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Avaliagdo in vitro da acdo de substancias quimicas auxiliares,
clorexidina e medica¢gbes intracanais sobre Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e sua endotoxina em canais
radiculares*

In vitro evaluation of auxiliary chemical substances, chlorhexidine
and intracanal medications against Candida albicans, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli and its endotoxins in root canals

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana da
clorexidina gel 2%, como substancia quimica auxiliar ao preparo
biomecanico e medicacgéo intracanal sobre C. albicans, E. faecalis, E. coli
e endotoxinas em canais radiculares. Foram utilizados 48 dentes
humanos unirradiculados, divididos em 4 grupos de acordo a medicacao
intracanal (MIC): 1) Ca(OH), + solucdo salina fisiol6gica apirogénica; 2)
clorexidina gel 2% (CLX); 3) Ca(OH), + CLX; e 4) solucdo salina
fisioloégica apirogénica. Foram realizadas coletas do contetdo do canal
radicular para confirmar a presenca dos microrganismos (confirmacao),
imediatamente apos a instrumentacao (12 coleta), ap6s 7 dias do PBM (22
coleta), apos 14 dias da acdo da MIC (32 coleta) e 7 dias apds remocao
da MIC (42 coleta). Para todas as coletas foram realizados os testes: a)
avaliagdo da atividade antimicrobiana; b) analise do contetdo de
endotoxinas. Os resultados foram submetidos a analise estatistica de
Kruskall- Wallis e Dunn com significancia de 5%. Verificou-se que a CLX
como substancia quimica auxiliar reduziu  significativamente

microrganismos quando comparados a coleta de confirmacéo. Quanto a

* Artigo elaborado de acordo com as normas do Periddico Brazilian Dental Science (ISSN 2178-
60
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11). neutralizagéo de endotoxinas, verificou-se que na 12 e 22 coletas
houve reducéo percentual média de 92,03 e 98,10% respectivamente,
guando comparadas a coleta de confirmacao. Nas 32 e 42 coletas o grupo
Ca(OH), + CLX apresentou os melhores resultados. Concluiu-se que o
PBM bem como as MIC sdo capazes de eliminar os microrganismos,
entretanto, ndo sao capazes de eliminar completamente endotoxinas do
canal radicular.

UNITERMOS

Medicacé@o intracanal; clorexidina; hidréxido de calcio; endotoxinas;

microrganismos.

ABSTRACT
The purpose of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
chlorhexidine gel 2% as auxiliary chemical substance on the
biomechanical preparation (BMP) and medication intracanal (ICM) on C.
albicans, E. faecalis, E. coli and their endotoxin in root canals. We used 48
single-rooted human teeth divided into four groups according to dressing
ICM: 1) Ca(OH), + pyrogen-free saline solution; 2) 2% chlorhexidine gel
(CLX); 3) Ca(OH), + CLX, and; 4) pyrogen-free saline solution (control
group). Were collected the contents of root canals to confirm the presence
of microorganisms (confirmation), immediately after instrumentation (1st
collection), after 7 days of the BMP (2nd collection), after 14 days of the
action of ICM (3rd Collection) and 7 days after removal of the ICM (4 th
collection). Were performed: the evaluation of antimicrobial activity and the
content analysis of endotoxins for all sampling tests. The results were
statistically analyzed using Kruskall-Wallis and Dunn tests with a
significance of 5%. It was found that the CLX as auxiliary chemical
substance has significantly reduced microorganisms confirmation
collection when compared. In relation to the neutralization of endotoxin, it
was found that the 1st and 2nd collections presented a decrease of
7
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92.03% and 98.10% in mean percentage respectively, when compared to
the confirmation collection. In the 3rd and 4th samplings, the Ca (OH), +
CLX group showed the best results. It was concluded that the BMP and
the ICM were able to eliminate the tested microrganisms, however, they
were not able to completely eliminate endotoxins root canal.

UNITERMS

Intracanal medications; chlorhexidine; calcium hydroxide; endotoxins;

microorganisms.

