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Acdo Antimicrobiana da clorexidina gel e liquida e do hipoclorito de
sodio
Antimicrobial action of chlorhexidine gel and liquid and sodium

hypochlorite

RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana da
clorexidina gel e liquida 2%, e do hipoclorito de sddio 2% sobre Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli em canais radiculares. Para
isto, foram utilizados 40 dentes humanos unirradiculados, que foram
divididos em 4 grupos (n=10), de acordo a substancia quimica auxiliar
utilizada: 1) clorexidina liquida 2%, 2) clorexidina gel 2%, 3) hipoclorito de
sédio 2%, e 4) solucao salina fisiolégica (controle). Foram realizadas coletas
do contetdo do canal radicular imediatamente apés a instrumentacéo e apos
7 dias do preparo biomecénico. Para as coletas foi realizado a avaliagéo da
atividade antimicrobiana e os resultados foram submetidos a analise
estatistica de Kruskal-Wallis e teste de Dunn com significancia de
5%. Verificou-se que a clorexidina gel e liquida bem como o hipoclorito de
sodio foram efetivos contra 0os microrganismos testados.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate in vitro antimicrobial activity of
chlorhexidine gel and liquid 2%, and 2% sodium hypochlorite on Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli in root canals.  For this, we
used 40 human single-rooted teeth were divided into 4 groups (n = 10)
according to assist the chemical used: 1) 2% chlorhexidine liquid, 2) 2%
chlorhexidine gel, 3) sodium hypochlorite 2%, and 4) physiological saline
(control). Content were collected immediately after root canal instrumentation
and after 7 days of biomechanical. For the samples was conducted to
evaluate the antimicrobial activity and the results were subjected to statistical
analysis of Kruskal-Wallis and Dunn's test with a significance of 5%. It was
found that chlorhexidine gel and liquid as well as sodium hypochlorite were
effective against the microorganisms tested.

KEYWORDS

Chlorhexidine; Sodium hypochlorite; Microrganism
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1 INTRODUCAO

A limpeza dos canais radiculares ocorre por meio da acgéo
mecéanica dos instrumentos endodbnticos associada as propriedades
guimicas e fisicas das substancias quimicas auxiliares que, devido a ampla
acdo antimicrobiana, capacidade de dissolver tecidos e reducdo de
endotoxinas [1,3], promovem a diminuicdo de agentes irritantes como
bactérias e seus subprodutos, restos de tecido pulpar e dentina contaminada,
proporcionando um ambiente favoravel ao reparo dos tecidos periapicais
[4,5].

Inimeras substancias quimicas auxiliares vém sendo utilizadas
durante o preparo biomecénico dos canais radiculares, sendo que o
hipoclorito de sodio em diferentes concentragbes [6] € a mais utilizada e
aceita mundialmente pelos endodontistas devido as suas propriedades de
clarificacédo, dissolucdo de tecido organico, saponificacdo, desodorizacdo e
eficiente acdo antimicrobiana [6-8]. No entanto, pode ser irritante para 0s
tecidos periapicais, principalmente quando utilizado em altas concentracoes
[3,8,9].

Outra substancia quimica auxiliar utilizada durante o preparo
biomecénico é a clorexidina que possui acdo antimicrobiana de amplo
espectro uma vez que, sendo uma molécula com carga positiva, liga-se a
superficie bacteriana carregada negativamente por acdo eletrostética,
promovendo adsorcdo na superficie bacteriana [10,11]. Outra propriedade
importante da clorexidina é a substantividade, que refere-se a capacidade de
ligar-se a superficie do esmalte, da dentina e de glicoproteinas e deslocar-se

para 0 meio quando sua concentracédo diminui, de forma a manter seu efeito
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por tempo prolongado [11].

