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Andlise do tempo de acdo de medicacfes intracais sobre Candida
albicans, Enterococcus Faecalis, Escherichia coli em canais
radiculares*

Time action of intracanal medications against Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli in root canals

RESUMO
A proposta deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de

medicacfes intracanais sobre Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli presentes no interior dos canais radiculares. Para isto,
foram utilizados 24 dentes humanos unirradiculados, contaminados por 28
dias e preparados utilizando solucdo salina fisiologica como solucdo
irrigadora. Apds, foram divididos em 2 grupos (de acordo com a
medicacdo intracanal utilizada: 1) clorexidina gel 2%; 2) solug¢édo salina
fisiol6égica apirogénica. Foram realizadas coletas do contetdo do canal
radicular imediatamente apds a instrumentacao, apos 7 dias da acédo da
medicacdo intracanal e 7 dias apds remocao da medicacdo. Para todas
as coletas foram realizados a avaliacdo da atividade antimicrobiana.
Todos os resultados foram submetidos a andlise estatistica de Mann-
Whitney e teste de Dunn com significancia de 5%. Verificou-se que houve
reducdo significante dos microrganismos apds o preparo biomecéanico do
canal e a clorexidina foi efetiva eliminando completamente C. albicans e
E. coli, e reduziu significativamente E. faecalis. Concluiu-se que a
clorexidina é efetiva por 7 dias no interior dos canais radiculares.
UNITERMOS

Clorexidina; medicacao intracanal; microrganismos.

ABSTRACT
The purpose of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial activity

of intracanal medications against Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli present in root canals. It was used 24 single root

human teeths, contaminated for 28 days and prepared with physiological

*Artigo elaborado de acordo com as normas do Periédico Brazilian Dental Science
(ISSN 2178- 6011).



saline solution as irrigation solution. The teeth were divided into 2 groups
according to the intracanal medication used: 1) 2% gel chlorhexidine, 2)
sterile and pyrogen free physiological saline solution. Samples were taken
of the root canalsimmediately afterinstrumentation, 7 days after
intracanal medication and 7 days after removal of intracanal medication.
For all samples the antimicrobial activity was performed by plating method.
All results were submitted to Mann-Whitney and Dunn's test with
significance of 5%. There was significant reduction of microorganisms
after instrumentation and the intracanal medication of 2% gel
chlorhexidine completely eliminated C. albicans and E. coli, and
significantly reduced E. faecalis. It was concluded that 2% gel
chlorhexidine as intracanal medication for 7 days was effective on
microorganisms.

UNITERMS

Chlorhexidine; intracanal medication; microrganisms.

INTRODUCAO

Para alcancar o sucesso no tratamento endodoéntico de
dentes com necrose pulpar é indispensavel a limpeza e desinfeccdo do
sistema de canais radiculares (SCR) combinados ao preparo
biomecanico, que visam eliminar 0Ss microrganismos presentes
causadores das lesGes periapicais [1,2]. Para tal, é de extrema
importancia a utilizacdo de solucbes irrigadoras com ampla acéo
antimicrobiana [3], além da capacidade de dissolver tecidos, ndo ser
toxico e ser capaz de inativar endotoxinas. [4-7].

Entretanto, principalmente pela complexidade anatémica
do SCR que dificulta o acesso dos instrumentos e substancias quimicas
auxiliares, a desinfeccdo nem sempre € alcancada. Por este motivo a
utilizacdo da medicacdo intracanal € muito importante, pois esta agira

combatendo 0s microrganismos persistentes apos o preparo biomecanico,
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além de atuar modulando a reacgéo inflamatoria que ocorre apos o preparo
do canal radicular e também ocupando fisicamente o espaco do canal
[8,2].

A clorexidina é uma substancia catibnica que age atraves
da adsorcdo nas membranas celulares dos microrganismos causando
escoamento dos componentes intercelulares, possui amplo espectro de
acao antimicrobiana, substantividade, biocompatibilidade e capacidade de
adsorcdo a dentina. [9-11]. Seu uso na endodontia é proposto tanto na
forma gel como liquida, como substancia quimica auxiliar e como
medicacdo intracanal, por sua atividade sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas [12,13]. Como agente de desinfeccdo dos tubulos
dentindrios, se mostrou o mais eficiente contra E. faecalis, em
comparagao com os demais comumente usados [14].

