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RESUMO

SANTINI, M. F. O efeito do etanol na acdo antimicrobiana da clorexida sobre
biofilme oral. 2014. 21f. Trabalho de Conclusdo (Especializacédfaeuldade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grand&ulp Porto Alegre, 2014.

A fim de evitar a formacgao de um precipitado maraaranjado, resultado da reacéo entre
o hipoclorito de sédio (NaOCI) e a clorexidina, dese utilizar uma solugéo intermediaria.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito danel 95% sobre a acédo antimicrobiana da
clorexidina 2% frente ao biofilme oral, por meio @aalise em microscopia confocal de
varredura a laser (MCVL). A formacao de biofilmelofoi induzida sobre 40 blocos de
dentina bovina, fixados em um dispositivo intraor@s blocos foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos (n = 7): Soro - soroldigico (5 min), Soro/ CHX - soro
fisiolégico (5 min) + clorexidina (5 min); Etanoletanol (5 min); Etanol/ CHX: etanol (5
min) + clorexidina (5 min). A superficie dos blodos corada coniive/Dead® BacLight
para analise em MCVL. Imagens de trés areas de lWada foram obtidas e analisadas
pelo programa Biolmage L. Os parametros avaliadi@stf biovolume {m°®) da populacao
total e de células vivas (verde) e o percentual d&)células vivas. O Soro apresentou
maior quantidade de células vivas quando compasadalemais grupos (P < 0,05). Soro/
CHX, Etanol e Etanol/ CHX apresentaram quantidaeecélulas vivas semelhante. De
acordo com o presente estudo, o etanol ndo intenfer capacidade antimicrobiana da
clorexidina sobre biofilme oral e parece ser a lnba opcéo para evitar a formacéo de
precipitado.

Palavras-chave: Biofilme. Endodontia. Etanol. kriges do Canal Radicular. Microscopia
Confocal.



ABSTRACT

SANTINI, M. F. The effect of ethanol on the antimicrobial activityof chlorhexidine
over oral biofilm. 2014. 21f. Final Paper (Specialization) - Facuida@ Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Poregd, 2014.

In order to avoid the formation of a brown-oramgecipitate ( para-chloroaniline )
as a result of reaction between sodium hypochlaiiMaOCI) and chlorhexidine, an
intermediate solution must be used. The aim ofghugly was to evaluate the effect of 95%
ethanol on the antimicrobial activity of 2% chloxigine over oral biofilm, using confocal
laser scanning microscopy (CLSM). Oral biofilm waduced on 40 bovine dentin blocks,
fixed on an intraoral device. The blocks were raniyodivided into 4 groups (n=7): Saline
- saline (5 min); Saline/ CHX - saline (5 min) Hatnexidine (5 min); Ethanol - ethanol (5
min); Ethanol/ CHX - ethanol (5 min) + chlorhexidit5 min). The blocks surfaces were
stained with Live/ Dead ® BacLight for CLSM analysiThree images per block were
obtained and analyzed using Biolmage_L softwaree parameters evaluated were total
biovolume (1im3), live biovolume (green) and percentage (%)waf tell population. Saline
presented the highest number of viable cells whenpared to the other groups (P < 0.05).
Saline/ CHX, Ethanol and Ethanol/ CHX presentedilammamount of viable cells.
According to the present study, ethanol did notdffthe antimicrobial activity of
chlorhexidine over oral biofilme and seems to lgoad choice to prevent the formation of
precipitate.

Keywords: Biofilm. Endodontics. Ethanol. Root Calrdbants. Confocal Microscopy.
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1 INTRODUCAO

Os principais objetivos dos protocolos de irrigagiddoddntica sdo movimentacao
de particulas, acdo antimicrobiana, solubilizac@o tdcidos e detritos organicos e
inorganicos e lubrificacdo das paredes dentindfagalizada durante e apds a conclusio
da instrumentacdo endodontica, empregando dispmsit substéncias especificas para
cada caso clinico (HAAPASALO et al., 2010).

