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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito da dentina sobre o pH e a atividade antimicrobiana de formulagdes com hidroxido de
célcio. Material e método: O pH e a atividade antimicrobiana das formulagdes (G1- polietilenoglicol, G2- glicerina
e paramonoclorofenol canforado ou G3- clorexidina) foram analisados nas formulagdes puras (G1A, G2A e G3A) ou
acrescidas de dentina em p6 (G1B, G2B e G3B). Tubos de polietileno foram preenchidos com uma das formulagdes e
imersos em dgua destilada. O pH foi analisado ap6s 24 horas, 7, 14 e 21 dias. A atividade antimicrobiana foi avaliada
sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212), através do teste de difusdo em agar. Os resultados foram submetidos
aos testes de ANOVA e Tukey (p=0,05). Resultado: A dentina ndo exerceu efeito sobre o pH das formulagdes,
exceto ocasionando a redu¢do em G1, no periodo de 24 horas (p<0,05). Nas demais formulagdes, ndo houve
interferéncia da dentina sobre o pH (p>0,05). Quando comparados entre os grupos, em 24 horas e 7 dias, G1A e
G1B apresentaram menor pH (p<0,05). Em 14 dias, G2A, G2B, G3A e G3B demonstraram similar pH (p>0,05),
assim como entre G3B e G1A (p>0,05). Em 21 dias, todas as formula¢des demonstram semelhante pH (p>0,05).
Os resultados em ordem decrescente da atividade antimicrobiana foram G2A=G2B>G3A=G3B>G1A=G1B (p<0,05).
Conclusao: A dentina néo interferiu no pH e na atividade antimicrobiana das diferentes formula¢des com hidréxido
de calcio, exceto na associagao com o polietilenoglicol, em que ocasionou a redugdo do pH apenas no periodo de
24 horas. A formula¢do com paramonoclorofenol canforado apresentou maior atividade antimicrobiana, seguida
da clorexidina e do polietilenoglicol.

Descritores: Calcio; endodontia; Enterococcus faecalis; pH.

Abstract

Objective: To evaluate the dentin effect on pH and antimicrobial activity of the calcium hydroxide chemical
formulations. Material and method: pH and antimicrobial activity of calcium hydroxide formulations were evaluated
(GI-polyethyleneglycol, G2-glycerin and camphorated paramonochlorophenol and G3-chlorhexidine). The formulations
were evaluated alone (G1A, G2A e G3A) or with dentin powder (G1B, G2B and G3B). Polyethylene tubes were
filled with the formulation and immersed in distilled water. After 24 hours, 7, 14 and 21 days, pH was evaluated.
The antimicrobial activity was evaluated against Enterococcus faecalis by agar diffusion test. All data were submitted
to ANOVA and Tukey tests (p=0.05). Result: None effect was observed on pH and antimicrobial activity by dentin on
different chemical formulations, except the reduction occurred in G1 at 24 hours (p <0.05). When compared between the
groups at 24 hours and 7 days, G1A and G1B had a lower pH (p <0.05). At 14 days, G2A, G2B, G3A and G3B showed
similar pH (p <0.05) and between G3B and G1A (p> 0.05). At 21 days, all formulations were similar (p>0.05). Regarding
antimicrobial activity G2B G2A => = G3A G3B> = G1A GI1B (p <0.05). Conclusion: The dentin did not affect the
pH and antimicrobial activity of different formulations containing calcium hydroxide, except in association with
polyethylene glycol, which caused the reduction of pH, within 24 hours. The formulation with paramonochlorophenol
camphor showed higher antimicrobial activity, followed by chlorhexidine and polyethylene glycol.

Descriptors: Calcium; endodontic; Enterococcus faecalis; pH.
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INTRODUCAO

O hidroéxido de calcio possui diversas indicagdes para uso na
Odontologia, sendo rotineiramente recomendado como medicagao
intracanal'? Apesar de apresentar satisfatoria atividade antimicrobiana
e neutralizante de subprodutos da microbiota presente na infecgdo
endodontica primadria, tais como a endotoxina, sua agdo sobre o
Enterococcus faecalis é restrita™>.

