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RESUMO

O clareamento dental interno ¢ um método conservador, de fécil execugdo e baixo
custo que tenta devolver a cor dos dentes anteriores escurecidos. Este estudo teve como
objetivo avaliar “in vitro” a associac@o da clorexidina gel 2% ao perborato de sédio, perborato
de sédio + perdxido de hidrogénio 30% e peréxido de carbamida 37% comparando com
perborato de sédio + dgua destilada, perborato de sédio + perdxido de hidrogénio a 30%,
perborato de sddio + Natrosol gel, peréxido de carbamida 37% e peréxido de hidrogénio 30%,
utilizados como agentes clareadores internos quanto: capacidade clareadora; capacidade em
prevenir a microinfiltracdo corondria; atividade antimicrobiana. Para o estudo da capacidade
clareadora, foram utilizados 220 incisivos bovinos os quais foram escurecidos em
plasmolizado sangiiineo e a seguir clareados utilizando os agentes clareadores estudados. A
capacidade clareadora destes agentes foi avaliada através da andlise de fotografias obtidas em
diferentes tempos. Para o estudo da capacidade em prevenir a microinfiltracdo corondria, foram
utilizados 110 incisivos bovinos os quais tiveram o acesso endodontico realizado e a cidmara
pulpar preenchida com os agentes clareadores e selados com cimento temporario. Os dentes
foram colocados em contato com saliva e o ndmero de dias necessdrios para que a
contaminacdo atingisse o canal radicular foi anotada. Para o estudo da atividade antimicrobiana
dos agentes clareadores, foi utilizado o teste do halo de inibi¢do e o teste do contato direto
frente as espécies microbianas: Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Candida
albicans. Os resultados revelaram que apds 28 dias de clareamento, todos os clareadores
obtiveram niveis de clareamento semelhantes. A adi¢do de clorexidina gel 2% aos agentes
clareadores aumentou entre 8 e 16 dias o tempo necessdrio para a contaminacdo dos canais

radiculares. A atividade antimicrobiana dos agentes clareadores testados revelou que a adi¢do
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de clorexidina gel 2% aumentou significativamente a atividade antimicrobiana de todos os
grupos € que o microrganismo mais resistente em ambas as metodologias foi o E. faecalis.
Conclui-se entdo que por ndo diminuir a eficicia clareadora, retardar uma possivel
microinfiltragdo corondria e aumentar a atividade antimicrobiana, a associa¢do de clorexidina
gel 2% aos agentes clareadores testados € recomendada.

Palavras-chave: 1. Odontologia. 2. Endodontia. 3. Dentes — Clareamento.
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ABSTRACT

Non-vital tooth bleaching is a conservative esthetic treatment for endodontically
treated discolored teeth. It is effective and relatively inexpensive. The purpose of this study
was to evaluate “in vitro” the association of sodium perborate + 2% chlorhexidine gel
comparing with sodium perborate + distilled water; sodium perborate + 30%hydrogen peroxide
(H,0,) and 37% carbamide peroxide with and without chlorhexidine used as bleaching agents
evaluating: bleaching efficacy; capacity to prevent coronal microleakage; antimicrobial
activity. For the bleaching efficacy study 220 bovine incisors were artificially stained using
whole blood. The samples were divided into 11 groups and the intracoronal bleaching was
performed using the “walking bleach technique”. The bleaching agents were replaced three
times at 7 day intervals. Using digital photos and a shade guide created for bovine teeth, the
samples were evaluated at day 0, 7, 14, 21 and 28. On evaluation day, the photos were
examined by 3 endodontists giving scores from 1 to 5 based on the shade guide created. For the
microleakage study it was used 110 bovine incisors with endodontic access. The pulp chamber
was filled with bleaching agents and sealed with temporary sealer. The teeth were immersed in
saliva and the time to contaminate the root canal was annotated. For the antimicrobial activity
study two different methodologies were used. Both of them evaluated the antimicrobial
efficacy against three microorganisms: Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Candida
albicans. The zone inhibition test was performed putting the bleaching agent into stainless tubes
and measuring the inhibition zone on the agar plate where the microorganisms were cultured.
The contact direct test evaluated the time needed to bleaching agents to kill a microorganism.
The results showed that after 28 days of bleaching, all agents exhibited similar bleaching scores.

The groups that had chlorhexidine added, the time required to contaminate the root canal was



increased between 8 and 16 days. The antimicrobial activity of the bleaching agents showed that
the most resistant microorganism in both methodologies was E. faecalis and when 2%
chlorhexidine gel was added to the bleaching agents the antimicrobial activity was increased.
In conclusion, as 2% chlorhexidine did not reduce the bleaching efficacy, increased the time
required to a possible contamination of the root canal and increased the antimicrobial activity
of bleaching agents. The association of 2% chlorhexidine to the bleaching agents tested is
recommended.

