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Resumo

A clorexidina e o hipoclorito de s6dio sdo agentes irrigantes comumente utilizados na Endodontia em diferentes concen-
tragdes. A concentragdo fungicida minima destas solugdes sobre leveduras do género Candida, que sdo microrganismos
freqiientemente associados a infeccdes endoddnticas secunddrias e/ou persistentes, € raramente discutida na literatura.
Desta forma, a proposta deste estudo foi avaliar a concentragdo fungicida minima das solugdes irrigadoras clorexidina
e hipoclorito de sédio sobre cepas de C. albicans. Foram avaliados 21 isolados clinicos e 1 cepa padrdo de C. albicans
frente as seguintes solugdes: G1) NaOCl 5,25% e G2) clorexidina 2%, determinando-se a concentragdo fungicida
minima (CFM). Foram realizadas 12 dilui¢cGes seriadas das solugdes, em placas de microtitulagdo de 96 pocos. Em
seguida, foram acrescentados 100 uL de suspensdo padronizada da levedura de cada cepa de C. albicans nos pogos das
placas. Os testes foram realizados em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e, ap6s, foram realizadas
semeaduras em dgar Sabouraud dextrose para determinar a CFM. Os resultados demonstraram que no G1 (NaOCl), a
CFM foi 0,04% para 68,2% das cepas e entre 0,02% e 0,01% para 22,7% das cepas. No grupo G2 (clorexidina), a CFM
foi entre 0,0037% e 0,0018% para 72,72% das cepas. Assim, pode-se concluir que ambas solugdes apresentaram efetiva
atividade fungicida sobre C. albicans, sendo que a CFM da solucdo de clorexidina foi menor que a do hipoclorito de
sodio para todas as cepas avaliadas.

UNITERMOS

Irrigantes do canal radicular; hipoclorito de sédio; gluconato de clorexidina; candida albicans.

Cienc Odontol Bras 2008 abr./jun.; 11 (2): 23-28 23



Menezes MM, Oliveira LD, Koga-Ito CY, Jorge AOC, Valera MC

CONCENTRAGAO FUNGICIDA MINIMA DAS SOLUCOES DE CLOREXIDINA E HIPOCLORITO DE SODIO SOBRE CANDIDA ALBICANS

INTRODUCAO

A causa primdria do insucesso na terapia endo-
dontica € a persisténcia da infec¢do no sistema de
canais radiculares, que impede a cicatrizagdo da regido
periapical (D’ARCANGELO et al.>, 1999). O grau de
limpeza de um canal radicular apds o preparo biome-
canico depende nio s6 da técnica de preparo utilizada,
mas também do tipo de solucdo irrigadora emprega-
da, considerando-se sua atividade antimicrobiana,
capacidade de penetracdo nos tibulos dentindrios,
capacidade de dissolucdo de tecido organico, entre
outras propriedades.

O hipoclorito de sédio (NaOCl) € um efetivo
agente antimicrobiano, sendo as solucdes de NaOCl
1% e 2,5% as mais utilizadas como irrigante de canais
radiculares durante a terapia endodontica (BYSTRON
e SUNDQVIST? 1983; D’ARCANGELO et al.’,
1999; ERCAN et al.”, 2004; SIQUEIRA JR et al.,
2007, SAKAMOTO et al.?!, 2007). De acordo com
Siqueira Junior et al.>* (1998), a ag¢do antimicrobiana
do hipoclorito de s6dio, quando em contato com restos
organicos, resulta da formacao de 4cido hipocloroso
(HOCI), que contém cloro ativo, um forte agente oxi-
dante, o qual exerce seu efeito pela oxidagao irrever-
sivel dos sistemas enzimaticos bacterianos, rompendo
as funcdes metabdlicas do microrganismo.

Atualmente, a clorexidina € outro agente irrigante
bastante estudado e utilizado em odontologia, apresen-
tando importantes propriedades como amplo espectro
de acdo antimicrobiana (ZEHNDER®¥, 2006; RUFF
et al.?%, 2006; SENA et al.?, 2006; GOMES et al.",
2006), substantividade (ROSENTHAL et al.®, 2004;
DAMETTO et al.#, 2005) e baixa toxicidade (EL KA-
RIM et al.%, 2007). Esta substincia pode ser empregada
como solucdo irrigadora ou como medicago intraca-
nal na terapia endoddntica. A clorexidina é um agente
catidnico que apresenta atividade antimicrobiana. A
natureza catidnica da clorexidina promove conexao
com o composto amdnico da superficie bacteriana
(grupos fosfato do 4cido teicoico de bactérias Gram-
positivas e lipopolissacarideo nas Gram-negativas),
sendo capaz de alterar a integridade bacteriana. A
alteracdo da permeabilidade da membrana citoplas-
madtica promove precipitacdo das proteinas citoplas-
madticas, altera o balanco osmético celular, interfere
no metabolismo, crescimento e divisdo celular, inibe a
ATP-ase da membrana e inibe os processos anaerébios
(ESTRELA et al.?, 2003).