Atualmente, tem sido proposta a combina¢ido com veiculos
de diferentes caracteristicas fisico-quimicas, a fim de facilitar
o manuseio clinico e obter sinergismo de a¢do antimicrobiana.
Por outro lado, essas associagdes também podem ocasionar efeitos
adversos sobre as propriedades bioldgicas e microbioldgicas da
propria medicagao®”.

O digluconato de clorexidina a 2% possui boa atividade
antimicrobiana sobre o Enterococcus faecalis', porém é questionavel
sua efetividade sobre a microbiota anaerdbia estrita®. Assim, é
recomendavel a associagdo com o hidroxido de célcio, a fim de também
proporcionar sinergismo de agdo para ambas as substancias*®”’.
Entretanto, devido a restrita miscibilidade entre essas substancias, a
medicagdo resultante é de dificil manuseio e restrita aplicabilidade
clinica, além de apresentar baixa tolerabilidade tecidual®’.

A associagdo do paramonoclorofenol canforado e da glicerina
com o hidréxido de célcio é uma alternativa de medicacio
intracanal’®. Demonstra ser eficaz em reduzir a quantidade de
microrganismos persistentes apds o preparo quimico-mecéanico
dos canais radiculares, bem como possui a propriedade de manter
um ambiente com alta alcalinidade por até 28 dias, situagdo que
favorece a descontamina¢io endodontica'®!!.

O ambiente alcalino, ou seja, com elevado valor de pH local,
é um dos fatores fundamentais para a obten¢do de um ambiente
improéprio a proliferacdo da microbiota endodontica'?. Tal situagdo
pode ser obtida com o uso da medica¢ao intracanal contendo
hidréxido de calcio independentemente das formulagdes quimicas
utilizadas"*'*!. Por outro lado, diversos fatores podem interferir
negativamente sobre este potencial de alcalinizagdo, comprometendo
a antissepsia dos canais radiculares, uma vez que grande parte dos
microrganismos estd localizada no interior dos tubulos dentindrios™*.

Peculiarmente, a dentina possui efeito de neutraliza¢do
de acidos e bases devido a presenga da apatita inorganica e de
outros componentes organicos em sua composicao®®. Em virtude
desta propriedade, tem sido demonstrado que reduz a atividade
antimicrobiana do hidréxido de célcio sobre a microbiota presente
na infec¢io secundaria'">. Em contrapartida, sobre as formulagdes
que contém clorexidina, tende a elevar o pH das mesmas'®.

Com o intuito de avaliar os efeitos da dentina radicular sobre os
medicamentos de uso endodontico, varias metodologias tém sido
recomendadas, tais como as que utilizam um bloco de dentina,
porém este método é impreciso nas analises quantitativas da atividade
antimicrobiana'*”. Recentemente, uma metodologia utilizando
dentina em pé de dentes extraidos, de reduzida granulagao, foi
proposta para a avaliagdo fisico-quimica e microbioldgica dos
medicamentos utilizados no tratamento dos canais radiculares,
sendo de fécil realizacdo e controle'>'®. Dessa forma, como
diversas formulacdes quimicas contendo hidréxido de célcio
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tém sido preconizadas, torna-se importante avaliar os possiveis
efeitos da dentina sobre o potencial de alcalinizagio e a atividade
antimicrobiana destes medicamentos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da dentina na
atividade antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis e no pH, nos
periodos de 24 horas, 7, 14 e 21 dias, das formulagdes contendo
hidréxido de célcio associado com polietilenoglicol (Calen),
paramonoclorofenol canforado e glicerina (HPG) ou digluconato
de clorexidina a 2%, intra e entre os grupos experimentais.
A hipétese nula do estudo é que a dentina ndo exerce efeito sobre a
atividade antimicrobiana e o pH das diversas formula¢des contendo
hidréxido de calcio, quando avaliadas entre as mesmas e diferentes
formulagdes quimicas.

