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RESUMO

DUARTE, Pedro Henrique Marks. Efeito do etanol na agdo antimicrobiana da clorexidina
sobre biofilme oral. 28 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Odontologia) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre

Introducdo: A fim de evitar a formacao de um precipitado marrom-alaranjado, resultado da
reacao entre o hipoclorito de sodio (NaOCI) e a clorexidina, deve-se utilizar uma solugéo
intermediaria. O objetivo foi avaliar o efeito do etanol 95%, como solucédo intermediaria, na
acao antimicrobiana da clorexidina 2% sobre o biofilme oral, por meio da analise em
microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).

Materiais e métodos: Formacao de biofilme oral foi induzida sobre 80 blocos de dentina
bovina, fixos em um dispositivo intraoral, distribuidos aleatoriamente em 2 grupos (5 e 10
minutos) e 4 subgrupos, de acordo com a solucdo: soro fisiolégico (SOROs e SORO4), soro
fisiolégico seguido de clorexidina (SORO/CHXs e SORO/CHXjy), etanol (ETANOLs e
ETANOL,y), etanol seguido de clorexidina (ETANOL/CHXs e ETANOL/CHX1p). A
superficie dos blocos foi corada com Live/Dead® BacLight para analise em MCVL. Imagens
de trés areas de cada bloco foram obtidas e analisadas pelo programa Biolmage_L. Os
parametros avaliados foram biovolume (um®) da populaco total e de células vivas (verde) e o
percentual (%) de células vivas da espessura do biofilme visualizada em MVCL e da porcao
mais superficial desse biofilme.

Resultados: Os grupos ETANOLS5, SORO/CHX10, ETANOL10 e ETANOL/CHX10
apresentaram diferencas estatisticas (P< 0,05) em relacdo ao grupo Soro5 para os dois tipos de
espessura.. Os grupos ETANOL10 e ETANOL/CHX10 demonstraram diferencas em relacéo
aos grupos ETANOL/CHX5 e SORO10 na analise de maior espessura, enguanto que. 0s
grupos SORO/CHX5, SORO/CHX10, ETANOL5, ETANOL10, ETANOL/CHX5 e
ETANOL/CHX10 apresentaram diferenca estatistica em relagéo aos grupos SORO5 e
SORO10 (P< 0.05) na analise de superficie, porém sem diferenca entre si (P> 0.05).
Conclusdes: Baseados na metodologia e resultados € licito concluir que embora ndo se

perceba a influéncia do etanol sobre a acdo antibacteriana da clorexidina, é necessario cautela

na indicagdo do etanol como irrigante intermediario.

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

Confocal.



ABSTRACT

DUARTE, Pedro Henrique Marks. Effect of ethanol on the antimicrobial action of
chlorhexidine over oral biofilm. 28 f. Final Paper (Graduation in Dentistry) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre

Introduction: In order to prevent the formation of an orange-brown precipitate, which is the
result of a reaction between sodium hypochlorite (NaOCI) and chlorhexidine, it should be
used na intermediate flush. The aim of this study was to evaluate the effect of 95% alcohol, as
intermediate flsuh, over the antibacterial properties of 2% chlorhexidine on oral biofilm, with
confocal laser scanning microscopy (CLSM).

Materials and Methods: Oral biofilm development was induzed in 80 sterilized bovin dentin
blocks, fixed on a removable orthodontic device, distributed in 2 groups (5 and 10 minutes)
and 4 subgroups, acording to the solution used: Saline solution (Soro5, Soro10), Saline
solution followed by Chlorhexidine (S/CHX5, S/ICHX10), Ethanol (E5, E10), ethanol
followed by chlorhexidine (E/CHX5, E/CHX10). The surface of the block was dyed with
Live/Dead® BacLight for analysis with CLSM. Images from three different areas were
obtained and analysed by Biolmage L program. The parameters were total biovolume (um?®)
and of the live cells (green) and the percentage (%) of live cells of the thickness of the biofilm
visualized in CLSM and of the most superficial portion of this biofilm.