Para que a substancia quimica auxiliar consiga penetrar nos
tubulos dentinarios, é necessario que ele tenha uma boa capacidade de
molhamento. A molhabilidade de uma solucdo depende da sua tenséo
superficial [12], que pode inibir a propagacdo de um liquido sobre uma
superficie ou limitar a sua capacidade de penetrar em um tabulo dentinario. A
eficiéncia de uma substéncia quimica poderia, portanto, ser melhorada
através da reducdo da sua tensdo superficial [13,14]. Pela melhoria da
molhabilidade, um irrigante pode ter maior capacidade de dissolver matéria
organica e também melhor funcdo bactericida [13]. Com isso, 0 uso de
substancias quimicas auxiliares que possuem em sua férmula a adicdo de
substancias tensoativas pode apresentar uma melhora em sua funcéo [8].
Clarkson et al. (2012) [8] mostraram que tem sido dada pouca atencao a esta
interagdo até o momento, provavelmente devido a dificuldade em identificar
um agente tensoativo apropriado.

Assim, este trabalho avaliard a atividade antimicrobiana e sobre
endotoxinas da clorexidina gel e liquida 2%, hipoclorito de sddio 2% com o
objetivo de diminuir a tensdo superficial e assim aumentar a acéo

antimicrobiana e sobre endotoxinas.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de
diferentes substancias quimicas auxiliares utilizadas durante o tratamento

endodontico.

13



Ferraz R, Rocha Vv Acéo antimicrobiana e sobre endotoxinas da
clorexidina gel e liquida e do hipoclorito de
sodio

3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP.

Preparo dos espécimes

Foram utilizados 40 dentes humanos unirradiculados recém-
extraidos de consultérios particulares que, apos a exodontia foram limpos e
imersos em solucdo fisioldgica até 0 momento do uso. A selecao dos dentes
foi feita baseada nas dimensdes e similaridade morfologica da raiz. As
coroas foram seccionadas com disco de carburundum, padronizando o
comprimento dos espécimes em 16+0,5 mm.

A instrumentacédo inicial dos canais radiculares foi realizada em
toda a sua extenséo, desde seu diametro anatdémico até a lima tipo Kerr n°
30 (Dentsply Ind. Com. Ltda, Petropolis, RJ, Brasil). Os canais foram
irrigados com 3 mL de solucéo salina fisiologica a cada troca de instrumento.
Apds o preparo inicial, os canais foram preenchidos com EDTA (Inodon,
Porto Alegre, RS, Brasil) por 3 minutos e irrigados com 10 mL de solucéo
salina fisiologica. Em seguida, foi feito vedamento da regido apical dos
dentes com resina composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Saint Paul, USA) e
as raizes impermeabilizadas externamente com uma camada de adesivo
epoxi (Brascola, Sdo Paulo, SP, Brasil), exceto a regidao da abertura cervical.

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em placas de
cultura celular de 24 pocgos (TPP, Switzerland), com 10 dentes em cada e
fixados com resina acrilica quimicamente ativada (Dencor - Artigos

Odontoldgicos Classico, Sado Paulo, SP, Brasil). As placas foram tampadas e
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embaladas. Estas placas e todos os materiais utilizados foram esterilizados
por radiacdo gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 horas) para neutralizar

endotoxinas pré-existentes.

Contaminacédo dos espécimes

Os microrganismos utilizados foram Candida albicans (ATCC
18804), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Escherichia coli (ATCC
25922) que foram semeados em placas de Petri contendo agar Sabouraud
Dextrose (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para C. albicans e agar
infuso-cérebro-coracdo (BHI) (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E.
faecalis e E. coli. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 37°+1°C por 24 horas (C. albicans e E. coli) e 48 horas (E.
faecalis). A partir do crescimento nas placas, foram preparadas suspensdes
em solucdo salina fisiolégica estéril e apirogénica contendo 10° céls/mL com
leitura em espectrofotdmetro. Em ambiente estéril (camara de fluxo laminar),
todos os canais radiculares foram contaminados primeiramente com 10 ul da
suspensao de E. coli e 10 yl de caldo BHI (Himedia Laboratories, Mumbai,
india). Apds 7 dias, os canais radiculares foram contaminados com 5 pl da
suspensao de E. faecalis, 5 yl da suspensédo de C. albicans e 10 yl de caldo
BHI. Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodao apirogénica
embebida em caldo BHI. Os espécimes foram mantidos em estufa a
37°+1°C, em umidade relativa, por 28 dias, sendo que a cada 3 dias, foi
adicionado meio de cultura (caldo BHI) no interior dos canais radiculares.
Apoés o periodo de contaminacao (28 dias), foi realizada coleta de todas as
amostras dos espécimes para confirmacdo da contaminacdo dos canais

radiculares.
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Grupos experimentais