Key words: 1. Dentistry. 2. Endodontics. 3. Tooth — Bleaching.
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1. INTRODUCAO

A alteracdo da coloracdo dos dentes anteriores € um problema estético que requer um
tratamento efetivo para corrigi-lo. As causas dessa alteracdo podem ser de origem local ou
sist€mica, resultantes de causas naturais ou iatrogénicas (Walton & Rotstein, 1996).

As pigmentacdes de origem sistémica tais como a fluorose endémica, ingestdo de
tetraciclina, e defeitos na formagdo do dente, ndo estdo relacionadas a doencgas pulpares.
Entretanto, as pigmentacdes de origem local geralmente ocorrem devido a alteragdes pulpares,
tratamentos endoddnticos ou restauradores (Walton & Rotstein, 1996).

A difusdo de sangue da porcdo corondria da polpa para os tdbulos dentindrios nos casos
de necrose pulpar é causa freqliente de escurecimento. Alguns produtos originados da
decomposi¢do sanguinea como hemosiderina, hemina, hematina, hematoidina e hematoporfirina,
liberam pigmentos ferrosos na hemolise. Quando esses elementos combinam com o sulfato de
hidrogénio, formado por bactérias, ocorre o escurecimento dental (Rotstein et al., 1993).

O clareamento dental interno tem sido realizado a mais de um século com um alto indice
de sucesso (Macisaac & Hoen, 1994). A maior vantagem do clareamento dental interno € a
conservacdao da estrutura dental, ndo havendo necessidade de desgastes como nos métodos
restauradores (Abbott, 1996). A translucidez natural do dente ¢ mantida e o dente geralmente
retorna a sua colorag¢do natural, similar aos dentes circunvizinhos (Caughman et al. 1999). Além
disso, é uma técnica de baixo custo operacional e que requer pouco tempo clinico para ser
executada (Abbott, 1996).

As técnicas de clareamento dental interno podem ser: termocataliticas, “walking bleach”
ou uma combinagdo de ambas (técnica mista) (Teixeira et al., 2000). Nestas técnicas, um agente
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quimico oxidante é colocado na camara pulpar de dentes tratados endodonticamente. As



moléculas oxidantes sdo liberadas do agente clareador e se difundem através dos tdbulos
dentindrios promovendo reagdes quimicas que quebram permanentemente moléculas organicas
de alto peso molecular, embora alguns dentes clareados possam se escurecer novamente depois
de um periodo de tempo.

As razdes para este novo escurecimento ndo estdo claramente estabelecidas. Entretanto, a
microinfiltracdo das restauragdes pode agilizar este processo (Abbott, 1996).

Um problema inerente a técnica “walking bleach” € a possivel reinfeccdo do espaco
pulpar através da microinfiltracdo corondria na interface dente/selamento provisorio (Waite et
al., 1998; Hosoya et al., 2000). A infiltragdo corondria € uma fonte constante de microrganismos
que podem iniciar e manter a inflamacao periapical, contribuindo no insucesso do tratamento do
sistema de canais radiculares (Saunders & Saunders, 1994).

Uma boa atividade antimicrobiana do agente clareador, ou do seu veiculo, aliado ao
selamento corondrio pode retardar essa infiltragdo corondria a fim de obter-se uma barreira mais
efetiva contra uma possivel contaminagdo bacteriana, uma vez que na técnica “walking bleach”
se recomenda trocas semanais a mensais do agente clareador (Walton & Rotstein, 1996).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a associacdo da clorexidina gel
2% a diferentes agentes clareadores quanto a capacidade clareadora, capacidade em prevenir a

infiltragdo de microrganismos e a atividade antimicrobiana.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia das alteracées de cor

Desde 1924 a descoloragdo de estruturas dentais tem sido motivo de estudo. Neste ano,
Prinz (1924) classificou as pigmentacdes do dente em intrinsecas (pigmentos formados dentro do
dente) e extrinsecas (pigmentos adquiridos de fontes externas).

Segundo Ingle (1976), na grande maioria dos casos os pigmentos enddgenos sdo obtidos
principalmente do sangue. A hemorragia pulpar pode ter etiologias distintas, tais como o trauma
dental e a pulpectomia parcial. Em ambos os casos o sangue penetra na dentina por capilaridade
ou pressao hidraulica. O processo de escurecimento dental ocorre pela hemdlise das hemadcias
que vao liberar a hemoglobina a qual contém fons de ferro que se combinardo com sulfeto de
hidrogénio produzido por bactérias formando o sulfeto de ferro, o qual possui coloragdo preto-
azulada.

