bactérias
comumente encontradas nas infecgdes endoddnticas (CERVONE ef al, 1990;

FERRAZ ef al, 2001), possuirr efeilo residuai (WHITE ef al, 1997;
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KOMOROWSKY ef al, 2000), e biocompatibilidade (OHARA et ai, 1993;

JEANSONNE & WHITE, 1994; TANOMARU FILHO ef al., 2002).

HELING et al, em 1992, avaliaram o efeito da solucdo de clorexidina
como medicacao intracanal, por meio de estudo in vifro utilizando cilindros de
dentina bovina inoculadas com “Strepfococcus faecalis”. Os medicamentos
testados foram a solugdo de gluconato de clorexidina a 0,2%, giuconato de
clorexidina num dispositivo de liberacao controlada (1,2mg) e paramonoclorofeno!
canforado. O grupo controle ndo se utilizou medicacéo. Através de analise em
espectrofotdmetro, os grupos experimentais obtiveram methores resultados

antimicrobianos que o grupo contole.

No mesmo ano, a atividade antimicrobiana da solugéo de clorexidina foi
comparada com ¢ hidréxido de calcio utilizando-se dentina radicular bovina
inoculada com “Streptococcus faecalis” Os resultados demonsfraram que a
solucao de clorexidina reduziu significantemente a contaminacao. O hidrdxido de
calcic nao apresentou esta capacidade nos periodos testados, de até 7 dias

(HELING et al, 1992).

VAHDATY et al., em 1993, avaliaram in vitro as solucdes de clorexidina
0,2% e 2%, de hipoclorito de sddio a 0,2% e 2%, e o soro fisioldgico com relacdo a
gficiéncia na desinfeccdo de tubulos dentinarios. Raizes de incisivos bovinos
exiraidos foram preparadas, autociavadas e infectadas com “Streptococcus

faecalis”. Os canais radiculares foram irrigados com 20 mL de uma das solugdes
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irrigadoras €, amostras de dentina foram removidas nas profundidades de 100,
100-300 e 300-500 pum, para andlise da presenga e quantificacdo dos
microrganismos remanescentes. Os resultados demonstraram que as soluctes de

clorexidina e de hipoclorito de sodio apresentaram efetividade semelhantes nas

mesmas concentra¢cdes contra o microrganismo em estudo.

JUNG et al, em 1999, conduziram estudo para avaliacdo da eficiéncia
da solugao de clorexidina na prevengado de reinfeccdo coronaria dos tratamentos
endoddnticos. Foram utilizados canais de dentes bovinos, instrumentados,
autoclavados e imersos em clorexidina, solucao de hipoclorito de sédio ou solucéo
salina, por 5 minutos, antes de serem obturados. As raizes foram montadas de tai
forma que na por¢&o coronaria pudesse ser colocada em contato com o indculo
bacteriano € o apice radicular ficasse imerso em meio de cultura. A turbidez do
meio foi observada em 80% dos espécimes tratados com sotucdo salina e 70%
com soluc@o de hipoclorito de sodio apds 24 horas. O tratamento com solugéo de
clorexidina apresentou a turbidez apdés o mesmo periodo em apenas 20% dos

espécimes, demonstrando maior eficiéncia na prevencao da infiltragao bacteriana.

Da mesma forma LEONARDO ef al., em 1999, ao avaliar em in vivo
atividade antimicrobiana da solucdc de clorexidina a 2%, demonstraram uma
reducéo de 100% de S. mutans imediatamente apbs a instrumentacéo e, 77,78%

de redugéo numa coleta realizada apos 48 horas.
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Este efeitc residual do gluconato de clorexidina ja havia sido
demonstrado por WHITE ef al, em 1997. Os autores realizaram o preparo
biomecanico em dentes extraidos empregando-se as solugtes de clorexidina a 2%
e 0,12%, sendo os canais radiculares, posteriormente, preenchidos com agua
destilada. Foram realizadas coletas microbiologicas do canal radicular, com cones
de papel absorvente, em diferentes periodos de tempo (6, 12, 24, 48 e 72 horas)
apb6s o tratamento. A solugdo de clorexidina a 2% apresentou atividade
antimicrobiana em todos os dentes no periodo de 72 horas, enquanto que, na
concentracdo 0,12%, na maioria dos dente a atividade antimicrobiana foi
constatada nos periodos de 6 a 24 horas. Os resultados constataram que a
clorexidina apresenta substantividade quando utifizada como irrigante

endodontico.

Muita atencéo tem sido dada as propriedades quimicas, porém pouco
tem se estudado com a finalidade de melhorar a agdo mecénica das solucbes
irrigadoras. As substancias para limpeza do sistema dos canais radiculares
durante o preparo quimico-mecanico normalmente sdo utilizadas na forma de
solucao. STEWART et al., em 1961, sugeriram a utilizacdo de um irrigante
endodontico viscoso com base de glicerina anidrica, que mostrou ter boa acéo
lubrificante além de aumentar a capacidade antimicrobiana do peréxido de uréia.
Porém, desde entao, poucos trabalhos foram realizados dando énfase a forma de

apresentacéo dos irrigantes endoddnticos.
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O gel de clorexidina tem mostrado bons resultados em Odontologia no
controle de carie dental devido sua acéo na reducéo de Streptococcus mutans e
espécies de Laclobacillus (EPSTEIN ef al, 1991, CLARCK ef al, 1991,
BONDESTAM ef al, 1996). Quando aplicado subgengivalmente, demonstra
eficiéncia no auxilio do tratamento periodontal, embora nao substitua o tratamento

convencional (OOSTERWAAL ef al., 1989; KELTJENS ef af., 1991).