Apobs a confirmacédo da contaminacao, os canais radiculares foram
instrumentados com o kit de limas rotatérias Mtwo (702) e 0os espécimes
foram divididos de acordo com a substancia quimica auxiliar utilizadas
durante o preparo biomecanico (n=10) (quadro 1). Imediatamente apds o
preparo biomecanico foi realizada a 12 coleta. Em seguida, os canais foram
preenchidos com EDTA 17% durante 3 minutos e irrigados com 10 mL de
solucédo salina fisiologica estéril e apirogénica. Os dentes foram preenchidos
com solucdo salina fisiolégica e apirogénica e mantidos por 7 dias em estufa

a 379+1° C. Apés esse periodo foi realizada a 22 coleta.
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Quadro 1: Divisédo dos grupos experimentais de acordo com as

substancias quimicas auxiliares utilizadas durante o preparo biomecanico.

CLX lig 2% 10 Clorexidina liquida 2%
CLX gel 2% 10 Clorexidina gel 2%
NaOCl 2% 10 Hipoclorito de Sadio 2%

Solugédo Salina
SS (Controle) 10 Fisioléai
isioldgica

Coletas do contetildo do canal radicular

Todas as coletas dos canais radiculares (coleta de confirmacéo, 12
coleta: imediatamente apds a instrumentacao, 22 coleta: imediatamente apos
7 dias da instrumentacdo) foram realizadas da mesma forma: os canais
foram preenchidos com solucao fisiolégica apirogénica e foram coletados
100 pl do conteudo do canal radicular com auxilio de seringas tipo insulina de
1 mL, os quais foram transferidos para tubos tipo eppendorf contendo 900 ul
de solucdo fisiologica apirogénica. Para todas as amostras coletadas, foram
realizados testes microbiologicos e quantificacdo de endotoxinas para

verificar presenca de microrganismos e endotoxinas nos canais radiculares.
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Aliquotas de 100 pl de todas as amostras foram semeadas, em
duplicata, em trés diferentes meios de cultura, seletivo para cada
microrganismo:

Agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol para Candida
albicans;

Agar Enterococcosel para Enterococcus faecalis;

Agar McConkey para Escherichia coli.

As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 48 horas, para
determinacdo de UFC/mL. Em todas as coletas, a atividade antimicrobiana
dos tratamentos foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL) de C. albicans, E. faecalis e E. coli

remanescentes no canal radicular.

Anéalise dos Resultados

Os resultados foram submetidos a analise estatistica de Kruskal-

Wallis, com nivel de significancia de 5%, e pelo teste de Dunn.
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4 RESULTADOS

Pbde-se verificar crescimento microbiano em todos 0s espécimes
na coleta de confirmacao. A tabela 1 mostra os valores de média e desvio-
padrdo de CFU/mL obtidos na coleta de confirmacao.

Tabela 1 - valores de média e desvio-padrdo de CFU/mL obtidos

na coleta de confirmacgéo, segundo a solucao irrigadora e 0 microrganismo

Grupos Coleta de confirmacgéo
C. albicans E. faecalis E. coli

n Média Desvio- Média Desvio- Média Desvio-
padréo padréo padréo
CLX Gel 10 9150 7020 5632400 2867276 5316000 2641511
CLX Lig 10 10110 13511 3794800 3055839 3676000 2548722
NaOCl 10 4144 6588 3677280 4179557 2198960 2116878
SS 10 3867 4803 1941720 2333103 932800 230542

A estatistica realizada neste estudo foi baseada nos percentuais
de reducdo de UFC/mL obtidos nas 12 e 22 coletas (ap0s preparo com
diferentes substancias quimicas auxiliares e 7 dias ap0s 0 preparo)
comparadas a coleta de confirmacédo. Os dados foram analisados pelo teste
estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (nivel de significancia 5%) e

encontram-se nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Percentuais de reducdo (mediana em porcentagem
referente a diminuicdo de UFC/mL de C. albicans, E. faecalis, E. coli) obtidos

na 12 coleta em relagéo a coleta de confirmacao e grupos homogéneos.