INTRODUCAO
As infeccbes endodobnticas sdo consideradas polimicrobianas,
sendo que centenas de espécies bacterianas ja foram isoladas de canais
radiculares infectados. Fungos e bactérias facultativas anaerébias estao
presentes em canais radiculares. Maekawa et al. [1] identificaram que
15,3% dos canais radiculares com necrose pulpar continham leveduras do
género de Candida albicans. Outro microrganismo freqientemente
isolado nos casos de infeccdo pulpar e infeccdes persistentes pos-
tratamento endoddntico é Enterococcus faecalis, pois penetra em
profundidade nos tubulos dentinarios, sendo de dificil eliminacdo apés
preparo biomecanico [2]. Dentre 0s microrganismos presentes, as
bactérias Gram-negativas apresentam grande significAncia no
aparecimento e manutencdo de lesdes periapicais, uma vez que estas
bactérias liberam endotoxinas com potente agdo citotoxica durante sua
duplicacdo ou morte celular, levando a uma reacdo inflamatoria,
imunoldgica e reabsorcao 6ssea periapical. Portanto, faz-se necessario o
estudo de substancias quimicas utilizadas durante a terapia endodéntica
gue possam eliminar estes microrganismos e neutralizar estas
substéancias flogisticas. Apesar de Escherichia coli ndo ser uma bactéria
comumente encontrada em canais radiculares, sua endotoxina apresenta
a estrutura que representa o centro ativo responsavel pela toxicidade do
8
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LPS. Assim, esta bactéria tem sido utilizada para avaliar substancias
capazes de neutralizar endotoxinas [3]. Nos dias atuais, o tratamento
endodéntico de dentes portadores de necrose pulpar e reacédo periapical
cronica, ndo deve ter como objetivo apenas a eliminacdo dos
microrganismos, mas também a inativacdo de suas endotoxinas e demais
produtos toxicos. Sabe-se que é objetivo do preparo biomecéanico a
limpeza e desinfeccéo do sistema de canais radiculares, acompanhado da
preservacao da sanificacdo obtida pela utilizacdo de substancias quimicas
auxiliares, medicacdo intracanal e cimentos obturadores. Durante o
preparo biomecanico (PBM), varias substancias quimicas tém sido
utilizadas como solucdes irrigadoras. Atualmente, a clorexidina 2% (CLX)
tem sido utilizada devido aos seus efeitos antimicrobianos, acao residual
e biocompatibilidade [4]. Estudos demonstram que o PBM néo € capaz de
eliminar todos os microrganismos e endotoxinas que podem permanecer
no sistema de canais, tubulos dentinarios sendo necessaria a utilizacao
de substancias quimicas associadas a medica¢des intracanais [5]. A
importéncia da eliminagédo de microrganismos e seus produtos do interior
do sistema de canais radiculares em relacdo ao sucesso do tratamento
endodontico justificam a busca constante de medicamentos capazes de
eliminar estes microrganismos. O digluconato de clorexidina tem sido
proposto como substancia quimica auxiliar ao preparo biomecéanico dos
canais radiculares em funcéo de seus efeitos antimicrobianos, capacidade
de adsorcdo [6,7,8,9,10], baixa toxicidade mesmo em maiores
concentracdes e propriedades de substantividade ou efeito residual [11] o
que mostra sua eficacia no tratamento endoddntico, entretanto, nao sendo
capaz de neutralizar endotoxinas [5]. O hidréxido de calcio tem sido
amplamente utilizado como medicagdo intracanal devido as suas
propriedades antimicrobianas [7], capacidade de induzir a mineralizacao
[10], e principalmente tem demonstrado efetiva agédo sobre LPS [12,13],
pois promove hidrélise da porcéo lipidica da endotoxina, neutralizando
seus efeitos biolégicos. A associacdo hidroxido de célcio e clorexidina a

9
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2% vém sendo utilizada como medicacdo intracanal com promissoras
perspectivas. Estudos mostram que esta associagdo apresenta
satisfatoria atividade antimicrobiana e reparadora, além da efetividade
sobre endotoxinas presentes no canal radicular [11,14]. Sendo assim, a
proposta deste trabalho foi avaliar in vitro a acdo da clorexidina gel 2%
como substancia quimica auxiliar durante o preparo biomecéanico, e como
medicacdo intracanal associada ou ndo ao hidroxido de calcio sobre
Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e sua

endotoxina em canais radiculares.

