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RESUMO

DE PAULA, K.B. Avaliacdo da acdo antimicrobiana do Hipoclorito de Sédio e
Hipoclorito de Célcio por meio de diferentes modelos experimentais. 2015. 60f.
Dissertagcdo/mestrado - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

A acdo quimica, obtida pelo emprego de substancias auxiliares de instrumentacao,
aliada a acdo mecénica, promove a limpeza do sistema de canais radiculares.
Determinadas propriedades das substancias quimicas, como a acdo antimicrobiana,
tém contribuido para a eliminagdo de microrganismos encontrados em dentes com
necrose pulpar e infec¢do. O objetivo do estudo foi avaliar a acdo antimicrobiana do
hipoclorito de calcio [Ca(OCI),] em diferentes concentracdes (0,5%, 1%, 2,5% e 5%)
frente ao Enterococcus faecalis e compara-la com a acdo do hipoclorito de sédio
(NaOCI) pelos métodos de Difusdo em Agar e de Contato em Meio Liquido. A
ampicilina 10 pg e agua destilada foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente, no método de difusdo em Agar. No contato em meio liquido o
microrganismo entrou em contato com a substancia teste em periodos pré-
determinados (15 segundos, 30 segundos, 1 minuto, 5 minutos e 10 minutos). O efeito
da presenca de dentina humana, albumina sérica bovina e endotoxina de Escherichia
coli O55:B5 sobre as propriedades antimicrobianas das solucfes foi avaliado. Os
componentes teciduais e microbianos permaneceram em contato com a solugdo por 2
minutos, 30 minutos ou 6 horas. Os halos de inibicdo do crescimento microbiano
verificados no Agar foram mensurados. A presenca ou auséncia de turvacéo no meio
liguido, indicando crescimento microbiano, foi determinada para cada tempo
experimental, no método de contato em meio liquido. O ndimero de unidades
formadoras de colénia (UFC) por mililitro foi quantificado, apdés a exposi¢cdo do
microrganismo as substancias quimicas auxiliares, na presenga dos componentes
teciduais. Os resultados foram tabulados e realizou-se andlise estatistica. Observou-se
que os maiores halos de inibicdo foram produzidos pelo Ca(OCl), 5% (17,38 mm
+3,71), sendo inferior ao produzido pela ampicilina (30,35 mm £1,64). Solu¢bes de
NaOCl e Ca(OCl);, na mesma concentracdo, ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Os didmetros dos halos de inibicdo produzidos por NaOCI ou
Ca(OCl), foram proporcionais ao aumento da concentracdo. O tempo de inibicdo para
o crescimento do E. faecalis, em meio liquido, € menor em concentragfes mais
elevadas de Ca(OClI), e NaOCI. As solugcbes de NaOCI 2,5%, NaOCIl 5% e Ca(OCl),
2,5% e Ca(OCl), 5.0% foram iguais entre si. A dentina e a endotoxina de E. coli ndo
interferiram na acdo antimicrobiana das solu¢ges de hipoclorito testadas. A solucdes
de NaOCI 0,5%, 1% e 2,5% e de Ca(OCl), 0,5% quando expostas a albumina, por 2
minutos, apresentaram seu efeito antimicrobiano reduzido. Concluiu-se que solucdes
de hipoclorito de célcio apresentaram acdo antimicrobiana frente ao E. faecalis, em
concentracdes similares as do hipoclorito de sédio empregadas em Endodontia. O
efeito antimicrobiano demonstrado pelas solugdes € proporcional a sua concentracao,
podendo ser modulado pela albumina, em curtos periodos de exposi¢ao.

PALAVRAS-CHAVE: Hipoclorito de calcio, Hipoclorito de sodio, Irrigantes do canal

radicular, Bactéria, Endodontia.



ABSTRACT

DE PAULA, K.B. Antimicrobial properties of calcium hypochlorite through
several experimental in vitro approaches. 2015. 60p. Master Thesis -
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2015.

The chemical action produced by the auxiliary substances can promotes the
cleaning of the root canal system. Certain properties of chemical substances,
such as their antimicrobial activity, have contributed to the elimination of
microorganisms in infected pulp tissues. The aim of this study was to evaluate,
in vitro, the antimicrobial activity of calcium hypochlorite [Ca(OCI),] in different
concentrations (0.5%, 1%, 2.5% and 5%) over Enterococcus faecalis and
compare it to sodium hypochlorite (NaOCI) through the agar diffusion method
and the broth dilution method. Ampicillin 10 pg and distilled water were used as
positive and negative control, respectively in the &gar diffusion method. In the
broth dilution method, E. faecalis cells were exposed to the auxiliary chemical
substances for (15 sec, 30 sec, 1 min, 5 min or 10 min). The effect of human
dentin powder, 18% bovine serum albumin and Escherichia coli O55:B5
endotoxin over the antimicrobial properties of the solutions was evaluated, after
2 minutes, 30 minutes or 6 hours. The inhibition zones were measured. The
presence of broth turbidity was recorded, for each time period, after 24 hours, in
the Broth dilution method. The colony forming units (CFU) per milliliter were
counted after the exposure of the E. faecalis to the tested tissue or bacterial
components. Statistical analysis was carried out. The Ca(OCl), 5% had the
largest inhibition zones (17.38 mm +3.71), however they were shorter than
ampicillin zones (30.35 mm *1.64). There was no statistical difference between
NaOCI and Ca(OCI), solutions with the same concentration. It was observed
that the highest the NaOCI or Ca(OCIl), concentration, the largest the inhibition
zone. In the broth dilution method, the time required for E. faecalis growth
inhibition was shorter in highly concentrated solutions than in low concentrated
solutions. There was no statistical difference among 2.5% NaOCI, 5% NaOClI,
2.5% Ca(OCl); and 5% Ca(OCl),. The human dentin powder and E. coli
endotoxin were not able to modulate the antimicrobial effect of the tested
irrigants. In a 2 minute-period, the antimicrobial effect of 0.5% NaOCI, 1%
NaOCI, 2.5% NaOCI| and 0.5% Ca(OCl); was inhibited by bovine serum
albumin. It was possible to conclude that calcium hypochlorite solutions were
able to inhibit E. feacalis growth, in vitro, when diluted to concentrations that
were usually employed in Endodontics. The antimicrobial effect of the solutions
was proportional to their concentration and can be modulated by bovine serum
albumin, in short periods of exposition.

KEY-WORDS: Calcium hypochlorite, Sodium hypochlorite, Root Canal Irrigants,
Bacterial, Endodontics.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos e seus produtos sao considerados 0s principais
agentes etiologicos das lesdes pulpares e periapicais
(KAKEHASHI; STANLEY; FITZGERAL, 1965; BYSTROM, et al., 1987). A
instrumentacdo mecéanica e substancias quimicas auxiliares séo utilizadas para
eliminar, tanto quanto possivel, 0os microrganismos encontrados nos sistemas
de canais radiculares (SIQUEIRA, et al., 2007).

A limpeza do canal radicular € lograda pela somatéria de diferentes
eventos: acdo mecanica de instrumentos endodoénticos, acdo das substancias
quimicas auxiliares sobre os componentes (tecidos organicos, inorganicos e
microrganismos) presentes no interior do sistema de canais radiculares e
completada pela irrigagdo-aspiracdo e medicacgao intracanal, quando utilizada.
As substancias quimicas auxiliares podem ser empregadas no preparo dos
canais radiculares como auxiliares da instrumentacdo e como solucdes
irrigadoras. Destacam-se dentre as propriedades das substéncias quimicas
auxiliares alguns fatores que se mostram expressivos, como o0 efeito
antimicrobiano, a biocompatibilidade e a capacidade de dissolucdo tecidual.
Fatores que interferem nestas propriedades estéo relacionados a concentracao
da solucdo, a temperatura em que a substancia se encontra, o volume
empregado e o tempo de permanéncia no canal para expressar o efeito
desejado (ESTRELA C, 2000; LOPES & SIQUEIRA, 2010). Frente aos
aspectos analisados, verifica-se a importancia de se estudar o efeito

antimicrobiano das substancias irrigadoras de canais radiculares.

O E. faecalis € um coco Gram-positivo, anaerobio facultativo. Esta
associado a varias infec¢cdes no corpo humano, como: infeccdo no sistema
urinario, na vesicular biliar, endocéardio e feridas por queimaduras (USHA;
KAIWAR; MEHTA, 2010). Est4 presente em infec¢cdes no sistema de canais
radiculares, e também tem sido encontrado em patologias periapicais crénicas

e casos de insucesso no tratamento endodontico (SIQUEIRA, et al. 1997;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=FITZGERALD%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14342926
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MOLANDER, et al. 1998; SIQUEIRA, et al. 1998; HAAPASALO, et al., 2000;
DAHLEN et al., 2000).

A acao antimicrobiana do hipoclorito de sédio foi extensivamente
descrita na literatura (SIQUEIRA, et al., 1997; SIQUEIRA, et al., 1998; GOMES,
et al., 2001; ESTRELA, et al., 2002; BERBER et al., 2006; ZEHNDER M., 2006;
MOHAMMADI Z., 2008). A membrana citoplasmatica das bactérias é
responsavel pelo metabolismo, crescimento e divisdo celular, sede de
importantes sistemas enzimaticos, envolvidos nos estagios de formacao da
parede celular, biossintese de lipideos, transporte de elétrons e enzimas
envolvidas no processo de fosforilagdo oxidativa. Quando em meio aquoso, o
hipoclorito de sddio se dissocia em acido hipocloroso e hidréxido de soédio. As
influéncias antimicrobianas do hidroxido de sodio sdo determinadas pelo seu
elevado pH. Ocorre alteracdo da integridade da membrana citoplasmética,
inibicdo enzimética irreversivel, alteragdes biossintéticas e no metabolismo
celular, destruicdo de fosfolipidios observados no peroxidacdo lipidica
(ESTRELA, et al., 1998; ESTRELA C., 2000) .