Candida albicans € um microrganismo encontra-
do na cavidade oral e comumente isolado de dentes
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com necrose pulpar, estando também associado
aos casos de insucesso do tratamento endoddntico
(NAJZAR-FLEGER et al.'’, 1969; KUBO et al.',
1997; WALTIMO et al.?, 1997). Najzar-Fleger et
al.'” (1969) estudaram a prevaléncia de espécies do
género Candida em diferentes locais da cavidade
oral e verificaram que este género estava presente em
55% dos canais radiculares. Kubo et al.’’ (1997) ve-
rificaram isolamento de Candida albicans em 11,3%
dos dentes com comprometimento pulpar. Waltimo et
al.?? (1997) analisaram os microrganismos dos canais
radiculares de dentes com lesdo apical, isolando um
total de 48 espécies de fungos, sendo que a espécie
mais comumente encontrada foi Candida albicans,
que em 87% dos casos apresentava-se em forma de
culturas associadas a outras bactérias, e em apenas
13% dos casos eram culturas isoladas.

Os mecanismos de viruléncia que poderiam levar
a colonizacao do canal radicular por C. albicans t€m
sido identificados; entre eles estd a atividade colage-
nolitica que pode possibiltar a este fungo a utilizagio
da dentina como fonte de nutriente (FERGUNSON et
al.'?,2002). Devido C. albicans ser um microrganismo
comumente isolado de canais radiculares com infec¢do
e também por estar associado a lesdes persistentes, €
importante a determinacao de meios efetivos para sua
eliminacdo do sistema de canais radiculares. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a concentragdo fun-
gicida minima (CFM) das solucdes de clorexidina e
NaOCl sobre diferentes cepas de C. albicans.

Material e Método

Foram utilizados 21 isolados clinicos de C. albi-
cans e uma cepa padrao ATCC 18804, as quais foram
semeadas em dgar Sabouraud (Difco, Detroit, USA)
e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, foram
realizadas suspensdes de cada cepa, contendo 10° céls/
mL, sendo a contagem de células realizada em camara
de Neubauer, pelo método de exclusdao com azul de
tripan (Sigma, St Louis, USA).

Foram realizadas doze dilui¢des seriadas (Quadro
1) das solucgdes irrigadoras (digluconato de clorexi-
dina 2% e hipoclorito de sédio 5,25% - Aqua Marina
Farmdcia de Manipulacdo — Sdo José dos Campos —
SP, Brasil) em seis placas de polistireno de 96 pocos
(Costar, New York, USA), para cada irrigante, sendo
colocados 100 pL da diluicao em cada pogo da placa.
Ap6s, foram acrescentados 100 uL. da suspensao de
cada cepa de C. albicans (106 céls/mL) nos pogos das
placas, sendo os testes realizados em duplicata.
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Quadro 1 - Concentracao do agente irrigante apds
cada diluicao seriada.

DILUICOES NaOCl 5,25% clorexidina 2%
1 2,62% 1%
2 1,31% 0,5%
3 0,65% 0,25%
4 0,32% 0,125%
5 0,16% 0,062%
6 0,08% 0,031%
7 0,04% 0,015%
8 0,02% 0,0075%
9 0,01% 0,0037%
10 0,005% 0,0018%
11 0,0025% 0,0009%
12 0,0012% 0,0004%

Em 22 pocos, foram colocadas somente as suspen-
soes de cada cepa de C. albicans (100 pL) acrescido
de caldo Sabouraud (100 pL), para controle do cres-
cimento das cepas.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A
seguir, todas as amostras foram semeadas, em dupli-
cata, em dgar Sabouraud para determinagao da CFM.
Apés incubagdo a 37°C por 48 horas, foi verificado
o crescimento microbiano e determinada a CFM dos
irrigantes para cada cepa.

REsuLTADOS

Os resultados da concentrag@o fungicida minima
(CFM) dos agentes irrigantes para cada cepa de C.
albicans estdo apresentados na Tabela 1.

