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coli e sua endotoxina em canais radiculares

Evaluation of 2% chlorhexidine solution and medicaments on Escherichia coli
and endotoxins in root canals

Marcia Carneiro VALERA
Professora Adjunta — Departamento de Odontologia Restauradora — Faculdade de Odontologia de Sao José¢ dos Campos
— UNESP - Sao José dos Campos — SP — Brasil.

Lilian Eiko MAEKAWA
Aluna de Doutorado — Departamento de Odontologia Restauradora — Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos
— UNESP — S&0 José dos Campos — SP — Brasil.

Luciane Dias de OLIVEIRA
Professora Doutora — Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal — Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos — UNESP — Sao José dos Campos — SP — Brasil.

Claudio Antonio Talge CARVALHO
Professor Doutor — Departamento de Odontologia Restauradora — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
Séo José dos Campos — UNESP — SP — Brasil.

Cristiane Yumi KOGA-ITO
Professora Adjunta — Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal — Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos — UNESP — Sao José dos Campos — SP — Brasil.

Antonio Olavo Cardoso JORGE
Professor Titular — Departamento de Biociéncias ¢ Diagnéstico Bucal — Faculdade de Odontologia de Sao Jos¢ dos Cam-
pos — UNESP — Séo José dos Campos — SP — Brasil.

REsumo

A proposta deste estudo foi avaliar a efetividade da solugdo de clorexidina 2% e medicagdes intracanais sobre Eschericha
coli e endotoxina em canais radiculares. Os canais radiculares de 48 dentes unirradiculados foram contaminados com
E. coli por 14 dias, instrumentados com solugéo de clorexidina 2% e divididos em 3 grupos de acordo com a medicagao
intracanal (MIC) utilizada: pasta de Ca(OH),, polimixina B, Ca(OH), + clorexidina gel 2% (CLX). No grupo controle
foi utilizada somente solucdo fisiologica. Foram realizadas coletas do conteudo do canal radicular imediatamente apos
a instrumentagdo (S1), ap6s 7 dias da instrumentagdo (S2), imediatamente apds 14 dias da agdo da MIC (S3) e 7 dias
apos remocdo da MIC (S4). Para todas as coletas foram realizados os seguintes testes: a) analise microbioldgica; b)
quantificagdo de endotoxina pelo teste cromogénico do lisado de amebocitos do Limulus. Os resultados foram anali-
sados pelo teste de ANOVA e Dunn (5%). Na amostra S2 a sol. CLX 2% apresentou melhores resultados em relago a
solugdo fisiologica. Na amostra S3 houve diferenca estatistica do Ca(OH), + CLX em relagdo ao Ca(OH), e polimixina
B. Na amostra S4 ndo houve diferencas estatisticas significantes entre os grupos. Conclui-se que somente as medicagdes
intracanais sdo capazes de diminuir significativamente a quantidade de endotoxinas.
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INTRODUGAO

A endotoxina presente na parede celular de bacté-
rias Gram-negativas® ¢ capaz de se difundir pelos
tubulos dentinarios em diregdo ao cemento em 24
horas'’. Estas endotoxinas, bem como os microrga-
nismos estdo presentes nos canais radiculares com
necrose pulpar causando reabsorggo 0ssea e periapical
e sintomatologia dolorosa. As endotoxinas tém potente
acdo citotoxica, liberadas durante sua multiplicagdo ou
morte celular, causando uma série de efeitos biologi-
cos que levam a uma reagao inflamatéria, imunologica
e reabsor¢do Ossea periapical®.

Durante o preparo biomecanico, varias substancias
quimicas tém sido utilizadas como solu¢des irrigado-
ras. Devido a uma série de propriedades, como capa-
cidade de dissolver matéria organica, agao lubrificante
e neutraliza¢do de conteudo toxico, o hipoclorito de
sodio é atualmente a substancia mais utilizada durante
a instrumentagdo e irrigagdo de canais radiculares
61427 Entretanto, a utiliza¢do de altas concentragdes do
hipoclorito de sddio pode causar irritagdo aos tecidos
periapicais®. Por este motivo, solugdes alternativas
tém sido propostas visando a associacdo de efetividade
antimicrobiana ¢ biocompatibilidade. A clorexidina,
em funcdo de seus efeitos antimicrobianos, substanti-
vidade e biocompatibilidade tem sido proposta como
alternativa durante o preparo biomecanico '371114,
Entretanto, essas solucgdes irrigadoras comumente
utilizadas na pratica endodontica, ndo demonstram
efetividade sobre a endotoxina, sendo necessaria a
utilizagdo da medicagdo intracanal'®?,

O hidréxido de calcio tem sido amplamente utili-
zado como medicacdo intracanal e tem demonstrado
efetiva agéo sobre LPS!'®!%2 pois promove hidrolise
da por¢ao lipidica da endotoxina, neutralizando seus
efeitos biologicos*. A associagao hidroxido de calcio
e clorexidina a 2% promove aumento da agdo antimi-
crobiana do hidroxido de calcio e mantém a atividade
indutora de reparagdo, além da efetividade sobre
endotoxinas presentes no canal radicular.