O hipoclorito de célcio [Ca(OCl);] € um composto halogenado,
disponivel na forma de um p6 branco, que se decompde rapidamente em agua
ou quando aquecido (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 2013). Inicialmente foi utilizado para esterilizacdo industrial,
tratamento e purificacdo da agua (WHITTAKKER & MOHLER, 1911).
Recentemente, alguns estudos in vitro propuseram seu uso como substancia
quimica auxiliar em Endodontia (de ALMEIDA, et al., 2013; DUTTA &
SAUDERS, 2012). A sua forma de apresentacdo pode favorecer o preparo de
substancias quimicas auxiliares cloradas, permitindo a obtencdo de soluctes
com concentra¢cdes mais precisas, nao influenciadas pela degradacao inicial da

solucéo de estoque.

O efeito das substancias quimicas auxiliares no interior do canal
radicular pode ser modulado por componentes teciduais da dentina,
inorganicos e organicos, como demonstrado por diversos estudos in vitro
(HAAPASALO, et al. 2000; PORTENIER, et al.,, 2002; PORTENIER, et al.,
2006; HAAPASALO, et al., 2007; PAPPEN, et al., 2010; SHRESTHA; KISHEN,



o v A W N

~N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

17

2012; MORGENTAL, et al., 2013) . A presenca da albumina pode inibir ou
retardar a acdo das solucdes irrigadoras (PORTENIER, et al., 2006; PAPPEN,
et al., 2010; SHRESTHA; KISHEN, 2012). Efeitos similares foram observados
quando componentes das células microbianas, tais como 0s
lipopolissacarideos, presentes nas bactérias Gram-negativas, entraram em
contato com os irrigantes (SHRESTHA; KISHEN, 2012).

Existem poucos estudos na literatura que avaliaram a capacidade
antimicrobiana do hipoclorito de célcio frente ao Enterococcus faecalis e o
efeito de componentes teciduais e microbianos em suas propriedades. A partir
destas constatacdes, se observa a relevancia da avaliacdo e andlise destas
propriedades para que sejam fornecidas evidéncias que indiguem a utilizacao
deste composto como uma substancia quimica auxiliar alternativa durante o

preparo do sistema de canais radiculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Substéncias quimicas auxiliares

As substancias quimicas auxiliares podem ser empregadas no
preparo dos canais radiculares como auxiliares da instrumentacdo e como
solucdes irrigadoras. (LOPES & SIQUEIRA, 2010)

Zehnder (2006) propds em sua revisdo sobre substancias quimicas
auxiliares que algumas propriedades sdo fundamentais, tais como:

a) ter um amplo espectro antimicrobiano e alta eficacia frente a
microrganismos anaerobios estritos e facultativos, bem como
microrganismos organizados em biofilme.

b) dissolver polpa necrética e seus remanescentes teciduais.

c) inativacdo de endotoxinas.

d) Prevenir a formacdo de smear layer durante a instrumentagéo ou

dissolve-l4 apés formada.

2.1.1 Hipoclorito de Sodio

O uso de hipoclorito de sodio em todo o mundo como uma
substancia quimica auxiliar do canal radicular ocorre principalmente devido a
sua eficacia para dissolucdo pulpar e atividade antimicrobiana (ESTRELA, et
al., 2002).

O mecanismo de acdo do Hipoclorito de Sédio tem sido estudado
por muitos autores. A reacdo quimica desta substancia, quando em solucéo, é

mostrada abaixo:

NaOCl+ H,0 = NaOH+ HOCl = Na*+ OH™ + H*+ ocCl”
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Em contato com a matéria organica, observa-se uma reacdo de
saponificacdo formando acidos graxos (sabao) e glicerol (alcool), reduzindo a
tensao superficial da solugcdo remanescente (LOPES E SIQUEIRA, 2010).

Na reacdo de neutralizagdo, o hipoclorito de sédio neutraliza os
aminoéacidos formando agua e sal. Com a saida de ions hidroxila, ha uma
reducdo de pH. O acido hipocloroso, quando em contato com tecido organico
age como um solvente, liberando o cloro, que combinado com o grupamento
amina, forma cloraminas (reacdo de cloraminacdo). O acido hipocloroso
(HOCI) e ions hipoclorito (OCIl) levam a degradacdo dos aminoacidos e
hidrolise. A reacdo de cloraminacéao interfere no metabolismo celular. O cloro,
que é um oxidante forte, apresenta ac¢do antimicrobiana pela inibicao de
enzimas bacterianas essenciais, levando a uma oxidacéo irreversivel de grupos
SH (Grupo sulfidrila). O hipoclorito de s6dio é uma base forte (pH>11), seu
efeito antimicrobiano, baseado neste dado, € semelhante acdo do hidréxido de
calcio. O pH elevado do NaOCI interfere na integridade da membrana
citoplasmatica com uma irreversivel inibicdo enzimatica, alteracdes
biossintéticas no metabolismo celular e a degradacdo na membrana de
fosfolipidios. A quantidade de cloro disponivel é dependente do pH da solucao.
Acima de um valor de pH de 7,6 a forma predominante € o hipoclorito, abaixo
deste valor € o acido hipocloroso. Ambas as formas sao oxidantes
extremamente reativos. As solugdes de hipoclorito empregadas em endodontia
devem apresentar um pH proximo a 12. (ESTRELA, et al., 2002; MOHAMMADI
Z., 2008).

Existe controvérsia sobre qual concentracdo das solucdes de
hipoclorito de sédio deve ser empregada em Endodontia. A eficacia
antimicrobiana e capacidade de dissolucdo tecidual estdo associadas a
concentracdo da substancia quimica utilizada. Alguns autores recomendam o
uso da concentragdo entre 0,5% e 5,25% de hipoclorito de sédio (SIM et al.
2001). No entanto, irritagbes graves tém sido relatadas quando ha o
extravazamento da substancia para os tecidos apicais. Observa-se uma
alteracdo na estrutura dentinaria, provavelmente devido a acdo proteolitica do

hipoclorito mais concentrado sobre a matriz de colageno, presente na dentina
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(SIM, et al., 2001; MOREIRA et al., 2009). Em revisao de literatura, Zehnder
(2006) descreve gue solucdes de hipoclorito a 1% sao efetivas na dissolucao
tecidual da polpa em uma sessao de tratamento endoddéntico, sugerindo que
ndo ha nenhuma justificativa para o uso de hipoclorito de sédio em
concentragdes superiores a 1%.

Brystrom & Sudgvist (1983) propuseram avaliar o efeito
antimicrobiano de solucdo de hipoclorito de sédio 0,5% em 15 dentes
permanentes monorradiculares com polpa necrosada. Quando foi utilizado
hipoclorito de sédio 0,5%, ndo houve crescimento bacteriano em doze dos
quinze canais radiculares estudados. Quando foi utilizada a solug¢édo salina,
nao houve crescimento de microrganismos em oito dos quinze dentes. Estes
resultados sugerem que o emprego de solucdo de hipoclorito de s6dio a 0,5%

potencializa a reducdo microbiana no sistema de canais radiculares.

Yesiloy et al. (1995) estabeleceram os efeitos antimicrobianos e
toéxicos das substancias quimicas auxiliares no preparo do canal radicular.
Foram testados NaOCI (0,5%, 2,5% e 5,25%), gluconato de clorexidina (0,12%)
e TheraSol, frente a diferentes microrganismos (Streptococcus mutans,
Peptostreptococcus micros, Prevotella intermedius, e Porphyromonas
gingivalis), utilizando-se o método de difusédo em agar. As placas de Petri foram
incubadas aerobicamente e anaerobicamente, de acordo com cada
microrganismo. Os resultados encontrados mostraram eficacia do Hipoclorito
de Saodio 5,25% contra todos 0s microrganismos acima citados, por apresentar
uma zona substancial de inibicdo. A diminuicdo da concentracdo de NaOCI,

(0,5% ou 2,5%) promoveu uma diminui¢ao do efeito testado.

Siqueira et al. (1998) compararam o efeito antimicrobiano do
Hipoclorito de Sdédio, clorexidina, EDTA e acido citrico, frente a quatro
microganismos anaerébios (Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, e Prevotella nigrescens) e quatro facultativos
(Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, €
Streptococcus sobrinus) comumente encontradas em infecgdes endodonticas.

O diametro da zona de inibicdo do NaOCI| 4% apresentou um resultado
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superior, sendo estatisticamente significativo, quando comparado com as
outras solucdes, exceto para 2,5% de NaOCI. Os autores sugeriram ainda que
o teste de difusdo em agar é meétodo aceito para avaliar atividade
antimicrobiana de materiais dentarios e medicamentos.

