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RESUM O —Objetivos: Esteestudo realizado no departamento de Odontol ogiadaUniversidade Federa do Rio Grandedo Nortefoi
idealizado com propdsito de pesquisar aacdo “in vitro” de soluces abase de Ca(OH) etergentol frente abactérias colonizadoras
da cavidade bucal e cariogénicas visando contribuir para o estudo sobre os agentes quimicos para controle do biofilme dental.
M étodos: Testou-seatravés de discos de antibiogramae acdo em bactériasformadoras de biofilme aagéo antimicrobianade algumas
solugdes de Ca(OH) e tergentol usando-se como padréo-ouro o digluconato de clorexidina a 0,12%. Resultados. Os resultados
foram analisados através do teste de Kruskal-Wallis e do pds-teste de comparagéo mdiltipla de Dunn com valores de p sempre
menores que 0,05. A clorexidina obteve melhores resultados em nivel de agdo antimicrobiana em relacéo as solucfes a base de
Ca(OH) etergentol. A diferenca estatista da acdo da clorexidinafrente as demais sol ucBes e aos tipos bacterianos testados ndo foi
significdtivaparaamaiorias dos cruzamentos. Conclusdes: O digluconato declorexidinaa0,12% foi o egente antimicrobiano mais
efetivo neste estudo. As solucBes a base de hidroxido de cal cio ndo apresentaram efetividade satisfatériaem relacéo aclorexiding,
principa mente em rel agéo ao Streptococcus mutans. S0 necessarios estudos mai s aprofundados parase determinar o real potencial
doHCT 20 como anti-séptico bucal.

DESCRITORES: Hidréxido decécio. HCT 20. Controlequimico.

Introducéo

A cavidade oral é naturalmente colonizada por vérios tipos
microbianos, que quando organizados e estruturados com-
p&em amicrobiotaoral, sendo estas as principais causadoras
de duas das patologias orais mais comuns; carie dentaria e
doencaperiodontal . Pode-se afirmar seguramente que o con-
trole daplacabacterianaou biofilme dentério tem irr}porténci a
impar naprevencéo, curae controle destas doencas . Tal con-
trole pode ser realizado mecanicamente ou por intermédio de
substéncias quimicas. A Odontol ogiaaindabusca aquele que
possaser chamado de“o agenteideal” parao controle quimi-
co do biofilme dentario e, visando contribuir para esta area,
idealizou-se esta pesquisa.

O HCT 20 é uma solucdo irrigadora dos canais radiculares
quefoi desenvolvidapor BARBOSA em 1984 composta por
Hidroxido decalcio PA., tergentol e guadestilada. Estadro-
ga vem sendo usada desde entdo, com bastante sucesso
clinico na desinfeccéo dos canais radiculares por ser dotada
de boas propriedades antimicrobianas S , de
biocompatibilidade e de tensdo superficial atestadas.

A composicéo do HCT 20 é: 0,2g de hidroxido de calcio PA.
(pré-andlise), 80 ml de agua destilada e 20 ml de detergente
Tergentol (lauril-dietileno-glicol-éter-sulfato de sbdio) a
0,125%. Tal solucéo foi composta com o intuito de ser uma
efetiva solucéo irrigadora dos canais radiculares, sendo usa-
danos Ultimos 17 anos com larga margem de sucesso.

Pimenta e Seabra realizaram estudos com o HCT 20intro-
duzindo o seu usoms{?b a forma de bochechos, sendo os
trabalhosde Seabra ™, um comparativo clinicoentreo HCT
20 eaclorexidinaem pacientes com gengivite e periodontite
onde se obteve com as duas drogas indices de reducdo do
biofilme dentério estatisticamenteiguais.

A capacidadeantimicrobianado HCT 20 deve-se a0 Hidroxido
de célcio, que é uma substanma gue tem poder bactericida
confirmado por vérios estudos™ e pode ser explicado resu-
midamente em seu pH, emtornode12al13 (opH doHCT 20 €é
10,8), ser considerado incompativel com patdgenos orais; e
também na penetracdo de ions célcio no interior da célula
bacterianainviabilizando seu metabolismo e provocando por
conseguinte amorte celular.