Nas infeccBes endoddnticas primarias e secungasasicrorganismos encontram-
se organizados em biofilme, ou seja, as célulakebacas estdo aderidas a um substrato, e
imersas em uma matriz de polissacarideo que preem@spaco entre as células. Estudos
prévios tem utilizado o biofilme intraoral paratégso efeito de diferentes solucdes
irrigadoras e de medicacbes intracanal (DEL CARPEROCHENA et al.,, 2011;
ORDINOLA-ZAPATA et al., 2012) e essa parece um mauks fidedigno de simulan
vitro 0 comportamento bacteriano frente a agente antivignos.

Embora, idealmente, os métodos mecéanicos devessenover o biofilme
intrarradicular, os instrumentos endoddnticos né&spem acesso direto a todas as paredes,
istimos e irregularidades do canal radicular (PAQGENAHL; PETERS, 2009; PAQUE
et al.,, 2010; PETERS, 2004). Por isso, o uso deicéek irrigadoras durante a
instrumentacdo e a irrigacdo final é fundamentah gpie se consiga eliminar a maior
guantidade possivel de microrganismos do sistemasaimhis radiculares.

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é universalmenteitaccomo a solugédo padréo para
a irrigacdo dos canais radiculares em funcdo decspacidade de dissolver tecidos
organicos e de sua propriedade antimicrobiana (ERARet al.,, 2002). Entretanto, o
NaOCI| apresenta limitacdes diante de algumas coeslignicrobianas endodonticas,
elevado potencial alergénico e acdo deletéria sabdentina radicular (ZHANG et al.,
2010). Em altas concentracdes, o NaOCI é toxicariarite aos tecidos periapicais
(PASHLEY et al., 1985).

A clorexidina 2% tem sido utilizada em combinag@@m NaOCI no intuito de
complementar as deficiéncias apresentadas pelalbrgo (HAPASAALO et al., 2010). A
clorexidina apresenta baixa toxicidade (ZEHNDERQ®&O0e ac¢éo sobr&. faecalis(LI,

LIU, XU, 2012). Possui a desvantagem de ndo apt&sagao solvente de matéria organica



nem acao neutralizante de produtos téxicos de rarigecrobiana, tais como endotoxina
(DE LA CASA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 20Q7)

A clorexidina, quando em contato com o NaOCI, ppdm precipitado marrom-
alaranjado (BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008; TAY teal., 2006). Esse
composto induz a alteracdo de cor dental e a oifdie dos tubulos dentinarios,
comprometendo a adesdo do cimento obturador anderatdicular (TAY et al., 2006). A
composicdo quimica desse precipitado ndo estd etenpénte definida. A para-
cloroanilina (PCA), quando presente, é citotoxiBdlif BAUMGARTNER; MITCHELL,
2008).

A formacéo do precipitado ocorre a partir da corabiio de concentragcdes minimas
do hipoclorito de sodio, desde 0,023% a 6% (BASRAMI al., 2007). Diversas
investigacdes foram realizadas para verificar a pamigdo quimica deste precipitado
(BARBIN et al., 2008, BASRANI et al., 2007; BASRANekt al., 2010; BUI;
BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008; MARCHESAN et al., 2007THOMAS; SEM,
2010) sendo detectado a presenca de Ca, Fe e Mg/ICKI; SEM, 2011). Inicialmente
foi designado como sendo a PCA (NOWICKI; SEM, 201d9rém, Krishnamurthy e
Sudhakaran (2010) observaram que o precipitadoadon® composto de ao menos duas
moléculas isoladas, menores e derivadas da clanexidesignadas de para-clorofenil-uréia
(PCU) e para-cloro-fenilguanidil- 1,6-diguaniditiéxano (PCGH).

Com o proposito de minimizar a formacédo do préstm, solucdes como soro
fisiolégico, agua destilada, acido citrico, EDTAngais recentemente, o etanol, vem sendo
estudadas como  possiveis irrigantes  intermediaridRISHNAMURTHY;
SUDHAKARAN, 2010). Krishnamurthy e Sudhakaran (2Dtbservaram que o alcool
absoluto foi a Unica solugéo que evitou a formad@precipitado quando comparado com
0 soro e a agua destilada. Mortenson et al. (2@d2ficou que o &cido citrico e 0 EDTA
ndo foram capazes de evitar a formacao do predpita

Apesar de o alcool absoluto evitar a formacaordoipitado, ndo se sabe quais seus
efeitos sobre a atividade antimicrobiana da claliea. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi verificar se o etanol 95% prejudicacdio antimicrobiana da clorexidina sobre

biofilme oral, por meio da microscopia confocaiMaeredura a laser.
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2 METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica @sgRisa da UFRGS (Certificado
de Apresentacdo para Apreciacdo Etica: 1629861T80.8347). Para o calculo amostral
foi utilizado o pacote estatistico BioEstat 5.0r{#facdo Mamiraua, Belém, Para, Brasil),

gue indicou um numero 28 amostras, 7 por grupo.