Results: The groups E5, S/ICHX10, E10 and E/CHX10 presented statistical differences
(P<0.05) in relation to the group S5. The E10 and E/CHX10 groups showed difference in
relation with E/CHX5 and S10 groups, in the analysis of the thickness of the biofilm,
meanwhile, the SICHX5, S/ICHX10, E5, E10, E/CHX5 and E/CHX10 groups showed
statistical differences in relation to the groups S5 and S10 (P<0.05), in the analysis of the
surface, but without difference between each other (P>0.05).

Keywords: Biofilm. Endodontics. Ethanol. Root canal irrigants. Confocal microscopy.
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1 INTRODUCAO

Os principais objetivos dos protocolos de irrigacdo endodéntica sdo movimentagédo de
particulas, acdo antimicrobiana, solubilizacdo de tecidos e detritos organicos e inorganicos e
lubrificacéo das paredes dentinarias. E realizada antes, durante e apos a conclusdo do preparo
do canal, empregando dispositivos e substancias quimicas especificas para cada caso clinico
(HAAPASALO et al., 2010).

Nas infec¢bes endoddnticas primarias e secundarias, 0s microrganismos encontram-se
organizados em biofilme, ou seja, as células bacterianas estdo aderidas a um substrato, e
imersas em uma matriz polissacaridica que preenche o espaco entre as células (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Estudos prévios tém utilizado o biofilme intraoral para testar o efeito
de diferentes solucgdes irrigadoras e de medicaces intracanal (DEL CARPIO-PEROCHENA
et al., 2011; ORDINOLA-ZAPATA et al., 2012) e esse parece 0 modo mais fidedigno de
simular in vitro o comportamento bacteriano frente a agente antimicrobianos.

Embora, idealmente, os métodos mecanicos devessem remover o biofilme
intrarradicular, os instrumentos endodénticos ndo possuem acesso direto a todas as paredes,
istmos e irregularidades do canal radicular (PAQUE; GANAHL; PETERS, 2009; PAQUE et
al., 2010; PETERS, 2004) e por isso, se faz necessario o uso de solu¢des irrigadoras durante o
preparo biomecéanico. O processo de irrigacdo final busca otimizar a acdo do irrigante
principal, e é feita com o uso associado de duas ou mais substancias, ap0s 0 prepararo
completo do canal radicular (ALVES et al., 2011; BACA et al., 2011; PAIVA et al., 2012;
ZEHNDER, 2006).

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é universalmente aceito como a solu¢do padrdo para a
irrigacao dos canais radiculares em funcdo da sua capacidade de dissolver tecidos organicos e
da sua propriedade antimicrobiana (ESTRELA et al., 2002). Entretanto, apresenta limitacoes
diante de algumas condi¢des microbianas endododnticas, elevado potencial alergénico e acéo
deletéria sobre a dentina radicular (ZHANG et al., 2010). Além disso, em altas concentracdes,
0 NaOClI é toxico e irritante aos tecidos periapicais (PASHLEY et al., 1985).

A clorexidina 2% tem sido utilizada em combinacdo com o hipoclorito de sodio, no
intuito de contemplar as suas deficiéncias (HAPASAALO et al., 2010). A clorexidina
apresenta baixa toxicidade (ZEHNDER, 2006) e acéo sobre E. faecalis (LI; LIU; XU, 2012).
Entretanto possui a desvantagem de ndo apresentar a¢do solvente de matéria organica nem
acdo neutralizante de produtos toxicos de origem microbiana, tais como endotoxinas (DE LA
CASA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2007).
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A clorexidina, quando em contato com o NaOCI, produz um precipitado marrom-
alaranjado (BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008; TAY et al., 2006). Esse composto
induz a alteracdo da cor dental e a obliteragdo dos tubulos dentinédrios, comprometendo a
adesdo do cimento obturador a dentina radicular (TAY et al., 2006).