Na Endodontia, a clorexidina gel foi estudada como medicacao
intracanal, apresentando bons resultados. Devido sua maior viscosidade, acredita-
se que a clorexidina gel possa manter o principic ativo mais tempo na regido

aplicada (SIQUEIRA & UZEDA, 1997).

Quando usada como irrigante endoddntico pode auxiliar na remogao
dos debris da dentina e tecido necrélico criados pela instrumentacao, além de
possuir propriedades quimicas semelhantes a clorexidina em solucéo e promover
a lubrificacdo do mesmo durante o corte da dentina pelos instrumentos
endodénticos. Além disso, a grande vantagem do gel de clorexidina € que a base
gel utilizada, o Natrosol, tem pH entre 6,0-9,0 e & sollvel em agua ou alcool

(FERRAZ et al., 2001).

FERRAZ, em 1999, realizou estudo avaliando as seguintes solucoes
irrigadoras: solugdc de clorexidina a 2%, clorexidina gel 2% e solugéo de
hipocloritc de sodic a 0,5%, 1%, 2,5%, 4% e 5,25%. Avaliou in vitro a agao

antimicrobiana das substancias em difus@o em agar, capacidade de remogéo do
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smear layer sob MEV e eliminacio de Enferococcus faecalis. Os resultados
demonstraram que a clorexidina gel apresentou maiores halos de inibicdo contra
os microrganismos testados em difusdo em agar e, ainda, pron;:oveu maior
remocao da smear layer que as demais solugdes testadas. O gel de clorexidina e
a solugdo de hipoclorito de sédio a 5,25% promoveram culturas negativas mais

rapidamente que os demais agentes irrigantes, quando em contato com o

Enterococcus faecalis.

E certo que, comprovadamente, a clorexidina apresenta um amplo
espectro antibacteriano, substantividade e relativa auséncia de citotoxidade, no
entanio, a mesma nao apresenta algumas propriedades inerentes a solucéo de
hipoclorito de sddio, tais como a capacidade de dissolugéo tecidual, que a torna
substancia de escotha para a irrigacao dos canais radiculares (JEANSONNE &
WHITE, 1994).

Claramente a terapia endododntica € incapaz de remover todas as
bactérias do sistema de canais radiculares, nac somente pela complexidade
anatdmica do espaco pulpar que impede a sua total remogdc mas também
porque, alguns nutrientes capazes de favorecer o crescimento de organismos
residuais irdo, inevitavelmente, permanecer. Entretanto, alguns organismos

ersistentes poderao ser “compativeis com o hospedeiro” e nao causar reinfecgao
P

(GOMES et al., 1996¢).

31






3. PROPOSICAQ

O objetivo do presente estudo foi comparar o potencial antimicrobiano,
imediato e mediato, do gluconato de clorexidina gel 2% com o gluconato de
clorexidina liquida 2% e hipoclorito de sddic 5,25% na eliminacdo in vifro de

Enterococcus faecalis em dentes humanos, previamente contaminados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Dentes

» 80 Pré-molares inferiores humanos recém-extraidos e armazenados em

solugéo fisiologica.

4.1.2 Microrganismo

» Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

4.1.3 Meios de cultura

> Brain Heart Infusion Broth (BHI) — Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, inglaterra

» Brain Heart Infusion Agar (BHIA) — Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke, Inglaterra

4.1.4 Irrigantes testados

> Gluconato de clorexidina gel 2% (Endogel®, Essencial Farma, ltapetininga,
Brasil)

» Gluconato de clorexidina liquida 2% (Essencial Farma, ltapetininga, Brasil)

» Hipoclorito de sédio §,25% (Essencial Farma, ltapetininga, SP)

» Agua destilada

» Gel de natrosol (Essencial Farma, Itapetininga, Brasil) — gel inerte

(hidroxietilcelulose) nao i6nico e hidrossolivel (MIYAMOTO ef al, 1989) usado
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como veiculo do Endogel®.

4.1.5 Solucdes neutralizadoras
» Tiossulfato de sédio a 0,6% - para o hipoclorito de sédio
» Tween 80 a 0,5% (Sigma Chemical Com. — St Louis, USA) + Lecitina de soja a

0,07% (Proderma Farm. Manip. — Piracicaba, SP) — para a clorexidina, liquida e

gel (GOMES et al., 2001).

4.2 Métodos

4.2.1 Selegao dos dentes

Foram selecionados 80 pré-molares inferiores humanos, higidos, com
apices completos, raizes retas (SCHNEIDER, 1971) e canais Unicos, extraidos por
problemas periodontais ou indicag¢do ortoddntica. Sua utilizagao foi aprovada pelo

Comité de Etica em Pesquisa em humanos da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba —UNICAMP (ANEXOI}.

4.2.2 Preparo dos dentes

Os dentes foram cuidadosamente limpos com curetas periodontais para
remogao do tecido periodontal ou 6sseo, que poderiam estar aderidos a superficie
radicular. As coroas dentais foram removidas com discos de carburundum (KG
Sorensen Ind. Com. Lida., Barueri, SP) ao nivel da juncao amelo-cementaria,

facilitando ¢ acesso cervical.
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Limas # 10 (Dentsply Maillefer — Baillaigues, Suiga) foram introduzidas
no canal até gue sua ponta ultrapassasse 1mm além do forame apical do dente,
ficando visivel. Posteriormente, recuou-se 2mm para se obter o comprimento real
de trabatho (CRT). Os canais foram inicialmente preparados através de
instrumentac@o seriada, utilizando limas tipo K (Dentsply Maillefer, Bailiaigues -
Suiga) para ampliacdo do espago pulpar. Durante este preparo inicial, utilizou-se
1mL de agua destilada estérit como irrigante, a cada troca de lima, sendo
padronizada a lima K # 25 como lima de memdria no CRT. Os dentes foram
mantidos em gazes estéreis umedecidas durante a instrumentacdo para se evitar

desidratacao.