Discussio

Apesar do mecanismo exato de agdo antimicrobia-
na do NaOCI nao ter sido elucidado, sabe-se que na
presenca de dgua, forma-se o dcido hipocloroso que
contém cloro ativo, um forte agente oxidante, que exer-
ce efeito antibacteriano pela oxidagao irreversivel dos
grupos sulfidrila de enzimas essenciais, interrompendo
as fungdes metabdlicas da célula bacteriana. O cloro
pode ainda se ligar aos componentes do citoplasma
formando compostos N-cloro, altamente t6xicos, que
destroem os microrganismos (SIQUEIRA JUNIOR
et al.>*, 1998).
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Bystrome Sundqvist? (1983) verificaram que o
NaOCl 0,5% foi mais efetivo do que a solucio salina
como agente irrigante, comprovando as propriedades
antibacterianas desta substincia. Entretanto, quanto
maior a concentracio desta substincia, maior serd a
efetividade e maior o efeito citotéxico. Por outro lado,
a maior diluicdo implica em uma perda da efetividade
antibacteriana e de dissolugdo de tecidos (SO et al.?,
1997). Embora alguns autores néo tenham verifica-
do a diminuicdo da efetividade antibacteriana com
concentragdes menores de NaOCl (BYSTROM e
SUNDQVIST?, 1985; D’ARCANGELO et al.?, 1999;
SIQUEIRA JUNIOR et al.??, 2000), outros verificaram
que quanto maior a concentracdo desta substincia,
maior € seu efeito antimicrobiano (SIQUEIRA JU-
NIOR et al.?, 1998; GOMES et al.'2, 2001; VIANNA
et al.”, 2004; BERBER et al.', 2006). Este efeito foi
confirmado no presente estudo, pois a utilizacdo de
NaOCl 5,25% foi efetiva, resultando em MCF 0,04%
para 68,2% das cepas e entre 0,02% e 0,01% para
22,7% das cepas.

Estrela et al.® (2003) verificaram que a minima
concentracio inbitéria (MIC) do NaOCl 1% foi 0,1%
para Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e C. albicans e de 1% para
Bacillus subtilis e para a mistura destes microrganis-
mos. As minimas concentracdes inibitérias (MIC)
apresentadas por estes autores foram maiores do que
as concentracdes fungicidas minimas (CFM) encontra-
das no presente estudo e isto pode ser explicado pela
concentracio inicial de NaOCI avaliada. No estudo
de Estrela et al.” (2003) a concentracéo inicial foi de
1% e na presente pesquisa foi de 5,25%. Assim, os
resultados sugerem o uso de baixas concentragdes,
como NaOCl 1%, pode ser recomendada, pois apre-
senta atividade antimicrobiana, dissolu¢do de tecido
e citotoxidade aceitdvel.

A clorexidina é uma substincia catidnica que age
através da adsorsdo na membrana das células dos mi-
crorganismos, causando escoamento dos componentes
intracelulares. Em baixas concentra¢des, moléculas de
baixo peso molecular escoam, especialmente potassio
e fésforo, resultando em um efeito bacteriostatico.
Em altas concentragdes, a clorexidina atua de forma
bactericida devido a precipitagdo e/ou coagulacio
do citoplasma, provavelmente causada pela ligacio
cruzada com as proteinas (FERRAZ et al.!!, 2001;
GOMES et al.'2, 2001; VIANNA et al.?®, 2000).

Viérios estudos t€ém demonstrado que a clorexidina
possui acdo antimicrobiana (GOMES et al.'?, 2001;
ESTRELA et al.?, 2003; MENEZES et al.', 2004;
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Tabela 1 — Resultados da concentracao fungicida minima (CFM) das solugées irrigadoras para cada

cepa de C. albicans

Cepas Clorexidina NaOCI
T15 8 (0,0075%) 7 (0,04%)
T12 1 (0,0009%) 7 (0,04%)

ATCC 9 (0,0037%) 7 (0,04%)
T50 10 (0,0018%) 7 (0,04%)
T13 7 (0,015%) 8 (0,02%)
C7 9 (0,0037%) 8 (0,02%)
T22a 7 (0,015%) 7 (0,04%)
C4 9 (0,0037%) 7 (0,04%)
C16 10 (0,0018%) 7 (0,04%)
c2 10 (0,0018%) 9 (0,01%)
T39 9 (0,0037%) 8 (0,02%)
T10 9 (0,0037%) 7 (0,04%)
C38 9 (0,0037%) 7 (0,04%)
T30 9 (0,0037%) 7 (0,04%)
T33a 9 (0,0037%) 7 (0,04%)

