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RESUMO

O preparo quimico-mecanico tem por objetivo promover a limpeza e a modelagem
do canal radicular, por meio do emprego de instrumentos endodénticos, de
substancias ou solugBes quimicas auxiliares e da irrigagdo-aspiracdo. Para
complementar a agdo mecanica exercida pelos instrumentos endodénticos sao
empregadas solugdes irrigadoras e substancias quimicas auxiliares. Os objetivos
do presente estudo foram: a) avaliar a atividade antimicrobiana da clorexidina gel
e liquida a 2% nas temperaturas ambiente, refrigerada (8°C) e aquecida (37°C) em
diferentes periodos de tempo (7 dias, 14 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias); b)
verificar a influéncia das condicbes de armazenamento no surgimento de
alteragbes cromaticas da substancia; c) observar alteragbes no pH das
substancias ap6s seu armazenamento; €, d) verificar a agao antimicrobiana, pH e
forma de armazenamento de amostras de clorexidina gel 2% obtidas nas clinicas
de graduacao e especializagdo da FOP-UNICAMP. O pH inicial da CHX 2% gel e
liquida & proximo ao neutro, tornando-se basica com o passar do tempo. No foi
observada alteracdo na cor das substancias testadas, independentemente do
periodo de tempo ou da condicdo de armazenamento. CHX 2% liquida e gel foram
capazes de produzir halos de inibigdo de crescimento do Enferococcus faecalis e
Candida albicans em todos os periodos de tempo, nas diferentes condiges de
armazenamento. A manutencao a 8°C foi mais efetiva ao preservar o efeito
antimicrobiano e o pH das substancias. As amostras coletadas nas clinicas da
FOP-UNICAMP demonstraram ser efetivas frente ao E. faecalis, mesmo apds
diferentes periodos de armazenamento em temperatura ambiente. Observou-se
alteragbes mais significativas para os critérios agao antimicrobiana e pH apos o
periodo de 4 meses. Conclui-se que a clorexidina, tanto na forma gel quanto na
forma liquida, apresenta uma estabilidade em sua agao antimicrobiana, tanto a
nivel laboratorial quanto clinico, mesmo quando armazenada em temperatura
ambiente ou condi¢bes adversas.

DESCRITORES

Endodontia — Clorexidina — Microrganismos.



INTRODUGAO

PREPARO QUIMICO-MECANICO DOS CANAIS RADICULARES

O preparo quimico-mecanico tem por objetivo promover a limpeza e a
modelagem do canal radicular, por meio do emprego de instrumentos
endodonticos, de substancias ou solugdes quimicas auxiliares e da irrigagao-
aspiracdo (Lopes & Siqueira, 2004). Em 1974, Schilder recomendou um novo
conceito de preparo, o qual denominou como “limpeza e modelagem”. Para esse
autor, a acédc de limpeza tem por objetivo a remogdo de todo o conteudo do
sistema de canais radiculares tais como tecido pulpar, restos necréticos,
microrganismos € seus produtos de metabolismo, enquanio que a modelagem
confere ao canal radicular uma conformagéo progressivamente conica (desde o
orificio de sua entrada aié o apice), mantendo, dessa forma, sua anatomia original.

Durante o preparo quimico-mecanico, a limpeza é lograda pela agao
mecanica dos instrumentos endodénticos junto as paredes internas do canal
radicular. Aliada a essa ag¢do mecanica, uma acéo quimica de limpeza € obtida
pelo emprego de solugBes quimicas auxiliares de instrumentagdo (Lopes &
Siqueira, 2004).

SUBSTANCIAS EMPREGADAS NO PREPARO QUIMICO-MECANICC

As substancias empregadas no preparo guimico-mecanico podem ser
substancias quimicas auxiliares ou solucfes irrigadoras, dependendo de suas
propriedades fisicas e quimicas (Lopes & Siqueira, 2004).

As propriedades de uma Substancia Ideal para ser empregada no

preparo quimico-mecanico sao tensao supefficial e viscosidade adequadas,



atividade solvente de tecido, agcdo antimicrobiana, atividade quelante e lubrificante
alem de suspenséo de detritos (Lopes & Siqueira, 2004).

A alta complexidade do sistema de canais radiculares determinada pela
presenca de istmos, canais acessérios e irregularidades, torna necessario o uso
de uma substéncia capaz de dissolver todo tecido pulpar. Essa capacidade
depende de varios fatores, tais como o volume da solugéo e a massa de tecido
organico; area de contato com os tecidos; tempo de agao; temperatura da solugso;
agitagcdo mecanica; concentracdo da solugao e freqiiéncia de renovacao (Lopes &
Siqueira, 2004).

Estudos realizados através de microscopia eletrbnica de varredura
(Baker ef al, 1975) mostram que a remog¢do dos restos organicos e
microrganismos do canal radicular parece estar diretamente relacionada ao
volume de solucao irrigadora empregada, em detrimento ao tipo de solugao usada,
independente de sua natureza quimica.

Uma solugdo quimica muito viscosa escoa com dificuldade tendo,
portanto, menor alcance e refluxo. Logo, o aumento da viscosidade reduz a
capacidade de penetracfio da solucdo quimica em irregularidades e reentrancias
do canal radicular {Lopes & Siqueira, 2004).

As substancias quimicas empregadas no preparo quimico-mecanico
devem apresentar uma atividade antimicrobiana, pois, aliadas & instrumentagéo
terdo a capacidade de exercer um efeito significativo na eliminagéo de bacterias
(Bystrém & Sundqvist, 1983).

Durante o preparo do canal radicular, forma-se a smear layer e para
sua remogdo é recomendada a aplicagdo de um agente quelante, que vai exercer
efeito quimico na remogao de ions calcio (Lopes & Siqueira, 2004).

Através da propriedade de umectagdo, as solugbes empregadas no
preparo quimico-mecanico, conservam as paredes hidratadas e atuam também
como lubrificantes, reduzindo a forca de atrito e formando uma pelicula que
diminui o contato fisico entre as superficies do instrumento e da dentina (Lopes &
Siqueira, 2004).