4.2.3 Tratamento da dentina para remoc¢ao da smear layer

A smear layer formada durante a instrumentacéo inicial foi removida
(FIG. 1) lavando-se os espécimes por 10 minutos em EDTA 17%, seguido por
mais 10 minutos em NaOCI 5,25%, sempre sob agitagdo (AGITADOR-
AQUECEDOR FANEM, Sao Paulo, Brasil) (PEREZ ef al., 1993; FERRAZ, 1999).
Para remocéo de possiveis residuos de EDTA e NaOCI, os espécimes foram
entdo submetidos a nova lavagem com solucdo de fosfato tamponado por 10

minutos, seguida de agua destilada por 1 hora (PEREZ et al., 1993).
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FIGURA 1 — Superficie dentinaria do tergo médio do canal radicular livre

de smear layer, apés tratamento com NaOCI 5,25% + EDTA
17%, observado em microscopia eletronica de varredura

(1500X).
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4.2 4 Divisao dos espécimes em grupos

Os 80 espéecimes foram divididos em 05 grupos, sendo 03

experimentais e 02 controles, como mostra a TAB. 1.

TABELA 1- Distribuicdo dos espécimes (n) por grupc de acordo com as

substancias irrigadoras testadas.

GRUPOS SOLUGOES IRRIGADORAS ESPECIMES (n)
Grupo 1 Clorexidina Gel 2% 20
Grupo 2 Clorexidina Liquida 2% 20
Grupo 3 Hipoclorito de Sédio 5,25% 20
Grupo 4 Agua Destilada 10
Grupo 5 Natrosol 10

Grupos 1, 2 e 3 — Grupos experimentais; Grupos 4 e 5 — Grupos controle

4.2.5 Esterilizacdo dos espécimes

Uma vez promovida a remocao da smear layer, todos os espécimes
tiveram seus forames apicais selados com resina epoxi, e posteriormente, grupos
de 10 raizes foram autoclavadas (H3000 Cristéfoli Ltda — Campo Mourdo, PR) a
121 °C, 1 atm, por 30 minutos, em frasco de vidro com tampa rosqueavel
contendo 5mbL de BHI. Finalmente, apés a autoclavagem, os dentes foram
mantidos por 48 horas em estufa a 37°C em atmosfera de 10% de CO., para

comprovacao de esterilidade (HAAPASALO & GRSTAVIK, 1987).
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4.2.6 Contaminacao in vitro dos espécimes com Enterococcus faecalis
Culturas puras de Enterococcus faecalis ATCC 29212 em caldo de BHi

foram utilizadas como contaminantes dos espécimes. Estas bactérias foram

subcultivadas em BHIA + 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Ebefarma,

Araras, SP) e incubadas a 37°C em atmosfera de 10% CO, por 24 horas.

Apéds este periodo, colbnias isoladas (FIG. 2A) foram suspensas em
tubos com tampas rosquedveis, contendo 5,0 mL BH! (FIG. 2B). Esta suspenséo
foi agitada mecanicamente (VORTEX MA 162, Marconi. Piracicaba, SP) (FIG. 2C)
e ajustada em espectrofotdmetro (FEMTO 432, Marconi. Piracicaba, SP) (FIG.
2D) com absorbéncia de 800 nm, até obter-se a concentracédo equivalente a 1,0

da escala de MckFariand (3,0 x 108 bactérias/mL) (SUNDQVIST, 1992).

O frasco contendo os espécimes esterilizados foram abertos em
camara de fiuxo laminar para substituicdo do BH! estéril por 5,0 mbL da suspenc¢éo
de Enfterococcus faecalis, utilizando-se pipetas mecénicas com pontas
descartaveis estéreis {FIG. 2E). Em seguida, o frasco foi vedado e incubado em
estufa a 37°C e atmosfera de 10% CO, por 7 dias {FIG. 2F} (HAAPASALO &
PRSTAVICK, 1987; FERRAZ, 1999; SOUZA, 2000}, com trocas de 1,0 mL de BHi
contaminado por 1 mlL de BH! estéril, a cada 2 dias, a fim de se evitar a saturacac

do meio, respeitando todo rigor de assepsia exigido para este procedimento.
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FIGURA 2 - Infeccao in vitro dos espécimes - A — Enferococcus faecalis

(ATCC 29212); B — Suspensdo microbiana; C - Agitagao
mecanica; D — Concentracdo 1,0 escala Mc Farland;, E —

Contaminagao dos espécimes; F — Incubacéo.
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O crescimento bacteriano durante o periodo de incubacdo foi
constatado pela presenca da turbidez do meio, sendo a pureza das culturas
confirmada através da morfologia das colénias plagueadas em BHI agar-sangue
e, através da coloragcdo de Gram, teste de catalase e método bioquimico de
identificacdo bacteriana Api 20 Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Francga)

(FIG. 3).

e imals  Wedars Tesls / Aln fesls / Do ssts

FIGURA 3 - ldentificacdao do E. faecalis — A — Morfologia microscopica; B —

Teste da catalase; C - Kit de identificacao api 20 Strep.
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A confirmacdo da penetragado bacteriana nos tabulos dentinarios foi
constatada com auxilio da Microscopia Eletronica de Varredura em avaliagbes

preliminares ao presente estudo (FIG. 4).

Figura 4 — Enterococcus faecalis na superficie dentinaria (A, B) e no interior dos

tUbulos dentinarios (C, D), apés periodo de 7 dias de contaminacao

in vitro.