Gomes et al. (2001) utilizaram a metodologia da diluicdo em caldo
para avaliar a atividade antimicrobiana do NaOCI (0,5%, 2,5%, 4% e 5,25%) e
duas formas de gluconato de clorexidina (gel e liquido) em trés concentracdes
(0,2%, 1% e 2%) frente ao E. faecalis. O tempo para eliminar o microrganismo
foi dependente da concentracéo e do tipo de irrigante utilizado. A clorexidina
na forma liquida, em todas as concentracbes, e o NaOCIl 5,25% foram as
substancias mais efetivas. Pode-se observar que a forma liquida de clorexidina
foi mais efetiva, do que apresentacdo em gel. Isto provavelmente é explicado,
porque o liquido da clorexidina mistura-se muito bem com a suspensao
bacteriana, exercendo imediatamente sua acdo antimicrobiana. A formulacdo
em gel é de dificil dissolucdo, impedido assim o contato direto entre células
bacterianas e a clorexidina. Assim, requerer um tempo mais longo para agir
contra 0s microrganismos. No método de difusdo em &gar, os autores
indicaram que a formulacdo de gel mantém o agente em contato com o0 meio
inoculado para um tempo mais longo, produzindo as maiores zonas de inibicao.

Ferraz et al. (2007) compararam a acdo antimicrobiana da
clorexidina (gel e solu¢éo) e do hipoclorito de sddio por meio de difusdo em
agar frente aos microrganismos: S. aureus, E. faecalis, S. sanguis, S. sobrinus,
A. naeslundii, P. gingivalis, P. endodontalis, P. intermedia e P. denticola.
Todos o0s microrganismos testados foram inibidos pela diferentes
concentragdes de gluconato de clorexidina, sob a forma de solugcdo ou gel.
Resultados semelhantes ndo foram observados para NaOCI, especialmente em
baixas concentracbes. As maiores zonas de inibicdo de crescimento foram
produzidas quando as bactérias testadas entraram em contato com gel de

gluconato de clorexidina 2%.

Vianna et al. (2009) avaliaram a eficacia do hipoclorito de sdédio
(NaOCl) e clorexidina (CHX), em diferentes concentracbes frente ao

Enterococcus faecalis. Os autores empregaram os métodos de difusdo em agar
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e de diluicdo em caldo. Observou-se que o tempo de inibicdo do crescimento

microbiano foi inversamente proporcional a concentracédo da solucéo.

Mercade et al (2009) determinaram a eficacia antimicrobiana de
solucdes de hipoclorito de sédio, com diferentes valores de pH (12, 7.5 e 6.5)
em canais radiculares infectados por Enterococcus faecalis. Os dentes foram
divididos em trés grupos experimentais de acordo com o padrdo de irrigacao
utilizado: grupo 1 = NaOCI 4,2%, pH 12; grupo 2 = NaOCI 4,2%, pH 7.5; e
grupo 3 = NaOCI 4,2%, pH 6.5. O efeito antimicrobiano foi analisado pela
turvagdo do meio de cultura. Nenhuma das solugbes utilizadas demonstrou
100% de eficacia contra E. faecalis. A atividade bactericida da solucdo de

NaOCI 4,2% foi intensificada pela acidificacdo da solugéo (pH 6.5).

Wong & Cheung (2014) determinaram o grau de desinfec¢cdo das
paredes dentinarias promovido por duas concentracfes de hipoclorito de sédio
(0,5 e 3%). As raizes foram analisadas por microscopia confocal de varredura a
laser. Ambas as concentracdes de hipoclorito de sodio reduziram a quantidade
de bactérias vidveis na camada mais superficial (0,1 mm) da dentina do canal
radicular. Na camada mais profunda (0,1-0,3 mm), a irrigacdo com hipoclorito
de sodio 3% resultou em valores significativamente mais baixos de bactérias
viaveis do que hipoclorito de sédio a 0,5% ou solucdo salina. Os autores
indicaram que o aumento da concentracdo do hipoclorito de sédio potencializa
a sua penetragdo e agcdo antimicrobiana nos tubulos dentinérios, mas parece

incapaz de erradicar completamente as bactérias que ali se estabeleceram.

Carpio-Perochena et al (2015) investigaram se a variacdo do pH de
solucdes de NaOCI aumentou a sua capacidade antibacteriana e a dissolucéo
de biofilmes polimicrobianos formados in situ. Os espécimes foram irrigados
com NaOCI 2,5% com pH 5, 7, ou 12 durante 20 min. O grupo controle foi
irrigado com agua destilada. A viabilidade celular e o volume bacteriano no
biofilme foram medidos pré- e pdés-irrigacdo. Cinco areas das amostras foram
escolhidas e analisadas com microscopia confocal de varredura a laser
(CLSM). Os resultados mostraram que todas as solu¢des experimentais foram

capazes de diminuir a biomassa microbiana (P <0,05), exceto para o NaOCI a
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1% com valor de pH 5. A capacidade antibacteriana do NaOCI foi dependente
da concentracdo e acidificacdo da solucdo. A acidificacdo do NaOCI favorece

a sua acao antibacteriana, mas o efeito de dissolucao do irrigante é diminuida.

2.1.2 Hipoclorito de Calcio

O hipoclorito de célcio é um composto amplamente utilizado em
piscinas, banheiras de agua quente, e para tratamento de agua e esgoto,
sendo utilizado como um padrdo para testes de comparacdo com outros

produtos quimicos de higienizacdo (PPG Industries, 1999).

Um dos primeiros empregos de solucfes de hipoclorito de célcio foi
relatado por Whittaker & Mohler, em 1911. Um dos problemas encontrados
pelo produtor e pelo distribuidor de leite era a esterilizacdo dos utensilios
utilizados na coleta e distribuicdo do produto. Sem duvida, o método ideal é por
esterilizacdo a vapor. Na época, o elevado preco dos aparelhos e do custo da
utilizacdo da esterilizacdo a vapor, fez com que solu¢des de hipoclorito de
calcio fossem utilizadas para a desinfeccdo das garrafas, antes do
acondicionamento do leite. Os autores propuseram a imersao das garrafas em
solugcBes contendo hipoclorito de calcio e realizaram a contagem bacteriana
antes e apos o tratamento. A contagem do numero de colbnias formadas foi
feita em meio Agar padrdo, incubada durante 24 horas a 37,5°C. A avaliacéo
realizada nas garrafas, antes do tratamento mostrou um amplo numero de
microrganismos presentes. Apos o tratamento, houve uma diminuicdo de mais
de 99,9% dos microrganismos. A partir destes resultados, os autores

demonstraram a eficacia do método empregado.
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Conforme indicado por Swain et al (2012), o hipoclorito de célcio é
um agente antimicrobiano de largo espectro, com acdo rapida, apresenta
facilidade de uso, solubilidade em agua, estabilidade relativa, ndo produz

residuos toxicos ou coloragdo, sendo ainda de baixo custo.

Swain et al (2012) incorporaram hipoclorito de calcio em gesso
pedra Tipo V, e avaliaram in vitro suas propriedades. Amostras de gesso pedra
Tipo V pedra foram divididos em dois grupos de 80 amostras. Foi testada a
resisténcia a compressao e a tracdo, em condicbes secas e Umidas. Além
disso, foram separados em subgrupos: 10 amostras sem adicdo de qualquer
desinfetante e grupos contendo diferentes percentuais em peso de hipoclorito
de calcio (0,5%, 1,0% e 1,5%). Os autores concluiram, que mesmo dentro das
limitagdes de um estudo in vitro, 0 gesso pedra tipo V com adi¢cédo de Ca(OCI).,
como desinfetante, tem resisténcia a compressao e a tracao adequada. Estas
amostras exerceram acao antimicrobiana significativa frente a uma cepa
resistente de Bacillus subtilis. Nenhum efeito deletério sobre resisténcia a
compressdo ou tracdo foi encontrado apds a colocacdo das amostras

selecionadas em contato com hipoclorito de célcio.

De acordo com informagdes do fabricante, o Ca(OCI), apresenta-se
na forma de granulos, contém elevado teor de cloro ativo, e mantém as suas
caracteristicas originais por tempo prolongado, viabilizando o armazenamento
por um periodo de até 12 meses. A taxa de decomposicdo € de 3-5% ao ano
engquanto que para o hipoclorito de sodio a taxa é de 0,3% ao dia. (HYPOCAL,
2015).

A Tabela 1 descreve as propriedades fisicas do hipoclorito de sédio
e do hipoclorito de célcio, de acordo com ATSDR (Agency for Toxic Substances

and Disease Registry, 2002).


http://www.atsdr.cdc.gov/index.html
http://www.atsdr.cdc.gov/index.html

1

2

O 00 N o u»

10
11
12
13
14
15

16
17
18

25

Tabela 1 - Propriedades fisicas do Hipoclorito de Sodio e Hipoclorito de Calcio.

Ca(OCl), NaOCI
Descricao Po branco Liquido amarelo
Propriedades de alerta Odor forte Odor forte
Peso molecular 142,98 daltons 74,44 daltons
Ponto de Ebulicdo (760 mmHg) 100°C > 40°C
Ponto de congelamento N&ao aplicavel 6°C
Gravidade especifica 2,35 1,21 (NaOCI 14%)
Solubilidade em agua 21,4% a 25°C 29,39/100g a 0°C
Inflamével N&o N&o

Poucos séo os estudos que avaliaram as propriedades das solucées
de hipoclorito de célcio e sua aplicacdo em Endodontia. A capacidade de
dissolucéo tecidual de solu¢cdes de Ca(OCl), em diferentes concentracdes foi
avaliada por Dutta e Saunders (2012) e também por Taneja et al. (2014) em
que NaOCI foi mais efetivo na dissolucdo do tecido em ambas as
concentracbes e em ambos 0s intervalos de tempo. Dissolugcéo de tecido por
Ca(OCl); aumentou gradualmente com o tempo e com 0 aumento da sua
concentracdo média. Oliveira et al. (2014) avaliaram o efeito dessas solucdes
na rugosidade do tecido dentinario e concluiu que Ca(OCl),; modificou a
rugosidade da dentina do canal radicular sendo similar ao NaOCI, nas mesmas

concentracdes e combinacdes de EDTA usado neste estudo.