2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Vinte e oito blocos de dentina bovina, medindmapnadamente 3 mm x 3 mm x 2
mm, foram obtidos utilizando-se um disco diamantddpla face (Komet, Santo André,
SP, Brasil) montado em micro motor de baixa rotaé&camostras foram imersas em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 17% por 3 minutpara remocdo damear layer
produzida durante o corte das raizes. Em segu&dblocos foram armazenados em tubos
de ensaio com tampas rosqueaveis, contendo 5 rabde destilada e esterilizados em

autoclave.

2.2 OBTENCAO DO BIOFILME ORAL

Para formac&o do biofilme orah situ, 7 blocos de dentina foram fixados em um
aparelho intrabucal removivel, de acordo com DebidaPerochena et al. (2011). Foram
feitas moldagens do arco superior de dois volurgéae, por meio dos modelos de gesso
(Figura 1A), confeccionou-se o0 aparelho intrabugslatino em resina acrilica
autopolimerizavel (Jet Classico, Sdo Paulo, SPsiBr@igura 1B). Apos a cura da resina,
foram feitos nichos e os blocos de dentina foramadibs com godiva (Figura 1C). Sobre os
blocos, foi colocada uma tela protetora para impedemocao mecanica do biofilme.

O dispositivo intraoral foi utilizado por dois veolt@rios durante 3 dias, sendo
retirado apenas para realizacdo dos procedimergosiglene oral (DEL CARPIO-
PEROCHENA et al., 2011).

Apos o processo de formacédo do biofilme, cada bloicouidadosamente removido
do seu nicho e armazenado em estufa, a 37°C, déatabos Ependorf contendo 1 ml de
Brain Heart InfusionBHI; Difco, Detroit, MI, EUA) por 24h.
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Fig 1 - Confecg¢édo do dispositivo intraoral.

Fonte: DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2011.

2.3 ANALISE MICROSCOPICA DAS AMOSTRAS

Os blocos de dentina foram removidos do meio BHivados com 1 ml de agua
destilada para remocdo do meio de cultura e dadaséhdo aderidas. Em seguida, os
blocos de dentina foram submersos em 5 ml de cadadas solu¢cdes que compuseram 0s
grupos experimentais. As amostras foram divididas 4 grupos (n=7): Soro - soro
fisiologico (5 min); Soro/ CHX - soro fisiologicd (min) + clorexidina (5 min); Etanol -
etanol (5 min); Etanol/ CHX - etanol (5 min) + @ardina (5 min).

Apoés o contato com as solugdes, a superficie dosoblfoi lavada com 2 ml de
soro fisiolégico e em seguida, foi dispensado Q2%lo coranteLive/Dead BacLight
Bacterial Viability (Invitrogen, Eugene, OR, USA) para analise em osiodpio confocal
de varredura a laser (MCVL) (Olympus Fluoview 10@ympus Corporation, Téquio,
Japao). Primeiramente, o biofilme foi examinado ammento de 100x para encontrar
pontos de maior espessura. Em seguida, escolh@usgides que foram analisadas em
aumento de 60x.

As imagens foram analisadas no programa Biolmadetth://bioimagel.con)/e os

parametros avaliados foram o biovolume furotal e de células vivas (verde) e

porcentagem (%) de células vivas.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de biovolume total e verde foram talmdaem planilhas e analisados
por meio de estatisticas descritivas no programeE®at 5.0. A normalidade da
distribuicdo foi verificada com o teste de Shajwik. O teste de normalidade indicou
distribuicdo ndo normal dos dados. Assim, tais slaltwam analisados pelo teste de

Kruskal Wallis, seguido pelo teste de compara¢c@@tiptas de Dunng = 5%).
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3 RESULTADOS

O grupo Soro apresentou maior quantidade de séltas quando comparado aos
demais grupos (P < 0,05). Os grupos Soro/ CHX,dtwEtanol/ CHX apresentaram
guantidade de células vivas semelhante (P > 0,05).