4.2.7 Agao antibacteriana dos irrigantes endodonticos no interior dos canais

radiculares infectados in vitro

4.2.7.1 Inicial

43



Apbs o periodo de contaminagido, os espécimes foram levados a
camara de fluxo laminar e dispostos em uma plataforma metalica estéril (FIG. 5A),
na qual foram irrigados (FIG. 5B), um a um, com 3 mL de solugéo salina estéril.
Posteriormente, os canais radiculares foram secos com pontas de papel
absorvente estéreis # 25 (TANARI, Tanarian Industrial Ltda, Macapuri -
Amazonas) (FIG. 5C), sendo estas, depositadas em tubos individuais tipo

eppendorf (Elkay Products Inc.- Shrewsbury, USA) contendo 1 mL de BHI estéril

(FIG. 5D). Esta coleta foi denominada “Inicial”.

FIGURA 5 — Coleta microbiolégica - A — Dentes dispostos na plataforma
metdlica; B — lrrigagdo; C — Coleta do canal radicular; D —

Colocagao dos cones de papel em BHI.
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4.2.7.2 Tratamento

Uma vez realizada a coleta inicial os canais foram novamente
instrumentados pela técnica "step-back” (MULLANEY & PETRICH, 1968) até
atingir a lima memoria # 35 e, finalizando com o recuo programado até a lima #
50. Entre cada troca de lima os espécimes foram irrigados com 1mL da solucéo
teste escolhida (de acordo com o grupo) com auxilio de seringa estéril descartavel
BD de 10mL e agulha 20X5,5, colocando-se a agulha o mais préximo possivel do
comprimento de trabalho sem que houvesse travamento dentro do canal. Apds a
instrumentacao, foi realizada nova irrigacdo com 3 mL da solucao teste, seguida
de irrigacdo com 3 mL do neutralizador especifico da solugao teste empregada
para se evitar agao residual dos irrigantes nas coletas microbiolégicas. Por fim,

realizou-se uma irrigacao final com 3 mL da salina estéril.

Uma vez realizada a irrigagdo final com salina, os canais foram
novamente secos com pontas de papel absorvente estéreis e depositadas em
eppendorfs individuais, seguindo-se as mesmas orientacdes realizadas na coleta

"inicial". Esta nova coleta foi classificada como “pés-tratamento”.

Todos espécimes submetidos ao tratamento foram preenchidos com
BHI, selados com guta-percha bastdo e colocados em eppendorfs individuais
contendo 60uL de BHI estéril para manutencdo da hidratacao (FIG. 6A e 6B).
Posteriormente, foram novamente incubados a 37°C em atmosfera de 10% CO:

por 7 dias.



FIGURA 6 — Incubacgao dos espécimes - A e B — Armazenagem do espécime.

4.2.7.3 Coleta final

Transcorrendo-se o periodo de 7 dias, os espécimes foram removidos
dos eppendorfs, dispostos novamente na plataforma metdlica estéril, e realizou-se
a irrigacdo com 3 mL de salina estéril. Os canais radiculares foram secos com
pontas de papel absorvente estéreis, sendo estas, posteriormente, depositadas
em eppendorfs individuais contendo 1 mL de BHI estéril. Esta ultima coleta foi

denominada "final".

4.2.7.4 Diluicdo e plaqueamento das coletas

Todas coletas microbiolégicas no transcorrer da elaboragdo do
experimento, ou seja, imediatamente apds a realizagdo de cada coleta, foram
agitadas por aproximadamente 60 segundos, e diluidas 1/10, 1/100, em BHI
estéril (Fig. 7A). A seguir, 50yl da diluigao 107 foram plaqueados (Fig.7B,C,De
E) em triplicata em BHIA sangue e incubados a 37°C em atmosfera de 10% de

CO.. Apods o periodo de 48 horas, as colénias de microrganismos (Fig. 7F) que
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estavam presentes nestas placas foram contadas determinando-se as unidades
formadoras de coldnias (UFC). Novamente a pureza das culturas foi confirmada
através da morfologia das coldnias plaqueadas em BHIA sangue e, através da
coloragao de Gram, teste de catalase e método bioquimico de identificagédo
bacteriana (Api 20 Strep, BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga). Uma vez
constatada a pureza das colbnias, para obtencdo das unidades formadoras de
colénias por mL (UFC), foi necessaria a multiplicagdo do nimero de UFC obtidas
na contagem das placas (Fig. 7F) em 2000 vezes, representando assim, o
nimero de coldnias descontando-se as diluicdes feitas durante o estudo (100
vezes) e o plaqueamento de 50uL (20 vezes menor que 1mL). A média das trés

placas de cada coleta foi utilizada como valor final da contagem.

FIGURA 7 — Contagem de UFC de E. faecalis A — Diluigcao; B — Agitador; C,

D e E - Plaqueamento; F — UFC
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4.2.7.5 Analise Estatistica

Os valores obtidos apresentaram distribuicdo nao-normal ao redor da
média e variancias heterogéneas, descrevendo um histograma de freqéncias
assimétrico e nao compativel com a curva normal de Gauss. Desse modo, foi
necessario o uso do teste estatistico nao-paramétrico para multiplas comparacdes
de amostras independentes. Os valores em porcentagem foram ordenados e
transformados em postos, sendo analisados através do teste de Kruskal-Wallis
(Programa BioEstat 2.0) para testar a hipétese nula de que as porcentagens
representativas dos diferentes grupos apresentam apenas variagdes ocasionais
(ndo controladas) entre si, sendo estatisticamente iguais. A significancia

estabelecida foi ao nivel de 5%.
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5. RESULTADOS

Todos os resultados analisados foram baseados nas médias das
contagens de UFC realizada para cada espécime em friplicata, nas trés coletas
realizadas. Posteriormente, calculou-se a porcentagem das UFC residuais “pos-
tratamento” em relagdo as UFC “iniciais” por espécime, e porcentagem das UFC
“finais”em relacac as UFC “iniciais” por espécime. As porcentagens obtidas foram
os valores utilizados na analise estatistica. Todos esses dados foram organizados

em planithas e estdo no ANEXO H.
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5.1 Resultados da Coleta Inicial

As médias das contagens de UFC, em log 10, obtidas na coleta inicial,

por grupo, estéo representadas no GRAF. 1.

