AVALAIA(;AO IN VITRO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE
SUBSTANCIAS AUXILIARES EM CANAIS DE INCISIVOS BOVINOS
CONTAMINADOS POR E. FAECALIS

An in vitro evaluation of antimicrobial properties of auxiliary substances in bovine
incisors root canals contaminated with E. faecalis

RESUMO

A descontaminagdo do sistema de

canais figura como condi¢ao fundamental

a0 éxito no tratamento endodontico. O

presente trabalho analisou o potencial -

antimicrobiano do hipoclorito de sédio,
1% e 5%, da clorexidina 2%, gel e aquosa,
e da solugdo aquosa saturada de
hidréxido de célcio associada ao lauril
sulfato de sédio - HCT,, por meio de
escoamento turbilhonar. Como
metodologia adotou-se a irrigacao
copiosa de canais incisivos bovinos
contaminados por cepas de E. faecalis.

Os resultados apontaram que a

clorexidina 2% apresentou superioridade,
estatisticamente significante, as demais
substincias, quanto a inibi¢do do E.
faecalis.  Corroborando  outros
experimentos a solugdo de hidréxido de
calcio ndo demonstrou potencial

antimicrobiano satisfatério em nenhuma

amostra. Considerando a importancia
desse grupo microbiano nas patologias
periapicais, a clorexidina 2%, gel e aquosa,
apresentou-se como substancia mais
efetiva para acdo antimicrobiana na
terapia do sistema de canais.

UNITERMOS

Clorexidina; Hipoclorito de sédio; \,.
Hidroxido de cdlcio; HCT,; Iirigagdo

o

S R R R e R R B e

INTRODUCAO

A propriedade antimicrobiana
representa um requisito essencial na
selecdo das substdncias auxiliares na
terapia do sistema de canais radiculares.

O controle de microrganismos por meio
da instrumentagdo associada ao uso de
substincias auxiliares consiste num dos
principais objetivos do tratamento
endodontico.

A limpeza efetiva dos canais radiculares
depende da remogdo mecanica dos restos
teciduais e microrganismos, acompanhada
pela acdo fisico-quimica das substincias
auxiliares.

Todavia, -diversas irregularidades
verificadas nesse sistema dificultam a
limpeza desejada. Canais exiguos, canais
colaterais e deltas apicais sdo alguns
exemplos desses acidentes.

O padrdo de instrumentagdo gradual
que consiste na remogdo por ter¢os dos
restos teciduais e microrganismos
representa senso comum na endodontia.

Entretanto, ainda persiste a busca pela
substancia auxiliar ideal que atenda aos
requisitos reolégicos, quimicos e
antimicrobianos.

REVISAO DE LITERATURA

Um conhecido axioma refere que, para
o éxito no tratamento endodontico, mais
importante é o que se retira do canal e ndo
o0 que se coloca.

A presenca de microrganismos nas
reentrancias do sistema de canais
radiculares requer o uso de fArmacos que
oferecam um largo espectro de agdo. Os
Enterococcus faecalis participam de
maneira importante dessa microbiota.
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Pinheiro et al.'® (2003), verificaram o
predominio desse género bacteriano em
lesdes apicais de 51 dentes tratados
endodonticamente.

O hipoclorito de sédio, em vérias
concentragbes, apresenta-se como
desinfetante mais utilizado. Embora, com
consideravel efetividade  sofre,
proporcionalmente, restricdes pela elevada
irritabilidade tecidual.

A clorexidina, anti-séptico de largo
espectro, disponivel a 2% em solugéo
aquosa ou associada ao gel natrosol,
apresenta-se como alternativa nessa
terapia Ferraz etal.* (2001).

Almuroudi et al.' (2002), utilizando E.
faecalis para contaminacao dentindria, por
periodos de 3, 8 e 14 dias, observaram na
clorexidina, aquosa e em gel, alto potencial
antimicrobiano, com ligeira superioridade
para o gel. No mesmo trabalho, apontaram
que a pasta de hidréxido de cdlcio mostrou-
ze eficiente somente nos periodos de 3 e 8

ias.