MATERIAL E METODOS

Quadro 1 - Divisdo dos grupos experimentais que foram realizados

Grupos N Substancia quimica auxiliar Medicagdao intracanal
1 12 Ca(OH), + soro
2 12 Clorexidina gel 2%

- 0
Clorexidina gel 2% Ca(OH), + CLX gel 2%

Solucéo fisiolégica

apirogénica

Selecao dos dentes e preparo dos espécimes

Foram utilizados 48 dentes humanos unirradiculados recém-
extraidos de consultérios particulares que, apés a exodontia foram limpos
e imersos em solucgdo fisiolégica até 0 momento do uso. A sele¢do dos
dentes foi feita baseada nas dimensfes e similaridade morfolégica da
raiz. As coroas foram seccionadas com disco de carburundum,
padronizando o comprimento dos espécimes em 16+0,5mm. A

10
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instrumentacao inicial dos canais radiculares foi realizada em todas as
raizes por toda a sua extensao, desde seu diametro anatémico até a lima
tipo Kerr n° 30. Os canais foram irrigados com 3 ml de solucdo salina a
cada troca de instrumento. ApOs 0 preparo biomecanico, os canais foram
preenchidos com EDTA 17% durante 3 minutos e irrigados com 10 ml de
solucédo salina fisiolégica. Em seguida, a regido apical externa das raizes
recebeu o condicionamento com acido fosférico 37%, lavagem, aplicacdo
do adesivo e vedamento da regido apical com resina composta
fotopolimerizavel Z-100. Os dentes foram impermeabilizados
externamente com duas camadas de adesivo epOxi, exceto a regido da
abertura cervical. Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em
placas de cultura celular de 24 pocos, com 12 dentes em cada e fixados

com resina acrilica quimicamente ativada (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo dos 12 espécimes na placa de cultura de células

As placas foram tampadas e embaladas. Estas placas e todos os
materiais utilizados foram esterilizados por radiagdo gama com cobalto 60
(20 KGy por 6 horas) para neutralizar endotoxinas pré-existentes. Esta
esterilizacdo foi realizada pela EMBRARAD (Empresa Brasileira de

Radiacéo, Cotia, Sdo Paulo, Brasil).

11
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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 para Candida albicans e agar infuso-cérebro-
coracao (BHI) para E. faecalis e E. coli.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa microbiolégica
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 suspensfes em
solucdo salina fisiolégica estéril e apirogénica contendo 10° céls/ml,

confirmado por leitura em espectrofotémetro (Figura 2).

Figura 2 — Espectrofotbmetro

Em ambiente estéril (camara de fluxo laminar), todos os canais
radiculares foram contaminados com 5 pul de suspenséo de E. coli e 15ul
de caldo BHI (Figura 3). Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha
de algoddo apirogénica embebida em caldo BHI. Os espécimes foram
mantidos em estufa a 37+1°C, em umidade relativa, por 7 dias, sendo que
a cada 2 dias, foi adicionado meio de cultura (caldo BHI) no interior dos
canais radiculares. Apos 7 dias, foram adicionados aos canais radiculares
5 ul de suspensao de C. albicans, 5 ul de suspensao de E. faecalis e 10 pl
de caldo BHI. Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodéao
apirogénico embebido em caldo BHI. Os espécimes forma mantidos em

12
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estufa a 37+1°C, em umidade relativa por mais 21 dias sendo que a cada
2 dias foi acrescentado meio de cultura BHI no interior dos canais

radiculares [15].

-

Figura 3 - Contaminacdo dos espécimes utilizando ponteiras apirogénicas e
micropipetas.

Apbs o periodo de contaminacédo (28 dias), foi realizada coleta de
todas as amostras dos espécimes para confirmacéo da contaminacao dos
canais radiculares.

Coleta de confirmacéao

Os canais foram preenchidos com solu¢éo salina fisiol6gica estéril
e apirogénica e coletados 100 ul do contetdo do canal radicular com
seringas apirogénicas de 1 ml (Figura 4). Esse conteudo foi colocado em
ependorffs (Ep) contendo 900ul de solucdo fisioloégica estéril e
apirogénica. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas e
semeadura em duplicata em agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol
para Candida albicans, 4gar Enterococcosel para Enterococcus faecalis e
agar McConkey para Escherichia coli.

13
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Figura 4 - Coleta do conteudo radicular. a) preenchimento do canal com solu¢do salina
fisioldgica estéril e apirogénica; b) coleta do conteudo.

Preparo biomecanico

ApoOs a confirmagdo da contaminacdo os canais de todos os
espécimes foram instrumentados pela técnica seriada desde a lima do
tipo Kerr n°® 35 até a lima tipo Kerr n° 50. Durante a instrumentacéo os
canais foram preenchidos em sua totalidade com a clorexidina e lavados
a cada troca de instrumento com 3 ml de solucdo salina fisiologica
apirogénica, sendo a irrigacdo e aspiracdo realizada com auxilio de
agulhas e seringas apirogénicas de 3 ml e bomba a vacuo (Figura 5).