Log 10

G1 G2 G3
Clorexidina Clorexidina Hipoclorito Destilada
Gel 2%  liquida 2%  de sddio

5,25%

G4 Agua G5 Natroso!

GRAFICO 1 — Médias das contagens de UFC de Enterococcus faecalis da coleta

inicial.

Pode-se verificar no GRAF. 1 que em todos os grupos foi possivel a

coleta de Enterococcus faecalis. A comparagao da contagem de UFC inicial esta
disposta na TAB. 2.
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TABELA 2 — Comparag&o entre os grupos da contagem de UFC da coleta inicial

GRUPOS SOMA DOS POSTOS POSTO MEDIO
G1- Clorexidina Gel 449 47.40 ab
G2 — Clorexidina Liquida 1114 55.70 a
G3 — Hipoclorito de Sadio 724 36.20 bd
G4 ~ Agua Destilada 178 17.80 ¢
G5 - Natrosol 276 27.60 cd

Postos meédios seguidos por letras diferentes representa diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05).

Os resultados demonstraram que nao houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos G1 e G2 (p>0,05). Ainda demonstrou ndo haver
diferenca estatisticamente significante entre os grupos G1 e G3, entre os grupos
G3 e G5 e, enire os grupos G4 e G5. Desta forma, os resultados da coleta inicial
demonstraram uma disparidade na contagem de UFC entre os grupos estudados.
Entretanto, independente da variagdo da contagem de UFC, os valores obtidos
foram considerados 100%, sendo este, dentro de cada grupo, a referéncia para

avaliar o efeito antimicrobiano das substancias testadas.
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5.2 Reducao de Enterococcus faecalis apds o preparo guimico-mecénico

Houve redugéo da contagem de Enferococcus faecalis ap6s o preparo
biomecanico em relagao a contagem inicial em todos os grupos estudados. As
médias das porcentagens de UFC obtidas para os cinco grupos, em relacio as

contagens iniciais, estdo representadas no GRAF. 2.

%

G1 Clorexidina G2 Clorexidina G3 Hipoclorito de G4 Agua G5 Natrosol
Gel Liquida Sédio destilada

|BlInicial M P6s-tratamento

L

GRAFICO 2 — Médias das porcentagens de UFC de Enterococcus faecalis da

contagem pos-tratamento em relagdo a contagem inicial

Os grupos controle, G4 e G5, por utilizarem solugdes auxiliares a
instrumentacao sem atividade antimicrobiana, apresentaram menor reducéo de
Enterococcus faecalis em relacédo aos grupos G1,G2 e G3. Os grupos G1,G2 e

G3, por sua vez, apresentaram os melhores resultados na reducgéo bacteriana
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devido a associacao do efeito antimicrobiano do agente irrigante e a agao

mecanica dos instrumentos endodbnticos.

A comparagao do efeito antimicrobiano das substincias testadas esta

disposta na TAB. 3.

TABELA 3 - Comparacao do efeito antimicrobiano da Coleta Pds-tratamento

GRUPOS SOMA DOS POSTOS POSTO MEDIO
G1- Clorexidina Gel 690 3450 a
G2 - Clorexidina Liquida 724 36.22a
G3 — Hipoclorito de Sédio 762 38.10a
G4 — Agua Destilada 467 46.75 ab
G5 - Natrosol 596 59.60 b

Postos meédios seguidos por letras diferentes representa diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05).

Quanto maior o valor do posto médio, menor foi a redugao da contagem
de UFC pos-tratamento em relagdo a inicial. Assim sendo, a analise dos postos
médios nao apresentaram diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os
grupos G1, G2, G3 e G4. Da mesma forma, n&o houve diferenca estatisticamente

significante (p>0,05) entre os grupos G4 e G5.
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5.3 Contagem de UFC 7 dias apds o preparo quimico-mecénico

O crescimento bacterianc apds a neutralizacdo do agente irrigante foi
analisado calculando-se a porcentagem das contagens de UFC final em relagéo
as contagens de UFC iniciais. As médias das porcentagens de UFC obtidas na

coleta final para os cinco grupos em estudo estdo representadas no GRAF. 3.

%

G1 G2 G3 Hipoclorito G4 Agua G5 Natrosol
Clorexidina Clorexidina de Saodio Destilada
Gel Liquida
H inicial E1Final

GRAFICO 3 - Médias das porcentagens de UFC de Enferococcus faecalis da

contagem final em relagéo a contagem inicial

O GRAF. 3 mostra que os grupos G1 e G2 na coleta final, ou seja, 7
dias apds o preparo quimico-mecanico, mantiveram a acao antimicrobiana contra
o Enterococcus faecalis, constatando-se o efeito residual do gluconato de

clorexidina. Em contrapartida, o grupo G3, assim como os grupos controle, G4 e
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G5, permitiram a recolonizacéo de Enterococcus faecalis 7 dias apés o preparo

quimico-mecanico.

A comparagéo do efeito antimicrobiano das substancias testadas esta

disposta na TAB. 4.

