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Resumo

Objetivo: avaliar, in vitro, a efetividade antimicrobiana
da clorexidina (CHX) 2% gel e do hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 2,5%, associado ao preparo mecanico do
canal radicular em canais infectados com Enterococcus
faecalis. Métodos: quarenta e cinco pré-molares com
um dnico canal foram inoculados com E. faecalis por 14
dias. As raizes foram divididas em trés grupos (n = 15):
GP - grupo de controle positivo, sem tratamento, e G1 e
G2, preparados mediante técnica hibrida (manual + Pro-
Taper) e irrigados com CHX 2% e NaOCI 2,5%, respec-
tivamente. Cinco pré-molares nao receberam o inéculo,
sendo o grupo de controle negativo (GN). Testes micro-
biologicos (contagem de UFC) foram realizados para
avaliagdo dos tratamentos propostos. As médias dos gru-
pos foram comparadas por Anova, complementada pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Resultados: nao
houve diferenca estatistica entre o hipoclorito de sédio
2,5% e a clorexidina gel 2% (p > 0,05), que reduziram
significativamente o E. faecalis em 99,57% e 99,30%,
respectivamente, em relacdo ao grupo de controle po-
sitivo. Conclusdo: as substancias testadas, CHX 2% gel
e NaOClI 2,5%, sao substancias quimicas auxiliares do
preparo quimico-mecanico do canal que promoveram
uma redugao significativa do E. faecalis.

Palavras-chave: Clorexidina. Enterococcus faecalis. Hi-
poclorito de sédio. Irrigantes do canal radicular.
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Introducao

A presenca de micro-organismos pés-necrose
pulpar é fundamental para o estabelecimento da
periodontite apical. Em dentes com necrose pulpar,
0s micro-organismos sdo inicialmente restritos ao
sistema de canais radiculares. No entanto, os tu-
bulos dentindrios'? e ramificagdes do canal sdo im-
portantes areas de propagacdo, contribuindo para
a criacdo de um grande ntumero de formas micro-
bianas. A desinfeccdo endodéntica é realizada com
preparo quimico-mecanico (PQM), uma associac¢io
de modelagem e desinfec¢do do conduto radicular
com auxilio de substincias quimicas. Mesmo com
as atuais técnicas de instrumentacédo e os diferen-
tes tipos de solugdes irrigantes auxiliares, como hi-
poclorito de sédio e clorexidina, existe dificuldade
quanto a sua penetracio e a¢do nos sistemas de ca-
nais radiculares, devido as diferentes formas e a re-
sisténcia dos patégenos presentes?. O Enterococcus
faecalis é uma bactéria gram-positiva anaerébia fa-
cultativa que possui a capacidade de proliferar na
presenca ou auséncia de oxigénio. Essa resisténcia
reside, principalmente, na capacidade de cresci-
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mento como um biofilme nas paredes do canal ra-
dicular® e na facilidade em penetrar no interior dos
tubulos dentinarios®. O E. faecalis esta associado ao
insucesso na terapia endodéntica, podendo perma-
necer viavel nos canais de raizes obturadas até 12
meses ap6s o tratamento, e é capaz de penetrar nos
tdbulos dentindrios até 100 um a partir da luz do
canal’, tornando fonte residual, e mantendo infec-
coes persistentes®?.

As qualidades desejaveis de um irrigante in-
cluem a capacidade de dissolver tecido pulpar e
restos de tecidos orgénicos, bem como de remover
a camada de esfregaco (smear layer), além de bai-
xa toxicidade, proporcionando um efeito bacterici-
da e bacteriostatico. O hipoclorito de sédio (NaO-
Cl) é o irrigante mais frequentemente utilizado no
tratamento endodontico. Tem atividade solvente
para os tecidos necréticos e vitalizados, é antibac-
teriano, mas também revela um efeito citotéxico,
pois, quando injetado para os tecidos periapicais,
tem ainda potencial corrosivo e pode causar rea-
coes alérgicas®, mau cheiro e gosto desagradavel®.
A clorexidina (CHX) é um potente agente antimi-
crobiano com substantividade, tendo eficacia sobre
as bactérias gram-negativas e gram-positivas, bem
como as leveduras. Contudo, micobactérias, esporos
e a maioria dos virus séo resistentes a essa subs-
tancial’. O hipoclorito de s6dio e a clorexidina nao
possuem acgéo sobre os componentes inorgénicos da
camada de esfregaco (smear layer). Irrigacdo com
solucoes, tais como acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), tém sido recomendadas como adjuvantes
no tratamento do canal radicular, tendo em vista
a sua capacidade de remover a camada de matéria
inorganica®.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar, in vitro, a efetividade antimicrobiana da
CHX 2% gel e do NaOCl 2,5%, associado ao preparo
mecéanico do canal radicular, em canais infectados
com E. faecalis, testando a hipétese de que ambas
substéancias reduziréo as contagens bacterianas.