MATERIAL E METODO

Descri¢do das Formulagoes

As composi¢des quimicas das formulacdes com hidréxido de
célcio e a respectiva procedéncia das substancias utilizadas no
presente estudo foram: G1 (subgrupos A e B) - Hidroxido de calcio
(49,77%), 6xido de zinco, colofonia e polietilenoglicol 400 (Calen;
SS White Ltda., Rio de Janeiro, R], Brasil); G2 (subgrupos A e B)
- 1,0 g de hidréxido de célcio (Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil),
0,5 mL de paramonoclorofenol canforado (Biodindmica, Ibipora,
PR, Brasil) e 0,5 mL de glicerina (SS White Ltda., Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), e G3 (subgrupos A e B) - 1,0 g de hidréxido de calcio
(Biodinamica, Ibipord, PR, Brasil) e 1,0 mL de digluconato de
clorexidina a 2% (Pharmacia Specifica, Bauru, SP, Brasil). Quando
as formulagdes quimicas foram utilizadas isoladamente, receberam
a identificagdo com a letra A acrescida ao respectivo subgrupo,
ao passo que as formulagdes quimicas acrescidas de dentina, na
proporgio de 1,8% (peso/volume), receberam a identificagao com
aletra B acrescida ao respectivo subgrupo.

Para a obtencdo da dentina em pd, incisivos bovinos foram
cortados perpendicularmente ao seu eixo radicular, abaixo da
jun¢do cemento-esmalte, e apds os canais radiculares terem sido
copiosamente irrigados com solugdo salina e o seu conteudo
ser eliminado com lima H80 (Dentsply Maillefer, Ballaigues,
Switzerland), a dentina em po6 foi obtida com broca esférica de
aco #4 (KG Sorensen, Sao Paulo, SP, Brasil) da parede dentinaria,
em baixa rotagdo e sem refrigeracio, sendo desprezada a primeira
porgdo obtida'®. A obtencdo foi realizada sete dias antes da realizagao
dos experimentos, sendo que a dentina, apds ser esterilizada em
autoclave, foi acondicionada em frasco de polipropileno devidamente
fechado até o momento de uso.

Avaliagao do pH

As formulagoes utilizadas em G2 (A e B) e G3 (A e B) foram
manipuladas agregando o pé do hidréxido de calcio ao liquido,
até a obtengao de uma forma pastosa e homogénea. A formulagdo
utilizada em G1 foi uma formulagao ji comercialmente preparada.

Para a avalia¢do do pH, nos diferentes periodos experimentais,
foi utilizado o total de 60 tubos de polietileno (n = 10, para cada



Rev Odontol UNESP. 2015 May-June; 44(3): 169-174  Efeitos da dentina sobre o pH e atividade antimicrobiana... 171

um dos seis subgrupos avaliados), com 10 mm de comprimento e
1,5 mm de didmetro interno. Trinta tubos, sendo dez para cada um
dos subgrupos A, foram preenchidos com uma das formulagoes
anteriormente descritas sem a dentina em pd. Nos demais trinta
tubos, também dez para cada um dos subgrupos B, foram preenchidos
com uma das formulagdes contendo dentina sob a forma de po,
na proporgao de 1,8% (peso/volume), em relagdo a formulagdo

original contendo hidréxido de calcio®.

Todos os tubos de polietileno foram preenchidos com auxilio de
uma espiral de Lentulo (Dentsply Maillefer, Baillagues, Switzerland),
acionada em baixa rota¢do; os tubos foram imediatamente pesados
a fim de padronizar a quantidade da medica¢ao inserida em cada
um destes, uma vez que apenas a inser¢do do material poderia

deixar espagos vazios no interior da medicagao.

Imediatamente ap6s o preenchimento, cada uma das amostras
foi colocada individualmente em frascos de polipropileno (Injeplast,
Séo Paulo, SP, Brasil) contendo 10 mL de dgua destilada (pH 6,9),
mantidos na estufa a temperatura constante de 37 °C (Farmen, Sao
Paulo, SP, Brasil). As mensuragdes do pH foram realizadas em 24 horas,
7,14 e 21 dias utilizando pHmetro Digimed DM22 (Digimed, Séo
Paulo, SP, Brasil), devidamente calibrado, na temperatura ambiente
de 25 °C, diretamente na agua destilada em que as amostras
permaneceram imersas. Apos cada periodo de andlise, os tubos
de polietileno foram colocados em outros frascos, contendo uma

nova e idéntica quantidade de dgua destilada.