- /—ﬂi:}:{

Figura 5 - Instrumentagdo dos canais seguido de irrigacdo e aspiracdo com auxilio de
seringas apirogénicas e bomba & vacuo.

12 coleta (logo ap6s o PBM)
Imediatamente ap6s o PBM, foram coletados 100 ul do contetdo
do canal radicular com seringas apirogénicas de 1 ml, de forma

semelhante a coleta de confirmacdo. Esse conteudo foi depositado em
14
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ependorffs (Ep) contendo 900ul de solucdo salina fisiologica estéril e
apirogénica para posterior semeadura. Os canais foram preenchidos com
solucéo salina fisiologica estéril e apirogénica e vedados com bolinha de
algodao apirogénica. As placas contendo os espécimes foram fechadas,
seladas com fita adesiva e mantidas em estufa a temperatura de 37+1°C
e umidade relativa 100% durante 7 dias.

22 coleta (7 dias ap6s o PBM)

Sete dias apdés o PBM, foi realizada a 22 coleta, de forma
semelhante as coletas anteriores: foram coletados 100 uL do contetudo do
canal radicular com seringas apirogénicas de 1 ml. Esse conteudo foi
depositado em ependorffs (Ep) contendo 900ul de solugcéo salina
fisiolégica estéril e apirogénica cada. Em seguida, foram realizadas
diluicdes seriadas para posterior semeadura e analise da endotoxina.
Medicacao intracanal por 14 dias, 3° e 4° coletas

Previamente a colocacdo das medicac¢des intracanais, foi utilizado
EDTA durante 3 minutos seguido da irrigagdo dos canais radiculares com
10 ml de solucao salina fisiolégica apirogénica.

A associacdo do hidréxido de calcio (Ca(OH);) com a solucéo
salina foi manipulada em proporc¢des iguais em volume correspondendo a
0,1g de(Ca(OH);) para 100 uL de solugdo salina. A associagado
clorexidina gel 2% e Ca(OH), foi realizado também na proporcéo 0,1g de
Ca(OH); para 100 uL de clorexidina. Estas associacdes foram levadas ao
canal radicular com o auxilio de seringas e agulhas (Navitip) (Ultradent
Products, Ca, USA) até o completo preenchimento do canal. A clorexidina
e a solucéo fisiolégica foram levados ao canal radicular com o auxilio de
seringas de 1 ml (tipo insulina) até o completo preenchimento. Apds o
preenchimento dos canais radiculares com a medicacéo intracanal, estes
foram vedados com bolinhas de algoddo apirogénica. Os dentes
permaneceram em estufa a 37°C por catorze dias em umidade relativa.

ApoOs este periodo, as medicacdes foram removidas com auxilio de Lima

15
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tipo Kerr n°® 50 e 10 uL de solucdo salina fisiologica apirogénica. Em
seguida foi realizado coleta do contetdo do canal (32 coleta).

Os canais foram preenchidos com solucdo salina fisiologica
apirogénica e levados novamente em estufa. Apoés 7 dias foi realizada
outra coleta (42 coleta). As coletas foram realizadas de forma semelhante
e para todas as coletas foram realizados testes microbiolégicos e
qualificagéo de endotoxinas.

Coleta de
Contaminagdo :> confirmacio |:>

dos espécimes 28 dias (controle)
Preparo Coleta imediata ::>
:> biomecanico ::> apos PBM .
dos canais e

Medicagdo
> [Foem | > —>

Intracanal 14 dias

Coleta imediata

Remogdo da a ..
|::> apos a medicagdo :> a
medicagdo 4° coleta

(32 coleta)
7 dias

Figura 6 - ilustra a sequéncia de contaminacéo, tratamento e coletas realizadas dos
grupos 1, 2,3 e 4.

Avaliacao da atividade antimicrobiana
Para determinar a atividade antimicrobiana foram realizadas
diluicdbes seriadas das amostras coletadas do canal radicular e
semeadura, em duplicata, em trés meios de cultura seletivos para cada

microrganismo: agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol para
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Candida albicans, agar Enterococcosel para Enterococcus faecalis e
agar McConkey para Escherichia coli. As placas foram mantidas em
estufa a 37+1°C por 24 horas, para determinacdo de UFC/ml. Os
resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste de Kruskal-
Walllis e de Dunn, significancia 5%.