Além de todas as propriedades acima citadas, as substancias auxiliares
tém ainda, como fungdo, manter os detritos organicos e inorganicos, liberados
durante a instrumentacdo do canal radicular, em suspensdo, para impedir
sedimentagdo na regi@o apical. A maioria das substancias utilizadas em
Endodontia apresenta fluidez satisfatoria. Porém, antes que a substancia possa
atingir uma viscosidade critica, que diminua a sua fluidez, a mesma deve ser
renovada, atraves de um sistema de irrigagéo-aspira¢ao (Lopes & Siqueira, 2004).

Substancias desinfetantes, via de regra, apresentam ceria toxicidade
para as células vivas. Isso ocorre porque essas substancias n&o possuem uma
acéo restrita apenas sobre os microrganismos. Os efeitos nocivos que as
substancias auxiliares podem causar aos tecidos dependem de sua propria
toxicidade, sua concentracdo, do tempo e da area de contato com os tecidos.
Durante o tratamento endodbntico, o curto periodo em que essas substancias
entram em contato com os tecidos periapicais e a pequena area exposta, pode

minimizar o efeito irritante do agente irrigante (Lopes & Sigueira, 2004).

HIPOCLORITO DE SODIO

O hipoclorito de s6dio pertence ac grupo dos compostos halogenados,
sendo que seu emprego em Odontologia iniciou-se em 1792, quando foi produzido
pela primeira vez e recebeu o nome de Agua de Javele (Estrela, 2004).

Na Endodontia, essa substancia & muito utilizada devido as suas
excelentes propriedades, tais como: diminuigdo da tensdo superficial;
neutralizagdo parcial de produtos toxicos; acdo bactericida; auxiliar na
instrumentagao; pH alcalino; agéo dissolvente; desidratar e solubilizar substancias
protéicas; acao rapida; dupla agdo detergente; néo ser irritante nas condiges de
uso; arraste mecanico e agdo lubrificante (Leonardo, 2004).

Entretanto como o hipoclorito de sodio ndo apresenta capacidade de

dissolucao tecidual seletiva, ele pode atingir os tecidos periapicais e provocar
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danos. Essa possibilidade de extravasamento do agente irrigante é aumentada
guando se faz a paténcia e o desbridamento foraminal. A injeg&o de hipoclorito de
sodio a 5,25%, que geralmente n&o ultrapassa um volume de 0,5ml, nos tecidos
moles pode provocar uma intensa resposta inflamatéria que se inicia com dor
intensa de durabilidade entre 2 e 5 minutos seguida de edema tecidual e
hemorragia (Sabala & Powell, 1989).

Uma alternativa ao uso de hipoclorito de sédio tem sido o digluconato
de clorexidina. Essa substancia ja é consagrada na Odontologia, no controle de
doengas bucais em pacientes idosos e portadores de necessidades especiais,
pois é capaz de reduzir de forma significativa a populagdo de Strepfococcus
mutans e, se acidentalmente ingerida, &€ quase que totalmente eliminada pelas
fezes (Leonardo, 2005).

CLOREXIDINA

A clorexidina & um agente antimicrobiano de amplo espectro (Lopes &
Siqueira, 2004). Sua agao antimicrobiana resulta da ligagdo de suas moléculas
catibnicas as paredes celulares das bactérias que séo carregadas negativamente.
Em altas concentracdes a clorexidina apresenta efeito bactericida porque rompe a
parede celular, interferindo no mecanismo de transporte e secundariamente na
coagulagdo do citoplasma pela alta afinidade a proteinas. Em baixas
concentragbes o efeito observado pela clorexidina & bacteriostatico, pois é capaz
de inibir as fungdes de membrana, sendo seu efeito mantido por varias horas apds
a aplicacdo, devido a sua excelente substantividade, ou seja, efeito residual (Hugo
& Longworth, 1964; Hugo & Longworth, 1965; Rdlla et al., 1970; Rélla & Melsen,
1975; Greenstein ef al., 1986).

O uso da clorexidina em Endodontia tem se ampliado devido a sua
atividade antimicrobiana contra bactérias presentes em infecgGes endoddnticas
(Cervone et al., 1990; Ferraz ef al., 2001), pelo seu efeito residual (White ef al.,
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1997; Komorowsky ef al, 2000; Dametto et al, 2005) e biocompatibilidade
(Jeansonne & White, 1994; Tanomaru Filho ef al., 2002).

Leonardo ef al., em 1999, realizaram estudo in vivo para avaliar a
capacidade antimicrobiana e o efeito residual da clorexidina a 2% em dentes
humanos com necrose pulpar e lesdo periapical crénica. Concluiu-se que como
solugdo irrigadora, a clorexidina apresentou efeito antimicrobiano e sua
substantividade foi comprovada até 48 horas ap6s a aplicagdo. Seu efeito residual
é devido a sua capacidade de se ligar a hidroxiapatita (Rélla et al., 1970).
Portanto, ocorre uma liberacdo gradual da clorexidina adsorvida nas paredes do
canal radicular, propiciando um ambiente bacteriostatico com nivel constante de
clorexidina, podendo esse feito perdurar de 48 horas-72 horas (White ef al., 1997),
até 7 dias (Dametto ef al., 2005), 21 dias (Komorowski ef al., 2000}, 12 semanas
(Rosenthal et al, 2004). Essa propriedade a difere de outros agentes
desinfetantes gue rapidamente se dissipam por naoc possuirem substantividade
(Messer & Chen, 1984).

Quando as diferentes formas de apresentac¢éo da clorexidina 2%, tanto
em solugdo quanto em gel, foram comparadas, estudos de Ferraz et al., 2001,
apontam propriedades quimicas semelhantes, com a forma gel apresentando
vantagem em relagao a base utilizada, o Natrosol, que possui pH entre 6,0-9,0 e é
sollvel em agua ou alcool.

Ferraz, em 1999, realizou estudo avaliando a solugéo de clorexidina a
2%, clorexidina gel a 2% e solugéo de hipoclorito de sodio a 0,5%, 1%, 2,5%, 4%
e 5,25%. Analisou in vitro a agdo antimicrobiana dessas substancias em difuséo
em Agar, capacidade de remogédo da smear layer sob microscopia eletronica de
varredura e eliminagcido de Enferococcus faecalis. Nos resuitados obtidos, a
clorexidina gel apresentou maiores halos de inibi¢do contra os microrganismos
testados em difusdo em Agar e, ainda, maior remogédo de lama dentinaria que as
demais substéncias usadas.