Na area médica, tem-se verificado que a polimi-
xina B, antibidtico polipeptidico catidnico, bloqueia
efeitos biologicos causados pelas endotoxinas'®, sendo
utilizada no tratamento de pacientes com sepsis por
microrganismos Gram-negativos’.

A proposta deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana e endotéxica da solucdo de clorexidina
2% e de medicagdes intracanais: pasta de hidroxido de
calcio, polimixina B e associag@o hidroxido de calcio
e clorexidina gel 2%.
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MATERIAL E METODOS

Preparagao e contaminagao dos
espécimes

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos — UNESP (protocolo 067/2005).
Foram utilizados 48 dentes humanos unirradiculados
que tiveram suas coroas seccionadas padronizando o
comprimento dos espécimes em 16+0,5mm.

A instrumentacao inicial dos canais radiculares foi
realizada em toda a sua extensdo, desde seu didmetro
anatomico até a lima K 30. Em seguida, foi feito
vedamento da regido apical dos dentes com resina
composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Sao Paulo,
SP, Brasil) e as raizes impermeabilizadas externamente
com duas camadas de adesivo epoxi, exceto a regido
da abertura cervical. Os espécimes foram distribuidos
aleatoriamente em placas de cultura celular de 24 po-
¢os. Estas placas e todos os materiais utilizados foram
esterilizados por radiagdo gama (EMBRARAD, Cotia,
Sao Paulo, Brasil).

Os canais radiculares foram contaminados com
uma suspensao (10° céls/ml) contendo Escherichia
coli. Os espécimes foram mantidos em estufa a
37°£1°C, em umidade relativa, por 14 dias, sendo que
a cada 3 dias, foi adicionado meio de cultura (caldo
BHI) no interior dos canais radiculares.

Grupos experimentais

Apos a confirmagdo da contaminagdo (coleta ini-
cial — Si), todos os canais foram instrumentados até a
lima K 50 e escalonados até a lima K 80, utilizando-
se 3 ml da solugdo de clorexidina 2% (CLX sol. 2%)
(Byoférmula — Farmacia de Manipulacdo, Sdo José
dos Campos, SP, Brasil) a cada troca de instrumento.
Apo0s o preparo biomecanico (PBM), foi realizada a
primeira coleta (S1). Os canais foram preenchidos
com solugdo salina apirogénica e estes permanece-
ram em estufa durante 7 dias. Apos, foi realizada a
segunda coleta (S2). Os espécimes foram divididos
em 3 grupos (n=12), de acordo com a medicacao
intracanal utilizada:

*+ pasta de hidroxido de célcio (Ca(OH),) (Pasta
Calen, SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

* solugdo de polimixina B (PB) (Ophtalmos Foér-
mulas Oficiais, Sdo Paulo, SP, Brasil);
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» associacao do hidroxido de calcio (PA) (Biodina-
mica Quimica e Farmacéutica, [bipora, PR, Brasil)
com clorexidina gel 2% (Ca(OH), + CLX gel 2%),
(Byoformula — Farmacia de Manipulagdo, Sdo
José dos Campos, SP, Brasil), propor¢do 1:1;

No grupo controle (n=12) foi utilizada solugdo
fisioldgica apirogénica como solugdo irrigadora e
como medicagdo intracanal (SFA).

Apos o preenchimento dos canais radiculares
com a medicacdo de demora, estes permaneceram
em estufa a 37°C por catorze dias. Apos este periodo
foi realizada a terceira coleta (S3). Os canais foram
preenchidos com solugéo salina apirogénica, perma-
necendo em estufa por 7 dias. Apds, foi realizada a
quarta coleta (S4).

Todas as coletas dos canais radiculares (si, S1, S2,
S3 e S4) foram realizadas da mesma forma: os canais
foram preenchidos com agua apirogénica ¢ foi cole-
tado o conteudo do canal radicular até a quantidade
de 100 ul para realizagdo da analise microbiologica e
quantificagdo de endotoxinas.

Para determinar a atividade antimicrobiana foram
realizadas diluicdes seriadas das amostras coletadas
do canal radicular e semeadura, em duplicata, em
placas contendo agar BHI. Apos, foram incubadas em
estufa a 37°C por 48 horas, e em seguida realizadas

contagens de unidades formadoras de colonia (UFC/
ml) de E. coli.