Quantificacdo de endotoxinas

Para verificar a neutralizacdo da endotoxina foi realizado o teste
cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (anélise
guantitativa).Inicialmente foram realizadas diluicbes da endotoxina padréo
de E. coli em diferentes concentracdes que iriam representar os padrdes
de comparacdo das amostras (curva-padrdo). Para cada amostra, foi
realizado um controle positivo (amostra do contetdo do canal radicular
adicionada de uma quantidade conhecida de endotoxina).

Em uma placa apirogénica de 96 pocos, foram adicionados 100 pl
de &gua apirogénica (branco da reac¢do), os padrbes de endotoxina, as
amostras coletadas do canal radicular e os controles positivos. Os testes
foram realizados em duplicata. A placa foi incubada no leitor cinético QCL
a 37+1°C por 10 min, o qual estava acoplado a um microcomputador com
software Wink QCL especifico para gerenciamento, execucdo e emissao
de relatérios. Apés, foram adicionados em cada poco da placa 100 pul do
reagente cinético cromogénico do LAL, com uma micropipeta multicanal e

ponteiras apirogénicas (Figura 7).

Figura 7 - Placa de 96 pocos com multipipeta em leitor cinético cromogénico (Wink
KQCL)
17
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Ap6s o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de
microplacas monitorou, de forma continua durante todo o ensaio, a
absorbancia a 405 nm em cada poco da microplaca. O software
WinkQCL automaticamente calculou uma correlacdo linear log/log do
tempo de reagdo de cada padrdo com a concentracdo de endotoxina
correspondente. Os resultados deste teste foram submetidos a analise

estatistica de Kruskall- Wallis e teste de Dunn, com significancia de 5%.

RESULTADOS
Andélise microbioldgica

A tabela 1 mostra os valores meéedios de UFC/ml dos
microrganismos testados nas diferentes coletas realizadas, e, a tabela 2
mostra o percentual de reducao e grupos homogéneos obtidos nas 12 e 22

coletas em relagéo a coleta de confirmacao.

Tabela 1 - Valores das médias obtidas de UFC/ml dos microrganismos
nas coletas realizadas

(continua)
CLX +
Grupos Ca(OH), CLX Ca(OH), Salina

3
< C. albicans 459583 109183 77242 11933
€ ,
= E. faecalis 12525500 5605000 12366667 6085000
ey
@]
o E. coli 28510917 17434292 23493442 1900092
% C. albicans 0 0 0 0
© .
O E. faecalis 283 550 825 15,5
&

E. coli 0 0 0 0
S C. albicans 0 14167 0 0
(]
©° .
O E. faecalis 0 3400 317 0
&

E. coli 0 0 0 0
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Tabela 1 - Valores das médias obtidas de UFC/ml dos microrganismos

nas coletas realizadas

(concluséo)

CLX + .
Grupos Ca(OH), CLX Ca(OH), Salina
C. albicans 0 0 0 0
©
% E. faecalis 0 0 0 0
(@]
& E. coli 0 0 0 0
C. albicans 0 0 8,33 0
©
kS
8 E. faecalis 0 0 0 0
[
M E. coli 0 0 0 0

Tabela 2 - Percentuais de reducdo (média, desvio padrdo, mediana em
porcentagem referente a diminuicdo de UFC/mL de C. albicans, E.
faecalis, E. coli) obtidos nas 1% e 2% coletas em relacdo a coleta de
confirmacéo e grupos homogéneos

Desvio- Grupos
Reduc¢des Microrganismo n Média padrédo Mediana Homogéneos

Col. conf  C. albicans 48 100 0 100 A
X E. faecalis 48 99.982 0.0653 100 A

1% col E. coli 48 100 0 100 A
Col conf  C. albicans 48 9381 32.19 100 A
X E. faecalis 48 99.927 0.35 100 A

2° col E. coli 48 100 0 100 A

*letras diferentes significam diferenca estatisticamente significantes (p<0,05)
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As tabelas 3 e 4 mostram os percentuais de reducdo (mediana) obtidos
nas 32 e 4% coletas em relagdo a coleta de confirmacdo e grupos
homogéneos.