Estudos de Ferraz et al. (2001) e Gomes ef al. (2001) avaliaram a a¢ao

antimicrobiana do gluconato de clorexidina gel a 2% e da solugao de hipoclorito de
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sodio a 5,25% em canais radiculares contaminados in vitro com Enferococcus
faecalis. Os dois estudos apontaram resultados semelhantes para os dois agentes
irrigantes. Em trabalho in vitro, Ferraz ef al. (2007) relatam que a clorexidina gel
2% e a clorexidina liquida 2% foram mais eficazes que o hipoclorito de sodio
5,25% na inibigdo do crescimenio de microrganismos anaerdbios estritos e
facultativos, ratificando seu emprego como uma importante substancia quimica
auxiliar.

Uma das limitagées da clorexidina € a sua incapacidade de dissolucao
de tecidos orgénicos (Vianna ef al., 2004). Porém, a forma gel da clorexidina 2%
facilita a instrumentacdo, promovendo melhor remog¢dc mecanica de tecidos
organicos o que, em Ultima analise, compensa a incapacidade de dissolugac dos
mesmos (Vivacqua-Gomes ef af., 2002).

Ao contrario do hipoclorito de sddio, nao ha estudos que demonstram
por quanto fempo a clorexidina € capaz de manier sua atividade antimicrobiana
quando armazenada por diferentes periodos e temperaturas. Gambarini ef al., em
1998, estudaram o efeito da temperatura na degradacao do hipoclorito de sodio.
As solugdes que foram aguecidas, quando comparadas com as que ndo foram
aquecidas, mantiveram altc conteldo de cloreto disponivel, alto poder de

dissolugédo tecidual e atividade antimicrobiana.

UNICAMP [ FOP
BELIOTECA
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PROPOSICAO

1.

Os objetivos do estudo foram:

Avaliar a agao antimicrobiana e pH da clorexidina 2% gel e liquida quando
refrigeradas (8°C) ou aquecidas (37°C), em diferentes periodos de tempo (7
dias, 14 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias), frente aos microrganismos

Enterococcus faecalis e Candida albicans.

2. Avaliar as alteragbes cromaticas das substancias clorexidina 2% gel e

3.

liquida quando refrigeradas (8°C) e aquecidas (37°C) em diferentes

periodos de tempo (7 dias, 14 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias).

Verificar a ag¢do antimicrobiana, pH e alteracdes cromaticas,
correlacionando com a forma de armazenamento, para as amostras de
clorexidina gel 2% obtidas nas clinicas de graduagao e especializagdo da
FOP-UNICAMP .

11



MATERIAIS E METODOS

1. ANALISE DAS AGAO ANTIMICROBIANA, PH E ALTERAGOES CROMATICAS DA
SOLUCAO DE CLOREXIDINA 2% E DO GEL DE CLOREXIDINA 2% ARMAZENADAS A
8°C ou 37°C EM DiIFERENTES PERIDOS DE TEMPO.

1.1. Microrganismos
e Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

o Candida albicans (NTCC 3736)

1.2 Meios de cultura

» Brain Heart Infusion Broth (BHI) — Oxoid, Unipath Lid, Basingstoke, UK.
¢ Brain Heart Infusion Agar (BHIA) — Oxoid, Unipath Lid, Basingstoke, UK.

o Mueller-Hinton Agar (MHA) — Oxoid, Unipath Lid, Basingstoke, UK.

1.3 Medicamentos testados
s Clorexidina liguida 2%

s Clorexidina gel 2%

1.4  Manipulacdo das Substancias quimicas auxiliares

As substancias guimicas auxiliares foram armazenadas em diferentes

condicdes de temperatura. Frascos contendo as solugbes foram acondicionados
12



em temperatura de 8°C, em geladeira, e de 37°C em estufa microbiolégica. Seis
aliquotas de 100uL das amostras foram retiradas dos frascos no momento de sua
obtencéo, e o teste microbiolégico foi realizado, com o objetive de estabelecer o
valor controle dos halos de inibicAo para as substincias. Apos serem
acondicionadas nas temperaturas especificadas, nove aliquotas de 100uL foram
retiradas de cada frasco apos 7, 15, 30, 60 e 90 dias. As amostras foram
distribuidas nos pogos que estavam sobre os meios de cultura inoculados com os

respectivos microrganismos. As Tabelas 1 e 2 resumem os grupos avaliados.
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras em grupos, de acordo com a temperatura de
armazenamento das substancias, tempo de armazenamento e substancia empregada,
frente ao microrganismo Enterococcus faecalis.

GRUPO n TEMPERATURA TEMPO SUBSTANCIA

G1AG 3 8°C 7 dias CHX liquida 2%
G1BG 3 8°C 7 dias CHX gel 2%
G2AG 3 8°C 14 dias CHX liquida 2%
G2BG 3 8°C 14 dias CHX gel 2%
G3AG 3 8°C 30 dias CHX liquida 2%
G3BG 3 8°C 30 dias CHX gel 2%
G4AG 3 8°C 60 dias CHX liquida 2%
G4BG 3 8°C 60 dias CHX gel 2%
G5AG 3 8°C 80 dias CHX liquida 2%
G5BG 3 8°C 80 dias CHX gel 2%
G1AE 3 37°C 7 dias CHX liquida 2%
G1BE 3 37°C 7 dias CHX gel 2%
G2AE 3 37°C 14 dias CHX liquida 2%
G2BE 3 37°C 14 dias CHX gel 2%
G3AE 3 37°C 30 dias CHX liguida 2%
G3BE 3 37°C 30 dias CHX gel 2%
G4AE 3 37°C 80 dias CHX liguida 2%
G4BE 3 37°C 80 dias CHX gel 2%
GBAE 3 37°C 90 dias CHX liquida 2%
G5BE 3 37°C 90 dias CHX gel 2%

* G = 8°C, geladeira; E = 37°C, estufa microbioldgica.
14



Tabela 2. Distribuigao das amostras em grupos, de acordo com a temperatura de
armazenamento das substancias, tempo de armazenamento e substancia
empregada, frente ao microrganismo Candida albicans.