A acdo do tergentol nesta solucéo tem vital importanciapara
0 seu bom desempenho antimicrobiano. Um detergente, quan-
do adicionado aqual quer solugdo provocadiminuicdo dasua
tensdo superf|C|al 0 que acarreta em maior capacidade de
difusdo desta no interior da massa microbiana organizada
com consegiiente maior velocidade no desenvolvimento de
sua acdo antisséptica.

O HCT 20 foi escolhido para esta pesquisa por tratar-se de
uma substancia que tem por base de seu principio atido o
hidréxido de calcio que é uma solucéo sabidamente
biocompativel aos tecidos do hospedeiro e ndo haver relatos
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dealergiaaeste composto. Tal fator se constitui numa poten-
cialmente grande vantagem que este material possa
apresentar em relac8o a outros existentes no mercado. A bus-
capelo composto quimico que tenhaboatoxicidade seletiva,
isto &, apropriedade que umasubstanciatem de exercer acéo
danosa apenas sobre os germes causadores da doenca, e
ndo sobre células do hospedeiro e nem sobre microrganis-
mos de acdo benéfica a salide bucal.

Sua agdo de acordo com Barbo&al'zs, basei a-se na capacida-
de antimicrobianado hidroxido de calcio. Este composto tem
sua acdo antisséptica e de limpezafacilitadas pelo tergentol.
O abaixamento da tensdo superficial da solucdo saturada de
hidréxido de calcio aumenta e acel eraaacdo antimicrobiana
dasolucéo modificando apermeabilidade sel etivada camada
externadacéulabacterianaaosions cdlcio e hidroxiladevido
a dissolucédo de sua parte lipidica. A penetracdo destes ions
interfere no metabolismo bacteriano.

Portanto, o objetivo deste estudo foi averificagdo “in vitro”
da capacidade antimicrobiana do HCT 20 e outras con-
centraces de solucbes a base de hidroxido de célcio e
tergentol em dois testes microbiol 6gicos diferentes, estes
testes viréo a possibilitar um melhor detalhamento sobre o
uso potencial do HCT 20 como enxaguatorio bucal .

Méodos

A primeira etapa deste estudo se constituiu naverificacdo da
atividade antimicrobianaatravés do teste de difusdo em agar.
Paratanto, utilizou-se cepas padréo de Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus casei queforam cultivadas e ativadasem meio
“BrainHeart Infusion” (B.H.l. -&gar)- (Difco-Detroit- Michigan)
com as referidas bactériasincubadas em caldo a37°C por 48
horas em condic¢des de anaerobiose.

As cepas foram semeadas nas placas com o auxilio de swabs
estéreis por esgotamento. Logo a seguir, discos de
antibiogramaestéreis, cadaum com 6 milimetros de didmetro
foram embebidos com as solucdes teste e dispostos de modo
equidistante nas placas com os meios de cultura para poste-
rior verificac8o dos halos de inibic&o promovidos por cada
solucado-teste em milimetros. Foram necessérios 0,25 mL de
solugdo para saturar cada disco.

Apbs todo esse processo, faz-se necesséario que se promova
condicdes de anaerobiose para o crescimento bacteriano em
todaaplaca semeada, aexcecdo é claro, dos halosdeinibicéo
gue pudessem ser formados pelas solucdes. Tal anaerobiose
fol conseguida através de jarras de Gaspak a 37C por 48
horas para posterior verificagcdo dos halos de inibicdo em
milimetros. Com objetivo dereduzir avariabilidade e conse-
guir resultados precisos, o experimento foi feito em triplicata
para cada microrganismo esolucéo, exceto o L. casei, quefoi
feito em duplicata. O valor dos diémetros dos hal os deinibi-
¢do foi dado pela média das trés repeticoes.