A composicdo quimica desse precipitado ndo estd completamente definida. A
formagdo do precipitado ocorre a partir da combinacdo de concentracbes minimas do
hipoclorito de sédio, desde 0,023% a 6% com a CHX (BASRANI et al., 2007). Diversas
investigacbes foram realizadas para verificar a composicdo quimica deste precipitado
(BARBIN et al., 2008; BASRANI et al., 2007; BASRANI et al., 2010; BUI,
BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008; MARCHESAN et al., 2007; THOMAS; SEM, 2010)
sendo detectada a presenca de Ca, Fe e Mg (NOWICKI; SEM, 2011). Inicialmente foi
designado como sendo paracloroanilina (PCA) (NOWICKI; SEM, 2011) que, quando
presente, é citotoxica (BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008). Porém, Krishnamurthy
e Sudhakaran (2010) observaram que o precipitado formado é composto de, a0 menos duas
moléculas isoladas, menores e derivadas da clorexidina, designadas de para-clorofenil-uréia
(PCU) e para-cloro-fenilguanidil- 1,6-diguanididil-hexano (PCGH).

Com o propdésito de minimizar a formacdo do precipitado, solucdes como soro
fisioldgico, agua destilada, acido citrico, EDTA e, mais recentemente, o etanol, vem sendo
estudadas como possiveis irrigantes intermediarios (KRISHNAMURTHY; SUDHAKARAN,
2010). Krishnamurthy e Sudhakaran (2010) observaram que o alcool absoluto foi a Unica
solucdo que evitou a formacdo do precipitado quando comparado com 0 soro e a agua
destilada. Mortenson et al. (2012) verificou que o acido citrico e 0 EDTA néo foram capazes
de evitar a formacéo do precipitado.

Apesar de o alcool absoluto evitar a formacdo do precipitado, ndo se sabe quais sdo 0s
seus efeitos sobre a atividade antimicrobiana da clorexidina. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi verificar se o etanol 95% altera a acdo antimicrobiana da CHX 2%, sobre o
biofilme oral, por meio da microscopia confocal de varredura a laser, em 5 e 10 minutos de

contato com as solucgdes testadas.



2 ARTIGO CIENTIFICO

Este trabalho estd apresentado na forma de artigo cientifico, nas normas da revista
Brazilian Dental Journal.

Introducéo

Os protocolos de irrigagdo endododntica tém como principais objetivos a
movimentacdo de particulas, acdo antimicrobiana, solubilizagdo de tecidos e detritos
organicos e inorganicos e lubrificacdo das paredes dentinérias. Deve ser realizada durante e
apos a conclusdo da instrumentacdo endodontica, empregando dispositivos e substancias
especificas para cada caso clinico (HAAPASALO et al., 2010).

O hipoclorito de sddio (NaOCI) é universalmente aceito como a solu¢do padrdo para a
irrigacdo dos canais radiculares em fungéo de sua capacidade de dissolver tecidos organicos e
de sua propriedade antimicrobiana (ESTRELA et al., 2002). Entretanto, apresenta limitaces
diante de algumas condicGes microbianas endoddnticas, elevado potencial alergénico e acéo
deletéria sobre a dentina radicular (ZHANG et al., 2010). Além disso, em altas concentracdes,
0 NaOCI é toxico e irritante as tecidos periapicais (PASHLEY et al., 1985). A clorexidina 2%
(CHX) tem sido utilizada em combinacdo com NaOCI, no intuito de contemplar as
deficiéncias apresentadas pelo hipoclorito (HAPASAALO et al.,, 2010). A clorexidina
apresenta baixa toxicidade (ZEHNDER, 2006) e acdo sobre E. faecalis (LI, LIU, XU, 2012).
Entretanto possui a desvantagem de ndo apresentar acdo solvente de matéria organica nem
acdo neutralizante de produtos toxicos de origem microbiana, tais como endotoxina (DE LA
CASA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2007).