TABELA 4 — Comparacao do efeito antimicrobiano da Coleta Final

GRUPOS SOMA DOS POSTOS POSTO MEDIO
G1- Clorexidina Gel 430 2150 a
G2 - Clorexidina Liquida 430 2150 a
G3 - Hipoclorito de Sodio 1203 60.15b
G4 — Agua Destilada 602 6020 b
G5 - Natrosol 575 57.50b

Postos médios seguidos por letras diferentes representa diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05).

Os resultados confirmam o que foi observado graficamente, ou seja, os
grupos G1 e G2 n&o apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si
(p>0,05), demonstrando que ambos os grupos que contém gluconato de
clorexidina 2% na composicdo preveniram, de forma mais eficiente, a

recolonizacao dos canais radiculares por Enferococcus faecalis.

O grupo G3, hipoclorito de sdodio 5,25%, nao apresentou diferenca
estatisticamente significante em relagdo aos grupos controle G4 e G5 (p<0,05),

mostrando nao possuir efeito antimicrobiano residual.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo utilizou o E. faecalis no método de infeccao
utilizando a concentragac do inoculo equivalente ao padriao McFarland 1 para
anaerdbios facultativos, pois este corresponde, aproximadamente, ao numero de
células bacterianas encontradas nos canais radiculares (SUNDQVIST, 1992b).
Assim como em outros trabalhos (HAAPASALO & BRSTAVICK, 1987; FERRAZ,
1999), a contaminacao dos espécimes foi constatada apos o periodo de 7 dias de
incubac@o dos dentes, uma vez que, foi possivel recuperar e identificar culturas
puras de Enterococcus faecalis, além da visualizacdo através da microscopia
eletrdnica de varredura da penetracdo bacteriana no sistema de tobulos
dentinarios. Ademais, em todas as coletas realizadas inicialmente foi possivel a

contagem de Unidades Formadoras de Coldénias (UFC).

Nas coletas microbiolégicas realizadas imediatamente apés o preparo
mecanico padronizado, no qual, variou-se as substancias testadas como irrigante,
tanto a clorexidina 2%, em solu¢do ou em gel, como o NaOCI 5,25% promoveram
a desinfecgdo em quase 100% dos canais radiculares. Resultados estes, tambem
ja constatados por SHIH et al, 1970, SPANGBERG, 1973, SJOGREN &
SUNDQVIST, 1987, FERRAZ ef al., 2001. Deve-se também ressaltar que as
substancias utilizadas como controle quando associadas a agdo mecanica dos
instrumentos endoddnticos promoveram uma significativa redugao bacteriana,
confirmando os achados de BYSTROM & SUNDQVIST, 1981, 1983. No entanto,

ressaltam os autores que n3o ocorre uma completa eliminacdo dos
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microrganismos, e sim, uma reducéo bacteriana que dificulta a coleta do interior
do canal. As bactérias que sobrevivem a instrumentacao e irrigagdo proliferam

rapidamente, num curto periodo de tempo, recontaminando o canal radicular.

Visando verificar a manutencio da desinfeccdo promovida pelos
irrigantes testados em uma nova coleta microbiologica realizada apés 7 dias do
preparo quimico-mecanico, foram utilizados neutralizadores especificos,
garantindo que nenhum trago do irrigante livre fosse adicionado ao meio de cultura
e, assim, evitando alteragdc no crescimento bacteriano. Com isso, podemos
considerar que o0s irrigantes agiram apenas durante os procedimentos de
instrumentacao, ou entdo, se mantiveram ligados quimicamente a dentina, no caso
da clorexidina (HUGO & LONGWORTH, 1964 e 1965; ROLLA et al., 1970; ROLLA

& MELSEN, 1975; GREENSTEIN et al., 1986).

Estudos preliminares (ndao publicados), utilizando teste de difusdo em
agar, demonstraram, que guando o tiossuifato de sédio 0,6% e o Tween 80 0,5%
+ Lecitina de soja 0,07% séo adicionados na propor¢éo 1:1 ao hipoclorito de sodio
e a clorexidina, respectivamente, ndo ocorre a formacao de halo de inibi¢gao contra
Enterococcus faecalis. Entretanto, quando os agentes neutralizadores ndo sao

utilizados ambas sclugcdes promovem halos de inibicao (FERRAZ, 1899).

Outros dois testes foram realizados utilizando blocos de dente bovino.
Grupos de 5 espécimes foram imersos em frascos contendo clorexidina gel 2%,

clorexidina liquida 2% e NaOC! 5,25% por 1 hora. Para cada substéncia avaliada
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foram utilizados 10 espécimes, sendo 5 espécimes neutralizados e 5 nao
neutralizados. O teste de difusdo em 4agar com blocos de dentes bovino,
demonstrou a formacao de halo de inibigcao pelo hipoclorito de sédio 5,25% e pela
clorexidina 2%, gel e liquida, sem estes, terem sido submetidos a neutralizagao.
No entanto, apos a neutralizagao, o halo de inibicdo somente se manteve ao redor
dos blocos tratados com clorexidina 2%, gel e liquida. A Espectroscopia
Dispersiva de Raios-X demonstrou uma alta quantidade de cloro {Cl) na superficie
dos espécimes nao submetidos & neutralizacao; substancia esta, que faz parte da
composi¢cdo quimica do hipoclorito de sodio e da clorexidina. Em contrapartida,
ap6s a neutralizagao ocorreu uma alta diminuigao do cloro no grupo do hipoclorito
de sédio. Ja no grupo da clorexidina, gel e liquida, ocorreu uma diminuigdo
insignificante do cioro, fato este que explica a manutengao do halo de inibic&o no
teste de difusao em agar. isto é explicado devido a capacidade de adsorcdo da
clorexidina a hidroxiapatita (HUGO & LONGWORTH, 1964 e 1965; ROLLA et al.,
1970; ROLLA & MELSEN, 1975; GREENSTEIN et al., 1986; WHITE ef al., 1997),

o que permitiu a neufralizacao apenas das moléculas livres da clorexidina.