Este estudo foi idealizado para se verificar a concentracdo
inibitériaminimadaassociacéo Hidroxido de célcio/tergental,
onde se testou varias diluicdes diferentes, todas com adicéo
do flavorizante aniz (01 gota para cada 30 ml). As solucdes-
teste foram identificadas apenas com nimerosde 01 a09 que
foram obtidos por aleatorizacéo afim de que o operador néo
tivesse conhecimento de que solucgdo estava sendo aplicada
na placa de Petri. A ordem das soluc8es foi a seguinte:

Solucdo 1: HCT 20 + flavorizante aniz;
Solugdo 2: HCT 10 + flavorizante aniz;
Solucdo 3: HCT 40 + flavorizante aniz;
Solucdo 4: HCT 20 sem flavorizante;

Solucso 5: Aguadestilada + flavorizante aniz;
Solucdo 6: HCT 5 + flavorizante aniz;

Solucéo 7: Tergentol + flavorizante aniz;

Solucdo 8: Digluconato de clorexidinaa0,12% + flavorizante
aniz;

Solucdo 9: HCT 30 + flavorizanteaniz.

OsnumerosHCT 5,10, 20,30 e 40 representam aproporcao de
tergentol na solucdo de &gua de cal, onde procurou-se saber
gue diluicdo da solucéo a base de hidréxido de célcio em
tergentol (lauril-dietileno-eter-sulfato de sddio a0,125%) pro-
piciaria melhor acdo antimicrobiana. Sendo que, para se
descartar a acdo do tergentol, optou-se pelo uso de uma so-
lucdo-teste com este detergente (solucéo 7).

A segundafase do trabalho, também “in vitro”, deu-se da se-
guinte maneira: as mesmas solucdes teste da etapa anterior
foram confeccionadas e numeradas de 1 a 9 como na etapa
anterior, porém com novaal eatorizacdo. Osmeiosdeculturae
as cepas bacterianas usados foram: Streptococcus mutans,
Sreptococcus sanguis e Sreptococcus sobrinus. O que dife-
riu é que usou-se estas bactérias paratestar aacdo do HCT 20
em biofilme bacteriano. Estes biofilmes foram prodllzjzi dosde
acordo com o modelo proposto por THROWER etal , ondeos
biofilmes s&o produzidos em membranas defiltro denitrato de
celulose de 13 milimetros de diémetro com 0,22 micrémetrosde
didmetro do poro (Milipore Corp., New York- NY). Apos 48
horas, um biofilmefoi transferido daculturaparaum recipiente
contendo 10 ml de cada solucdo teste. Os biofilmes permane-
ceram em contato com estas solucdes por 1 minuto, pois pode
ser esta a duracdo de um bochecho com antisséptico.

Apbs a permanéncia do biofilme em contato com a solucéo
pelo tempo determinado ( 1 minuto), transferiu-se cada um
paraum recipiente contendo 10 ml de &guadeionizada estéril
e homogeneizado em vibrador “vortex” por 1 minuto para
ressuspender os microrganismos. Entdo, transferiu-se 1 ml
desta suspenséo resultante para 9 ml de solucéo salinaredu-
toraestéril, quando foi diluida. Foram realizadas 07 diluicdes.
Apbs as diluicdes, o liquido resultante foi semeado em pla-
casde Petri com meio BHI (experimento feito emtriplicata). O
ndmero de microrganismos foi entdo determinado em placas
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dePetri com meio deculturaB.H.l. eincubadas em anaerobiose
por 48 horas.

Os biofilmes expostos a solucéo salinaestéril foram tratados
similarmente. Transferiu-se 1 ml daamostrade diluente estéril
e 1 ml da suspensdo resultante isoladamente para 9 ml de
solucdo salinaredutoraestéril ediluida. Foi contado o nime-
ro demicrorganismosparaverificar seforam perdidascélulas
dosbiofilmescontrole.

Ao final deste processo, pode-se determinar a média do nu-
mero de unidades formadoras de coldnias (UFC) de todos os
biofilmes submetidos a cada produto e suas diluicoes.