Para quantificacao de endotoxinas foi utilizado o
teste cinético cromogénico do lisado de amebocitos
de Limulus. Os resultados foram submetidos a analise
estatistica pela analise de variancia ANOVA, com
nivel de significancia de 5%, e pelo teste de Dunn.

REsuLTADOS

Na avaliacdo microbioldgica verificou-se que
a solucdo de clorexidina 2% foi capaz de eliminar
completamente E. coli nos canais radiculares de todos
os espécimes, sendo assim, ndo houve necessidade de
aplicacdo de teste estatistico.

Em relacdo a solugao fisioldgica (grupo controle),
verificou-se que houve uma redugéo do nimero de mi-
crorganismo ap6s o PBM, entretanto houve um aumen-
to apos o periodo final do experimento (S4) (Tabela 1).

Na avaliagdo da quantificagdo de endotoxina houve
diferenca estatistica entre o grupo da clorexidina ¢ o
grupo controle na primeira ¢ a segunda coleta. Na tercei-
ra coleta, o grupo controle foi diferente estatisticamente
do Ca(OH),; PB foi semelhante ao Ca(OH), + CLX gel
2% (Tabela 2). Na quarta coleta Ca(OH),, PB e Ca(OH),
+ CLX gel 2% foram diferentes estatisticamente do
grupo controle e semelhantes entre si (Tabela 3).

Tabela 1 — Média de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC/ml).

Solucao irrigadora Si 1 Mic S3 S4
¢ 9 UFC/ml UFC/ml UFC/mli UFC/ml UFC/ml  UFC/ml
Ca(OH)2 0,0 0,0
433025000 0,0 0,0
CLX sol. 2% PB 0,0 0,0
Ca(OH)2+CLX 0,0 0,0
SFA 331000000 60733 4242167  SFA 55817 206213

CLX sol. 2% — solug&o de clorexidina 2%; SFA — solugéo fisiologica apirogénica; Ca(OH), pasta de hidroxido de calcio; PB — solugéo de
polimixina B; Ca(OH),+CLX — associagdo do hidroxido de calcio (PA) com clorexidina gel 2%.

Tabela 2 - Estatistica descritiva dos valores da mediana e grupos homogéneos da quantidade de endotoxina de
E. coli (em EU/ml) nas amostras S1 e S2.

S1 S2

Sol. irrigadora Mediana Grupos homogéneos* Mediana Grupos homogéneos*
CLX sol. 2% 166 A 195 A
SFA 534 B 4524 B

* letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05). CLX sol. 2% — solugéo de clorexidina 2%; SFA — solugédo
fisiolégica apirogénica.
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Tabela 3 — Estatistica descritiva dos valores da mediana e grupos homogéneos da quantidade de endotoxina de

E. coli (em EU/mI) na amostras S3 e S4.

S3 S4
Susto, wc Ve e 3R Grupos hmogeneos
Ca(OH), 8,17 BC 10,37 B
CLX Sol. 2% PB 6,99 C 10,65 B
Ca(OH),+CLX 38,3 AB 15,9 B
SFA SFA 2160 A 2790 A

* letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05). CLX sol. 2% — solugéo de clorexidina 2%; SFA — solugéo

fisiologica apirogénica; Ca(OH), pasta de hidréxido de calcio; PB — solugéo de polimixina B; Ca(OH),+CLX — associag&o do hidroxido

de calcio (PA) com clorexidina gel 2%.

Discussio

A analise microbioldgica referente a coleta de
confirmagdo mostrou que todos os espécimes foram
contaminados com Escherichia coli. Entretanto, a ir-
riga¢do dos canais radiculares com solucdo de clorexi-
dina 2% durante a instrumentagao resultou em coletas
microbiologicas negativas, indicando que a solucgdo
de clorexidina 2% conseguiu eliminar a Escherichia
coli, bactéria capaz de induzir lesdo periapical pela
liberacdo de endotoxina em canais radiculares. Estes
resultados concordam com os observados por outros
autores!"" %1124 qye demonstraram que todas as cepas
microbianas tiveram seus crescimentos inibidos pela
solugdo de clorexidina 2%.

A atividade antimicrobiana da clorexidina se deve
a sua natureza cationica que promove aderéncia ao
composto anidnico da superficie microbiana, capaz
de alterar a integridade de sua membrana plasmatica,
modificando sua permeabilidade, promovendo a pre-
cipitacdo das proteinas citoplasmaticas e alterando o
balan¢o osmoético, além de modificar o metabolismo,
crescimento e divisdo da célula®!®!?, Essa aderéncia
ocorre através dos grupos fosfato dos acidos teicoicos
presente nas bactérias Gram-positivas, e por meio
dos grupos fosfato do lipopolissacaridio das bactérias
Gram-negativas.