A clorexidina, quando em contato com o NaOCI, produz um precipitado marrom-
alaranjado (BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008; TAY et al., 2006). Esse composto
induz a alteracdo de cor dental e a obliteragdo dos tubulos dentinarios, comprometendo a
adesdo do cimento obturador a dentina radicular (TAY et al., 2006) bem como podendo
apresentar na sua composicdo a paracloroanilina substancia essa dotada de efeito citotoxico
(NOWICKI; SEM, 2011; BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008).

Com o propoésito de minimizar a formacdo do precipitado, solugcdes como soro
fisiolégico, agua destilada, acido citrico, EDTA e, mais recentemente, o etanol, vem sendo
estudadas como possiveis irrigantes intermediarios (KRISHNAMURTHY; SUDHAKARAN,
2010). Krishnamurthy e Sudhakaran (2010) observaram que o alcool absoluto foi a unica

solugdo que evitou a formacdo do precipitado quando comparado com 0 soro e a agua
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destilada. Mortenson et al. (2012) verificou que o acido citrico e 0o EDTA nao foram capaz de
evitar a formacdo do precipitado.

Apesar do alcool evitar a formacao do precipitado, ndo se sabe quais seus efeitos sobre
a atividade antimicrobiana da clorexidina (CHX). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
verificar se o etanol 95% altera a acdo antimicrobiana da CHX 2%, sobre o biofilme oral, por
meio da microscopia confocal de varredura a laser, em 5 e 10 minutos de contato com as

solugdes testadas.
Materiais e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (Certificado
de Apresentacdo para Apreciacdo Etica: 708.353). Para o calculo amostral foi utilizado o
pacote estatistico BioEstat 5.0 (Fundacdo Mamiraua, Belém, Pard, Brasil), que indicou um
numero de 80 amostras, 20 por grupo.

Oitenta blocos de dentina bovina, medindo aproximadamente 3 mm x 3 mm X 2 mm,
foram obtidos utilizando-se um disco diamantado dupla face (Komet, Santo André, SP,
Brasil) montado em micro motor de baixa rotagdo. As amostras foram imersas em &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 17% por 3 minutos para remogao da smear layer produzida
durante o corte das raizes. Em seguida, os blocos foram armazenados em tubos de ensaio com
tampas rosquedveis, contendo 5 ml de 4gua destilada e esterilizados em autoclave.

Os blocos foram fixados com godiva a um dispositivo intrabucal palatino removivel de
resina acrilica autopolimerizavel. Dois voluntéarios saudaveis (de 23 e 24 anos), com habitos
alimentares semelhantes, utilizaram o dispositivo durante trés dias seguidos, para a inducgédo
do biofilme, removendo-os somente para alimentacdo e higiene oral (DEL CARPIO-
PEROCHENA et al., 2011). Sobre os blocos foi colocada uma tela de protecdo para evitar a
remo¢do mecanica do bioflme. Ap6s o periodo de inducdo do biofilme, os blocos foram
removidos dos dispositivos e colocados em tubos Ependorf contendo 1ml de Brain Heart
Infusion (BHI) e armazenados em estufa, a 37°C, por 24h. (ORDINOLA-ZAPATA et al.
2013).

Apos as 24 horas, os blocos foram removidos do BHI e lavados com agua destilada,
para remocdo de células ndo aderidas e meio de cultura.. As amostras foram divididas em
quatro grupos, com dois subgrupos em cada (n=10): SORO5 — Soro (5 minutos), SOR0O10 —
Soro (10 minutos), SORO/CHX5 — Soro (5 minutos) + CHX (5 minutos), SORO/CHX10 —
Soro (10 minutos) + CHX (10 minutos), ETANOLS5 — Etanol (5 minutos), ETANOL10 —
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Etanol (10 minutos), ETANOL/CHX5 - Etanol (5 minutos) + CHX (5 minutos),
ETANOL/CHX10 — Etanol (10 minutos) + CHX (10 minutos).