Estudos prévios realizados por nossa equipe [13,15-18]
avaliaram a acdo antimicrobiana e sobre endotoxinas de medicacdes
intracanais utilizadas durante 14 dias, tomando como referéncia o tempo
de acdo do hidréxido de calcio, mostrando resultados satisfatorios. No
entanto, é possivel que para se obter uma excelente acédo, a clorexidina
deva agir por apenas 7 dias. Assim, € importante saber qual o tempo ideal
gue a medicacao intracanal devera permanecer dentro do canal radicular.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana da clorexidina gel 2% como medicagdo intracanal por 7

dias.

MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP, protocolo numero 055/2011-PH/CEP (Anexo A).

Preparo dos espécimes
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Foram utilizados 24 dentes humanos unirradiculados
recém-extraidos na clinica de cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Sdo José dos Campos — UNESP. Apos a exodontia foram limpos e
imersos em solucéo fisiologica até o momento do uso. A selecdo dos
dentes foi feita baseada nas dimensodes e similaridade morfolégica da raiz.
As coroas foram seccionadas com disco de carburundum, padronizando o
comprimento dos espécimes em 16+£0,5 mm.

A instrumentacdo inicial dos canais radiculares foi
realizada em toda a sua extensdo, desde seu diametro anatdbmico até a
lima tipo Kerr n°® 30 (Dentsply Ind. Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil). Os
canais foram irrigados com 3 mL de solucdo salina fisiolégica a cada troca
de instrumento. ApOs 0 preparo biomecanico, 0s canais foram
preenchidos com EDTA (Inodon, Porto Alegre, RS, Brasil) por 3 minutos e
irrigados com 10 mL de solugdo salina fisiolégica. 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, Sao Paulo, SP, Brasil), exceto a regido da abertura cervical.

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em
placas de cultura celular de 24 pocos (TPP, Switzerland), com 12 dentes
em cada e fixados com resina acrilica quimicamente ativada (Dencor -
Artigos Odontologicos Classico, Sdo Paulo, SP, Brasil). As placas foram
tampadas e 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 (Csako et al., 1983).
Esta esterilizacdo foi realizada pela EMBRARAD (Empresa Brasileira de
Radiacgéao, Cotia, S&o Paulo).

Contaminacéao 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 &gar
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Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para C.
albicans e &gar 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 espectrofotdbmetro. Os canais
radiculares foram contaminados com 10 mL da suspenséao de E. coli e 10
mL de caldo BHI (infuso-cérebro-coracdo) (Himedia Laboratories,
Mumbai, india). Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de
algodao apirogénica embebida em caldo BHI e os espécimes foram

mantidos em estufa a 37°+1° C, em umidade relativa, por 7 dias, sendo
que a cada 2 dias, foi adicionado o caldo BHI no interior dos canais
radiculares até o completo preenchimento (Valera et al., 2009). Apo6s 7
dias, foram adicionados aos canais radiculares 5 mL da suspenséo de C.
albicans, 5 mL da suspenséo de E. faecalis e 10 mL de caldo BHI. Na
entrada dos canais foi colocada uma nova bolinha de algodéo apirogénica

embebida em caldo BHI, e os espécimes foram mantidos em estufa a

379+1° C, em umidade relativa, por 21 dias, sendo que a cada 2 dias, foi
adicionado o caldo BHI nos canais radiculares.

Apo6s o periodo de contaminacao (28 dias), foi realizada
coleta de todas as amostras dos espécimes para confirmacdo da
contaminacao dos canais radiculares, descrita mais adiante.

Grupos experimentais

Apés a confirmagdo da contaminacdo, todos o0s
espécimes foram instrumentados até a lima tipo Kerr n°® 50 utilizando-se 3
mL solucdo salina fisiologica estéril e apirogénica (Segmenta, Ribeirdo
Preto, S&o Paulo, Brasil) a cada troca de instrumento, sendo a irrigacéo e
aspiracao realizada com auxilio de agulhas e seringas apirogénicas de 3

ml. Imediatamente apds o preparo biomecéanico foi realizada a 12 coleta.
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Em seguida, os canais foram preenchidos com EDTA 17% durante 3
minutos e irrigados com 10 mL de solucdo salina fisiolégica estéril e
apirogénica. Apos, as raizes foram preenchidas com as respectivas
medicacdes intracanais:
e Clorexidina gel 2% (Byoférmula — Farmacia de
Manipulacéo, Sao José dos Campos — Brasil)
e Soro fisiologico estéril (Controle - sem MIC)

A medicacdo de clorexidina gel foi levada ao canal
radicular com o auxilio de seringas de 3 mL até o completo
preenchimento do canal. O grupo controle foi preenchido com soro
fisiologico estéril com auxilio de uma seringa de 1 mL (insulina) até
completo preenchimento do canal radicular.