T7 9 (0,0037%) 9 (0,01%)
T48 9 (0,0037%) 7 (0,04%)
C19 10 (0,0018%) 6 (0,08%)

T1 10 (0,0018%) 7 (0,04%)
C39 11 (0,0009%) 7 (0,04%)
T40 10 (0,0018%) 6 (0,08%)

C1 7 (0,015%) 7 (0,04%)

Com base nesta Tabela, pdde-se verificar que para NaOCI, a CFM foi 0,04% (dilui¢géo 7) para 68,2% das cepas e entre 0,02% (diluicao
8) e 0,01% (diluicao 9) para 22, 7% das cepas. Para a solugao de clorexidina, a CFM foi entre 0,0037 (diluicdo 9) e 0,0018% (diluigao

10) para 72,72% das cepas.

SENA et al.”2, 2006; GOMES et al.'?, 2006). Estrela
et al.® (2003) demonstraram que S. aureus, E. faecalis
e C. albicans foram altamente sensiveis a clorexidina.
A MIC de clorexidina foi de 0,0000002% para S.
aureus e de 0,02% para E. faecalis e C. albicans. Os
resultados da presente pesquisa concordam com 0s
estudos anteriores, pois a clorexidina foi eficiente na
eliminagdo das 22 cepas de C. albicans, resultando
em CFM entre 0,0037% e 0,0018% para 72,72% das
cepas avaliadas.

26

Apesar dos resultados conflitantes encontrados na
literatura em relagdo a atividade antimicrobiana do
NaOCl e da clorexidina, € importante enfatizar que o
método experimental e o tempo de exposi¢do podem
influenciar na magnitude do efeito antimicrobiano da
solucdo irrigante. Estrela et al.® (2003) verificaram
a agdo antimicrobiana do NaOCl 2% e clorexidina
usando dois diferentes métodos. A ac¢do antimicro-
biana do NaOCI foi melhor no método de exposi¢do
direta enquanto a clorexidina foi mais eficiente no
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método de difusdo em 4gar. A diferenga entre as ve-
locidades de difusdo em 4gar das substancias testadas
pode representar limitagdo importante cosiderando-se
propdsitos comparativos.

Segundo Ringel et al.'® (1982) a vantagem mais
importante do NaOCI em relacdo a clorexidina € sua
propridade de dissolucdo de tecido. Para Jeansonne
e White'#(1994), se a atividade antimicrobiana fosse
a Unica caracteristica de um agente irrigante ideal,
a clorexidina seria o irrigante de escolha, pois € tdo
efetiva quanto o NaOCl e relativamente nio téxica.
No entanto, o NaOCI possui outra importante carac-
teristica, a dissolucdo de tecido organico. Assim, estes

autores consideram o NaOC] a solug¢do irrigadora de
escolha, ficando a clorexidina como segunda opgao,
especialmente em casos de hipersensibilidade ao
NaOCl.

ConcLusAo

As solugdes de hipoclorito de sédio e clorexi-
dina apresentaram efetiva atividade fungicida sobre
diferentes cepas de C. albicans, sendo que a MCF da
solucdo de clorexidina foi menor que a do hipoclorito
de sédio para todas as cepas avaliadas.

ABSTRACT

Chlorhexidine and sodium hypochlorite are irrigant agents commonly used in Endodontics at different concentrations.
The study of their minimal fungicide concentration on Candida yeasts, that are microorganisms frequently associated
to secondary and/or refractory endodontic infections, is rarely discussed in the literature. The aim of this study was to
evaluate the minimal fungicide concentration of chlorhexidine and sodium hypochlorite on C. albicans isolates. Twenty-
one isolates and standard strain were tested with G1) NaOCl and G2) chlorhexidine, determining the minimal fungicide
concentration (MFC). Twelve serial dilutions of the solutions were obtained in 96-well microtitulation plates. Then, 100
ul of the standardized yeast suspension were added to each well of the plate. Tests were performed in duplicate. Plates
were incubated at 37°C for 24 h and, then, plating on Sabouraud dextrose agar was performed to determine MFC. Results
showed that in G1(NaOCl), MCF was 0.04% for 68.2% of the isolates, and between 0.02% and 0.01% for 22.7% of the
isolates. In group G2 (chlorhexidine), MCF values were between 0.0037% and 0.0018% for 72.72% of the isolates. It
could be concluded that both solutions presented effective fungicide activity on C. albicans and MFC of chlorhexidine

was lower than the value of sodium hypochlorite for all the evaluated isolates.

UNITERMS

Root canal irrigants; sodium hypochlorite; chlorexidine; candida albicans.
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