Os blocos de dentina ficaram imersos em 5 ml de cada solucdo. Apds esse contato, a
superficie dos blocos foi lavada com 2 ml de soro fisioldgico e, em seguida, foi dispensado
0,25 pl do corante Live/Dead® BacLight Bacterial Viability (Invitrogen, Eugene, OR, USA)
para analise em microscopio confocal de varredura a laser (MCVL) (Olympus Fluoview 1000
,Olympus Corporation, Téquio, Japao).

A técnica de SYTOY/iodeto de propidio se caracteriza por corar todas as células, vivas
ou mortas, de verde com o SYTO9 e corar de vermelho as células com sua membrana celular
danificada (células mortas), com o iodeto de propidio, que é um corante de acido nucleico
fluorescente.

Respectivamente, o comprimento de ondas absorvidos e emitidos foram 494/518 nm
para SYTO9 e 536/617 nm para iodeto de propidio. O biofilme foi avaliado com aumento de
100x, em seguida trés imagens foram obtidas de areas aleatdrias de cada bloco, utilizando
uma espessura de 1 um entre as seccdes e um formato de 386x386 pixels. O avaliador néo

tinha conhecimento do grupo a que pertencia cada bloco. Todas imagens foram analisadas

utilizando o programa Biolmage_L (http://bio- image.com) para biovolume total (um3), 0
total de células vivas (verde), e o percentual de células vivas (CHAVEZ DE PAZ, 2009). Essa
analise foi realizada tanto para a espessura total de biofilme visualizada em MCLV quanto
para a seccdo mais superficial desse biofilme. Os dados obtidos no modelo multi-espécie
foram analisados utilizando o pacote Bioestat 5.0 (Instituto Mamiraua, Tefé, AM, Brasil). A
distribuicdo normal dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. A comparagéo para
o percentil de células vivas (verde) foi analisado utlizando o teste Anova (one way) e o teste
Tukey (o =5).

A hipoétese nula desse estudo é que o etanol ndo altera a atividade antimicrobiana da
CHX 2%.

Resultados

A tabela 1 mostra que o percentual de células vivas na espessura total do biofilme foi
similar entre os grupos de 5 minutos, com excecdo do grupo ETANOLS que apresentou
diferenga em relacdo ao grupo SORO5 (P< 0.05). Na analise geral entre 0s grupos,
SORO/CHX10, ETANOL10 e ETANOL/CHX10 apresentaram diferengas estatisticas (P<
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0,05) em relacdo ao grupo SORO5. Ja os grupos ETANOL10 e ETANOL/CHX10 também
demonstraram diferenca em relacdo aos grupos ETANOL/CHX5 e SORO10.

A tabela 2 analisa somente a porcdo mais superficial do biofilme e os grupos
SORO/CHX5,  SORO/CHX10, ETANOL5, ETANOL10, ETANOL/CHX5 e
ETANOL/CHX10 apresentaram diferenca estatistica em relagdo aos grupos SORO5 e
SORO10 (P< 0.05), porém néo apresentaram diferenca entre si (P> 0.05).
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Tabela 1. Media e desvio padrédo do biovolume total, biovolume de células vivas e percentual de celulas vivas da espessura total de biofilme analisada .

SORO SORO + CHX ETANOL ETANOL + CHX
5 minutos Media, (desvio Biovolume total 309765 (135154) 209340 (40111) 335627 (177559) 185425 (62661)
padréo) (um3) 300386 (132136) 119487 (70695) 147752 (110095) 117736 (81141)
Biovolume de
células vivas (um3) 96,78 (2,765) 57,77 (32,83) 52,51% (27,14) 73,16(30,63)
Células vivas (%)
10 minutos Media, (desvio Biovolume total 263778 (188199) 320903 (198248) 335369 (141403) 205677 (95246)
padréo) (um3) 247002 (187542) 170264 (149738) 73034 (123231) 66104
Biovolume de (66340)
células vivas (um3) 91,56 (10,32) 53,02° (21,15) 26,98 °¢ (20,12)

Células vivas (%)

30,43 " (19,48)

® Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Soro 5 minutos.