GRUPO n TEMPERATURA TEMPO SUBSTANCIA
GBAG 3 8°C 7 dias CHX liguida 2%
G6BG 3 8°C 7 dias CHX gel 2%
G7AG 3 8°C 14 dias CHX liquida 2%
G7BG 3 8°C 14 dias CHX gel 2%
G8AG 3 8°C 30 dias CHX liquida 2%
G8BG 3 8°C 30 dias CHX gel 2%
GYAG 3 8°C 60 dias CHX liquida 2%
G9BG 3 8°C 60 dias CHX gel 2%

G10AG 3 8°C 90 dias CHX liquida 2%
G10BG 3 8°C 80 dias CHX gel 2%
GBAE 3 37°C 7 dias CHX liquida 2%
(G6BE 3 37°C 7 dias CHX gel 2%
G7AE 3 37°C 14 dias CHX liquida 2%
G7BE 3 37°C 14 dias CHX gel 2%
GBAE 3 37°C 30 dias CHX liguida 2%
(G8BE 3 37°C 30 dias CHX gel 2%
GYAE 3 37°C 60 dias CHX liguida 2%
GO9BE 3 37°C 60 dias CHX gel 2%
G10AE 3 37°C 90 dias CHX tquida 2%
G10BE 3 37°C 90 dias CHX gel 2%

* G = 8°C, geladeira; E = 37°C, estufa microbioldgica.
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1.5 Preparacéo do indculo

A agdo antimicrobiana das substancias guimicas auxiliares foi avaliada
pelo método de difusao em agar, e posterior leitura dos halos de inibicdo de

crescimento microbiano.

Os microrganismos Enferococcus faecalis € Candida albicans foram
subcultivados em placas de BHIA e incubados por 18-24 h a 37°C (em atmosfera
de 10% COy,).

Apdss o crescimento em meio s$0lido, colbnias isoladas foram suspensas
em tubos contendo 5 mL do meio de cultura liquido apropriado. Apos agitagéo
mecanica, a suspensio foi ajustada em espectrofotébmetro com absorbancia de
800 nm, até atingir a concentracao equivalente a 0.5 da escala de McFarland (1,5

x 10° bactérias/mL).

Tais indculos foram utilizados, pois promovem crescimento

semiconfluente de todos os microrganismos testados.

1.6  Preparo das camadas de agar e do indculo

Para avaliar a atividade antimicrobiana das substancias testadas frente
aos microrganismos Enferococcus faecalis e Candida albicans foram utilizadas
placas de 140 mm de diametro. Os testes foram realizados em friplicata € em

tempos diferentes.
Utilizou-se o método da camada dupla.

Inicialmente foram preparadas placas contendo 40 mL de Muller-Hinton
Agar (MHA) que serviram de base para a camada de inbculo, que foi preparada a

seguir.
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Quarenta mL de Brain Heart Infusion Agar (BHIA) foram preparados e
autoclavados em frascos de vidro com tampas rosqueaveis. Durante o processo
de resfriamento, quando o BHIA atingir 45°C, ainda em estado liquido, foram
adicionados 400 pL do indculo microbiano e foi promovida agitagao uniforme do
conjunto. O BHIA passou a ter, portanto, 1% de indculo microbiano, e foi entao

distribuido sobre a camada sdlida de Muller-Hinton Agar.

1.7  Colocagéo dos pogos sobre a superficie do agar

No interior da camara de fluxo laminar, apos a solidificagao dos meios
de cultura, as amostras foram colocadas sobre a superficie do agar utilizando-se

pingas estéreis.

1.8 Incubac¢éo

As placas foram incubadas a 37°C em condi¢des gasosas apropriadas.

1.9  Leitura dos Halos de Inibigao

A leitura parado halos de inibigdo de crescimento para os
microrganismos foi feita apés 48 horas de incubagdo a 10% de CO,. As medidas
das zonas de inibicdo de crescimento microbiano correspondem a distancia entre
a superficie externa do pogo contendo a substancia quimica auxiliar € o inicio da
regido de crescimento microbiano, os quais foram medidos com auxilio de
paquimetro digital (DIGIMESS Instrumentos de Precisdo Ltda., Sao Paulo, SP,
Brasil). A Figura 1 ilustra as etapas que compreendem a Tecnica da Camada
Dupla de Agar, considerando que o microrganismo empregado foi o E. faecalis. O

mesmo procedimento foi empregado para o fungo C. albicans.
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Figura 1. Preparo do inoculo: A) Placa de Petri contendo E. faecalis ATCC
29212. B) Contaminagdo do meio de cultura liguido. C) Meio de
cultura contendo o inéculo. D) Espectrofotémetro para leitura dos
graus de turvacdo. Técnica da Camada Dupla de Agar: E)
Primeira camada de Muller-Hinton Agar. F) Inoculag@o do meio de
cultura com E. faecalis. G) Segunda camada contendo BHI Agar e o
microrganismo. H) Placa de Petri demonstrando as duas camadas
de meio de cultura. Distribuicdo das amostras: |) Posicionamenio
do cilindro de metal sobre as duas camadas de meio de cultura. J)
Aplicacdo das amostras. L) Incuba¢ao do conjunto em estufa
microbioidgica a 37°C, por 48-72h.



1.10 pH DAS SOLUCOES

O pH das amostras de clorexidina liguida 2% e gel 2% armazenadas a
8°C, a 37°C apos diferentes periodos de tempo e também daquelas coletadas das
Clinicas de Graduagdo e Pos-graduacéo em Endodontia da FOP-UNICAMP foi
avaliado em pHmetro digital (Digimed DM 21, Sdo Paulo, SP, Brasil)..

1.11  Verificagdo das alterages cromaticas

A alteragao cromatica foi avaliada através da observagao e visualizacao
de mudanca na transparéncia das solu¢des ou dos géis de clorexidina 2%. Caso
houvesse alteracdes, as mesmas eram anotadas, considerando-se a cor

apresentada pelas mesmas.