Coletas do conteudo do canal radicular

Todas as coletas dos canais radiculares (coleta de
confirmacéo, 12 coleta: imediatamente ap0s a instrumentacédo, 22 coleta:
imediatamente ap6s 7 dias da acdo da medicacdo intracanal e 32 coleta:
apos sete dias da remocao da medicacdo) foram realizadas da mesma
forma: os canais foram preenchidos com solucao fisiologica 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 pl de solucgéo fisioldgica apirogénica.

Para todas as amostras coletadas, foram realizados
testes microbiolégicos para verificar presenca de microrganismos nos
canais radiculares.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

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

e Agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol para
Candida albicans;

e Agar Enterococcosel para Enterococcus faecalis;
14



e 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 e substancias utilizadas 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.
Analise dos Resultados

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo
teste Mann-Whitney e pelo teste de Dunn, com nivel de significancia de
5%.

RESULTADOS

Nas tabelas 1 e 2 estdo expressos os valores de UFC/ml
dos microrganismos avaliados nas diferentes coletas, para 0s grupos
Clorexidina gel 2% e Solucao salina fisiol6gica.

A andlise descritiva dos percentuais de reducéo referente
a diminuicdo de UFC/mL de C. albicans, E. faecalis e E. coli obtidos na 12
coleta em relacdo a coleta de confirmacdo podem ser observados na
Tabela 3, sendo que apdés o preparo biomecénico com solucdo salina
fisiolégica a quantidade de microrganismos foi reduzida em mais de 99%.

Percentuais de reducdo referente a diminuicdo de
UFC/mL obtidos nas 2% e 3% coletas (apdés uso da MIC e 7 dias apds a
remocdo da MIC) em relagdo a coleta de confirmagdo podem ser
observados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Valores de “p” obtidos
pela analise estatistica de Mann-Whitney indicam que houve diferenca na
reducdo de E. faecalis entre os grupos em ambas as coletas (2% e 3%) e C.
albicans na 3? coleta (ap6s 7 dias da remocéo da MIC).

Quando comparados os percentuais de reducao referente
a diminuicdo de UFC/mL obtidos nas 2% e 3% coletas em relacdo a 12

coleta (ap6és PBM), houve diferenca na reducdo de E. faecalis entre os
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grupos em ambas as coletas (2% e 3%), E. coli apés o uso da MIC (2°
coleta) e C. albicans apos 7 dias da remocao da MIC (32 coleta) (Tabelas
6e7).

Tabela 1 - Resultados obtidos: valores e médias de UFC/ml de
C.albicans, E. faecalis e E. coli no grupo irrigado com solucdo salina
fisiologica e MIC de CLX gel 2%

Dente Confirmacao 12 coleta 22 coleta 32 coleta

Candida albicans

1 150000 1 0 0
2 3100 43 0 0
3 11400 1 0 0
4 8000 0 0 0
5 1600 1 0 0
6 7100 1 0 0
7 1800 0 0 0
8 75000 0 0 0
9 25000 13 0 0
10 54000 0 2 1504
11 23600 0 0 0
12 37000 0 0 0
Média 33133 5 0.167 125
Enterococcus faecalis
1 4800000 120 1 0
2 4500000 96 0 0
3 52000 102 0 0
4 2300000 32 0 0
5 980000 81 0 0
6 740000 88 0 0
7 2700 2 0 0
8 1300000 40 0 0
9 6100000 90 0 0
10 600000 23 263 444
11 630000 4 0 0
12 2300000 76 0 0
Média 2025392 62.8 22.0 37.0
Escherichia coli
1 800 4 0 0
2 2500000 248 0 0
3 1935000 312 0 0
4 3600000 328 0 0
5 1800000 150 0 0
6 63000 40 0 0
7 100 4 0 0
8 39800 25 0 0
9 16000 102 0 0
10 23000 80 0 0
11 3800 0 0 0
12 45200 8 0 0
Média 835558 108.4 0 0
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Tabela 2 — Resultados obtidos: valores e médias de UFC/ml de C.
albicans, E. faecalis e E. coli no grupo controle (irrigacdo com solugéo
salina fisiolégica e sem MIC)