Gomes et al.’ (2003), analisaram o gel
de clorexidina 2% comparado a solucdo de
hidréxido de célcio e polietilenoglicol como
curativos de demora. A clorexidina
apresentou alta capacidade de inibigéo do
E. faecalis. Em contrapartida, o hidréxido
de calcio permitiu seu crescimento em
todos os periodos.

O hidréxido de célcio, substdncia
alcalina forte, possui na forma pura
consideravel efeito bactericida. Barbosa et
al.? (1994), idealizaram a associacdo da
solucdo aquosa saturada do hidréxido de
sédio com lauril sulfato de sédio visando
melhorar suas propriedades reolégicas. Os
autores verificaram que essa associacdo,
denominada HCT,, inibiu o crescimento
de 90,90% das cepas bacterianas
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analisadas em contato direto por periodos
superiores a 10 min.

Contrariando esses dados, Siqueira
Jinior & Lopes!! (1999), concluiram que a
atividade antimicrobiana do hidréxido de
calcio apresenta-se restrita a alguns
géneros bacterianos.

Em acréscimo, Waltimo et al.'? (1999),
analisando a suscetibilidade da C.albicans
e E. faecalis a solugao aquosa de hidréxido
de célcio, verificaram que néo houve ag¢do
efetiva contra essas espécies microbianas.

Viérios modelos experimentais sdo
propostos com a finalidade de obter a
substancia ou associagcdo que atenda as
exigéncias verificadas nessa terapéutica,
destacando-se o de Haapasalo & Orstavik®
(1987), com contaminagéo dentinéria, in
vitro, de dentes bovinos, por cepas de E.
faecalis, e subseqiiente descontaminagao
com diversos anti-sépticos.

E, portanto, objetivo deste trabalho
avaliar o potencial antimicrobiano do
hipoclorito de sédio, 1% e 5%, da
clorexidina 2%, aquosa e gel, e da solucéo

- aquosa saturada de hidréxido de célcio em
associa¢do com lauril sulfato de sédio -
'HCT,, em canais de incisivos bovinos
contaminados por cepas de Enterococcus
faecalis. ”

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 110 incisivos
bovinos recém-extraidos e autoclavados.
Em seguida, suas raizes foram limpas,
seccionadas transversalmente na juncdo
amelo-cementdria e a cinco milimetros do
apice. Os canais foram instrumentados com
brocas de Gates Glidden # 2 (Maillefer —
Dentisply - USA) e posteriormente,
lavados em dgua corrente, por 24 hs.

Em seguida, as raizes seladas
apicalmente com ionémero de vidro
(Vidrion R — SS White — Rio de Janeiro—RJ
- Brasil); isoladas com adesivo ep6xi
(Araldite — Brascola - Sdo Bernardo do
Campo — SP - Brasil) e fixadas em suportes
com cianoacrilato (Superbonder — Henkel
Loctite — Sdo Paulo — SP — Brasil). Para
contaminagao foram utilizadas cepas de E.
Jfaecalis liofilizadas (ATCC® 19433, lote 93-
05sv) cultivadas em caldo de
Thioglicolato (DIFCO —Maryland - USA),
inoculadas no sistema de canais
armazenados em estufa a 37°C, por 45 dias.

A distribui¢do microbiana no sistema
de canais foi verificada por meio de
microscopia eletronica de varredura (JEOL
JEM 840A —-USA).

Para descontaminacdo foi realizada
irrigacdo copiosa dos canais, seguindo
tabela 1, com seringas descartaveis de 20ml
(Bekton Dickinson — Curitiba— PR — Brasil),
acada 15 minutos, durante duas horas. Em
seguida, inoculou-se meio de
Thioglicolato com subseqiiente
armazenamento a 37°C, por 72 hs. Durante
o periodo, a descontaminagdo foi avaliada
pela insergdo de cones de papel estéril, nos
periodos de 24 hs e 72 hs, acompanhada
por imersio em tubos de ensaio contendo
meio de Thioglicolato estéril. A

descontaminagdo foi avaliada, em
espectrofotometro (Femto 600 — Tecnal —
Laboratérios — Itaborai — Sdo Paulo — SP),
pelo grau de turvaggo dos tubos de ensaio

com meio de Thiglicolato contendo cones
de papel comparados a escala
nefelométrica de McFarland.