Y Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Soro 10 minutos e Etanol/CHX 5 minutos

¢ Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Soro 5 minutos.



Tabela 2. Media e desvio padréo de biovolume total, biolume de células vivas e percentual de células vivas na superficie do biofilme.
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SORO SORO + CHX ETANOL ETANOL + CHX
5 minutos Media, (desvio Biovolume total 20701 (14207) 10399 8864 10819
padrdo) (um3) 20016 (7433) (11505) (11197)
Biovolume de (13625) 4714 8864 6298
células vivas (um3) (4708) (11505) (8934)
Células vivas (%) 97,10 (2,509)
42,68 (31,59) 42,75 (24,89) 50,45 (37,34)
10 minutos Media, (desvio Biovolume total 10207 16385 23811 9917
padrao) (Um3) (12300) (15288) (19113) (13823)
Biovolume de 9158 2876 3574 1474
células vivas (um3)  (11570) (3307) (10644) (2792)
Células vivas (%)
91,13 (14,57) 24,04 (10,48)* 23,70%(18,85) 12,69% (14,65)

Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Soro 5 e 10 minutos minutos.
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ETANOL 5 MIN

ETANOL /CHX-5.MIN

Fig 1. Imagens representativas dos grupos de 5 minutos, onde se observa maior concentragao
de células vivas (verdes) no grupo SORO5 e maior concentragdo de células mortas
(vermelhas) no grupo ETANOLS.



SORO 10 MIN ETANOL 10 MIN

SORO/CHX 10 MIN ETANOL/CHX 10 MIN
Fig 2. Imagens representativas dos grupos de 10 minutos, onde se observa maior
concentracdo de células vivas (verdes) no grupo SORO10 e maior concentragdo de células
mortas (vermelhas) no grupo ETANOL10.

16
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Discussdo

No presente estudo, foi utilizada a formacdo de biofilme misto por meio de um
dispositivo intraoral para analise da acdo antimicrobiana de solucdes irrigadoras. Esta
metodologia parece ser mais indicada para esse tipo de estudo porque representa o que
acontece clinicamente em termos de coloniza¢do microbiana. A formacédo de biofilme misto
foi induzida por microrganismos, que ndo somente o Enterococcus faecalis, sobrevivem ao
tratamento endodéntico e ao meio alcalino gerado pelas medicagdes intracanais (CHAVEZ
DE PAZ, 2007). Além disso, na forma de biofilme, os microrganismos sdo mais resistentes
aos agentes antimicrobianos em comparagdo com 0s microrganismos em estado planctonico
(DONLAN, COSTERTON, 2002). Apesar de tais vantagens, cumpre ressaltar que essa
metodologia ndo simula o que ocorre no interior do canal radicular, onde a agdo da solugéo
irrigadora é dificultada pela complexidade do sistema de canais radiculares e pela dificuldade
de difus&o no terco apical (SUSIN et al., 2010).

O uso de MCVL é util para estudar a estrutura de biofilmes, pois permite a
investigacdo de biofilmes intactos, sem a interferéncia de um processamento de amostras
(HOHSCHEIDT et al., 2013; SHEN et al., 2009; ZAPATA et al., 2008). O protocolo de
imersdo utilizado ndo reproduz a a¢do da irrigacdo intracanal, entretanto, o objetivo do estudo
era avaliar a interferéncia do etanol sobre a agdo antimicrobiana da clorexidina.