As contagens de UFC realizadas a partir das coletas finais,
demonstraram que apds a neutralizagdo do NaOCi 5,25%, os espécimes
tornaram-se passiveis a recolonizagdo bacteriana em todo sistema de canais
radiculares apos 7 dias. Desta forma, a terapia endododntica foi incapaz de
remover todas as bactérias do sistema de canais radiculares devido a

complexidade anatdbmica do espag¢o pulpar que impede a total desinfecgéo e
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remocdo de nutrientes capazes de favorecer o crescimento de organismos

residuais (GOMES et al., 1996¢).

Estes resultados confirmam os achados de SHIH ef al (1970) e
SJOGREN & SUNDQVIST (1987), nos quais os autores demonstraram que o
NaOCt 5,25% é altamente bactericida, no entanto, nao permite a desinfeccao
completa do sistema de canais radiculares, uma vez que, constataram elevado
indice de contaminacac em culturas realizadas 2 a 7 dias ap6s o preparo quimico-

mecéanico.

BYSTROM & SUNDQVIST, em 1985 ao comparar o efeito
antibacteriano do hipoclorito de sodio 0,5% e 5%, concluiram nao haver diferenca
estatisticamente significante entre as concentracgdes, ocorrendo a recontaminacao
do canal no periodo de 2 a 4 dias. Segundo o autor, o hipoclorito reage com debris
e restos organicos facilitando a limpeza, no entanto, esta reacio inativa o

hipoclorito reduzindo a capacidade antimicrobiana.

E certo que o NaOCl apresenta outras propriedades, tais como, o
grande potencial de dissolucao tecidual e baixa tensao superficial (GROSSMAN &
MEIMAN, 1941; HAND et al., 1978). Em contra partida, varias complicagdes tém
sido relatadas com o uso do NaOCI durante o tratamento endoddntico, tais como,
dor severa, desenvolvimento de edema, hematoma, necrose e abscessos,

causados pelo efeito oxidativo do NaOCI quando em contato com os tecidos
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periapicais (KAUFMAN & KEILA, 1989; SABALA & POWELL, 1989: BECKING,
1991).

A clorexidina, outra substancia estudada, ja foi amplamente empregada
na Medicina para desinfeccdo da pele e na Odontologia, principalmente na
Periodontia, utilizando-a como substancia inibidora da placa dental e gengivite
(FARDAL & TURNBULL, 1986). Na Endodontia tém sido usada como solugéo
irrigadora na forma de solucdo (DELANY ef al, 1982; RINGEL et al, 1982;
JEANSONNE & WHITE, 1994) e na forma de gel (FERRAZ et al., 2001) tendo
como veiculo o natrosol (hidroxietiicelulose) que € um agente espessante nao
ibnico altamente eficiente, inerte e hidrossolivel. Este ¢ utilizado para
espessamento de xampus, géis e sabonetes a base de tensoativos anidnicos,

como o gluconato de clorexidina, aos quais apresenta excelente compatibilidade

(MIYAMOTO et al., 1989).

Os resultados do presente estudo demonstraram, na contagem de UFC
da coleta Final, que a clorexidina, em solucio ou em forma de gel, mesmo apds a
neutralizacdo com Tween 80 a 0,5% e Lecitina de soja 0,07% realizada ao final da
instrumentagdo, manteve a desinfeccio do sistema de canais radiculares,
impossibilitando a coleta de possiveis microrganismos persistentes. Isto pode ser
explicado pela sua ampla a¢do antibacteriana e efeito residual, ou seja, a
habilidade de se aderir a substratos aniGnicos, tais como, a hidroxiapatita e
glicoproteinas salivares, fato este, que prolonga a atividade antimicrobiana

protegendo o canal da reinfecgdo por horas apés a instrumentacido (HUGO &
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LONGWORTH, 1964 e 1965; ROLLA et al., 1970; ROLLA & MELSEN, 1975;

GREENSTEIN et al., 1986, WHITE et al., 1997).

Sabe-se que a clorexidina € uma molécula catidnica que se liga através
de uma interacio eletrostatica aos ions fosfato que estdo presentes na superficie
bacteriana. Isto promove uma desorganizagdo da membrana celular, ou seja,
ocorre uma aiteracéo do equilibrio osmaético. A molécuia de clorexidina promove o
deslocamento de ions calcio afetando o transporte, atraves da membrana, de
metabdlitos e outros ions essenciais a bactéria, caracterizando assim, o efeito

antimicrobiano da clorexidina (HUGO & LONGWORTH, 1964 e 1965).

Segundo GREENSTEIN ef al., em 1986, estando a clorexidina presente
em baixas concentragbes, tera efeito bacteriostatico inibindo as funcbes da
membrana. Em altas concentracdes seu efeito € bactericida, pois promove o
rompimento da parede celular interferindo no mecanismo de transporte e
acarretando a precipitacdo do conteldo citoplasmatico que resultara na morte

celular.