A tabela 1 apresenta a estatistica descritivdbae®lumes celulares
(compreendendo o biovolume total e o biovolumedlelas vivas) e a porcentagem de
células vivas de cada grupo experimental. Os destd® expressos como mediana e
percentis (P) 25 e 75.



(9p5uting ap sejdninw sagderedwod ap a1sa) ojadba@insI|e A [eXshiy ap 91sa) ojad ‘olos odnib odwsl Wa eAneIIUbIS ajuswednsneIss eiuala)iq «
"00T X (Je101 8WN|OAOI] /SEAINSEBP SWN|OAOIQ]) :0[NJ[ed auInbas oe spuodsanio) ,

(G'€8/6'89) £'9L (2'GL/e'€S) S'¥9 (018 /6'39) 9'6L (5'96/.'26) ¥'€6 (%) .SYAIA SY1N130
L'st/2'21)8'eT  (€'02/9'8)8'€T  (8'ST/S'2T) L'€T  (9'T/L'0)G'T (T xr) SYAIA SY1N13D 3A INNTOAOIF
(9'Te /T'ST) 6'ST8'6¢ /¥'ST) ¥'Te  (2'T2 /6'9T) 2'T¢ (L'T/8'0)9'T (PT x W) IvLOL INNTOAOIE
L L L L u
XHO + |ouelq louer XHO + 010S 0.0S

‘leruswadxa odnmagpseAln senjeo ap wabejuadlod ep 8 sareN[@dNganoIlq Sop G/ @ Gz shuadiad a euelpa\ - T elaqel

Vi



15

A Figura 2representa as imagens referentes a porcentage@éhutesvivas em cada

grupo experimental.

Fig 2 -lmagens representativas das porcentagecélulas vivas emada grupo experimental. .Soro, B)
Soro/ CHX, C) Etanol, D) tanol/ CHX

Fonte: da autora, 2014.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a formacdo ddilime misto por meio de um
dispositivo intraoral para andlise da acdo antiobiema de solucdes irrigadoras. Esta
metodologia parece ser mais indicada para essedé@pestudo porque representa o que
acontece clinicamente em termos de colonizacambiama. A formacéo de biofilme misto
foi induzida pois microrganismos, que ndo someriaterococcus faecalisobrevivem ao
tratamento endodontico e ao meio alcalino geratispredicacdes intracanais (CHAVEZ
DE PAZ, 2007). Além disso, na forma de biofilme,naisrorganismos sdo mais resistentes
aos agentes antimicrobianos em comparagcdo com aorganismos em estado
plancténico (DONLAN, COSTERTON, 2002).

Apesar de tais vantagens, essa metodologia n@daesoque ocorre dentro do canal
radicular, onde a acdo da solucao irrigadora éulifida pela complexidade do sistema de
canais radiculares e pela dificuldade de difusdotengo apical (SUSIN et al., 2010).
Porém, para avaliar a acao sobre biofilme, a inedsdblocos de dentina nas solucdes por
um determinado periodo de tempo é a melhor opc&D(WOLA-ZAPATA et al., 2012;
DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2011).

Sabe-se que a clorexidina ndo é capaz de disdubfdme. Estudos que utilizaram
a analise em MCVL demonstraram que a clorexidingpa%ce ndo causar nenhum efeito
visivel sobre a estrutura do biofilme, especialmede éareas de dificil acesso aos
instrumentos (ORDINOLA-ZAPATA et al., 2012; DEL CARO-PEROCHENA et al.,
2011). Ordinola-Zapata et al. (2012) afirmaram guagéo antimicrobiana da clorexidina é
esperada em situacOes de paredes dentinéarias Jitiyas de biofilme. Por isso, deve ser
utilizada em associagcao com NaOCI, sendo fundaineniso de solu¢cdes que removam 0s
residuos deste irrigante do sistema de canaisufadis para evitar a formacdo do
precipitado.