Até o presente momento, apenas De Almeida et al. (2014)
reportaram a avaliacdo de propriedades antimicrobianas de solugbes de

hipoclorito de calcio, quando aplicadas como irrigantes no sistema de canais
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radiculares, em um estudo in vitro. Esta solucdo foi associada a irrigacéo
ultrassénica passiva em canais radiculares de dentes bovinos infectados com
E. faecalis. Os resultados obtidos foram similares aqueles observados para
solugdes de hipoclorito de sbédio. Entretanto, os autores sugerem gue novos
estudos devem ser realizados para analisar outras propriedades desejaveis de
Ca(OCl),;, a fim de consolidar esta substancia como uma alternativa de

irrigante endoddntico.
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2.2 Efeito dos Componentes teciduais e da célula microbiana nas

propriedades das substancias quimicas auxiliares.

As substancias quimicas utilizadas como agentes de desinfeccéo
tém a capacidade de eliminar, rapidamente, até mesmo 0S microrganismos
mais resistentes em estudos in vitro. No entanto, a eficacia das mesmas
substancias parece ser modificada nas condi¢des in vivo (HAAPASALDO, et al.,
2007).

O efeito da matéria organica na propriedade antimicrobiana do
Hipoclorito de Sodio tem sido estudado desde o inicio dos anos 80. Recentes
estudos avaliaram a interacdo de substancias quimicas auxiliares com dentina,
proteinas séricas, hidroxiapatita, colageno e biomassa microbiana. Como
resultado de tais interacfes, a eficacia de varias substancias-chave pode ser
enfraquecida, ou mesmo eliminada, sob certas circunstancias (HAAPASALO et
al., 2007).

Harrison & Hand (1981) avaliaram, em um estudo piloto e depois em
estudo in vitro, o efeito do sangue, albumina humana e uma levedura soltvel
em agua sobre o NaOCIl 5,25%. Os autores concluiram que a presenca da
levedura inibiu significativamente a acdo do NaOCI| em todos os intervalos de
tempo. No entanto, nem o sangue e nem a albumina foram capazes de alterar

a acao da solucéo testada.

Haapasalo et al. (2000) desenvolveram metodologia para avaliar o
efeito inibidor que a dentina exerce em varias substancias quimicas auxiliares
utilizadas no canal radicular. Foram utilizados terceiros molares extraidos para
a producéo de dentina em po. As substancias testadas foram: solugéo saturada
de hidroxido de calcio, NaOCl 1%, acetato de clorexidina 0,5% e 0,05% e
solugdes de iodeto de potassio a 2/4% e 0,2/0,4% frente ao E. faecalis. Os
resultados mostraram que a dentina em po teve um efeito inibitério sobre todas
as substancias testadas. O efeito era dependente da concentracdo da
substancia testada, bem como sobre o tempo em que a substancia ficava em

contato com a dentina. Na auséncia da dentina, todas as substancias foram
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efetivas contra o E. faecalis. Os autores concluiram que o modelo de dentina
em po pode oferecer uma ferramenta nova e eficaz para estudar as interacdes

locais entre as substancias quimicas auxiliares, dentina e microrganismos.

Portenier et al. (2002) avaliaram a acdo antimicrobiana do
digluconato de clorexidina e do iodeto de potassio frente ao Enterococcus
faecalis na presenca de dentina em pO, matriz de dentina, dentina com
tratamento prévio por EDTA ou acido citrico e colageno tipo I. Células de
Enterococcus faecalis e Candida albicans inativadas por calor foram também
testados como inibidores. Os intervalos de avaliacdo estabelecidos eram de 1
ou 24 horas. O efeito antimicrobiano da clorexidina 0,02% foi fortemente inibido
pela matriz de dentina e células microbianas mortas pelo calor. Pode-se
observar que a dentina, previamente tratada por &cido citrico ou EDTA,
exerceu discreto efeito de inibicdo. A dentina e o colageno tipo | exerceram
inibicdo pouco intensa no intervalo de 1 hora, o que nao foi observado em 24
horas. O iodeto de potassio foi efetivamente inibido por dentina, matriz de
dentina e células microbianas mortas por calor. Colageno tipo | e a dentina
previamente tratada por EDTA ou por acido citrico ndo apresentaram efeito

inibitério sobre o iodeto de potassio.

Sassone et al. (2003) avaliaram o crescimento dos microrganismos
Staphylococcus aureus, E. faecalis, Escherichia coli, Porphyromonas gingivalis
e Fusobacterium nucleatum, em contato com as solucdes de NaOCI (1% e 5%)
e clorexidina (0,12%, 0,5% e 1%) com ou sem a adicdo de albumina sérica
bovina a 0,5%. Os momentos de avaliacdo foram imediatamente apos a
exposicdo, 5, 15 e 30 minutos de contato. A solugdo de CHX 0,12% né&o
eliminou E. faecalis em todos os intervalos de tempo. No caso de E. coli e P.
gingivalis, a CHX 0,12% n&o foi capaz de eliminar os microrganismos em
contato imediato e ap06s 5 minutos, na presenca de BSA. Os autores
concluiram que, mesmo com as limitacdes de um estudo in vitro, a solucéo de
clorexidina 0,12% foi ineficaz frente ao E. faecalis. Nas concentragdes de CHX
1%, de hipoclorito de sodio 1% e 5% observou-se atividade antimicrobiana
sobre todas as cepas testadas. A presenca de albumina ndo interferiu na
atividade antimicrobiana das solugGes testadas.
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Pappen et al. (2010) avaliou o efeito de componentes teciduais
sobre a acdo antimicrobiana do NaOCI frente ao E. faecalis, Candida albicans,
S. epidermidis e E. coli. As concentragfes de NaOCI utilizadas foram: 0,03%,
0,06%, 0,12%, 0,25%, 0,5%, 1% e 2%. J& as concentragBes de BSA foram:
0,10%, 0,21%, 0,42%, 0,83%, 1,67%, 3,33% e 6,66%. Todos o0s
microrganismos foram eliminados ap6s 30 segundos, por NaOCI 0,03%,
guando da auséncia de albumina bovina. Observou-se que o efeito inibidor da

albumina é dependente da concentracdo de NaOCI utilizada.

Em 2013, Morgental et al. utilizaram metodologia similar as
anteriores, comparando apenas a dentina em pd como possivel inibidor das
substancias: NaOCI 1%, NaOCIl 6%, clorexidina 2%, EDTA 17% e QMIX. Na
auséncia de dentina, apés 10 segundos de contato, o NaOCl 6% gerou as
menores contagem de microganimos. Apés 1 minuto, as duas concentracdes
de hipoclorito de sédio ndo permitiram crescimento bacteriano. Neste periodo
de tempo, o QMiX reduziu o numero de coldnias, porém o EDTA e a CHX
mantiveram numero de coldnias semelhantes ao controle negativo. A dentina
demonstrou um efeito inibidor significativo sobre NaOCI| 6% em 10 segundos,
sobre 0 NaOCl 1% em 10 segundos e 1 minuto, e sobre o QMiX em 10
segundos e 1 minuto. Apds 6 horas, ambas as concentracdes de NaOCI, QMiX,
e CHX eliminaram todas as células microbianas, independente da presenca ou
nao de dentina.

Quintana e colaboradores (2014) avaliaram a eficacia, in vitro, de
novas solugdes irrigadoras, BioPure MTAD e QMiX, sobre E. faecalis e o
potencial de inibicdo por po de dentina humana, albumina sérica bovina e LPS.
Os auores concluiram que, ap6s 2 minutos de contato com E. faecalis, a
albumina inibe acdo antimicrobiana das solugbes testadas, com excecao do
NaOCI 5%. Nos demais periodos experimentais a albumina, a dentina e o LPS

nao influenciaram a acéo dos irrigantes.

Considerando-se que:
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a) ha caréncia de dados relativos as propriedades antimicrobianas
de solucdes de hipoclorito de calcio em concentracbes passiveis de serem

empregadas durante o preparo do canal radicular; e,

b) poucos sdo os dados relativos aos efeitos dos componentes
teciduais frente as propriedades destas solucdes, torna-se necessario realizar
estudos que caracterizem as propriedades do Ca(OCl),, a fim de consolidar

esta substancia como uma alternativa de irrigante endodontico.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a acdo antimicrobiana
das substancias quimicas Hipoclorito de Sodio e Hipoclorito de Calcio nas
diferentes concentracoes (0,5%, 1%, 2,5% e 5%).

Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar a acdo antimicrobiana de solucfes de hipoclorito de calcio,
nas concentracdes de 0,5%, 1%, 2,5% e 5%, utilizando o método de

difusdo em agar e em contato em meio liquido;

b) Comparar a acdo antimicrobiana das solucdes de hipoclorito de sodio

e hipoclorito de célcio nas concentracdes de 0,5%, 1%, 2,5% e 5%;

c) Avaliar se a presenca de p6 de dentina humana, albumina sérica
bovina e endotoxina alteram a acdo antimicrobiana das solucdes de
hipoclorito de sédio e hipoclorito de calcio em diferentes intervalos de

tempo.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UFRGS e pelo Comité de Etica da mesma
universidade (Protocolos numero 26070, CAAE 26676514.7.0000.5347 e CAAE
35289314.0.0000.5347). Os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Bioquimica e Microbiologia Oral (LABIM) da Faculdade de Odontologia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.1 Preparo das Solucdes

As solugBes de hipoclorito de sédio testadas foram preparadas no
momento da sua utilizacdo a partir de uma solucao de hipoclorito de sédio 12%
(Farmaquimica S.A. Produtos Quimicos, Porto Alegre, RS, Brasil), diluida em
agua destilada esterilizada. Para o preparo de 10 mL de cada solugéo, foram
seguidos os protocolos abaixo descritos:

a) Solucao de hipoclorito de sédio 0,5%:
%inicial x Vinicial = %final x Vfinal
12 % x Vinicial = 0,5% x 10 mL
Vinicial =5/12
Vinicial = 0,417 mL de solugcéo de NaOCI 12%
Para o preparo da solucdo de NaOCI 0,5%, foram necessarios 0,417
mL de solugdo de NaOCIl 12% adicionados em 9,583 mL de agua destilada

esterilizada.

b) Solucéo de hipoclorito de sédio 1%:
%inicial x Vinicial = %final x Vfinal
12 % x Vinicial = 1% x 10 mL
Vinicial =10/ 12
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Vinicial = 0,834 mL de solugcéo de NaOCI 12%
Para o preparo da solucdo de NaOCI 1%, foram necessarios 0,834
mL de solucdo de NaOCIl 12% adicionados em 9,166 mL de agua destilada

esterilizada.

c) Solucéo de hipoclorito de sddio 2,5%:

%inicial x Vinicial = %final x Vfinal

12 % x Vinicial = 2,5% x 10 mL

Vinicial =25/ 12

Vinicial = 2,083 mL de solucédo de NaOCI 12%

Para o preparo da solucdo de NaOCI 2,5%, foram necessarios 2,083

mL de solucdo de NaOCI 12% adicionados em 7,917 mL de &gua destilada
esterilizada.

d) Solucao de hipoclorito de sédio 5%:
%inicial x Vinicial = %final x Vfinal
12 % x Vinicial = 5% x 10 mL
Vinicial = 5/12
Vinicial = 4,166 mL de solucédo de NaOCI 12%
Para o preparo da solu¢cdo de NaOCI 5%, foram necessarios 4,375
mL de solucdo de NaOCI 12% adicionados em 5,834 mL de agua destilada

esterilizada.

As solucdes de hipoclorito de calcio foram produzidas pela diluicdo
de porcbes de po de Ca(OCl), (Farmaquimica S.A. Produtos Quimicos, Porto
Alegre, RS, Brasil), com 65% de pureza, em 100mL de &gua destilada

esterilizada, conforme segue:

a) Solucédo de hipoclorito de calcio 0,5% - para o preparo da solucao
de Ca(OCl), 0,5%, foram diluidos 0,7692g de p6 de Ca(OCl), em
100 mL de agua destilada esterilizada, sob agitacdo constante, em
um frasco de plastico tipo Becker, em agitador durante 5 minutos.
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b) Solucdo de hipoclorito de calcio 1% - para o preparo da solucao
de Ca(OCl), 1%, foram diluidos 1,5384g de p6 de Ca(OCl), em 100
mL de agua destilada esterilizada, sob agitacdo constante, em um

frasco de plastico tipo Becker, em agitador durante 5 minutos.

¢) Solucao de hipoclorito de calcio 2,5% - para o preparo da solucao
de Ca(OCl), 2,5%, foram diluidos em 3,8461g de p6 de Ca(OCl),
em 100 mL de agua destilada esterilizada, sob agitacdo constante,
em um frasco de plastico tipo Becker, em agitador durante 5

minutos.

d) Solucdo de hipoclorito de calcio 5% - para o preparo da solucéo
de Ca(OCl); 5,%, foram diluidos em 7,6923g de p6 de Ca(OCl), em
100 mL de agua destilada esterilizada, sob agitacdo constante, em
um frasco de plastico tipo Becker, em agitador durante 5 minutos.

As solucdes foram utilizadas imediatamente apds o seu preparo.

4.2  Método de Difusdo em Agar

A acdo antimicrobiana das substancias quimicas auxiliares foi
avaliada pelo método de difusdo em agar, adaptado daquele descrito pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2014).

O numero de repeticbes foi determinado por meio do pacote
estatistico BioEstat 5.0 (Fundacdo Mamiraua, Belém, Para, Brasil),
considerando os seguintes parametros:

= teste estatistico: Teste ANOVA e Teste de Tukey post hoc ou

Kruskall-Wallis;

» diferenca minima entre as médias dos tratamentos = 1,33 mm);

= desvio-padrédo do erro =0,1;

= namero de tratamentos = 5;

= poder do teste = 0,80;
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» nivel de significancia = 0,05.

Considerando estas informacdes, o0 numero de repeticdes
necessarias para cada grupo foi de 5.

Os grupos de estudo foram estabelecidos, conforme a solucdo a ser
testada:

= Grupo 1 — Agua destilada (controle negativo)

= Grupo 2 — Disco de ampicilina 10 pug (Cefar Diagnostica LTDA,

Séo Paulo, Brasil) (controle positivo)

» Grupo 3 — Solugéo de NaOCI 0,5%

» Grupo 4 — Solucdo de NaOCI 1%

» Grupo 5 — Solucdo de NaOCI 2,5%

= Grupo 6 - Solucdo de NaOCI| 5%

» Grupo 7 — Solucédo de Ca(OCl), 0,5%

» Grupo 8 — Solucédo de Ca(OCl),; 1%

» Grupo 9 — Solucédo de Ca(OCl), 2,5%

»= Grupo 10 — Solucéo de Ca(OCl),; 5%

O microrganismo Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi sub-
cultivado em placas de Muller-Hinton agar (MHA, Himedia Laboratories Limited,
Ghatkopar West, Mumbai, India) e incubado por 18-24h a 37°C em estufa
microbiologica. Apés o crescimento em meio sélido, coldnias isoladas foram
suspensas em tubos contendo 5 mL do meio de cultura BHI Caldo. Apés
agitacdo mecanica, a suspensao foi ajustada em espectrofotbmetro com valor
de absorbancia igual a 0.036, atingindo a concentracdo equivalente a 0.5 da
escala de McFarland (1,5 x 108 bactérias/mL).

O meio de cultura empregado para o teste de difusdo em &gar foi o
Muller Hinton Agar (Himedia Laboratories Limited, Ghatkopar West, Mumbai,
India). No interior da camara de fluxo laminar, apés a dispersdo do inoculo com
um swab sobre o meio de cultura, discos de papel filtro, previamente
esterilizados foram dispostos sobre a superficie do agar utilizando-se pingas

estéreis, com vinte microlitros das solu¢fes testadas.
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Figura 1 — Colocacdo do papel filtro com a substancia teste sobre MHA,
previamente contaminado com E. faecalis.

As placas foram incubadas a 37°C em estufa microbiolégica. A
leitura dos resultados foi feita ap6s 24 horas de incubacdo em estufa
microbiolégica. As medidas das zonas de inibicdo de crescimento microbiano
corresponderam a distancia entre a superficie externa do disco de papel filtro
contendo a substancia quimica auxiliar e o inicio da regido de crescimento
microbiano, os quais foram medidos com auxilio de paquimetro digital
(DIGIMESS Instrumentos de Preciséo Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do programa
SPSS 20.0 for Windows (IBM SPSS v 20.0, SPSS; SPSS, Chicago, IL). O nivel
de significancia estabelecido foi 5%. Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk em

que P < 0,05, rejeitando-se a hipétese nula.
As hipoéteses nulas consideradas foram:

a) Ndo h& diferenca estatisticamente significante entre a agéo
antimicrobiana de uma mesma solucdo, quando em diferentes
concentracbes. Para testar esta hip6tese, foi utilizado o teste de

Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas comparagfes de Dunn.
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b) Ndo h& diferenca estatisticamente significante entre acédo
antimicrobiana de solucdes de hipoclorito de sédio e hipoclorito de
calcio em uma mesma concentracdo. O teste estatistico empregado
para testar esta hipotese foi o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de mdultiplas comparacdes de Dunn.

4.3 Método de Contato em Meio Liquido

O método empregado foi adaptado de Gomes et al. (2001). Foram
utilizadas 7 placas para cultura de células (Corning Cell Culture Cluster,
Corning, EUA), cada uma contendo seis pogos. Os testes foram realizados em
triplicata para cada solugéo, conforme indicado por Gomes et al. (2001) e
Vianna et al. (2004). Assim:

= Grupo 1 — Agua destilada (controle negativo) (n=3);
= Grupo 2 — Solucao de NaOCI 0,5% (n=3);

=  Grupo 3 - Solucao de NaOCI 1% (n=3);

= Grupo 4 - Solucao de NaOCI 2,5% (n=3);

= Grupo 5- Solucédo de NaOCI 5% (n=3);

= Grupo 6 — Solucao de Ca(OCl); 0,5% (n=3);

= Grupo 7 — Solucao de Ca(OCl), 1% (n=3);

=  Grupo 8 — Solugao de Ca(OCl); 2,5% (n=3); e,

=  Grupo 9 - Solucao de Ca(OCl); 5% (n=3).