A clorexidina em diferentes concentracdes, tanto na forma de solugdo como gel nédo €
capaz de dissolver biofilme. Estudos que utilizaram a analise em MCVL demonstraram que a
CHX 2% parece ndo causar nenhum efeito visivel sobre a estrutura do biofilme,
especialmente de areas de dificil acesso aos instrumentos (ORDINOLA-ZAPATA et al.,
2012; DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2011). Ordinola-Zapata et al. (2012) afirmaram
que, a acdo antimicrobiana da CHX é esperada em situacdes de paredes dentinarias limpas,
livres de biofilme. Por isso, deve ser utilizada em associacdo com NaOCI, sendo fundamental
0 uso de solucdes que removam os residuos deste irrigante do sistema de canais radiculares
para evitar a formacgéo de um precipitado marrom-alaranjado.

Krishnamurthy e Sudhakaran (2010) sugeriram o uso de alcool absoluto como
irrigador intermediario entre 0 NaOCIl e a CHX, devido a sua capacidade de remover 0s
cristais de NaOCI e prevenir a formacao de precipitado proveniente do contato de NaOCl e
CHX.
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Os resultados desse estudo estdo em concordancia com os achados de Chavez de Paz
et al. (2010), uma vez que no grupo SORO + CHX5 e SORO +CHX10 o percentual de células
vivas foram 57,77% e 53,02% respectivamente. Chavez de Paz et al. (2010)
demonsmostraram que os efeitos antimicrobianos da CHX néo foram altos no biovolume
total. Foi observado que as células das camadas mais superficiais foram mais afetadas pela
CHX que as células das camadas mais profundas do biofilme. Zaura-Arite (2001),
demonstrou que com biofilmes mais espessos, o efeito da CHX diminui a medida que se
observa as camadas mais profundas, devido a falta de penetracdo no biofilme intacto.

O presente estudo buscou avaliar a acdo do etanol sobre o efeito antimicrobiano da
CHX, tanto na profundidade do biofilme passivel de ser analisado na microscopia confocal,
guanto na camada mais superficial, nos tempos de 5 e 10 minutos de contato com as solucdes.
Quando avaliou-se somente a camada mais superficial do biofilme, os grupos do Soro 5 e
10min apresentaram maior percentual de células vivas do que o0s demais grupos
experimentais.

Os resultados sugeriram uma melhor acdo antimicrobiana para 0 ETANOL10 minutos
e ETANOL +CHX10 min do que SORO10min e ETANOL + CHX5min quando a avaliacéo
em profundidade foi levada em consideracdo. O Grupo do SORO + CHX10min apenas
apresentou menor percentual de células vivas do que o grupo do SORO5minutos. Com esses
achados foi possivel confirmar a hipotese nula, uma vez que os grupos ETANOL, ETANOL +
CHX e SORO + CHX nao diferiram entre si, na analise superficial e profunda, nos 2 tempos
experimentais, excecdo feita ao grupo ETANOL +CHX5min que diferiu dos grupos
ETANOL + CHX10min e ETANOL10min.

Os resultados deste estudo vdo ao encontro dos de Suman et al. (2015), que avaliaram
a acdo destas combinagdes de irrigantes com 5 minutos de exposi¢do. Os grupos analisados
foram iguais e os resultados semelhantes quando se analisou a porcentagem de células
vivas,na espessura total do biofilme (SOR0-93,4%; SORO+CHX-69.6%; ETANOL-64,6%;
ETANOL+CHX-76,3%)

Apesar desses resultados, a biocompatibilidade do etanol quando usado como solucao
irrigadora ndo esta bem estabelecida (KRISHNAMURTHY; SUDHAKARAN, 2010) e seus
efeitos sobre o tecido periapical ainda ndo foram estudados suficientemente para que se possa
utilizar o etanol em um protocolo clinico.