Avaliagdao da Atividade Antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana das formulagées quimicas,
puras ou acrescidas de dentina em po, o teste de difusao radial em
agar foi utilizado sobre placas de agar Mueller-Hinton. Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) foram reativados de uma suspenséo congelada
liofilizada. Os microrganismos foram reativados em conformidade

com a sequéncia descrita por Kuga et al.'s.

Oito placas de Petri (100 x 10 mm) com agar Mueller-Hinton
(Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram inoculadas com a suspensao
microbiana, utilizando swabs estéril. Oito perfuracdes (3 mm de
profundidade x 5 mm de didmetro) foram realizadas em cada
placa, em postos equidistantes, utilizando um instrumento de
cobre devidamente confeccionado para este fim, e preenchidas com
0,2 mL de uma das formulagdes preparadas. Duas perfuragoes foram
utilizadas como controle, sendo o positivo preenchido com 0,2 mL

de digluconato de clorexidina gel a 2% e o negativo mantido vazio.

Apds cada uma das perfuragdes estar devidamente preenchida,
as placas foram mantidas por duas horas em temperatura ambiente,
para a pré-difusdo das formulagdes, sendo entdo incubadas a
temperatura de 37 °C, durante 24 h. O didmetro das zonas de
inibi¢do de crescimento bacteriano formadas ao redor de cada
uma das perfuragdes foi mensurado com um paquimetro digital,
com a resolu¢ao de 0,01 mm (Mitutoyo MTI Corporation, Tokyo,
Japan), sob luz refletida. Os dados obtidos da avaliagdo do pH e da
atividade antimicrobiana foram analisados estatisticamente através
do teste de ANOVA e Tukey, com nivel de significincia de 5%.

RESULTADO

Os valores obtidos na anélise do pH para as diferentes formulagoes
quimicas contendo hidréxido de célcio, puro ou associado com a
dentina em pé, nos diferentes periodos experimentais, estdo descritos
na Tabela 1.

Quando avaliada dentro da mesma formulagdo quimica da
medicagao contendo hidréxido de célcio, a dentina apenas reduziu
o valor do pH de G1 e somente no periodo de 24 horas (p < 0,05).
Nas demais situagdes, independentemente da formulagido quimica
e do periodo analisado, nao houve interferéncia da dentina sobre o
pH proporcionado pelos grupos avaliados (p > 0,05).

Em 24 horas e 7 dias, as formula¢des com o propilenoglicol (G1A
e G1B) demonstraram menor pH que os demais grupos (p < 0,05).
Entre os demais grupos (G2A, G2B, G3A e G3B), nio houve
diferencas no valor do pH (p > 0,05). Em 14 dias, G2A, G2B, G3A
e G3B demonstraram similar pH (p > 0,05), assim como os valores
de pH demonstrados entre G1A e G2B (p > 0,05). Portanto, exceto
em relacdo ao G3B, as formulagdes contendo polietilenoglicol ainda
mantiveram menor pH que os demais grupos (p < 0,05). Em 21 dias, as
formulag¢des quimicas apresentaram similar pH, independentemente
da composi¢do quimica ou da presenga da dentina (p > 0,05).

As formulagdes com hidroxido de calcio contendo paramonoclorofenol
canforado e glicerina (G2A e G2B) demonstraram maior atividade
antimicrobiana que a formulagao contendo o polietilenoglicol
(p < 0,05). Por sua vez, as formulagdes contendo digluconato de
clorexidina a 2% demonstraram maior atividade antimicrobiana que
as contendo polietilenoglicol (G1A e G1B) (p < 0,05).

A dentina ndo interferiu na atividade antimicrobiana de cada
uma das formulagdes quimicas sobre cultura de E. faecalis, no
periodo de 24 horas de avaliagdo (p > 0,05). No controle positivo, a
zona de atividade antimicrobiana proporcionada pelo digluconato
de clorexidina foi de 23,5 mm e, no negativo, ndo houve zona de
inibi¢do de crescimento microbiano. A Tabela 2 demonstra a média e
o desvio padrao da atividade antimicrobiana sobre E. faecalis, obtidos
para as diferentes formulagdes contendo hidréxido de calcio, puro
ou acrescido de dentina.