2. ANALISE DA AGAO ANTIMICROBIANA, PH E ALTERAGCOES DE COR EM AMOSTRAS DE
CLOREXIDINA GEL 2% COLETADAS NAS CLINICAS DE GRADUACAO E
EsSPECIALIZACAC EM ENDODONTIA DA FOP-UNICAMP.

Através dos mesmos metodos de avaliagdo descritos anteriormente,
realizamos a analise da ac&o antimicrobiana frente ao E. faecalis, pH e alteragbes
de cor em 30 amostras de clorexidina gel 2% coletadas no Curso de Odontologia e
nos Cursos de Aperfeicoamento e Especializagdo em Endodontia da FOP-
UNICAMP. Foram anotadas ainda caracteristicas das amostras, tais como; data

de fabrica¢ao, data de validade e forma de armazenamento da mesma.
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3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do programa
SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) utilizando os testes
estatisticos ANOVA e Teste de Tukey, Teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis

ou Teste T, quando apropriado. A significancia foi estabelecida em nivel de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo do estudo foi avaliar a agao antimicrobiana da clorexidina 2%
nas formas de solugdo e gel ao longo de 90 dias, quando armazenadas em
condigdes de temperatura diferentes.

E. faecalis e a C. albicans foram os microrganismos de escoiha para o
presente estudo por possuir uma consideravel resisténcia a substancias quimicas
auxiliares comumente utilizadas em endodontia além de estar freqiientemente
associado a presenga de lesdes periapicais persistentes e insucesso no
tratamento endododntico (Hancock ef al., 2001; Love, 2001; Pinheiro et al., 2003).
§&o microrganismos de cultivo relativamente facil e de alta relevancia clinica. O
Enterococcus faecalis € uma espécie bacteriana capaz de se estabelecer e
sobreviver na auséncia de outras bactérias, em casos de dentes com necessidade
de retratamento, na presenca de lesdes periapicais (Pinheiro ef al, 2003). C.
albicans demonstra ser bastante resistente aos agentes antimicrobianos
empregados em endodontia, pois tem sido isolada em canais radiculares apés a
execugio do preparo quimico-mecanico e o emprego de medicagdes intracanal
(Lana et al., 2001; Ferrari et al, 2005). Encontram-se disponiveis na literatura
varios estudos avaliando a efetividade de substancias auxiliares frente ao E.
faecalis e C. albicans tornando, assim, possivel a comparacdo dos nossos

resultados a outros ja relatados.

O teste de difusédo em Agar permite uma padronizagao da densidade do
inoculo microbiano, garantindo o crescimento homogéneo dos microrganismos em
toda a superficie e interior do Agar (Tobias, 1988). O resultado & obtido através
do tamanho das zonas de inibicdo. Um dos fatores limitantes da técnica @ a
capacidade de dissociagdo das substancias e sua difusdo através do Agar. No
presente estudo, como foram utilizadas solugées de diferentes concentragdes da

mesma substancia, este fator ndo relevante.
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A clorexidina na forma de gel pode ser empregado como substancia
quimica auxiliar durante o preparo quimico-mecanico dos canais radiculares
(Ferraz ef al., 2001), pois apresenta amplo espectro antimicrobiano (Vianna ef al.,
2004), capacidade de lubrificagdo (Ferraz ef al, 2001) e principalmente
capacidade antimicrobiana residual (Tonamaru-Filho ef al., 2002).

Diversos relatos na literatura descrevem a influéncia de condi¢des de
armazenamento de solugbes de hipoclorito de sddio na liberacdo de ions cloro e
em suas propriedades antimicrobianas (Clarkson et af., 2001; Frais ef al., 2001).
Para as solugdes cloradas, o aquecimento imediatamente antes do uso favorece a

acao antimicrobiana (Dychdala, 1991).

Em relagdo a clorexidina, poucos estudos avalam o efeito
antimicrobiano apés aguecimento. Evanov ef al. (2004) demonstraram que a acéo
da clorexidina liquida 0,12% teve sua acdo melhorada em 37°C e 46°C. No
entanto, ndo se observam relatos a respeito da influéncia do calor ou
armazenamento em temperaturas baixas frente & agdo antimicrobiana da

clorexidina, nas formas liquida e gel, em periodos prolongados de tempo.

As condigbes de armazenamento em laboratério diferem das condigbes
de armazenamento clinico porque em laboratéric as substancias s&o
armazenadas em condicdes ideais, sem variagao de temperatura, 0 gque nao
ocorre em situagao clinica. Isso nos remeteu ac desenvolvimento de um estudo
clinico, no qual amostras coletadas de académicos foram analisadas. Via de regra,
essas amostras foram armazenadas em temperatura ambiente que é

extremamente variavel.
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1. ANALISE DAS AGAO ANTIMICROBIANA E PH DA SOLUGAO DE CLOREXIDINA 2% E DO
GEL DE CLOREXIDINA 2% ARMAZENADAS A 8°C ou 37°C EM DIFERENTES PERIDOS
DE TEMPO.

1.1 Halos de Inibicio da CHX 2% frente ao Enterococcus faecalis nos

periodos de tempo em diferentes condigbes de armazenamento

A clorexidina liquida 2% foi capaz de produzir halos de inibicao de
crescimento em todos os periodos de tempo, nas diferentes condigbes de
armazenamento (Tabela 3 e Grafico 1). Os valores de inibigéo iniciais produzidos
pela substancia sio similares aos reportados por Vianna et al. (2009), sendo
infericres aos demonstrados pela clorexidina gel 2%. Nesta forma de
apresentacdo, a sua acdo frente ao Enlferococcus faecalis € imediata,
necessitando de apenas 15 segundos para a inibicdo do crescimento bacteriano
(Vianna et al,, 2004). ConcentragBes mais baixas de clorexidina liquida, tais como
0,2%, necessitam de cerca de 2 horas para eliminar E. faecalis, sendo contra-
indicada para o preparo dos canais radiculares (Vianna et al., 2004).

0Os maiores halos de inibigao foram observados no periodo de 7 dias,
quande o medicamento foi armazenado tanto em temperatura de 8°C ou 37°C.
Observou-se uma redug@o na agéo antimicrobiana da substancia com o decorrer
do tempo, indicando que o calor € um fator que pode favorecer a degradagéo
principaimente apés 60 dias de armazenamento. Estes resultados séo

demonstrados na Tabela 3 e no Grafico 1.