Dentro da nova randomizac&o, as solucdes e seus nimeros
correspondentes foram os seguintes:

Solucéo 1. digluconato declorexidinaa0,12% + flavorizanteaniz;

Solucéo 2: tergentol + flavorizante aniz;

Solugdo 3: HCT 5 + flavorizante aniz;

Solucéo 4: Aguadestilada+ flavorizante aniz;
Solucdo 5: HCT 10 +flavorizante aniz;
Solucdo 6: HCT 20 sem flavorizante;

Solugdo 7: HCT 20 +flavorizante aniz;
Solucdo 8: HCT 30 + flavorizante aniz;
Solucdo 9: HCT 40 + flavorizanteaniz.

Resultados

No estudo com os discos de antibiogama em placas de Petri,
amedicdo dos halos de inibicdo provocados pelas solucbes
testadas obtiveram os seguintes valores médios expressos
em milimetros representados no quadro abai xo:

QUADRO 1
S. mutans | Média S. Média S. Média| L. casei |Média
sanguis sobrinus
1{ HCT20 {0 (0|0 | 00 [12|/9 (12| 11,0 [O]|O | O | 0,0 0[{0[0| 0,0
+
Aniz
2l HCT10 {0 (O[O ] 0,0 |4 |1 (2] 23 0({0[{0| 00 [O]O]O0O]| 0,
+
Aniz
3] HCT40 O] 00| 0,0 |[12|12]|15] 13 0[0[0| 0,0 0[{0[0| 0,0
+
Aniz
4] HCT20 [0 |0 |O | 0,0 91810 9,0 0[(0[0]| 0,0 0[(0[0]| 0,0
SAgua0000,00000,00000,00000,0
destilada
+ Aniz
6| HCT5+ 0|00 0,0 00|00 0,0 000 0,0 0[{0[0| 0,0
Aniz
7|Tergentol | 5 |4 | 4| 43 |[15/12]15| 14,0 |54 |4 | 46 |11|9 [12] 10,6
+
Aniz
8| Clorex. + |14 (11|11 | 12,0 (17|13|18| 16,0 |10|10|14| 11,3 |16|14|15| 15,0
Aniz
9| HCT30 (0|0 |O| 0,0 [10{11(13| 11,3 [O|O O | 0,0 0[{0[0| 0,0
+ Aniz

Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Salide-UFRN. 2005

14 - Acta Cirtrgica Brasileira - Vol 20 - Supl n° 1 2005



O quadro abaixo mostra o desempenho das solugdes em
valores de hal os deinibicdo minimos, maximose mediana(em

milimetros):
QUADRO 2
Solucao Medig¢oes | Mediana | Minimo | Maximo
1 HCT 20 + aniz 12 0.000 0.000 12.000
2 HCT 10 + aniz 12 0.000 0.000 4.000
3 HCT 40 + aniz 12 0.000 0.000 15.000
4| Agua destilada + aniz 12 0.000 0.000 0.000
5 HCT 5 + aniz 12 0.000 0.000 0.000
6| Tergentol + aniz 12 7.000 4.000 15.000
7 Clorexidina 12 14,000 10.000 18.000
8 HCT 30 + aniz 12 0.000 0.000 13.000
9 HCT 20 + aniz 12 0.000 0.000 10.000

Fonte: Programa de P6s-Graduagéo em Ciéncias da Saide-UFRN. 2005

Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallise ovalor de“p” obtido
para este teste foi de p < 0,0001 para todas as bactérias jun-

tas, sendo considerado pois, extremamente significante.

Noteste com o biofilme, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
e 0 pbs-teste de Comparacéo multipla de Dunn. Os resulta-

dos estdo expostos nos quadros abaixo:

ParaS sanguis. (nimero de Unidades Formadoras de Col6nias

-UFC) emlogde 10

QUADRO 3
Solucio Teste de Mediana | Minimo | Maximo | Valor de
Dunn p
1| Clorexidina + aniz A 8.000 8.000 8.600
2| Tergentol + aniz B 11.370 11.370 11.260
3 HCT 5 + aniz A B 9.960 9.460 10.060
4 Agua destilada + A, B 9.750 9.480 9.870
aniz 0,0016
5 HCT 10 + aniz A B 10.900 10.850 10910
6| HCT 20 sem aniz A B 11.060 10.850 11.220
7 HCT 20 + aniz A B 9.920 9.840 9.930
8 HCT 30 + aniz A B 10.220 10.170 10.220
9 HCT 40 + aniz A, B 10.740 10.700 10.740