Tabela 1. Comparacdo dos valores de pH (média e desvio padréo)
obtidos para as diferentes formulagdes quimicas, nos diferentes
periodos experimentais

Gl G2 G3
A B A B A B
24h 9,3 8,9 11,1 11,2 10,9 11,1
(0,2)b (0,1)c (0,1)a (0,1)a (0,1)a (0,1)a
7d 9,1 9,0 11,0 11,0 11,1 11,1
(0,7)b (0,4)b (0,1)a (0,2)a (0,2)a (0,1)a
14d 9,3 8,8 10,9 10,1 10,9 10,4
(0,7)bc (0,5)c (0,2)a (1,0)ab (0,4)a (1,1)a
’1d 9,5 9,8 9,9 9,3 10,3 9,2

(0,6)a (0,5)a (0,9)a (1,0)a (0,9)a (0,1)a

Diferentes letras em cada periodo experimental indicam diferen¢a significante
(p<0,05). G1 - Ca(OH), + propilenoglicol puro, G2 - Ca(OH), + paramonoclorofenol
canforado + glicerina, G3 — Ca(OH), + digluconato de clorexidina a 2%. A e
B, puro ou acrescido a 1,8% (peso/volume) de dentina em pé.
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Tabela 2. Média e desvio padrdo (em milimetros), das zonas de
atividade antimicrobiana (E. faecalis), obtidos em oito amostras, para
as diferentes formulagdes com hidréxido de célcio, puro ou acrescido
de dentina em po

G1 G2 G3
A B A B A B
8,8 8,6 (0,5) 23,4 23,3 12,7 12,1
(0,7)c c (2,9)a (2,0)a (0,1)b (0,1)b

Diferentes letras indicam diferenga significante (p <0,05). G1 - Ca(OH),
+ propilenoglicol puro, G2 - Ca(OH), + paramonoclorofenol canforado +
glicerina, G3 - Ca(OH), + digluconato de clorexidina a 2%. A e B, puro ou
acrescido a 1,8% (peso/volume) de dentina em po.

DISCUSSAO

A dentina ndo interferiu no pH e na atividade antimicrobiana
das formulagdes quimicas contendo hidréxido de célcio, exceto na
formulagdo com polietilenoglicol e apenas no periodo de 24 horas,
em que ocasionou a redug¢do do pH da medicagdo. Nos periodos
de 24 horas, 7 e 14 dias, as formulagdes com o polietilenoglicol
demonstraram menor pH que as demais formulagdes, com excegdo
a0 G1A, que foi similar a G2B, no periodo de 14 dias. Entretanto,
em 28 dias, os valores do pH proporcionados pelas diferentes
formula¢des foram similares entre si. A atividade antimicrobiana
sobre E. faecalis das formulagoes contendo hidroéxido de célcio
foi, em ordem decrescente, as que contém paramonoclorofenol
canforado, digluconato de clorexidina e polietilenoglicol. Portanto,
a hipotese nula deve ser parcialmente rejeitada.

O efeito tampao da dentina tem sido atribuido pela presenca de
componentes inorganicos e também por componentes organicos
presentes em sua composi¢ao®. Entretanto, no presente estudo,
a sua presenca praticamente nio exerceu efeito sobre o pH das
formulagdes quimicas, podendo tal fato estar relacionado a
metodologia utilizada para a obtengdo da dentina em po, uma vez
que a forma de condicionamento e armazenamento, principalmente
do componente organico, pode sofrer alteracdes e interferir sobre
o seu potencial tampao®.

Os canais radiculares foram inicialmente irrigados com soro
fisiologico e o seu contetdo foi removido com instrumentos
endodonticos; somente apds estes procedimentos, é que a dentina
foi obtida e esterilizada, a 121 °C, por 15 minutos. Em contrapartida,
Freire et al.'é, inicialmente, submeteram os dentes bovinos
extraidos a esterilizagdo com autoclave e, imediatamente ap6s esse
procedimento, obtiveram a dentina em pd, sem preparo prévio
do canal radicular; assim, ¢ possivel que o material incorporado
as formulagbes contivesse outros produtos que ndo somente a
dentina radicular, podendo ter interferido sobre os resultados
do pH, principalmente das formulagdes contendo digluconato

de clorexidina a 2%.