Foram preparados 250 mL de BHI caldo (Himedia Laboratories
Limited, Ghatkopar West, Mumbai, India) contendo tiossulfato de sodio em
concentracdo de 0,5% para que este meio atue como neutralizador do
hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio, apds este exercer a sua a¢cado no
periodo de tempo determinado.
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O microrganismo Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi
subcultivado em placas de MHA (Himedia Laboratories Limited, Ghatkopar
West, Mumbai, India) e incubado por 18-24h a 37°C em estufa microbioldgica.
ApOs o crescimento em meio solido, coldnias isoladas foram suspensas em
tubos contendo 5 mL do meio BHI Caldo (Himedia Laboratories Limited,
Ghatkopar West, Mumbai, India). Apds a agitacdo mecanica, a suspensao foi
ajustada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 540 nm a um
valor de absorbancia de 0.036, com o objetivo de atingir a concentragéo
equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1,5x10® bactérias/mL).

No primeiro poco de cada placa, foi colocado 3 mL de BHI caldo
contendo o microrganismo viavel e foi adicionado 3 mL da substancia quimica
auxiliar teste. Nos demais pocos, estavam presentes 2 mL do meio de cultura

BHI caldo suplementado com tiossulfato de sédio 0,5%.

Assim, as placas de cultura de células contendo 6 pocos receberam
quantidades diferenciadas de meios de cultura (contendo ou ndo o

microrganismo) e substancia quimica auxiliar, conforme segue:

» Poco 1 - 3 mL de BHI caldo contendo E. faecalis + 3 mL da
substancia quimica auxiliar teste.

* Poco 2 — 2 mL de BHI caldo contendo tiossulfato de sédio 0,5%
(destinado verificar o efeito do agente antimicrobiano sobre o
microrganismo apos 15 segundos).

* Poc¢o 3— 2 mL de BHI caldo contendo tiossulfato de sodio 0,5%
(destinado verificar o efeito do agente antimicrobiano sobre o
microrganismo apoés 30 segundos).

* Poco 4 — 2 mL de BHI caldo contendo tiossulfato de sodio 0,5%
(destinado verificar o efeito do agente antimicrobiano sobre o
microrganismo apés 1 min).

* Poco 5 — 2 mL de BHI caldo contendo tiossulfato de sodio 0,5%
(destinado verificar o efeito do agente antimicrobiano sobre o

microrganismo apés 5 minutos).
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* Poc¢o 6 — 2 mL de BHI caldo contendo tiossulfato de sédio 0,5%
(destinado verificar o efeito do agente antimicrobiano sobre o

microrganismo apés 10 minutos).

Cada poco representou um tempo de avaliacdo. ApoOs 15 segundos
do contato da substancia quimica auxiliar com o0s microrganismos (poco
namero 1), foram retirados 1 mL deste e adicionado ao poc¢o 2, com 0 objetivo
de verificar o efeito da substancia quimica auxiliar teste neste periodo de tempo
(15 segundos). Aliquotas de 1 mL do poc¢o 1 foram retiradas apos 30 s, 1 min,
5 min e 10 min. Apds, todas as placas foram incubadas em estufa

microbioldgica, durante 24 horas, a 37°C em estufa microbioldgica.

Figura 2 — Placa com seis pogos contendo BHI caldo.

Os resultados foram analisados conforme a presenca ou auséncia
de turvacdo dos pocos. Foram determinados os tempos minimos de contato
entre 0 microrganismo e a solucdo avaliada para que se pudesse verificar a

acdo antimicrobiana, representada pela auséncia de turvacdo. O valor de
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tempo representativo para cada grupo correspondeu a moda. As hipdteses

nulas testadas foram:

a) Nao ha diferenca estatisticamente significante entre o tempo necessario
para inibir o crescimento microbiano entre as diferentes concentracfes

de uma mesma solugéo. Empregou-se o teste de Kruskall-Wallis.

b) Nao hé& diferenca estatisticamente significante entre o tempo necessario
para inibir o crescimento microbiano de uma mesma concentragdo de
hipoclorito de sodio e hipoclorito de célcio. Empregou-se o teste de

Kruskall-Wallis para testar esta hipétese.

Para todos os testes, o nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

4.4 Efeito de componentes teciduais e microbianos no efeito de

solucdes de hipoclorito de sédio e hipoclorito de calcio

P06 de dentina, albumina sérica bovina (BSA 18%; Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e endotoxina de Echerichia coli na concentracdo de 1 pL/mL
(LPS; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foram testados como potenciais

inibidores das solucdes irrigadoras.

O p6 de dentina foi preparado conforme descrito previamente por
Morgental et al. (2013), a partir de cinco raizes distais de molares inferiores
humanos extraidos. As coroas dos dentes e o cemento das raizes foram
removidos. A dentina radicular foi esmagada e moida utilizando um moedor
elétrico (Modelo DCG-20, Cuisinart, East Windsor, NJ, EUA) e o p6 de dentina
foi suspenso em agua destilada, 28 mg por aliquota de 50uL, como
preconizado por Haapasalo et al. (2000). As aliquotas foram colocadas em
tubos teste Eppendorf e esterilizadas em autoclave (HA-300 MIl, Hirayama
Manufacturing Co, Saitama, Japéo) e mantidas a 4°C até o momento do uso.

As substancias avaliadas foram: Hipoclorito de Sodio e de Calcio

dispostas em grupos:
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= Grupo 1 — Agua destilada (controle negativo) (n=3);
= Grupo 2 — Solucao de NaOCI 0,5% (n=3);

= Grupo 3 - Solucao de NaOCI 1% (n=3);

* Grupo 4 — Solugéo de NaOCI 2,5% (n=3);

= Grupo 5 - Solucdo de NaOCI 5% (n=3);

= Grupo 6 — Solucao de Ca(OCl), 0,5% (n=3);

= Grupo 7 — Solucao de Ca(OCl), 1% (n=3);

= Grupo 8 — Solucao de Ca(OCl); 2,5% (n=3); e,

= Grupo 9 - Solucao de Ca(OCl), 5% (n=3).

O microrganismo Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi
subcultivado em placas de MHA (Himedia Laboratories Limited, Ghatkopar
West, Mumbai, India) e incubado por 18-24h a 37°C em estufa microbioldgica.
Apds o crescimento em meio solido, colbnias isoladas foram suspensas em
tubos contendo 5 mL do meio BHI Caldo (Himedia Laboratories Limited,
Ghatkopar West, Mumbai, India). ApGs a agitagcdo mecanica, a suspensao foi
ajustada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 540 nm a um
valor de absorbancia de 0.036, com o objetivo de atingir a concentracéo

equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1,5x108 bactérias/mL).

Foi utilizado o teste de contato direto em meio liquido, adaptado de
Portenier et al. (2006). Apés ajustada a suspenséo bacteriana, em 27 tubos tipo
Falcon (um para cada solugdo com cada um dos inibidores), aliquotas de 450
puL da suspensdo de pd de dentina, albumina sérica bovina ou LPS foram
completamente misturadas com 450 puL de uma das solucgdes irrigadoras e 450
pL da suspenséao bacteriana, representando um volume total de 1350 pL. Para
o controle negativo, agua destilada esterilizada foi adicionada, substituindo-se

as solucdes irrigantes, mantendo-se o mesmo volume final.

Apos incubacdo durante 2 minutos, 30 minutos ou 6 horas, aliquotas

de 100 pL foram removidas e diluidas de forma seriada até 10.000 vezes (10).
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Os primeiros dois tubos da sequéncia de diluicdo continham um neutralizador
para reduzir o efeito carry-over das solugdes irrigadoras, conforme descrito por
Pappen et al. (2010). Trés aliquotas de 20 pL de cada tubo de diluicdo foram
semeadas em placas de MHA e incubadas a 37°C durante 24 horas. O numero
de unidades formadoras de col6nia foi contado, sendo todos os experimentos

realizados em triplicata.

Para determinar o efeito do p6 de dentina, da albumina bovina sérica
e da endotoxina sobre o crescimento do E. faecalis, foram produzidos tubos
contendo cada um dos componentes teciduais ou microbianos, sem as
substancias quimicas auxiliares. Os periodos de exposicdo foram 2min, 30min
e 6 horas. O mesmo protocolo de semeadura e contagem de unidades

formadoras de colbnia foi realizado.
As hipoteses nulas testadas foram:

a) Ndao ha diferenca estatiscamente significativa entre a acado
antimicrobiana de ambos os hipocloritos na presenca de inibidores

teciduais;

b) Nao ha diferenca estatiscamente significativa entre o tempo de acédo
antimicrobiana das substancias quimicas testadas na presenca de

inibidores teciduais;

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de mdultiplas comparagbes de Dunn. Foi estabelecido um nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Os valores das zonas de inibicdo encontrados por meio método de
difusdo em &gar estdo descritos na Figura 3. Observou-se diferenca
estatisticamente significante entre as diferentes concentracées de uma mesma
substancia quimica (P<.05), rejeitando assim a hipotese nula. Os grupos do
hipoclorito de sédio e hipoclorito de calcio, na mesma concentracdo, nao
apresentaram diferencas significativas entre si (Teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de mudltiplas comparacbes de Dunn, P>0.05). Observou-se
que o hipoclorito de calcio nas concentracbes 2,5% e 5% nado apresentou
diferenca estatisticamente significativa, quando comparado com o controle
positivo ampicilina (P=0.001). O mesmo ndo aconteceu com NaOCI| nas

mesmas concentra(;(”)es.
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Figura 3. Zonas de inibicdo do E. faecalis nos grupos controles e experimentais. A
mesma letra indica similaridade estatiscamente significativa (Kruskal-Wallis, seguido
de multiplas comparacdes).
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O tempo necessario para a inibicdo do crescimento do E. faecalis,
para cada uma das substancias, esta descrito na Tabela 2. Observou-se que 0
tempo para a inibicdo do crescimento do E. faecalis é menor nas
concentracbes mais elevadas de hipoclorito de sodio e de hipoclorito de célcio
(2.5% e 5,25%). O efeito inverso ocorreu em solugdes menos concentradas.
(P<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de mdultiplas comparacdes
de Dunn). A Tabela 3 apresenta os valores de significancia estatistica para a
comparacdo entre diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio e
hipoclorito de célcio.