Dente Confirmacéo 12 coleta 22 coleta 32 coleta

Candida albicans

1 260000 0 17 580
2 20000 0 0 4
3 6100 0 0 776
4 800 1 0 688
5 20000 1 0 78
6 13700 0 0 176
7 1600 0 0 240
8 34000 0 0 0
9 900 0 0 42
10 6500 3 35 512
11 600 0 0 0
12 10800 0 0 0
Média 31250 0.417 4.33 258
Enterococcus faecalis
1 4900000 206 192 1070
2 79000 48 105 27
3 2900000 764 520 1164
4 2300000 268 500 560
5 520000 122 198 90
6 140000 27 948 176
7 74000 11 492 224
8 32400 55 22 8
9 420000 144 212 111
10 3000000 450 596 560
11 2500000 292 154 840
12 2800000 62 166 496
Média 1638783 204.1 342 444
Escherichia coli
1 150000 40 30 68
2 99200 0 722 0
3 30000 150 364 532
4 6200000 256 1716 314
5 1500000 82 378 0
6 32000 4 84 24
7 71200 11 30 0
8 93000 30 15 0
9 90000 44 108 0
10 2500000 371 1702 2172
11 1300000 322 476 400
12 420000 21 780 404
Média 1040450 110.9 534 326
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Tabela 3 - Percentuais de reducéo referente a diminuicdo de UFC/mL de
C. albicans, E. faecalis e E. coli obtidos na 1% coleta em relacédo a coleta
de confirmacéo

Confirmacéo X 1% Col

C. albicans E. faecalis E. coli

n Média DP* Mediana Média DP* Mediana Média DP* Mediana

24 99.93 0.28 100 99.97 0.05 99.99 99.73 0.82 99.99

*Desvio-padrao

Tabela 4 - Percentuais de reducéo referente a diminuicdo de UFC/mL de
C. albicans, E. faecalis e E. coli obtidos na 2% coleta em relacdo a coleta

(el

de confirmacao e valores de “p

. = a
S Confirmacéo X 2° Col

U C. albicans E. faecalis E. coli

P

O n Média DP* Mediana p Média DP* Mediana p Média DP* Mediana p
S

C | 12 100 0.00107 100 0.707 99.996 | 0.0127 100 0.0002** 100 0.00 100 1.00
S | 12 | 99.955 0.155 100 ' 99.858 0.250 99.970 99.771 | 0.369 99.945

*Desvio padrao; **diferenca estatistica significante (p<0,05)
C — Clorexidina gel 2%; S — Solucdo Salina Fisiologica estéril

Tabela 5 - Percentuais de reducéo referente a diminuicdo de UFC/mL de
C. albicans, E. faecalis e E. coli obtidos na 3% coleta em relagéo a coleta

(gl

de confirmagéao e valores de “p

- = a
(R3 Confirmacao X 3% Col

U C. albicans E. faecalis E. coli

P

O n Média DP* Mediana p Média DP* Mediana p Média DP* Mediana p
S

C | 12 | 99.768 | 0.804 100 0.0056% 99.994 | 0.0214 100 0.0004** 100 0.00 100 1.00
S | 12 | 8932 | 2431 99.16 ' 99.943 | 0.0827 99.974 99.824 | 0.504 99.982

*Desvio padréo; **diferencga estatistica significante (p<0,05)
C — Clorexidina gel 2%; S — Solu¢&o Salina Fisiolégica estéril

Tabela 6 - Percentuais de reducéo referente a diminuicdo de UFC/mL de
C. albicans, E. faecalis e E. coli obtidos na 2% coleta em relacdo a 1?2

coleta e valores de “p

a a
S 1% Col X 2° Col
U C. albicans E. faecalis E. coli
P
(@] n Média DP* Mediana p Média DpP* Mediana p Média DP* Mediana p
S
C | 12 100 0.00 100 100 4.6 330.1 100.0 0.0004** 100 0.00 100 0.0001**
S| 12 -289 674 100 ' -679 1516 55 -667 1133 -173

*Desvio padrao; **diferenca estatistica significante (p<0,05)
C — Clorexidina gel 2%; S — Solu¢éo Salina Fisiolégica estéril
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Tabela 7 - Percentuais de reducéo referente a diminuicdo de UFC/mL de
C. albicans, E. faecalis e E. coli obtidos na 3% coleta em relagcdo a 1°

[{el)

coleta e valores de “p

1% Col X 3% Col

C. albicans E. faecalis E. coli

n Média DP* Mediana p Média DP* Mediana p Média DP* Mediana p

12 100 0.00 100 -61 557 100 100 0.00 100

nolunooTvCcoon

0.0238** 0.0005** 0.182
12 -3112 32871 -16967 -317 570 -81 -253 567 -24

*Desvio padrdo; **diferenca estatistica significante (p<0,05)
C — Clorexidina gel 2%; S — Solugao Salina Fisioldgica estéril