Tabela 3 - Percentuais de reducdo (mediana em porcentagem referente a
diminuicdo de UFC/mL de C. albicans, E. faecalis, E. coli) obtidos na 3°
coleta em relagéo a coleta de confirmacédo e grupos homogéneos

Confirmagéo X 3 col

C. albicans E. faecalis E. coli
Grupos

n Mediana GH* Mediana GH* Mediana GH*
Ca(OH), 12 100 A 100 A 100 A
CLX 12 100 A 100 A 100 A
CLX+Ca(OH), 12 100 A 100 A 100 A
Salina 12 100 A 100 A 100 A

*Grupos homogéneos: letras diferentes significam diferenca estatisticamente significante
(p<0,05)

Tabela 4 - Percentuais de reducdo (mediana em porcentagem referente a
diminuicdo de UFC/mL de C. albicans, E. faecalis, E. coli) obtidos na 4°
coleta em relagéo a coleta de confirmacédo e grupos homogéneos

Confirmacao X 4% col

C. albicans E. faecalis E. coli
Grupos
n Mediana GH** Mediana GH** Mediana GH**
Ca(OH), 12 100 A 100 A 100 A
CLX 12 100 A 100 A 100 A
CLX+Ca(OH), 12 100 A 100 A 100 A
Salina 12 100 A 100 A 100 A

*Desvio Padrdo **Grupos homogéneos: letras diferentes significam diferenca
estatisticamente significantes (p<0,05)
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Andélise da quantidade de endotoxinas
As médias obtidas nos testes de quantificacdo de endotoxinas dos
canais radiculares em cada grupo, em todas as coletas estédo

representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) nos grupos experimentais

MIC Confirmacéo 12 coleta 22 coleta 32 coleta 43 coleta
Ca(OH), 31858 939 421,9 80,4 203,6
CLX 69002 6798 1120 97,7 163,5
Ca(OH); + CLX 258933 605 809 148,9 498
SALINA 42402 1066 341 4227 3279

A Tabela 6 mostra a reducdo percentual de endotoxinas apds o
preparo dos canais com CLX 2% (12 coleta) e apds 7 dias do preparo dos

canais (22 coleta).

Tabela 6 - Percentuais de reducdo (média, desvio padrdo, mediana em
porcentagem referente a diminuicdo da quantidade de endotoxina,
EU/mL) obtidos nas 1% e 2% coletas em relacdo a coleta de confirmacgéo

Reducbes n Média Desvio-padréo Mediana
Col conf X 1% col 48 92.03 17.84 98.37
Col conf X 2% col 48 98.102 3.562 99.318
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As Tabelas 7 e 8 mostram os resultados dos testes estatisticos
aplicados aos valores de endotoxinas encontrados apés as MIC e catorze
dias ap0s a sua remocdo em relacdo a coleta de confirmacdo e em

relacdo ao PBM, respectivamente.

Tabela 7 - Percentuais de reducdo (média e mediana em porcentagem
referente a diminuicdo da quantidade de endotoxina, EU/mL) obtidos nas
3% e 4? coletas em relacdo a coleta de confirmacgéo e grupos homogéneos

Confirmagao X 3% col Confirmagao X 4° col
Grupos i
P N Média MU G Média  Mediana GH*
Ca(OH), 12 99.619 99.756 AB 99.333 99.652 AB
CLX 12 99.704 99.927 A 99.554 99.793 AB
CLX+Ca(OH), 12 99.928 99.976 A 99.758 99.937 A
Salina 12 55.7 98.4 B 85.95 96.86 B

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

Tabela 8 - Percentuais de redugdo (média e mediana em porcentagem
referente a diminuicdo da quantidade de endotoxina, EU/mL) obtidos nas
3% e 4° coletas em relacéo a 1° coleta e grupos homogéneos

1% col x 3% col 1% col x 4% col
Grupos N
Média Mediana G H* Média Mediana G H*
Ca(OH), 12 75.4 94.9 B 73.10 82.52 AB
CLX 12 98.393 98.893 A 96.22 97.47 A
CLX+ Ca(OH), 12 66.9 88.6 B 12.3 76.6 B
Salina 12 -7482 -310 B -7663 -33 B

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

22



Santana, RS.
Avaliacdo in vitro da acdo de substancias quimicas auxiliares, clorexidina e medicacdes
intracanais sobre C. albicans, E. faecalis, E. coli e sua endotoxina em canais radiculares.