Materiais e método

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Passo Fundo pelo pa-
recer n® 229/2011.

Cinquenta raizes de pré-molares inferiores
unirradiculares, fornecidas pelo Banco de Dentes
da Faculdade de Odontologia (FO) da Universidade
de Passo Fundo, foram radiografadas, com o objeti-
vo de verificar a presenca de canal tUnico, cortadas
abaixo da juncao amelocementaria, no sentido per-
pendicular ao longo do eixo da raiz, com disco dia-
mantado, padronizando um comprimento de 13 mm
e, depois, limpas e esvaziadas com o auxilio de lima
tipo KF # 15 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Swit-
zerland) e hipoclorito de sédio a 2,5% para remocéo
dos restos pulpares. Apés, as amostras foram alar-
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gadas até a lima tipo KF # 30 (Dentsply-Maillefer),
com desgaste cervical com broca de Gates Glidden
n® 3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Switzerland),
para padronizar o didmetro dos canais. As raizes
foram impermeabilizadas externamente com ciano-
acrilato (Super Bonder®, Loctite Henkel, Itapevi,
SP, Brasil) e secadas em temperatura ambiente por
24h. A seguir, foram montadas em tubos Eppendorf
de 1,5 ml e envoltas em silicone pesado de conden-
sacdo (Zetaplus, Zhermack, Rovigo, Itdlia) para
lhes dar suporte. Na sequéncia, foram esterilizadas
em autoclave a 134 °C por 15min (Cristéfoli Ltda,
Campo Mouréo, Brasil) para receber o inéculo, ten-
do cinco delas sido escolhidas, aleatoriamente, para
o controle negativo (GN), ndo recebendo o inéculo.

Preparo do inéculo

Para a contaminacdo das amostras, utilizou-se
in6culo de uma cepa de E. faecalis (ATCC 29212)
em um tubo de ensaio contendo 5 ml de caldo Tryp-
tic Soy Broth (TSB - Merck®, Rio de Janeiro, RdJ,
Brasil) e incubada por 24h a 37 °C. Apés o periodo
de incubacéo, ajustou-se o grau de turbidez do in6-
culo, de acordo com a escala 1,0 de Mac Farland,
que corresponde a 3,0 x 108 células, referente a uma
densidade ética de 0,25 a 550 nm?2,

Contaminacao dos canais radiculares

Com o auxilio de seringas descartaveis estéreis
(Med-Inject®,Sao Sojé, SC, Brasil) de 1 ml, aspirou-
-se uma aliquota de 0,5 ml do inéculo contido no
tubo e, apds, suspendeu-se o contetido da seringa
no interior dos canais radiculares até o seu preen-
chimento completo. Diariamente, uma nova cultura
com turbidez equivalente era injetada nos canais
radiculares das amostras, durante 14 dias em tem-
peratura de 37 °C.

Divisao dos grupos

As amostras foram divididas, aleatoriamente,
em uma bancada de fluxo laminar horizontal em
grupo de controle negativo — GN (n = 5); grupo de
controle positivo — GP (n = 15); grupo que recebeu
tratamento com hipoclorito de sédio a 2,5% (Natu-
pharma, CRF 2288, Passo Fundo, RS, Brasil) — G1
(n = 15); grupo com tratamento com clorexidina gel
2% (Clean Form 2% gel, Férmula & Acéo, Sdo Pau-
lo, SP, Brasil) — G2 (n = 15).

Controle dos niveis de contaminacao
(grupos de controle)

Grupo de controle positivo (GP): apés o periodo
de incubacido de 14 dias, pontas de papel absorven-
te estéril de tamanho # 35 (Tanari ®, Manacapuru,
AM, Brasil) foram inseridas nos canais durante 15s,
retiradas e acondicionadas, individualmente, em
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tubos Eurotype, contendo 1 mL de solugéo fisiol6-
gica 0,9% (Baso, Caxias do Sul, RS, Brasil). Apés,
cada tubo foi sonicado durante 20s para a realiza-
cdo das diluicoes seriadas até 10* e semeadas na
superficie da placa contendo Agar PCA (Plate Count
Agar- AES®, Cranbury, EUA). As placas foram in-
cubadas durante 48 horas, a 37 °C, para observar
o crescimento no material coletado das amostras de
cada grupo avaliado.