Em fungdo de suas propriedades cationicas, essa
bisbiguanida também se liga, eletrostaticamente, a
hidroxiapatita, a pelicula adquirida, ao biofilme dental,
a mucosa oral e as proteinas salivares. A medida que
sua concentra¢do no meio ¢ diminuida, ela vai sendo
liberada. Tal qualidade, denominada substantividade,
faz com que seu efeito se torne mais duradouro®'3.
Em concentragoes entre 0,2% a 2% possui largo
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espectro. Além disto, baixa toxicidade, alto poder
de limpeza com menor quantidade de smear layer
do que o hipoclorito de sodio, capacidade de difusdo
através dos tibulos dentinérios e biocompatibilidade,
0 que a torna um agente indicado para uso na terapia
endodontica®!2%,

A irrigacdo com solucdo de clorexidina 2% se
mostrou eficiente na neutralizagdo de endotoxinas em
relacdo a solugdo fisioldgica. Entretanto, verificou-se
que a quantidade de EU/ml na primeira e segunda
amostra ndo apresentou valores tdo pequenos. Apos a
aplicag@o das medicacdes intracanais houve reducéo
de endotoxinas, sendo que a pasta de hidroxido de
calcio e a Polimixina B apresentaram valores proxi-
mos € mostraram-se mais eficientes que a associagao
Ca(OH), + CLX gel 2%. Entretanto, na quarta coleta
os valores de endotoxina encontrados nos trés grupos
ndo diferiram estatisticamente.

O hidroxido de célcio € capaz de inativar a endo-
toxina (LPS) pela hidrélise do lipide A, resultando em
elevada liberag@o de acidos graxos livres. Além disto,
o hidréxido de calcio é capaz de eliminar a a¢do do
LPS na producao de TNF—o em mondcitos periféricos
do sangue’. A associagdo Ca(OH),+ CLX reline as
propriedades benéficas, como neutralizacao de LPS,
do hidréxido de calcio com a agdo antimicrobiana da
clorexidina, portanto era esperado melhores resultados
com esta associagdo. Entretanto, deve-se ressaltar que
esta associacgdo foi semelhante aos outros dois grupos
(pasta de hidroxido de calcio e polimixina B), apos
a quarta coleta. Outros autores***** também compro-
varam a efetividade da pasta de hidroxido de calcio,
da polimixina B e da associagdo do Ca(OH), + CLX.

A efetividade da polimixina B sobre endotoxinas
foi comprovada neste estudo e por outros autores's!,
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Rifkind e Palmer ?!, sugerem que alguns antibioticos
polipeptideos catidnicos, como a polimixina B, sdo
capazes de neutralizar as endotoxinas pela combinagdo
direta a carga eletronegativa do lipideo A da molécula
de endotoxina. Entretanto, Morrison e Jacobs !5, veri-
ficaram que a polimixina tem alta afinidade e liga-se
a por¢ao do lipide A, alterando assim, a conformagao
tridimensional da molécula de LPS.

Os resultados obtidos permitem dizer que a eli-
minagdo da Escherichia coli é possivel apés o pre-

paro biomecanico, entretanto, somente a medicagdo
intracanal leva a redugdo significativa de endotoxina.

CoNncLusAo

Concluiu-se que neste estudo a clorexidina nao
foi capaz de neutralizar as endotoxinas do canal
radicular; somente as medica¢des intracanais foram
capazes de diminuir significativamente a quantidade
de endotoxinas.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of the 2% chlorhexidine solution and medications on Eschericha
coli and endotoxin in root canals. The root canals of 48 single-rooted teeth were contaminated with E. coli for 14 days,
instrumented with 2% chlorhexidine solution and divided into 3 groups according to the intracanal medication (ICM)
used: Ca(OH), paste, polymyxin B (PB), Ca(OH), + 2% chlorhexidine gel (CLX). The control group it was only used
physiological solution. Samples of the root canal content were collected immediately after PBM (S1), at 7 days after PBM
(S2), immediately after 14 days of ICM activity (S3), and 7 days after removal of ICM (S4). The following aspects were
evaluated for all collections: a) antimicrobial activity; b) quantification of endotoxin by the Limulus amebocyte lysate
Test. The results were analyzed by ANOVA and Dunn (5%) statistical tests. In the S2 sample the 2% CLX presented
better resulted in relation to the physiological solution. In the S3 sample the Ca(OH), was statistically different from
Ca(OH), and polymyxin B. In the S4 sample it did not have significant statistical differences between the groups. It was
conclude that only the intracanals medications are capable to reduce the amount of endotoxins significantly.

UNITERMS

Endotoxins; calcium hydroxide; chlorhexidine; polymyxin.
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