Grupos Coleta de confirmagéo x 22 coleta
C. albicans E. faecalis E. coli
n Median Grupos Median Grupos Median Grupos
a homogéneo a homogéneo a homogéneo
s* s* s*
CLX Gel 10 100 A 100 A 100 A
CLX Lig 10 100 A 100 A 100 A
NaOCl 10 100 A 100 A 100 A
SS 10 91.0 B 87.02 B 96.542 B

*letras diferentes significam diferenca estatisticamente significantes (p<0,05)

Tabela 3 - Percentuais de reducdo (mediana em porcentagem
referente & diminuicdo de UFC/mL de C. albicans, E. faecalis, E. coli) obtidos

na 22 coleta em relacdo a coleta de confirmacgéo e grupos homogéneos.

Grupos Coleta de confirmacgéo x 32 coleta
C. albicans E. faecalis E. coli
n Median Grupos Median Grupos Median Grupos
a homogéneo a homogéneo a homogéneo
s* s* s*
CLX Gel 10 100 A 100 A 100 A
CLX Lig 10 100 A 100 A 100 A
NaOCl 10 100 A 100 A 100 A
SS 10 90 B 95.3 B 98.02 B

*|letras diferentes significam diferenca estatisticamente significantes (p<0,05)
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que as
solucbes testadas apresentaram efetividade contra 0s microrganismos
testados, em todas as coletas apos 0s preparo.
A irrigacdo dos canais radiculares com 2,5% de hipoclorito de sédio ou
clorexidina gel 2% durante o processo de instrumentacdo, resultou em
colecdes microbiolégicas negativo imediatamente pdés-instrumentacdo e
também para o periodo de sete dias de pos-instrumentacéo. Isto mostra que
as substancias sdo capazes de eliminar E. Faecalis, C. Albicans e E. coli.
(Valera, et al. 2009, 2010) também avaliou NaOCIl 1% e 2% de clorexidina e
verificaram esta efetividade.

O hipoclorito de sodio (NaOCI) € uma das solucdes irrigadoras
mais utilizadas, devido a sua ag¢édo antimicrobiana e excelente capacidade de
dissolucéo de tecido organico, quando utilizado em concentra¢des acima de
0,5%. Entretanto, embora as solu¢cdes de hipoclorito de soédio apresentem
atividade antimicrobiana e grande capacidade de penetracdo na dentina, seu
efeito apés 7 dias ainda é duvidoso [17]. Entretanto, no presente estudo
verificou-se que o NaOCI apresentou agdo antimicrobiana imediata e pos 7

dias.

Verificou-se também que a clorexidina gel e a clorexidina liquida
2% apresentaram agdo antimicrobiana satisfatéria contra os microrganismos,
resultando em crescimento microbiologico préximos de zero ou minimo. A
Clorexidina possui efeito residual e mesmo apds sete dias do preparo

biomecanico este efeito persistiu indicando coletas negativas do contetudo do
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canal radicular. Estudos anteriores utilizando Clorexidina gel 2% como
substancia quimica para auxiliar ao preparo biomecéanico mostraram a sua

eficacia contra os microrganismos presentes no canal radicular [9,16].

A Clorexidina age por interacdo eletrostatica, isto é, ela é
carregada positivamente e a parede bacteriana carregada negativamente.
Esta interacdo aumenta a permeabilidade da parede celular, permitindo a
coagulacao do citoplasma bacteriano o que resulta na morte da celular [6].

Assim, no presente estudo o NaOCI e a Clorexidina gel e liquida,
mostraram acao antimicrobiana satisfatéria contra 0s microrganismos
testados.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que todas as solucdes testadas apresentaram efeito
antimicrobianos reduzindo significantemente os microrganismos do interior

dos canais radiculares.
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