No ano de 2010, Krishnamurthy e Sudhakaran aeatisa capacidade de algumas
solucdes em remover o NaOCI| das paredes do cadi@ula previamente ao uso da
clorexidina. Tanto a solugdo salina quanto a agsiildda foram capazes de reduzir a
formacdo do precipitado quando comparada com oogtegte, onde nao foi realizada
nenhuma irrigagéo entre o NaOCI e a CHX. Porémmagpe alcool absoluto foi capaz de

impedir completamente a deposicdo do precipitado paedes dos canais. Em funcéo
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disso, este estudo teve por objetivo avaliar o ipeksefeito do etanol na acéo
antimicrobiana da clorexidina.

Basrani et al. (2008) recomendaram a utilizacddgiea destilada ou etanol como
solucéo irrigadora intermediaria. O bom desempeithetanol na remocdo de NaOCI| nos
canais radiculares deve-se a sua volatilidadegaacarater tensoativo, por ser altamente
eletronegativo e por poder penetrar de maneiraupdaf nos tubulos dentinarios e
ramificacdes dos canais radiculares.

Mortenson et al. (2010) analisaram a capacidadeRIDA, acido citrico e solugcéo
salina em remover hipoclorito de sodio previamentgigacdo com clorexidina. O &cido
citrico foi a solu¢do que proporcionou menor foréwage precipitado no sistema de canais
radiculares. Entretanto, Mortenson et al. (201@Jizaram procedimentos irrigadores em
dentes monorradiculares, ao passo que, na pregesdgeisa, 0 contato com as solugdes
irrigadoras deu-se através de blocos de dentina.

A composicao quimica do precipitado formado aipdd reacdo entre NaOCI e
CHX ainda n&o estd completamente estabelecidanAlgabalhos confirmaram a presenca
de PCA (BASRANI et al., 2007; KRISHNAMURTHY, SUDHAXRA, 2010), outros nao
(THOMAS; SEM, 2010; NOWICKI; SEM, 2011). Esse suimbuto apresentou ser
citotoxico em ratos (CHHABRA et al., 1991) e pos$inente carcinogénico em humanos
(LUIZ et al., 2008).

Independente da presenca da PCA, parece razohusta pela minimizacéo ou até
mesmo pela prevencdo da formacado deste precipi@dme € um subproduto insoltvel e
de dificil remocdo das paredes do canal radicélanbliteracdo dos tubulos dentinarios
pode dificultar a penetracdo das medicacdes imtedhca comprometer o selamento da
obturacdo (BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008).

Algumas substancias ao interagirem séo capazeseterir no mecanismo de agao
uma da outra (PRADO et al., 2013). So6 et al., (20Ftificaram que a interacdo entre
NaOCI e EDTA reduz a capacidade de dissolucaouatcab NaOCI. Tendo em vista que o
etanol apresentou a capacidade de reduzir a foomdga precipitado decorrente da
interacdo entre o hipoclorito de sédio e a cloi@@d2% (KRISHNAMURTHY;
SUDHAKARAN, 2010), foi oportuno estudar o efeito @manol sobre a capacidade

antimicrobiana da clorexidina em um tempo de 5 mswWOSs resultados deste estudo
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demonstraram que os grupos Soro/CHX, Etanol e Et&tdX foram semelhantes em
termos de percentual de células vivas, demonstrgodaas 3 solugcdes tiveram uma acao
similar sobre o biofilme oral. Isso permite a ilagée que o etanol ndo exerceu influéncia
sobre a atividade antimicrobiana da clorexidina.

E importante salientar que n&o estamos discusieda acdo da clorexidina sobre o
biofilme oral foi satisfatéria ou se um tempo matle contato possibilitaria resultados
superiores. Entretanto, cumpre ressaltar que Qedit@pata et al. (2012) ndo encontrou
diferencas, em modelo experimental semelhanteg efdrexidina 2%, acido citrico 10% e
EDTA 17%, corroborando com os resultados do presestudo.

Apesar de o alcool evitar a formacao de precipitdéve-se ter cautela ao indicar o
seu uso clinico. A sua biocompatibilidade aos tegideriapicais ainda ndo esta definida.
Por isso, sdo necessarios estudos que avalienp@stageriapical frente ao uso do etanol

como irrigante do canal radicular.
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5 CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo, o etanol naafante na capacidade
antimicrobiana da clorexidina sobre biofilme orgdagece ser a uma boa opcéo para evitar

a formacao de precipitado.
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