Tabela 1 - Substdncias auxiliares utilizadas na irrigacdo de canais de incisivos bovinos por 2 hs,

contaminadas por cepas de E. faecalis

Grupo Substancia Concentragdo ‘ Amostras

1 Solucdo fisiolégica 0,9% 10

2 Hipoclorito de sédio 1,0% , 20

3 Hipoclorito de sé6dio 5,0% 20

4 HCTy0 1,2% Ca(OH); ¢ 20

20% lauril-sulfato-sodio

5 Gel de clorexidina 2,0% 20

6 Solucdo aquosa de clorexidina 2,0% 20
RESULTADOS

Os resultados encontram-se descritos nas tabelas 2 e 3 e figura 1.

Figura 1 - Fotomicrografias MEV - distribuicdo E. faecalis em tibulos
dentindrios.(a) 1.000X, grau de contaminacdo do lume do canal; (b) 3.000X,
auséncia de fatores de interferéncia nos tibulos dentindrios; (c) 5.000X ,
penetragdo de E. faecalis nos tibulos e (d) 7.000 X, relacdo da dimensdo tibulo
dentindrio e E. faecalis (setas).

Tabela 2 - Crescimento de E. faecalis em canais de incisivos bovinos submetidos a escoamento
turbilhonar com substdncias auxiliares pelo periodo de 2 hs. Observagdo por 24 hs

Substancias Grau de turvagédo seguindo padréo Amostras
nefelométrico de
McFarland
Zero 1-3 4-6 7-10

Clorexidina 2% gel* 8 8 4 0 20
Clorexidina 2% liq.* 4 12 4 0 20
Hipoclorito 1%* 0 4 8 8 - 20
Hipoclorito 5%* 5 10 5 0 20
HCT2o 0 2 6 12 20

Soro Fisiolégico 0 0 0 10 10

*Amostras que apresentaram diferenga estatisticamente significante comparativamente ao soro

fisioldgico -  Mann-Whitney test —p = 0,005
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Tabela 3 - Crescimento de E. faecalis em canais de incisivos bovinos submetidos a escoamento
turbilhonar com substancias auxiliares, pelo periodo de 2 hs. Observagdo apés 72 hs.

Substancias Grau de turvagédo seguindo padréo Amostras
nefelométrico de
McFarland
Zero 1-3 4-6 7-10

Clorexidina 2% gel” 0 12 8 0] 20
Clorexidina 2% lig.” 2 14 4 0 20
Hipoclorito 1% 0 0 4 16 20
Hipoclorito 5%* 5 10 5 0 20
HCT20 0 0 2 18 20
Soro Fisiolégico 0 0 0 10 10

*Amostras que apresentaram diferenca estatisticamente significante comparativamente ao
soro fisiologico -  Mann-Whitney test —p= 0,005

DISCUSSAO

A descontamina¢do do sistema de
canais apresenta-se como imprescindivel
no tratamento endoddntico.

No presente trabalho, considerando
sua relevincia nas patologias pulpo-
periapicais adotou-se o gémero
Enterococcus para andlise da aglo
antimicrobiana. O método da contaminagio
dentindria prévia, introduzida por
Haapasalo & Orstavik® (1987), mostrou-se
satisfatorio.

Para confirmagdo da contaminagdo
dentindria adotou-se a microscopia de
varredura. Esse método ofereceu trés
evidéncias: (i) — auséncia de fatores de
interferéncia; (ii) — contaminagao
gnotobidtica; (iii) — perfodo de
contaminagfo satisfatério.

A seleciio dos agentes antimicrobianos
considerou os farmacos e as concentragdes
adotadas no mercado.