Baseados na metodologia e resultados € licito concluir que embora ndo se perceba a
influéncia do etanol sobre a acdo antibacteriana da clorexidina, é necessario cautela na

indicacdo do etanol como irrigante intermediario.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

No ano de 2010, Krishnamurthy e Sudhakaran avaliaram a capacidade de algumas
solucdes em remover 0 NaOCI das paredes do canal radicular previamente ao uso da CHX.
Tanto a solucdo salina quanto a agua destilada foram capazes de reduzir a formacdo do
precipitado quando comparada com o grupo teste, onde ndo foi realizada nenhuma irrigagcéo
entre 0 NaOCl e a CHX. Porém, apenas o alcool absoluto foi capaz de impedir
completamente a deposi¢do do precipitado nas paredes dos canais. Em funcdo disso, este
estudo teve por objetivo avaliar o possivel efeito do etanol na acdo antimicrobiana da

clorexidina.

Basrani et al. (2008) recomendaram a utilizacdo de &gua destilada ou etanol como
solugdo irrigadora intermediéria. O bom desempenho do etanol na remogdo de NaOCI nos
canais radiculares deve-se a sua volatilidade, ao seu carater tensoativo, por ser altamente
eletronegativo e por poder penetrar de maneira profunda nos tdbulos dentinarios e

ramificages dos canais radiculares.

Mortenson et al. (2010) analisaram a capacidade do EDTA, acido citrico e solugédo
salina em remover NaOCI previamente a irrigacdo com CHX. O 4cido citrico foi a solugéo
que proporcionou menor formacdo de precipitado no sistema de canais radiculares.
Entretanto, Mortenson et al. (2010) realizaram procedimentos irrigadores em dentes
monorradiculares, ao passo que, na presente pesquisa, o contato com as solucdes irrigadoras

deu-se através de blocos de dentina extraida.

A composicao quimica do precipitado formado a partir da reacdo entre NaOCl e CHX
ainda ndo estad completamente estabelecida. Alguns trabalhos confirmaram a presenga de PCA
(BASRANI et al., 2007; KRISHNAMURTHY, SUDHAKARA, 2010), outros ndo
(THOMAS, SEM, 2010; NOWICKI, SEM, 2011). Esse subproduto apresentou ser citotoxico
em ratos (CHHABRA et al., 1991) e possivelmente carcinogénico em humanos (LUIZ et al.,
2008).

Independente da presenca da PCA, parece razoavel a busca pela minimizacdo ou até
mesmo pela prevencgédo da formacdo deste precipitado porque é um subproduto insoltvel e de
dificil remocdo das paredes do canal radicular. A obliteracdo dos tubulos dentinarios pode
dificultar a penetracdo das medicacOes intracanal e comprometer o selamento da obturacdo
(BUI, BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008).



22

Algumas substancias ao interagirem com outras sao capazes de interferir nos seus
mecanismos de acdo. Tendo em vista que o etanol apresentou a capacidade de reduzir a
formagéo do precipitado decorrente da interacdo entre o NaOCl e a CHX 2%, foi prudente
estudar o efeito do etanol sobre a capacidade antimicrobiana da CHX 2% em um tempo de 5 e

10 minutos.

Os resultados sugeriram uma melhor acdo antimicrobiana para 0 ETANOL 10 minutos
e ETANOL +CHX 10 min do que SORO 10min e ETANOL + CHX 5min quando a avaliacdo
em profundidade foi levada em consideracdo. O Grupo do SORO + CHX 10min apenas
apresentou menor percentil de células vivas do que o grupo do SORO 5minutos. Com esses
achados foi possivel confirmar a hipotese nula, uma vez que os grupos ETANOL, ETANOL +
CHX e SORO + CHX néo diferiram entre si, na analise superficial e profunda e nos 2 tempos
experimentais, excecdo feita ao grupo ETANOL +CHX 5min que diferiu dos grupos
ETANOL + CHX10min e ETANOL 10min.

Apesar desses resultados, a biocompatibilidade do etanol quando usado como solucéo
irrigadora ndo estd estabelecida (KRISHNAMURTHY; SUDHAKARAN, 2010) e seus
efeitos sobre o tecido periapical ainda ndo foram estudados suficientemente para que se possa

utiliza-lo em um protocolo clinico.
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