Fonte: Programa de P6s-Graduagéo em Ciéncias da Saide-UFRN. 2005
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ParaSmutans. (nimero de Unidades Formadoras de Col6nias
—UFC) emlogde 10

QUADRO 4
Solucao Teste de | Mediana| Minimo | Maximo | Valor de
Dunn p
1| Clorexidina + aniz A 0.000 0.000 0.000
2| Tergentol + aniz B 11.160 11.020 11.130
3 HCT 5 + aniz B 10.950 10.910 11.030
4 Agua destilada + AB 9.170 9.110 9.250
aniz 0,0015
5 HCT 10 + aniz A,B 8.600 8.470 8.840
6| HCT 20 sem aniz A,B 9.460 9.360 9.560
7 HCT 20 + aniz A,B 10.190 10.140 10.300
8 HCT 30 + aniz A,B 8.470 8.000 8.470
9 HCT 40 + aniz A,B 8.470 8.300 8.770
Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Salide-UFRN. 2005
Para S.sobrinus: (nimero de Unidades Formadoras de
Colbnias—UFC) emlog de 10
QUADRO 5
Soluciao Teste de | Mediana| Minimo | Maximo | Valor de
Dunn p
1| Clorexidina + aniz A 9.250 9.170 9.300
2| Tergentol + aniz A.B 9.200 9.200 6.610
3 HCT 5 + aniz A,B 10.450 10.360 10.470
4 Agua destilada + AB 10.350 10.190 10.410 0,0021
aniz
5 HCT 10 + aniz A,B 10.410 10.400 10.560
6| HCT 20 sem aniz A,B 11.130 11.080 11.160
7 HCT 20 + aniz B 11.350 11.190 11.440
8 HCT 30 + aniz A,B 10.670 10.590 10.780
9 HCT 40 + aniz A,B 10.480 10.400 10.480
Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Salide-UFRN. 2005
Discussao Tal diferencametodol 6gi catambém chamou atengéo dos auto-

Os resultados da andlise feita nos ensaios com as Placas de
Petri e os discos de antibi ograma mostraram extrema superio-
ridade na capacidade antimicrobiana do digluconato de
clorexidinaa 0,12% sobre 0s quatro tipos bacterianos testa-
dos, sgjano colonizador inicial, que € 0 Sreptococcus sanguis,
ou nas bactérias cariogénicas (Streptococcus mutans,
Sreptococcus sobrinus e Lactobacillus casei ). Apesar da
metodol og|aeo tipo deandlisediferirem daliteraturasobreo
HCT 20*"" aclorexidinase mostrou consideravel mente su-
perior a0 HCT 20, sejanaformaconvencional ou adicionada
do flavorizante aniz, o que nao ocorreu nos estudos
supracitados.
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res em relacdo aos trabalhos apresentados por Barbosa’ '3,
pois no presente estudo, a acdo antimicrobianado HCT 20 s6
foi satisfatéria frente ao Sreptococcus sanguis, ndo tendo
obtido halo deinibicao de crescimento bacteriano algum para
0S outros tipos bacterianos testados. Pensou-se na hipotese
desta diferencaimportante naqualidade de acéo antibacteriana
doHCT 20 estar em algum tipo dereacéo negativado Hidroxido
de Célcio do HCT 20 e das demais concentracdes de tergentol
nas solucdes de HCT com o &gar presente no meio de cultura
utilizado neste experimento. Hipdtese esta que tem como
contraposicdo o fato de todas as concentracdes do HCT
(5,10,20,30 € 40% detregentol) terem induzido aformacédo de
halos de inibi¢do contra o Sreptococcus sanguis.