Algumas substincias apresentam alta
capacidade de neutralizagdo microbiana;
porém verifica-se limitagdo quanto ao
periodo de agdo. Neste trabalho, essa
limitagdo se fez presente. O HCT, foi a
substancia de desempenho menos
significativo na inibicdo de cepas de E.
faecalis. Em algumas amostras, a solu¢do
de hidréxido de célcio apresentou
comportamento idéntico ao soro
fisiolégico. O aumento de crescimento
microbiano nas coletas de 24 hs para 72 hs,
corrobora as evidéncias quanto a sua baixa
acdo residual.

Waltimo et al.’? (1999), verificaram que
a solucdo aquosa de hidréxido de calcio
ndo demonstrou o efeito antimicrobiano
esperado no sistema de canais, tanto com
E. faecalis quanto com C. albicans.

Neste experimento, confirmou-se o
hipoclorito de sédio como eficiente
antimicrobiano, com destaque a
concentragio de 5%. Na concentragdo de
1% embora presente, sua descontamina¢ao
mostrou-se limitada ndo oferecendo

individualmente o controle efetivo de
microrganismos.

Enquanto a clorexidina 2% conseguiu
em parte das amostras inibi¢do completa,
329% na forma gel e 10% na liquida, o HCT,
e o hipoclorito 1% ndo promoveram essa
inibicdo. Contudo, 8% das amostras de
clorexidina gel e 16% da solugdo aquosa
ndo apresentaram inibigao.

O HCT,, ndo inibiu 73% das amostras
submetidas contra 65% do hipoclorito de
s6dio 1%.

White et al.'* (1997), apontam para 0s
efeitos residuais da clorexidina, em
concentragdes e veiculos diferentes. Neste
trabalho, verificou-se um efeito residual de
até 72 hs, com evidente superioridade para
forma gel.

Esses dados, confirmados na presente
pesquisa, também sdo apoiados por Ferraz
etal.*(2001).

Convém enfatizar que o género E.
faecalis consiste num grupo de grande
importincia, como demonstrado, nas
patologias pulpo-periapicais, com
destaque as infecgOes persistentes e re-
infecgdes, sendo sua resisténcia a
farmacos considerada como padrdo, na
indicagdo de substéncias. Portanto, torna-
se critica a ado¢do de uma substancia
sabidamente ineficiente contra esse grupo
microbiano Love®(2001).

Nesta pesquisa ficou evidente que a
acdo exclusiva dessas substancias ndo se
mostrou suficiente para a inibigdo
microbiana e, a0 mesmo tempo, para
promogao de uma limpeza eficiente.

Com isso, refor¢a-se a aplicacdo de
técnica de instrumentagédo eficiente
visando a remocdo consistente do
conteddo intra-canal acompanhada de
substancia antimicrobiana que neutralize
0s remanescentes microbianos.

CONCLUSOES

Considerando-se as varidveis
estudadas, € pertinente afirmar-se que:

e A clorexidina 2%, solugdo aquosa e gel,
mostrou-se eficiente, com diferencga
estatisticamente significante, na
inibicdo do E. faecalis, em canais de
incisivos bovinos submetidos a agdo
de substincias, em fluxo turbilhonar;

e O HCT, apresentou desempenho mais
fraco na inibigdo de cepas de E. faecalis;

e A eleicdo de qualquer das substincias
testadas requer uma andlise mais
detalhada quanto 2 tolerancia tecidual
naregido periradicular.

SUMMARY

The antimicrobial ability is a very
important aspect of a root canal irrigant.
So, this work evaluated the antimicrobial
capacity of 1% sodium hypochlorite, 2%
chlorhexidine, aqueous and gel, and
calcium hydroxide solution associated with
detergent (HCT, ). Then the antimicrobial
capacity of the substances was tested by
whirlwind flows in root canals of bovine
incisors infected by E. faecalis. The results
showed that 2% clorhexidine, aqueous and
gel, was superior than the others
substances in eliminating E. faecalis in the
root canal system. Thus, considering the
relevance of this microbial group for the
periapical diseases, the results suggest that
the 2% chlorhexidine has the most effective
antimicrobial ability in the root canal
system.

UNITERMS

Chlorhexidine; Sodium hypochlorite;
Calcium hydroxide; HCT20 :Whirlwind flow.
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