DISCUSSAO

A analise microbioldgica realizada imediatamente apds o
PBM, mostrou que 0s microrganismos presentes nos canais infectados
foram praticamente eliminados, concordando com os estudos de Lee et
al. [2], mostrando que esta reducédo refere-se a acdo mecanica dos
instrumentos, pois mesmo com a utilizacdo de solucao salina fisiol6gica
como solucdo irrigadora, foram eliminados 99,97% de Enterococcus
faecalis, 99,93% de Candida albicans e 99,73% de Escherichia coli.
Portanto, o processo de limpeza e desinfec¢cdo dos canais radiculares,
simultaneamente ao preparo biomecanico sdo etapas essenciais para o
sucesso do tratamento endodontico [3].

Apés a utilizacdo de medicacdo intracanal (MIC) de
clorexidina gel 2% (CLX) verificou-se a eliminagdo de Escherichia coli e
Candida albicans e grande reducdo na quantidade de Enterococcus
faecalis (99,99%). A ndo eliminacédo de E. faecalis pode ser devido a ser
um microrganismo resistente, que possui habilidade de invadir tabulos
dentinarios em profundidade e seus receptores se aderem ao colageno
[19]. Assim, é de dificil eliminacdo apds preparo biomecéanico. Nossos
resultados estdo em concordancia com os trabalhos de Menezes et al.
[10], Vahdaty et al. [9], e Sena et al. [11], que mostram a efetividade da
clorexidina na eliminagdo de microrganismos devido a seu amplo espectro

de acdo antimicrobiana, substantividade e relativa auséncia de
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citotoxicidade. E importante ressaltar que ocorreu eliminacdo de E. coli e
C. albicans ap0s a utilizacdo de MIC de CLX por 7 dias, discordando dos
trabalhos de Gomes et al. [12], que preconiza a permanéncia da MIC de
CLX por 14 dias. Além disso, o efeito residual jA conhecido da CLX
[20,21] também foi efetivo, pois na analise microbiologica feita apoés 7
dias dos canais sem MIC ainda houve eliminacdo de Escherichia coli e
redugéo significativa de Enterococcus faecalis (99,99%) e Candida
albicans (99,76%).

Considerando a eficiéncia do tratamento endodontico,
tanto o preparo biomecénico quanto a MIC mostraram resultados
satisfatorios referente a diminuicdo de UFC/mL, evidenciando a
necessidade da MIC, apesar de haverem estudos que dizem que a MIC
teria pouco efeito na microbiota do SCR e assim ter limitada interferéncia
no sucesso do tratamento endodéntico. Estudos clinicos mostram
sucesso deste tratamento em casos onde ndo foram utilizadas MIC [22].
Entretanto, estudos microbiolégicos [23-25] mostram microrganismos
presentes e persistentes nos canais radiculares, e estudos histologicos
também apontam para persisténcia de processos inflamatérios a longo
prazo associado a presenca de microrganismos, mantendo o insucesso
endodéntico [26]. Sendo assim, a utilizacdo da MIC ainda deve ser a

Opc¢ao mais segura para o sucesso do tratamento endodontico.

CONCLUSAO
Pode-se concluir que:
e A clorexidina gel 2% utilizada como medicagao
intracanal por apenas 7 dias, apresenta efetiva
atividade antimicrobiana sobre Candida albicans,

Enterococcus Faecalis e Escherichia coli.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

CAMPLS D SAOQ JOSE DOS CAMPOS
FACULDADE B ODONTOLOGIA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp o

CERTIFICADO

Comité de Etica em Pesquisa
Com Seres Humanos

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 055/2011-PHICEP,
referente ao Projeto intitulado “Andlise do pH e da aclo de
medicagdes intracanais sobre Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli e sua endotoxina em canais radiculares”,
sob a responsabilidade de MARCIA CARNEIRO VALERA, tendo como
orientada MANUELLA DA SILVA OLIVEIRA, esta de acordo com 0S
Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa, com seres humanos, conforme, Resolugao n® 196/96 do
Conselho Nacional de Saide e foi aprovado por este Comité de Etica

em Pesquisa

Sao José dos Campos, 09 de agosto de 2011,

A b Lo
Profa. Adjunto JANETE DIAS ALMEIDA
Coordenadora
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