23



Tabela 3. Halos de inibigao da CLOREXIDINA LIQUIDA 2% de acordo com o
tempo e a temperatura de armazenamento”.

TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO

8°C | 37°C
INICIAL 404 +101 D - | 404 101 C -
7DIAS 1349 221 A b|787 %101 A a
14DIAS 873 +149 B b |483 :128 BC a
30DIAS 614 £119 C a 595 =061 B a
60DIAS 426 058 D a|769 09 A b
90DIAS 379 208 D a ,| 547 141 BC b

* Valores seguidos de letras maiusculas diferentes demonstram diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 5% em uma mesma coluna. Valores
seguidos de letras minusculas diferentes demonstram diferencz estatisticamente
significativa ac nivel de 5% em uma mesma linha.
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Grafico 1. Variagdo da atividade antimicrobiana da clorexidina liquida 2% nas
diferentes temperaturas de armazenamento.
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No presente estudo, independente das condi¢cdes de temperatura e do
tempo de armazenamento, a clorexidina gel 2% foi efetiva para todas as amostras
testadas (Tabela 4 e Grafico 2). O acondicionamento em temperatura de 8°C
propiciou maior preservacéo do efeito antimicrobiano da substancia em todos os

periodos testados quando comparada a 37°C.

Tabela 4. Halos de inibicdo da CLOREXIDINA GEL 2% de acordo com o tempo e
a temperatura de armazenamento frente ao £, faecalis™®

TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO

INICIAL BC - BC -
7 DIAS A A B b
14 DIAS C A C a
30 DIAS B A B a
80 DIAS BC A D b
90 DIAS BC A A b

* Valores seguidos de letras mailsculas diferentes demonstram diferenga
estatisticamente significativa ac nivel de 5% em uma mesma coluna. Valores
seguidos de letras_minusculas diferentes demonstram diferenga estatisticamente
significativa ao nivel de 5% em uma mesma linha.
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Grafico 2. Variagdo da atividade antimicrobiana da clorexidina gel 2% nas
diferentes temperaturas de armazenamento frente ao E. faecalis



1.2 Halos de Inibigao da CHX 2% frente a Candida albicans nos periodos de

tempo em diferentes condi¢des de armazenamento

Tanto a clorexidina liquida quanto a clorexidina gel 2% foram capazes
de produzir halos de inibicdo de crescimento em todos os periodos de tempo,
frente ao fungo Candida albicans, nas diferentes condigdes de armazenamento
(Tabelas 5 e 6; Graficos 3 e 4). Nossos resultados iniciais demonstraram halos
de inibigdo superiores aos reportados por Vianna ef al. (2004) para a clorexidina

gel 2% frente ao Candida albicans.

Tabela 5. Halos de inibigdo da CLOREXIDINA LIQUIDA 2% de acordo com o
tempo e a temperatura de armazenamento, frente ao fungo Candida
albicans”.

TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO

8°C 37°C
INICIAL +096 AB - 096 A -
7 DIAS + 1,89 A A £163 A b
14 DIAS +128 AB A + 1,11 A a
30 DIAS + 0,45 B A +108 A a
60 DIAS £178 AB A +213 A a
90 DIAS +151 AB A +070 A a

o Valores seguidos de letras mailsculas diferentes demonstram diferenca
gstatisticamente significativa ao nivel de 5% em uma mesma coluna. Valores
seguidos de letras mintsculas diferentes demonstram diferenga estatisticamente
significativa ao nivel de 5% em uma mesma linha.
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Gréfico 3. Variagao da atividade antimicrobiana da CLOREXIDINA LIQUIDA 2%
nas diferentes temperaturas de armazenamento, frente a Candida
albicans.

Tabela 6. Halos de inibicao da CLOREXIDINA GEL 2% de acordo com o tempo e
a temperatura de armazenamento, frente ao fungo Candida albicans*.

TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO

8°C 37°C

INICIAL 633 +168 AB - |63 +168 C -
7 DIAS 9765 232 A a| 440 110 ABC a
14 DIAS 460 +197 B a| 867 =x272 ABC a
30 DIAS 418 +111 AB a | 430 +048 BC a

60 DIAS 622 +298 AB a | 3852 1247 A a

90 DIAS 48 +177 AB a | 578 +18 ABC a

" Valores seguidos de letras maiusculas diferentes demonstram diferenga
estatisticamente significativa ao nivel de 5% em uma mesma coluna. Valores
seguidos de letras mindsculas diferentes demonstram diferenga estatisticamente
significativa ao nivel de 5% em uma mesma linha.
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Grafico 4. Variagdo da atividade antimicrobiana da CLOREXIDINA GEL 2% nas
diferentes temperaturas de armazenamento, frente a Candida albicans.

De uma forma geral, observou-se uma redug&o na acao antimicrobiana da
substancia no decorrer do periodo de tempo. Para a CHX 2% gel e para a CHX
2% liquida, nao houve influéncia da temperatura nos halos de inibicdo quando
comparados 0s mesmo periodo de tempo, exceto para o periodo de 7 dias, CHX
2% liquida.

1.3 Alteracoes de pH das substancias dependendo do periodo de tempo e

condi¢cao de armazenamento.

A clorexidina gel 2% e liquida 2% apresentaram-se com pH inicial
proximo ao neutro, concordando com Souza-Filho et al. (2008). No entanto uma
tendéncia a basicidade foi constatada com a progressdac do periodo de

armazenamento (Tabela 7).



Tabela 7. Média do pH de clorexidina liquida 2% e clorexidina gel 2% em
diferentes periodos de tempo e condi¢ées de armazenamento.

Clorexidina Liquida 2% Clorexidina Gel 2%

Controle 8°C = Tk Controle 8°C arc

IMEDIATO 7,01
7 DIAS
14 DIAS
30 DIAS
60 DIAS

90 DIAS

A 8°C, menores alteragbes no pH foram observadas, tanto para a
clorexidina liquida quanto para a gel. Valores de pH 9 e 10 foram obtidos para
CHX Liguida e CHX Gel no periodo final do experimento, quando armazenadas a
37°C. Lopes & Siqueira (2004) relatam que as solugbes aquosas sao mais
estaveis em pH de 5 a 8, e acima disso ocorre precipitagao do sal de digluconato

de clorexidina.