Grupo de controle negativo (GN): apés 14 dias as
amostras foram preenchidas com solugdo de Ringer
esterilizada e, ap6s, pontas de papel esterilizadas
foram inseridas no comprimento de trabalho e dei-
xadas por 15s para absorver o conteido do conduto
radicular, retiradas e acondicionadas, individual-
mente, em tubos Eurotype, contendo 1 mL de so-
lucao fisiologica 0,9%. Cada tubo foi sonicado du-
rante 20s, ndo realizando dilui¢cdes 10°. Semeadas
em placas contendo Agar Plate Count Agar (PCA-
-AES®, Cranbury, EUA), as placas foram incubadas
durante 48h, a 37 °C, para confirmar que nao houve
crescimento no material coletado das amostras.

Tratamentos

Utilizou-se um suporte de latdo com um orificio
na parte superior para fixar o tubo Eppendorf de 1,5

mL com a amostra a fim de realizar os tratamentos
(Fig. 1).

Figura 1 - Suporte de latao para sustentacao das amostras

NoG1l(n=15),foirealizadainstrumentacaohibri-
da com sistema rotatério Protaper (Dentsply-Mail-
lefer, Ballaigues, Switzerland), com as limas SX, F2
e F3 e limas manuais tipo KF # 35 e # 40 (Dentsply-
-Maillefer, Ballaigues, Switzerland). Procedeu-se a
irrigacao de 4 mL de solugdo de NaOCl 2,5% em cada
troca de instrumento, totalizando 20 mL de solucao
de NaOCl a 2,5% para cada amostra, por meio da
técnica coroa-apice. Seguiu-se irrigacdo com 5 mL
de EDTA-T 17% (Férmula & Acdo, Sao Paulo, SP,
Brasil), e irrigacao final com 5 mL de soro fisiolégico
e secagem com pontas de papel absorvente esterili-
zadas (Tanari®).

No G2 (n = 15), procedeu-se a instrumentacio
hibrida da mesma forma que o grupo anterior, uti-
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lizando aproximadamente 1 mL de gel de clorexi-
dina a 2% (Clean Form 2% gel, Férmula & Acéo,
Séo Paulo, SP, Brasil) e irrigacdo com 5 mL de soro
fisiolégico (Baso, Caxias do Sul, RS, Brasil) a cada
troca de instrumento, totalizando 5 mL de gel com o
total de irrigacdo de 20 mL de soro fisiol6gico para
amostra, durante o preparo. Seguiu-se com 5 mL de
EDTA-T 17% (Férmula & Acéo), e irrigacédo final
com 5 mL de soro fisiolégico e secagem com pontas
de papel absorvente esterilizadas (Tanari®, Mana-
capuru, AM, Brasil).

Analise microbioldgica apds os
tratamentos

Ap6s o tratamento, a solugdo de Ringer estéril
foi colocada em todos os canais e pontas de papel
estéreis foram inseridas no comprimento de traba-
lho e deixadas por 15s para absorver o contetdo do
conduto radicular. As pontas de papel foram, entao,
retiradas e acondicionadas em tubos Eurotype® con-
tendo 1 mL de solucéo fisiolégica 0,9% esterilizada,
para serem sonificadas, durante 20s, e plaqueadas
em duplicata. Posteriormente, as placas de Petry
contendo Agar foram semeadas com 25 uL e incu-
badas durante 48h na temperatura de 37 °C, para
realizacdo de contagem direta de colonias®, tendo
sido considerada incontavel amostra com ntmero
superior a 300 UFC.

As médias foram comparadas utilizando Anova
e teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados

Os resultados mostraram que ndo houve dife-
renca estatistica significativa entre G1 e G2 (p >
0,05), havendo, porém, diferenca estatistica signi-
ficativa desses grupos em relagédo ao grupo controle
positivo (p > 0,05) (Tab. 1). O G1 teve reduc¢éo micro-
biana, em relacdo ao grupo de controle positivo, de
99,57%, apresentando erradicacdo de sete amostras
de um total de 15, tendo como tempo médio de pre-
paro 7min e 30s para cada raiz; ja o G2 teve reducio
microbiana de 99,30% em relacdo ao grupo de con-
trole positivo e erradica¢do de apenas uma amostra
de um total de 15 e tempo médio de preparo de 8min
e 30s, para cada raiz. O grupo de controle negativo
nao apresentou crescimento bacteriano em nenhu-
ma das cinco amostras.