Tabela 2 — Presenca do crescimento de E. faecalis quando em contato com
NaOCI ou Ca(OCl),, em diferentes tempos de exposicao.

Tempos de exposicao

Solucéo
15seg 30seg 1min 5min 10 min

NaOCI 0,5% + + + + +
NaOCl 1% + + - - -
NaOCl 2,5% - - - - -
NaOCI 5% - - - - -
Ca(OCl),; 0,5% + + + + +
Ca(OCl), 1% + - - - -

Ca(OCl), 2,5%

Ca(OCl), 5% - - - - -

* (+) indica crescimento microbiano; (-) indica auséncia de crescimento

microbiano.



Tabela 3 — Comparagéo estatistica (valores de P) entre as substancias considerando os periodos de inibigdo do crescimento.

NaOCl NaOCl NaOCl NaOCl Ca(OCl), Ca(OCl), Ca(0Cl), Ca(OCl),
0,5% 1% 2,5% 5% 0,5% 1% 2,5% 5%

NaOCl 0,5% 0,129 0,004 0,004 1,0 0,191 0,045 0,014
NaOCl 1% 0,162 0,162 0,129 0,832 0,627 0,346
NaOCl 2,5% 1,0 0,004 0,107 0,362 0,649
NaOCI 5% 0,004 0,107 0,362 0,649
Ca(OCl), 0,5% 0,191 0,045 0,014
Ca(OCl), 1% 0,485 0,248
Ca(OCl), 2,5% 0,649
Ca(OCl), 5%

* Resultado em negrito indica diferenca estatistica entre as substancias correspondentes na coluna e na linha.
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A presenca dos componentes teciduais e microbianos, na auséncia
da substancia quimica auxiliar, ndo influenciou o crescimento do E. faecalis nos

diferentes tempos testados (Figura 4).

400

350

300

250

UFC/ml 200

150

100

50

2 min 30min 2 min 30min 2 min 30min 2 min 30min

Agua LPS Albumina Dentina o

Figura 4 — Efeito dos componentes teciduais e microbianos sobre o
crescimento do E. faecalis em diferentes intervalos de tempo.

A acao antimicrobiana das substancias testadas nao foi alterada na
presenca de po de dentina, albumina e endotoxina em 30 minutos e seis horas.
Apenas a albumina foi capaz de diminuir a acdo antimicrobiana do NaOCI nas
concentracbes de 0,5%, 1% e 2,5%. Apenas Ca(OCl), 0,5% apresentou
diminuicdo da sua acédo antimicrobiana, sendo igual a da agua. A Figura 5
apresenta a mediana, os percentis 25 e 75 para o numero de UFC/ml para
cada solucéo irrigadora quando em contato com a albumina, apds 2 minutos.
Houve diferenca estatisticamente significativa entre o NaOCI 5%, Ca(OCl), 1%,
2,5% e 5% em relacdo ao controle, mesmo na presenca da albumina em 2

minutos.
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Figura 5 — Mediana, percentis 25 e 75 para o numero de UFC/ml para as
substancias testes e controle em contato com a albumina por 2 minutos. Letras
diferentes nas colunas indicam diferenga estatisticamente significativa (Kruskal-

Wallis, seguido de mdultiplas comparacdes).
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6 DISCUSSAO

Embora ja se tenha extensivamente estudado a ag&o antimicrobiana
e demais propriedades do hipoclorito de sédio (SIQUEIRA, et al., 1997,
SIQUEIRA, et al.,, 1998, GOMES, et al., 2001, ESTRELA, et al., 2002,
BERBER, et al.,, 2006, ZEHNDER M., 2006, MOHAMMADI Z., 2008.) ha
poucos dados relativos a propriedades para solu¢des de hipoclorito de célcio,

especialmente em concentracdes usualmente empregadas em Endodontia.

Neste estudo, avaliou-se o efeito antimicrobiano das solucfes de
hipocloritos célcio por meio de testes laboratoriais, frente a cepa de
Enterococcus faecalis. Este microrganismo foi selecionado, pois suas células
estdo associadas ao insucesso em dentes tratados endodonticamente. Da
mesma forma, estas bactérias podem invadir tibulos dentinarios e permanecer
vidveis (LOVE R, 2001). Além disso, o E. faecalis € uma das espécies mais
resistentes que estado presentes na cavidade oral. Assim, torna-se importante
testar sua suscetibilidade antimicrobiana para substancias quimicas de uso
endodontico (SIQUEIRA, et al., 1997).

O método de difusdo em &gar € uma das técnicas mais antigas
empregadas para determinar sensibilidade aos antimicrobianos, sendo
amplamente utilizado em rotinas de laboratérios de microbiologia clinica. O
método é versatil e adequado para testar a suscetibilidade da maioria dos
microrganismos patogénicos, sendo também preciso e reprodutivel (KAUSHIK,
et al.,, 2013 EUCAST, 2014, MATUSCHEK, BROWN, KAHLMETER, 2014).
Devido as caracteristicas inerentes de cada substancia, existem limitacdes que
estdo diretamente relacionadas a habilidade da substancia de difundir pelo
agar, o numero de microrganismos inoculados, o pH dos substratos nas placas,
a viscosidade do agar, as condi¢cdes de armazenamento das placas, o tempo
incubacdo e a atividade metabdlica dos microrganismos. Portanto, a
observacdo de zonas de inibicdo pode ser influenciada pela capacidade de
difusdo da substancia no Agar e néo representar a sua real eficacia contra os
microrganismos (GOMES, et al., 2006; POGGIO, et al., 2010).
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O método de contato direto em meio liquido baseia-se no contato da
substancia quimica com o microrganismo suspenso. Permite estabelecer o
tempo necessario para inibir o crescimento microbiano e comparar com
achados obtidos em outros testes (GOMES et al., 2006). Porém, a aplicacéo
clinica dos resultados obtidos por meio dos meétodos descritos apresentam
limitagBes, pois ha no interior do sistema de canais radiculares uma infeccéo
polimicrobiana, geralmente organizada em biofilmes aderidos as paredes
dentinarias. Entretanto, a realizacdo destes testes permite selecionar
caracteristicas desejaveis de cada irrigante que podem ser exploradas
posteriormente por meio de métodos laboratoriais e clinicos mais complexos e

dispendiosos.

De Almeida e colaboradores (2014) compararam a eficacia
antimicrobiana do Ca(OCl), e do NaOCI associados irrigacdo ultrassénica
passiva em dentes bovinos infectados por E. faecalis. No entando, até o
presente momento ndo foram feitos os testes iniciais, comparando-se com

padrdes conhecidos.

No presente estudo utilizamos as concentracdes de 0,5%, 1%, 2,5%
e 5%, para ambas as substancias testadas. Todas as concentracfes estudadas
demonstraram algum efeito antimicrobiano. Entretanto, os resultados mais
expressivos de agdo antimicrobiana foram observados nas maiores
concentracdes (2,5% e 5%), independentemente do método empregado. Estes
resultados concordam com os achados de Yesilsoy et al. (1995), Ayahan et al.
(1999), e Vianna et al. (2004). Todos estes estudos concluiram que a
diminuicdo das concentracbes de NaOCI refletiu-se em proporcional reducéo
dos efeitos antimicrobianos. Vianna et al. (2004) concluiram que o NaOCI 0,5%
e 1% necessitaram um periodo de tempo similar entre si, mas maior do que as

solugcdes mais concentradas para inibir o crescimento microbiano.

No presente estudo, o NaOCl 5% mostrou um menor periodo de
tempo para inibir o crescimento do microrganismo testado. O mesmo
comportamento foi observado em solugbes de hipoclorito de calcio. As
concentracbes mais elevadas apresentaram uma acdo antimicrobiana mais

intensa e rapida, nos métodos de difusdo em Agar e no método de contato
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direto em liquido, respectivamente. Observou-se que os halos de inibicdo do
crescimento microbiano das solugcdes de hipoclorito de Célcio a 2,5% e 5%
foram estatisticamente similares aos da ampicilina. A acdo antimicrobiana do
hipoclorito de sodio a 2,5% e a 5% né&o foi similar a da ampicilina. Entretanto,
nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre solugdes de

hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio a 2,5% e a 5%.