Parsons et al. (1980) e Ringel et al. (1982) relatam que a atividade
antimicrobiana da clorexidina é excelente na faixa de pH entre 55 e 7, 0o que
abrange o pH das superficies corporais. Em nosso estudo, foi observado que a
alteracao no pH, com tendéncia a basicidade, promoveu a diminui¢ao da atividade
antimicrobiana das substancias. Mesmo apresentando atividade antimicrobiana
em todos os periodos de tempo, alteragdes de temperatura e periodos
prolongados de armazenamento permitem a degradagao/oxidagdo das
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substancias, tanto gel quanto liquida. O armazenamento em temperaturas baixas

parece retardar o processo de oxidagao.

1.4. Alteragdes de coloragao da CHX 2% liquida e gel dependendo do periodo

de tempo e condigdo de armazenamento

Ndo foi observada alteragdo na cor das substancias testadas,
independentemente do periodo de tempo (90 dias) ou da condigdo de

armazenamento.

2. ANALISE DA AGAO ANTIMICROBIANA, PH E ALTERAGOES DE COR EM AMOSTRAS DE
CLOREXIDINA GEL 2% COLETADAS NAS CLINICAS DE GRADUAGCADC E
EsPECIALIZAGAO EM ENDODONTIA DA FOP-UNICAMP.

Foram avaliadas 30 amostras de clorexidina gel 2% coletadas de
frascos, fornecidas por Cirurgides-Dentistas Clinicos Gerais {(n=19) e Especialistas
em Endodontia (n=11). Todos os profissionais entrevistados relataram que
armazenam a substancia quimica auxiliar em temperatura ambiente, embora o
fabricante indique seu acondicionamento em temperatura refrigerada.

O prazo médio de validade indicado pelos fabricantes € de 6 meses
ap6és a manipulagdo. Para facilitar a analise dos resultados, as amostras foram
divididas em grupos, considerando os meses decorridos de sua fabricagdo. Apds o
periodo de 6 meses, as amostras foram agrupadas em na categoria “fora do
periodo de validade”, independente do periodo. Das amostras obtidas, 25
encontravam-se dentro do prazo de validade estabelecido pelo fabricante, sendo

que 7 haviam sido produzidas até 1 més, 7 amostras ate 2 meses, 8 amostras ate
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3 meses e 3 amostras haviam sido produzidas até 4 meses. Apenas 5 amostras
haviam sido produzidas ha mais de 6 meses.

Considerando-se os halos de inibi¢cdo proporcionados pelas substancias
frente ao E. faecalis, observa-se um decréscimo numérico nos valores de
potencial antimicrobiano, com o passar do tempo. No entanto, ndo se observou
diferenga estatisticamente significativa entre os valores inicial, apés 1 més, 2
meses, 3 meses e 4 meses. Nao foram obtidas amostras para os periodos de 5 e
6 meses. Porém, amostras armazenadas por periodos superiores a 7 meses
indicam uma redugao estatisticamente significativa na acédo antimicrobiana da
clorexidina gel 2%, quando comparado aos demais periodos (ANOVA e Teste de
Tukey, p<0.01). O pH das substancias nao demonstrou alteragéo estatisticamente
significante quando comparados os periodos de avaliagdo (ANOVA e Teste de
Tukey, p=0.311). Estes resultados estao representados no Grafico 5.
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Grafico 5. Variagado da agao antimicrobiana e do pH de amostras de clorexidina
gel 2% armazenadas em temperatura ambiente.



21 Grupo das Amostras que foram testadas apés 1 més de sua

manipulagao.

Todas as 7 amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e
estavam dentro do periodo de validade. Da totalidade das amostras, 5 eram

provenientes de CD Clinicos-Gerais e 2 de Especialistas em Endodontia.

Tabela 8. Valores de média e mediana para os halos de inibicdo e pH das
amostras de Clorexidina gel 2% coletadas apds 1 més de sua

fabricacéo.

AMOSTRA  HALO DE INIBICAO pH
1 2,26 6,63

2 2,05 6,71

3 4,15 6,65

4 3,63 7,08

5 6,49 6,75

6 5,14 6,12

7 466 5,68
Média 4,05 6,66
dp 1,58 0,28
Mediana 4,15 6,68
Maxima 6,49 7,08

Minima 2.05 6,12
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2.2 Grupo das Amostras que foram testadas apés 2 meses de sua

manipula¢ao.

Todas as 7 amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e
estavam dentro do pericdo de validade. Da totalidade das amostras, 6 eram

provenientes de CD Clinicos-Gerais e 1 de Especialista em Endodontia.

Tabela 9. Valores de média e mediana para os halos de inibigdo e pH das
amostras de Clorexidina gel 2% coletadas apdés 2 meses de sua

fabricagao.
AMOSTRA  HALO DE INIBICAO pH
1 2,16 6,50
2 2,82 6,43
3 1,90 6,81
4 4,12 8,82
5 2,58 6,92
6 3,61 6,70

7 4,08 6,63

dp 0,90 0,83

Maxima 412 8,82

Minima 1,90 6,43
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23 Grupo das Amostras que foram testadas apés 3 meses de sua

manipulagio.

Todas as 8 amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e
estavam dentro do periodo de validade. Da totalidade das amostras, 6 eram

provenientes de CD Clinicos-Gerais e 2 de Especialistas em Endodontia.

Tabela 10. Valores de média e mediana para 0s halos de inibicdo e pH das
amostras de Clorexidina gel 2% coletadas ap6és 3 meses de sua

fabricagao.
AMOSTRA  HALO DE INIBICAO pH

1 3,85 7,77
2 1,98 6,63
3 1,72 6,73
4 1,14 6,74
5 1,60 6,32
6 4,19 6,62
7 2,39 6,58
8

2,33 6,78

dp 0,98 0,15

Maxima 4,19 6,78

Minima 1,14 6,32

35



2.4 Grupo das Amostras que foram testadas até 4 meses de sua

manipulacao.

Todas as 3 amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e
estavam deniro do periodo de validade. Da totalidade das amostras, 1 era

proveniente de CD Clinicos-Gerais e 2 de Especialistas em Endodontia.