DISCUSSAO
Para o sucesso do tratamento endodontico, a desinfeccéo e
limpeza dos canais radiculares deve eliminar microrganismos e inativar
produtos téxicos, especialmente as endotoxinas, presentes na parede
celular de bactérias Gram-negativas. Embora muitas substancias
quimicas tenham sido efetivas sobre microrganismos, ndo tem sido
demonstrada efetividade sobre a endotoxina, mostrando a necessidade
de avaliar outras substancias que além de propriedades antimicrobianas,
auséncia de citotoxicidade e capacidade de dissolver tecidos também
tenham efeito sobre as endotoxinas. Além disto, estudos demonstram que
o PBM néo é capaz de eliminar todos os microrganismos e endotoxinas
gue podem permanecer no sistema de canais, tubulos dentinarios sendo
necessaria a utilizagdo de substancias quimicas associadas a MICs [5].
Neste estudo foi avaliada a clorexidina gel 2% utilizada como substancia
guimica auxiliar durante o PBM, seguido do uso de MICs, auxiliando sua
atividade antimicrobiana e seu efeito sobre a endotoxina em espécimes
contaminados com Candida albicans, Enterococcus faecalis e Escherichia
coli comparando-os com um grupo controle irrigado com solucao
fisiol6égica apirogénica. Verificou-se que a clorexidina foi efetiva como
auxiliar no preparo biomecanico. A CLX apresenta em funcdo de seus
efeitos antimicrobianos, capacidade de adsorcdo [6, 7, 8, 9, 10], baixa
toxicidade mesmo em maiores concentracbes e propriedades de
substantividade ou efeito residual [11] o que mostra sua eficacia no
tratamento endodontico. No presente estudo verificou-se diminuicdo de
todos os microrganismos demonstrando a efetividade da CLX como
substéancia irrigadora. Entretanto, sem eliminar completamente E. faecalis
e C. albicans. Como MIC, verificou-se que todas as substancias testadas
foram efetivas, entretanto outros estudos [11, 14] afirmam que a CLX néo
€ uma medicacdo intracanal muito eficaz, pois a mesma se difunde
rapidamente, deixando o canal vazio e com isso, favorecendo a
contaminacdo do canal, especialmente por via coronaria. Quanto a acéo
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dos medicamentos testados sobre endotoxinas, verificou-se reducao
significante, entretanto a CLX foi a MIC com a melhor agéo sobre
endotoxinas. Entretanto, estudos mostram que o hidréxido de calcio é a
MIC mais eficaz sobre endotoxinas uma vez que ele € capaz de inativar a
endotoxina (LPS) pela hidrolise do lipide A. Além disto, € capaz de
impedir a agdo do LPS na producédo de TNF — a em mondcitos periféricos
do sangue [16]. A associacdo Ca(OH), + CLX como MIC reune as
propriedades antimicrobianas da CLX e potencial de mineralizacdo e de
neutralizacdo de endotoxinas do hidréxido de calcio [11, 14]. Entretanto
esta associacdo oferece dificuldade técnica ao ser colocada em toda a
extensdo do canal radicular o que pode ter como resultado menor acao
antimicrobiana. E, no presente estudo esta associacdo nao foi a MIC com
melhores resultados. Estes resultados sdo diferentes dos estudos de
Maekawa [3] e Chung [17], que mostraram que a associacao Ca(OH), +
CLX foi capaz de eliminar quase a totalidade de endotoxinas dos canais
radiculares. O estudo de Souza-Filho et al. [11], concordam com o0s
resultados encontrados na presente pesquisa em relacdo a associacdo
Ca(OH), + CLX ter apresentado resultados similares a CLX quanto ao
percentual de reducdo de endotoxinas. Assim, é possivel dizer que a
clorexidina gel 2% ¢é eficaz para eliminar os patdbgenos endoddnticos apos
0 preparo biomecanico. Entretanto, os resultados deste estudo mostram
que ainda nédo existe a substancia quimica ideal para ser utilizada como
MIC, uma vez que, a medicacao intracanal foi capaz de reduzir a

endotoxina, mas ndo a neutralizou completamente.

CONCLUSOES
1. O preparo biomecanico utilizando clorexidina gel 2% e as

medicagbes de Ca(OH),, CLX ou associacao foram capazes de
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eliminar os microrganismos do canal radicular e reduzir
significativamente as endotoxinas;
2. As medicacOes foram eficazes em reduzir a quantidade de

endotoxinas, porém nao conseguiram elimina-las completamente.
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