O uso de NaOCIl a 0,5% ou a 1% exerceu pouco ou nenhum efeito
sobre E. faecalis, concordando com o relatado por Abou-Rass & Piccinino
(1982) e Baugartner & Cuenin (1992). Ndo se observou também diferenca
estatisticamente significativa quando comparados a agua destilada. Entretanto,
Brystrom & Sundqvist (1983) sugeriram que o emprego clinico de solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% potencializou a reducdo microbiana no sistema de
canais radiculares, quando comparada a agua destilada. Siqueira et al (2000)
observou que a reducdo microbiana proporcionada por NaOCI 1%, 2,5% ou
5,25% foi similar ap0s o preparo de raizes contaminadas com E. faecalis.
Camara et al (2009) observaram o mesmo comportamento quando diferentes
concentracdes de hipoclorito de sédio foram empregadas, em conjunto com o
Sistema Pro Taper Universal, para o0 preparo de canais radiculares
contaminados com C. albicans, P. aeruginosa, E. faecalis e S. aureus. Embora
as solugcdes menos concentradas de NaOCI, e possivelmente as de Ca(OCl),,
apresentem um efeito antimicrobiano limitado, elas demonstram uma
citotoxicidade inferior a das solu¢des mais concentradas (AUBUT et al., 2010;
ALKAHTANI et al., 2014). Siqueira et al (2000) ressaltam que a troca constante
da solucéo de hipoclorito 1% e o uso de um grande volume de irrigante pode
manter a efetividade do NaOCI, compensando os efeitos da concentracéo.

Atualmente, o tempo de preparo dos canais radiculares reduziu de
forma abrupta, especialmente devido ao emprego de sistemas de preparo
motorizados e de instrumento Unico. Camara et al. (2009) indicam que o tempo
para o preparo in vitro de dentes utilizando-se o Sistema Pro Taper Universal
variou entre 1,5 e 4,2 minutos. Assim, a substancia quimica auxiliar permanece
um menor periodo de tempo em contato com o sistema de canais radiculares.

Foi observado que, no método de contato em meio liquido, as concentracdes
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mais elevadas, tanto do hipoclorito de Sodio quanto do hipoclorito de Calcio
apresentaram um efeito mais rapido de inibicdo do crescimento microbiano. Na
concentracdo de 0.5%, o provavel tempo para inibir o crescimento do
microrganismo foi superior a 10 minutos. Gomes et al. (2001) relataram que o
NaOCI 0,5% necessitou de 30 min para destruir as células bacterianas. Em
relacdo as maiores concentracdes de ambos os hipocloritos, pode-se observar
que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre eles, sendo o
tempo de inibicdo do crescimento do E. faecalis de 15 segundos. Outros
estudos demonstraram resultados similares ao encontrado, quando analisaram
tempo de permanéncia de diferentes substancias quimicas auxiliares (GOMES
et al., 2001; VIANNA et al., 2004).

Cabe salientar ainda que embora o diametro dos halos de inibicao
do Ca(OCl); a 0,5% e a 1% sejam similares, 0 tempo necessario para a
inibicdo do crescimento microbiano foi superior a 10 minutos e de 30 segundos
para as solucdes, respectivamente. Porém, solucdes de hipoclorito de célcio a
2,5% e 5% demonstraram halos e tempos de inibicdo de crescimento similares.
Este comportamento foi observado também para solucbes de hipoclorito de
sodio.

Componentes teciduais da dentina e do exsudato inflamatério
(albumina) podem desempenhar efeito inibitério na acdo antimicrobiana das
substancias quimicas auxiliares (HAAPASALO, et al., 2000. PORTENIER, et
al., 2002, HAAPASALDO, et al., 2007, PAPPEN, et al., 2010. MORGENTAL, et
al.,, 2013). A metodologia utilizada no presente trabalho é similar as descritas
previamente na literatura, em que raizes de dentes extraidos sdo trituradas
formando pequenas particulas de dentina em po, sendo utilizadas quantidades
padronizadas, permitindo estudos das interagdes entre dentina, medicamentos,
solugdes irrigadoras e microrganismos. Também foi utilizada a albumina,
representando a proteina que mais se encontra no soro humano. Ela esta
presente no exsudato inflamatorio, fluido gengival, e fluido de dentinario
(PAPPEN, et al., 2010).

Ao se avaliar o efeito dos inibidores teciduais sobre a agéo
antimicrobiana de solu¢des de NaOCI| e Ca(OCl),, observou-se que a dentina
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em po e o LPS néo inibiram a ac¢éo antimicrobina das as substancias testadas.
Porém, a albumina no intervalo de 2 minutos retardou a acdo do NaOCI a
0,5%, 1% e 2,5% e do Ca(OCl), a 0,5%. Observou-se que a agua, o LPS, a
albumina e a dentina em pd, nao inibiram o crescimento do Enterococcus
faecalis em todos os periodos experimentais. Pappen et al. (2010) concluiram
gue a acdo antimicrobiana do NaOCI é dependente da sua concentracdo e da
guantidade de albumina presente. A concentracdo total da proteina no soro
humano é entre 5,5% e 7,5%, no presente trabalho foi utilizada uma solucéo de
BSA 18% de BSA, conforme sugerido por Porteiner et al. (2001). Um dos
mecanismos propostos que explicaria essa diminuicdo da acdo antimicrobiana
do hipoclorito pela albumina € que ha uma rea¢édo quimica entre a proteina e o
NaOCl (BAKER R, 1947). A reacdo resulta na degradacdo da proteina e a
reducdo no efeito do hipoclorito. Além disso, estudos sobre o mecanismo de
inflamacéo tém mostrado que a albumina pode reduzir a acdo de degradacao

causada pelo acido hipocloroso (WASIL et al. 1987).

Morgental et al. (2013) observaram que o NaOCI 6% foi mais efetivo
frente ao E. faecalis que a solucdo salina e EDTA. Estes ndo demonstraram
nenhum efeito antibacteriano mensuravel. Os autores relataram ainda que a
dentina promoveu um retardo na atividade antimicrobiana do NaOCl e QMiX,
mas nao houve um impedimento completo da sua acdo. Este dado nao foi
verificado no presente estudo. Uma das justificativas poderia estar associada a
manipulagcédo recente do NaOCI e o Ca(OClI),, utilizados imediatamente apos
serem preparados, sendo que 0s autores adquiriram o produto pronto para o

Seu uso.

Infere-se que, na presenca de albumina, € necessario um tempo de
contato superior a 2 minutos, uma concentragdo mais elevada e provavelmente
uma renovagao constante da substancia teste para que ndo se altere a acéo
antimicrobiana das solucbes, especialmente do NaOCI. Foram propostos
tempos para avaliacdo os tempos de 30 minutos e 6 horas. O periodo de 6
horas foi adotado para que se estabelecesse comparacdo com os resultados
obtidos para substancias como CHX e QMiX que, por apresentarem
propriedade de substantividade, podem atuar por periodos mais longos no
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interior do sistema de canais radiculares (ZEHNDER M., 2006; MORGENTAL,
et al., 2013).

Fatores adicionais podem contribuir para a modulacdo do efeito
antimicrobiano das solugbes quimicas auxiliares. Dentre elas, destaca-se a
forma de organizagcdo dos microrganismos no sistema de canais radiculares.
Abdullah et al. (2005) indicam que existe uma diferenca entre a capacidade de
eliminacdo das células de Enterococcus faecalis quando em biofilme, na forma

plancténica ou formando pellet.

A avaliacdo da acado antimicrobiana do hipoclorito de Sédio frente a
um biofiilme de origem multi-especies ja tem sido alvo de estudos,
principalmente utilizando microscopia eletrbnica de varredura e confocal
(ORDINOLA-ZAPATA R., 2013, CARPIO-PEROCHENA, et al.,, 2015). Os
mesmos achados para o hipoclorito de calcio ainda ndo estdo descritos na
literatura, até o presente momento. S8o0 necessarios estudos que avaliem a
acao antimicrobiana do Ca(OCI), frente a biofilmes induzidos in vitro, in situ,

além de estudos clinicos.

Estudos adicionais devem ser realizados empregando-se
equipamentos e técnicas que potencializem o efeito das substancias quimicas
auxiliares, compensando eventuais perdas associadas as suas concentragoes.
De Almeida et al (2014) sugeriu que a irrigacdo ultrassbnica passiva pode
contribuir para uma maior eliminacdo de células de E. faecalis. Observou-se
que o hipoclorito de calcio 2,5% associado a ativacdo ultrassdnica passiva
conseguiu eliminar uma maior quantidade de E. faecalis, quando comparado ao

NaOCI 2,5%, associado ou ndo a ativacéo ultrassbnica passiva.

Avaliados em conjunto, os achados do presente estudo demonstram
o efeito antimicrobiano das solugbes de hipoclorito de calcio, nas
concentracdes similares aquelas do hipoclorito de sodio que sdo empregadas
clinicamente. Da mesma forma, observou-se que o efeito antimicrobiano destas
solucdes foi pouco afetado por componentes teciduais e microbianos, como a

albumina e o p6 de dentina.
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7 CONCLUSAO

Considerando-se 0s resultados obtidos e as limitagdes

experimentais do presente estudo, pode-se concluir que:

a)

b)

d)

solugcbes de hipoclorito de calcio apresentaram acao
antimicrobiana  frente ao Enterococcus faecalis, em
concentracdes similares as do hipoclorito de sodio empregadas
em Endodontia;

guanto maior a concentracado da solucéo de hipoclorito de calcio,
maior a intensidade da acdo antimicrobiana e menor o tempo

necessario para a inibicdo do Enterococcus faecalis;

a acao antimicrobiana do NaOCIl e do Ca(OCl); nas mesmas
concentracfes foram similares entre si, tanto na metodologia do

disco-difusdo quanto no contato direto;

a dentina e a endotoxina de E. coli ndo exerceram efeito
modulador na acdo antimicrobiana de soluc¢des de hipoclorito de

sédio e hipoclorito de célcio;

em periodos curtos de exposi¢do, a albumina exerceu efeito
inibitério da acdo antimicrobiana em solugbes de NaOCI 0,5%,
1% e 2,5% e também para a solugcéo de Ca(OCl), a 0,5%.
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