Tabela 11, Valores de média e mediana para os hajos de inibicdo e pH das
amostras de Clorexidina gel 2% coletadas apdés 4 meses de sua

fabricagao.

AMOSTRA  HALO DE INIBICAO pH
1 3,47 6,57
2 2,03 6,65
3 2,70 6,65
Média 2,34 8,55
dp 0,99 0,16
Mediana 2,36 6,61
Maxima 3,47 6,65

Minima 1,14 6,32




2.5 Grupo das Amostras que foram testadas apés mais de 6 meses de sua

manipulagdo.

Este grupo representa as amostras que ndo estavam dentro do prazo
de validade. Foram coletadas 5 amostras, sendo que as 5 foram armazenadas em
temperatura ambiente. Uma amostra era proveniente de CD Clinico-Geral e 4 de
Especialistas em Endodontia.

Observa-se auséncia de halo de inibigao microbiana para as 4 amostras
com tempo de fabricagdo de 8 a 9 meses. Um halo discreto foi observado para a
amosfra coletada 7 meses apés sua fabricacéo. Os valores de pH séo proximos

da neutralidade, variando entre 6,37 ¢ 7,01.

Tabela 12. Valores de média e mediana para os halos de inibicdo e pH das
amostras de Clorexidina gel 2% coletadas apds 4 meses de sua

fabricagao.
AMOSTRA m‘é%gg oH JE?«”E%SEO
(meses)
1 0,97 7,01 7
2 0 6,74 8
3 0 6,37 9
4 0 6,61 9
5 0 6,76 10

dp 0,43 0,23 -

Maxima 0,97 7.01 -

Minima 0 6,37 -
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Os resultados obtidos no estudo com amostras coletadas dos
académicos de Odontologia e Cirurgies-Dentistas sugerem gque a substancia
apresentou acdo antimicrobiana satisfatoria durante os primeiros 4 meses de
armazenamento em temperatura ambiente. O pH das substancias coletadas néo
apresentou alteragdo estatisticamente significativa. No entanto, quando as
amostras apresentavam-se fora do prazo de utilizagdo indicado pelo fabricante, ou
seja, a partir do 6° més, houve uma diminuicdo importante na capacidade
antimicrobiana da substancia quando armazenadas em temperatura ambiente.
Dessa forma, torna-se importante verificar e obedecer aos prazos de utilizagéo
descritos pelo fabricante na embalagem do produto para que as propriedades da
substancia sejam atingidas.

No entanto, estudos adicionais serdo necessarios para determinar e
quantificar quais as substancias que se originam da degradagdo da clorexidina
apds seu periodo de validade, considerando ainda possiveis potenciais

citotdxicos.

2.6 Alteragio de Cor

Foram observadas alteragfes de coloracdo em todas as amostras
coletadas que foram armazenadas por periodos iguais ou superiores a 7 meses.

Nos grupos iniciais, de 1 a 4 meses nédo foram percebidas alteragbes de cor.

A formacéo de compostos com coloragdo acastanhada resuitantes da
rea¢do do digluconato de clorexidina com hipoclorito de sédio decorre da reagao
entre cloretos e o grupamento guanina da clorexidina produzindo uma smear layer
quimica, capaz de influenciar os niveis de microinfiltragao coronaria (Vivacqua-
Gomes et al., 2002).

Quando se avaliou a acao antimicrobiana das amostras com coloragao

acastanhada, néo foram observados halos de inibigdo para o E. faecalis. Torna-se
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necessario obter um numero maior de amostras para estabelecer uma correlacio
estatisticamente significante entre alteracao de cor e perda de acdo
antimicrobiana. Analises quimicas adicionais deverao ser realizadas para
determinar quais os possiveis compostos resultantes da degradacdo da

clorexidina. Nao foram observados relatos na literatura relacionados a estes

fatores.

A Figura 2 ilustra as alteragbes de cor observadas em amostras de
clorexidina gel 2% coletadas das clinicas de graduacdo e pés-graduacédo em
Endodontia da FOP-UNICAMP. Observa-se auséncia de alteracdo de cor e
transparéncia para amostras coletadas apés 1 més (A, B) e 3 meses (C), e uma

leve coloragdo résea em amostras de 7 (D) e 9 meses (E)

Figura 2. Amostras de clorexidina gel 2% coletadas das clinicas de graduacao e pods-
graduagdo em Endodontia da FOP-UNICAMP. demonstrando a presenca de
alteracdo na coloragdo. Auséncia de alteragédo de cor para amostras coletadas
apos 1 més (A, B) e 3 meses (C) e colorag@o rosea em amostras de 7 (D) e 8
meses (E).



CONCLUSOES

Com base nos resultados cobtidos, e considerando as limitagdes

experimentais do presente esfudo, podemos concluir que:

a)

b}

d)

Quando em condiges laboratoriais, as substancias quimicas auxiliares
clorexidina gel 2% e clorexidina liquida 2% apresentaram efeito
antimicrobiano nos periodos experimentais avaliados, independente da
forma de armazenamento.

O aumento da temperatura parece interferir de forma variavel no potencial
antimicrobiano das substancias, dependendo também do microrganismo
empregado durante o teste.

Em relacdo ao pH, observa-se uma tendéncia a basicidade e as alteragdes
ndo foram capazes de eliminar o efeito antimicrobiano das substancias,
tanto em condi¢Bes de armazenamento laboratoriais simuladas ou mesmo
na clinica.

Nédo foram observadas alteragbes de cor tanto da CHX 2% gel quanto da
CHX 2% liguida quando armazenadas por 80 dias, tanto a 8°C quanto a
37°C.

Em sifuagéo clinica, de armazenamento em temperatura ambiente, a
clorexidina gel 2% manteve ag&o antimicrobiana satisfatéria frente ao E.
faecalis até 4 meses de armazenamento. Amostras com mais de 7 meses
de fabricacéo nao foram efetivas para a eliminagao do E. faecalis.
Alteractes de coloracdo foram observadas em todas as amostras do grupo
com mais de 7 meses de armazenamento em condigdes clinicas, sugerindo
este como um possivel fator que indica a perda de acdo antimicrobiana da

substancia.
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