E certo que a clorexidina em solugédo apresenta a desvantagem de nao
ter a capacidade de dissolucéo de tecido organico. No entanto, a clorexidina gel,
devido sua viscosidade, promove uma acgdo mecanica capaz de remover restos de
dentina e restos pulpares (FERRAZ ef al., 2001), além de possuir a atividade
antimicrobiana, constatada no presente estudo, e promover a acgao lubrificante

facilitando a agao dos instrumentos endodonticos. Por ser altamente hidrossolavel,

63



a clorexidina gel 2% (Endogel®), utilizada neste estudo, é removida
completamente apds a irrigacao final com solugdo salina, nao prejudicando o
selamento final obtido na obturag¢éo do canal radicular (VIVACQUA-GOMES et al.,
2002).

O gluconato de clorexidina tem sido usado na odontologia sem causar
reagbes adversas que possam contra-indicar seu uso como irrigante endodéntico
(GREEINSTEIN ef al,, 1986). BONESVOLL, em 1977, ao avaliar enxagues bucais
de clorexidina a 4% que eram eventualmente engolidos, concluiu que, 80% da
droga foi excretada nas fezes € o remanescente eliminado pelo trato urinario.
Portanto, a pobre absorgcao da clorexidina € o fator que caracteriza sua baixa

toxicidade.

Baseado nas atuais evidéncias, a desinfecg@o do sistema de canais
radiculares promovida pela acdo mecénica da instrumentagio associada ao uso
de NaOCI ou clorexidina sac igualmente eficientes. No entanto, devido seu efeito
residual, a clorexidina, tanto gel quanto liquida, permite a manutengdo desta
desinfeccao por um maior periodo de tempo apds o preparo quimico-mecanico.
Portanto, a clorexidina, na forma de gel, € uma alternativa como substancia

irrigadora durante o preparo quimico-mecanico.






7. Conclusao

Com base nos resultados obtidos, frente as metodologias empregadas,

& possivel concluir que:

1-) O preparo mecanico dos canais radiculares promove grande
reducdo na populagdo de Enterococcus faecalis, independente da substéancia
irrigante utilizada, mostrando que a fase de instrumentacdo € essencial para o

sucesso do tratamento endodéntico.

2-) A clorexidina 2%, gel e liquida, apresentou efeito residual mantendo
menores contagens de UFC de Enterococcus faecalis, quandec comparada ao
hipoclorito de sodic 525%, 7 dias apds o preparo quimico-mecanico, com

diferengas estatisticamente significantes.

3-) O hipoclorito de soédioc 5,25% nao apresentou diferenca
estatisticamente significante em relacao aos grupos controle na manutengao de
baixas contagens de Enferococcus faecalis, 7 dias apds o preparo quimico-

mecanico.
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ANEXO 1I - Contagem das unidades formadoras de coldnias nos tempos

estudados e as porcentagens relativas.

Clorexidina

gel

UFC
Inicial

UFC
Pés-tratam.

%

Poslinicial*

UFC
Final

%
Final/inicial**

1670000

1918000

66000

832000

127000

390000

220000

198000

374000

14000

362000

362000

68000

14000

14000

42000

54000

42000

62000

106000

[Médias | 346750

QOO0 0O0DOOLOOCOODOODOO0O

D OO 0000000 DOOoD

QOO0 OO0 0000000 Lo CO0O0O0O

WO OO OO0 O00

* Porcentagem de UFC pos-tratamento em relagdo a contagem inicial.
** Porcentagem de UFC final em relagédo & contagem inicial.
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Clorexidina
liouida

UFC
Inicial

UFC
Pés-tratam.

%
Poés/inicial*

Final

%
Final/lnicial**

146000
658000
98000
68000,
106000
56000
172000
338000
66000
142000
168000
906000
492000
432000
208000
1910000
1122000
400000
614000
364000

WMédias

423300

QOO QOOROQOLOONOOQROOOQ

L OO OO0 OOWONn oD e

OO0 OOOEROCOOEEOO
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Hipoclorito
de sodio
UFC UFC % %

Inicial Pos-tratam. | Pés/inicial* Final | Final/lnicial**
7800 2000 2.58 1390000 500
31200 O 8 |254000 81.41
70200 0 0 30000 4,27
664000 0 e 12000 1.81
26400 0 0 8000 3.03
2200 0 & 1252000 1145.45
600 0 & 1146000 2433.33
8000 0 g 14000 175
92000 2000 2.47 |274000 297.83
15600 0 & 1414000 265.38|
6200 0 g 1138000 222.58

11400 0 0 58000 50.8
2600 0 0 0 %

44000 0 & 14000 31.8
8200 0 ¢ 14000 17.07)
200 0 0 12000 800
44000 O O 6000 13.64
72000 0 G 24000, 33.33

13600 0 it 28000 20.5
18600 0 0 70000 37.&%

Wiédias | 153600 200 0.13 [107900 70.2
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Agua
destilada
UrC UFC % %
Inicial Pos-tratam. | Pas/inicial* Final |Final/inicial**
8000 O 0 2000 25
34000 2000 5.88 4000 11.78
34000 0] 0 4000 11.78
28000 0O 0 8000 28.57
6000 0 & 2000 33.33
6000 O 0 2000, 33.33
36000 O G 2000 5.56
70000 4000 5.71 232000 331.43
66000 10000 15.15 232000 351.52
34000 0 0 36000 105.88
@éﬁ%aﬁ 32200 1600 4.97 52400 162.73
MNatrosol
UFC UFC % %

Inicial Pos-tratam. | Pos/Inicial* Final | Final/inicial*
44000 8000 18.18 94000 213.64
8000 O 0 4000, 50
18000 0 O 2000 1111
28000 O 0 12000 42.86
544000 18000 3.3 24000 4.41
48000 2000 447 0 g
2000 0 O 14000 700
202000 22000 10.89 170000 84.16
262000 104000 39.69 72000, 27.48
10000, 4000 49 2000 20
[Médias | 116600 15800 13.55 39400 33.79
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