Tomando-se por base apenas esta metodologia de expe-
rimentacdo, poder-se-ia raciocinar equivocadamente que o
HCT 20 6 seriaefetivo frente abactérias col oni zadorasinici-
ais, sendo ineficazes contra bactérias cariogénicas. Além do
gue, devido a desvantagem que ele apresentou em relacéo a
clorexidina, ndo val eria a pena continuar desenvolvendo es-
tudos sobre 0 uso do HCT 20 como anti-séptico bucal. Masé
preciso testar todas as possibilidades para se fazer qual quer
tipo de afirmacéo com verdade cientifica. Entdo, somando-se
este raciocinio apossivel reacdo do Ca(OH) com o &gar, le-
vou-se este estudo adiante para testar es nfesmas solucdes
com as mesmas cepas bacterianas com o biofilme, condicéo
tal que simula com mais precisdo um bochecho com
enxaguatorio bucal, bem como isenta as solugdes-teste do
contato com o agar.

Analisando-se agora os testes feitos com as bactérias forma-
doras de biofilme, ao serealizar o cruzamento dos testesem
cada solucéo, a clorexidina apresentou os melhores resulta-
dos para com o0s Streptococcus mutans e 0s Streptococcus
sanguis, tendo havido resultados semelhantes ao tergentol
para Streptococcus sobrinus.

O HCT 20, assim como no teste com os discos de anti-
biograma, apresentou os melhores resultados contra o
Streptococcus sanguis. Se compararmos o HCT 20 puro e
com flavorizante aclorexidina, o pés-teste de Dunn s6 reve-
lou diferenca estati sticamente significante (p<0,05) parasuas
acOes contra 0 Streptococcus sobrinus, mesmo com a acéo
inibitéria total de crescimento bacteriano que somente a
clorexidina desempenhou frente ao Streptococcus mutans.

Os achados deste experimento direcionam ao pensamento de
gue a acdo antimicrobiana das solucfes a base de hidroxido
de célcio e tergentol pode estar relacionada a proporcéo do
detergente na solucdo. Estas solucdes ndo tiveram desempe-
nho esperado conforme a literatura sobre 0 assunto nos
mostra, mas vale frisar que esta metodologia foi diferente,
além do que, a acdo no teste do biofilme da &gua destilada
guedeveriater sidoapior, foi estatisticamente préxima, e por
vezes até melhor, que as solucdes a base de hidréxido de
cécio.

Conclusdes

O digluconato de clorexidina a 0,12% foi o egente antimi-
crobiano mais efetivo neste estudo.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as acdes
das solucdes a base de Ca(OH) e a acéo parecia melhorar
conforme o percentual de deterdente ia aumentando.

As solucdes a base de hidréxido de calcio ndo apresentaram
efetividade satisfatériaem rel agéo aclorexiding, principalmente
em relacéo ao Sreptococcus mutans.

S30 necessarios estudos mai s aprofundados para se determi-
nar o real potencial do HCT 20 como anti-séptico bucal .
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ABSTRACT —Pur poses: Thisresearch desenvolved in Rio Grande do Norte Federal University, Department of Dentistry purpose
evaluation “in vitro” Ca(OH) and tergentol solutions action in oral cavity that first reside in and cariogenic microorganisms for
dental biofilm chemical contrdl increasing. M ethods: “Invitro” testswith antibiogram discs and biofilm formersbacteriaantibiothic
actionfrom Ca(OH) and tergentol solutionsand the 0,12% clorhexydine digluconate as“ gold-standard” . Results: Theresultswere
analyzed using the K fuskal-Wallistest and Dunn”smultiple comparison post-test with p-val ueawaysl ower than 0,05. Theclorhexydine
showed a better antimibrobian action in correlation with Ca(OH) and tergentol solutions. The statistical differences among
clorhexydineand this study other solutionswasnot significant in agredter part of comparisons. Conclusons: The0,12% clorhexydine
digluconate wasthemost effective antibiotic agent inthisresearch. Ca(OH) and tergentol solutionsdoesnot demonstrate satisfactory
effectivenessin correlation the clorhexydine, mainly, for the Sreptococcus mutans. More complete studies are necessary for CHD
20 evauation asan oral antiseptic.
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