Tabela 1 - Log UFC e redugdo em relagdo ao grupo de controle po-

sitivo
Média e desvio Reducio
Grupos | padrao da UFC - ¢ Erradicacao
10 (%)
em Log

Controle | 45r 1 0,017 ; ;
positivo

G1 1,048+ 0,088 99,57 7/15

G2 1,08% + 0,071 99,30 1/15

Médlias seguidas pela mesma letra maitiscula ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Discussao

O E. faecalis é uma das espécies predominantes
nos casos de lesoes refratarias ao tratamento!*17.
Por isso, grande parte da pesquisa endodéntica
atual procura formas mais eficientes de combater
esse micro-organismo. No presente estudo, optamos
por realizar uma técnica hibrida, ou seja, associacdo
de instrumentos manuais e rotatérios, com o objeti-
vo de diminuir o tempo de preparo dos canais, bem
como menor fadiga do operador!® e principalmente
a tentativa de simular uma situacdo real da clini-
ca endodoéntica, ao qual nem sempre conseguimos o
alargamento que desejamos. As raizes foram pre-
paradas para receber o inéculo de E. faecalis até a
lima KF # 30 na porcdo apical e Gates Glidden nu-
mero 3, o que representa um desgaste de 0,30 mm
na apical e 0,5 mm na cervical. Ap6s as amostras se-
rem contaminadas por 14 dias, utilizamos no terco
cervical a lima SX (ProTaper), o que representa um
desgaste final de 1,02 mm a 12 mm (comprimento
de trabalho no estudo) e no terco apical (4pice) a
lima KF # 40 (0,4 mm), podendo ser considerado
um alargamento pequeno, tendo em vista que o mi-
cro-organismo utilizado na pesquisa pode penetrar
até 1.000 ym (1 mm)*°,

Nossos resultados apontam que, mesmo com o
emprego de meios mecénicos (mediante emprego
de instrumentos endodénticos), fisicos (através de
irrigacdo e aspirag¢do) e quimicos (capacidade anti-
microbiana da solucéo irrigadora), ndo foi possivel
controlar de forma absoluta a infeccdo do sistema
de canais radiculares, o que corrobora os achados
de Siqueira et al.* (2008), mas as populacdes bac-
terianas foram reduzidas para niveis abaixo da ca-
pacidade de deteccdo dos métodos de cultura depen-
dente. O G1 teve reducéo microbiana, em relagdo ao
grupo de controle positivo, de 99,57%, apresentando
erradicacdo de sete amostras de um total de 15. O
G2 teve redugdo microbiana de 99,30% em relacéo
ao grupo de controle positivo e erradicacdo de ape-
nas uma amostra de um total de 15. Mesmo nao
tendo diferenca estatistica entre o G1 e G2, o grupo
em que utilizamos a CHX apresentou um menor na-
mero de redugdo de UFCs e erradicacio. Talvez esse
fato possa estar vinculado ao esquema de irrigacdo
empregado, onde a CHX gel foi aplicada e, apés a
utilizacdo do instrumento, o canal era irrigado com
5 mL de soro fisiolégico, que provavelmente diluia o
gel no interior do conduto, diminuindo o tempo de
acdo e o contato dessa substincia com as paredes do
canal radicular. Além disso, o estado de gel da subs-
tancia pode ter prejudicado sua difuséo no canal ra-
dicular. Gomes et al.'® (2009), relataram que uma
formulag@o menos viscosa da CHX poderia facilitar
a instrumentacdo e sua penetracdo, aumentando,
assim, a remog¢do mecénica de contaminantes do ca-
nal radicular.
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Os resultados indicaram que a clorexidina em
gel 2% (G2) tem grande potencial para ser usada
como substincia quimica auxiliar no PQM, con-
firmando os achados de Gomes et al.2° (2001), que
verificaram que solucdo de clorexidina gel 2% e Na-
0Cl1 5,25% tinham desempenhos similares contra
E. faecalis. Nessa mesma perspectiva, no presente
estudo, o gel de clorexidina a 2% obteve resultados
semelhantes ao NaOCl a 2,5% quanto a reducéo
bacteriana em relag¢do ao grupo de controle.