O método de obtenc¢io da dentina em po é outro fator que
pode ter contribuido para os resultados. A dentina em pé obtida
a partir da trituragdo da raiz de dentes humanos pode ocasionar
uma mistura de outros elementos, tais como o cemento e/ou o
conteudo do proéprio canal radicular, interferindo no pH das
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medicagoes avaliadas™'®. A escolha pelo método de obtencio
empregando uma broca esférica na dentina intrarradicular evitou

a influéncia desses fatores adversos.

A temperatura para a esterilizagdo da dentina em pé também
pode ter interferido sobre o efeito tampao, pois o calor altera as
propriedades fisico-quimicas através da modifica¢ao de seus
componentes organicos'. Haapasalo et al.”” inicialmente imergiram
os dentes humanos extraidos em solugdo de hipoclorito de s6dio
a 0,5%; posteriormente, em dagua destilada, e sequencialmente
os submeteram a esterilizagdo em autoclave, para somente apos
essas etapas obterem a dentina em p6. Entretanto, é questionéavel
se nesse procedimento realmente houve a esterilizagdo da dentina
que circunda o canal radicular, motivo pelo qual, no presente
estudo, a obten¢do do pd de dentina foi realizada conforme

descrito por Freire et al.'.

O tipo e a natureza quimica do veiculo utilizado nas formulagoes
com hidroxido calcio interferem nas propriedades fisico-quimicas
e bioldgicas das medicagdes de uso intracanal e, por conseguinte,
também sobre a difusdo da medicagdo na dentina radicular®?'.
Formulagdes que contenham a associagdo de paramonoclorofenol
canforado e glicerina ou com digluconato de clorexidina a 2% sdo
as que demonstram maior pH'?'. Tais afirma¢des concordam
com os resultados obtidos no presente estudo até o periodo de
7 dias de analise, sendo que, aos 21 dias, todas as formulagdes

apresentaram similar pH.

No presente estudo, a dentina ndo demonstrou exercer efeito
sobre a atividade antimicrobiana das formulagdes quimicas
contendo hidréxido de célcio. Houve diferencas entre as diferentes
formulagdes quimicas. A composi¢do dessas formulagoes tem
efeito direto sobre esse resultado. O polietilenoglicol, presente em
G1A e G1B, é um veiculo biologicamente inerte e praticamente
desprovido de atividade antimicrobiana*. Porém, em G2A
e G2B, e G3A e G3B, as formula¢des contém veiculos com
reconhecida atividade antimicrobiana sobre E. faecalis, tais como
o paramonoclorofenol canforado e o digluconato de clorexidina.
Portanto, a maior atividade antimicrobiana inicial demonstrada
por esses grupos pode ser atribuida a presenga destes componentes
em suas formulagdes*.

Os métodos de avaliagao da atividade antimicrobiana podem
ter interferido para a obtengdo dos resultados finais, uma vez
que, neste estudo, foi utilizado o método de difusdao em agar para
avaliar as formula¢des quimicas e o efeito da dentina sobre essa
propriedade. Em contrapartida, Haapasalo et al.’® utilizaram o
método de andlise de inibi¢ao de crescimento bacteriano, através
da diluigdo da medicagdo a ser avaliada, isolada ou incorporada
com 28 mg da dentina em p6 diluida em 50 uL de dgua destilada,
em meio de cultura contendo E. faecalis, e posterior cultura e

contagem de colonias microbianas formadas.

Dessa forma, o presente estudo enfoca a importancia da
utilizagdo de formula¢des quimicas que contenham hidroxido de
calcio associado a veiculos que possuam atividade antimicrobiana,
uma vez que a dentina ndo demonstra exercer efeitos sobre o seu

pH e a propriedade antimicrobiana sobre E. faecalis™?*.
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CONCLUSAO de célcio com polietilenoglicol ou paramonoclorofenol canforado e

glicerina ou digluconato de clorexidina. Entretanto, as formula¢des

Ao final do periodo de analise proposto no experimento, foi contendo paramonoclorofenol canforado ou digluconato de

observado que a dentina ndo exerceu efeito sobre o pH e a atividade clorexidina demonstraram maior atividade antimicrobiana que a

antimicrobiana das diferentes formulacdes quimicas com hidréxido formulagdo contendo o polietilenoglicol.
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