Siqueira et al.?* (2001) realizaram estudo clinico
para comparar a eficacia do NaOCl 2,5% e gluconato
de clorexidina a 0,12% como solugdes irrigantes em
canais infectados de dentes com periodontite api-
cal. Concluiram os autores que néo houve diferenca
significativa entre as duas solucdes irrigantes, con-
firmando os resultados deste estudo em relacdo ao
NaOCl e a clorexidina, que néo conseguiram pro-
mover a esterilizacdo dos condutos. E possivel que
o E. faecalis tenha sofrido mutacdes genéticas em
razao das suas passagens por laboratérios e multi-
plicacdes, com alteracéo do seu genétipo e fenétipo,
aumentando, assim, sua resisténcia??,

H4 muitas razoes para a persisténcia bacteriana
nos canais apds a instrumentacéo e irrigacdo com
NaOCl ou clorexidina. Uma delas é que as bactérias
persistentes podem ser intrinsecamente resistentes
ao irrigante, ou persistir se estiverem presentes em
areas inacessiveis aos efeitos dos instrumentos e
irrigantes. Outra razao esté no curto tempo de con-
tato da substincia quimica auxiliar com o biofilme
bacteriano e na possibilidade de as bactérias per-
sistentes serem incorporadas em remanescentes de
tecido ou organizadas em estruturas como o biofil-
me bacteriano, ficando protegidas contra os efeitos
letais de irrigantes?®..

Retamozo et al.’® (2010) afirmaram que a irri-
gacdo durante 40min com NaOCl a 2,5% é ineficaz
na eliminacdo do E. faecalis. No presente estudo,
o tempo médio do PQM do G1 foi de 7min e 30s,
e apesar de ser pouco tempo de contato, obteve-se
um resultado de erradicacéo (7 de 15 amostras) e de
reducdo microbiana bastante positivo.

As descobertas atuais nao mostram diferenca
significativa entre clorexidina e NaOCI no que diz
respeito a atividade antimicrobianal®1%2025, A clore-
xidina tem demonstrado ser menos téxica do que o
NaOCI®?¢, sendo importante ressaltar que, quanto
maior a concentracdo do NaOC]l, maior o seu poder
bactericida, tornando-se mais téxico aos tecidos pe-
riapicais!®?’?, Por outro lado, o hipoclorito de sédio
possui baixa tensdo superficial (acdo umectante) e
pH alcalino quando néo exposto a luz e armazenado
de forma correta?, e é solvente de matéria orgéni-
ca®®. Além disso, uma desvantagem importante da
clorexidina é a incapacidade de dissolucéo tecidual.

RFO, Passo Fundo, v. 17, n. 2, p. 150-155, maio/ago. 2012



8. Tirali RE, Turan Y, Akal N, Karahan ZC. In vitro antimicro-
bial activity of several concentrations of NaOCl and Octeni-
sept in elimination of endodontic pathogens. Oral Surg Oral
Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2009; 108(5):117-20.

Ariaz-Moliz MT, Ferrer-Luque CM, Gonzalez-Rodriguez
M. P, Valderrama MJ, Baca P. Eradication of Enterococcus
faecalis Biofilms by Cetrimide and Chlorhexidine. J Endod
2010; 36(1):87-90.

Haapasalo M, Endal U, Zandi H, Coil J. Eradication of en-
dodontic infection by instrumentation and irrigation solu-
tions. Endod Top 2005; 10:71-102.

Ariaz-Moliz MT, Ferrer-Luque CM, Espigares-Garcia M,

Conclusao

Pode-se concluir que ambas as solugoes utiliza-
das neste estudo apresentaram reducdo microbiana 9
significativa com mais de 99% em relagdo ao gru-
po de controle. Esses niveis de reducdo podem ser
compativeis com cicatrizac@o dos tecidos perirradi- 1.
culares, na maioria dos casos't. As duas substancias
propostas neste estudo ndo promoveram a erradica-
cdo do E. faecalis. 1L

Abstract

Objective: to evaluate, in vitro, the antimicrobial effec-
tiveness of 2% chlorhexidine (CHX) gel and 2.5% so-
dium hypochlorite (NaOCl), associated to mechanical
preparation of root canals on roots infected by Ente-
rococcus faecalis. Methods: forty five inferior single-
-rooted premolars were inoculated with E. faecalis du-
ring 14 days. The roots were separated in three groups
(n =15): PG - positive control group, without treatment;
G1 and G2, prepared by hybrid technique (manual +
ProTaper) and irrigated with 2% CHX and 2.5% NaOcl,
respectively. Five premolars were not inoculated, once
they make the negative control group (NG). Micro-
biological tests (CFU counting) were used to evaluate
the treatments. Means were compared by Anova and
complemented by Tukey test at 5% significance Results:
there was no statistical difference among 2.5% sodium
hypochlorite and 2% (p > 0,05) chlorhexidine gel,
which significantly reduced E. Faecalis in 99.57% and
99.30%, respectively, compared to the positive control
group. Conclusions: the substances tested, 2% CHX gel
and 2.5% NaOCI are auxiliary chemical substances of
the chemo-mechanical preparation that promote a sig-
nificant reduction of E. faecalis.
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