Gutierrez & Gusman (1968) afirmaram que varias substincias quimicas utilizadas como
medicacdo intra-canal como paramonoclorofenol, formocresol, eugenol, creosoto e fenol, sdo
corantes em seu estado natural ou quando combinadas com outras substincias.

Em 1971 Benatti & Abe estudaram o potencial de pigmentacdo de cinco medicamentos
utilizados em Endodontia e concluiram que o eugenol foi o que causou maior alteracio na
coloragdo dos dentes. Em seguida, vieram o fenol e o paramonoclorofenol canforado. O lugol e o
tricresol formalina ndo promoveram alteracdes de cor.

Walton et al. (1983) descreveram algumas causas de descoloracdo dental de origem
sist€émica tais como: fatores ambientais ou genéticos, infec¢cdes, terapias com medicamentos
(flior e tetraciclina), defici€éncias nutricionais, desordens hematoldgicas (eritroblastose e

talassemia), amelogénese imperfeita, displasias dentinarias, osteogénese imperfeita e porfiria



congénita.

Van der Burgt & Plasschaert (1986) sugeriram que os cimentos endoddnticos com
substancias como iodoférmio, prata precipitada e eugenol fossem evitados durante a realizacdo
do tratamento endododntico dos dentes anteriores.

Weinstein (1993) afirmou que o tipo de material utilizado para restaurar o dente tratado
endodonticamente pode ter influéncia direta no potencial de pigmentacdo dental. O autor sugeriu
que o uso do amélgama para restauracao do acesso palatino dos dentes anteriores fosse evitado.

Segundo Hattab et al. (1999) o manchamento extrinseco mais frequentemente encontrado
na populacdo s@o as manchas de tabaco. Elas estdo presentes como uma coloracio marrom
escura ou preta, cobrindo o ter¢o cervical na maior parte dos dentes. Estas manchas resultam da
deposicao de produtos de alcatrdo carbonizado na superficie dental.

2.2 Técnicas de clareamento dental interno

Prinz (1924) recomendou o uso de solucdes aquecidas constituidas de perborato de sédio
e Superoxol (peréxido de hidrogénio 30%) para a limpeza da camara pulpar.

A primeira descricdo da técnica “Walking Bleach” utilizando uma mistura de perborato
de sddio e dgua destilada foi publicada por Salvas (1938). Neste procedimento a mistura devia
ser deixada dentro da camara pulpar por alguns dias e o acesso a camara pulpar selado com
cimento provisorio.

Grossman (1940) descreveu a técnica termocatalitica para clareamento de dentes
desvitalizados, a qual consiste da colocacdo de peréxido de hidrogénio a 30% dentro da camara
pulpar e ativacdo por meio de calor através de lampadas especiais ou instrumentos aquecidos.

Spasser (1961) reafirmou o conceito de Salvas (1938) ao descrever a técnica de

clareamento dental interno utilizando uma pasta de perborato de sédio e dgua destilada a qual



deveria permanecer selada dentro da camara pulpar por alguns dias.

A fim de acelerar o processo de clareamento, Nutting & Poe (1963) publicaram uma nova
versdo da técnica ‘“Walking Bleach” a qual substituia a dgua destilada por peréxido de
Hidrogénio a 30% (superoxol) como veiculo da pasta de perborato de sédio. A partir desta
publicacdo, muitos estudos foram publicados com variacoes da técnica de clareamento
comparando os resultados obtidos devido a estas variacdes.

Também com o objetivo de agilizar o clareamento dental interno, Weisman (1963)
complementou a técnica termocatalitica descrevendo o procedimento de se deixar dentro da
camara pulpar uma “bolinha” de algodao embebida em perdxido de hidrogénio 30% durante as
sessoes selada com um cimento provisoério (técnica mista).

Robinson em 1972 indicou um tratamento prévio da camara pulpar através de remocao da
dentina superficial com uma broca de acabamento para facilitar a penetracdo do agente clareador
nos tubulos dentindrios.

Freccia et al. (1982) avaliaram a capacidade clareadora das trés técnicas até entdo
propostas: termocatalitica, “walking bleach” e técnica mista. Os autores escureceram 36 dentes
humanos utilizando sangue e uma centrifuga. As trocas dos agentes clareadores foram realizadas
a cada 7 dias durante 4 semanas. Os resultados obtidos revelaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre as trés técnicas utilizadas.

Ingle & Tainter (1985) recomendaram a utiliza¢do de 4cido fosférico 30% e hipoclorito
de sédio para remocao de “smear layer” na dentina superficial da camara pulpar a fim de facilitar
a penetracdo do agente clareador nos tibulos dentindrios.

Putter & Jordan (1989) foram os primeiros a descrever o uso do gel de perdxido de

carbamida nos casos de clareamento dental interno. Outros autores como Swift (1992) e Frazier



(1998) relataram o sucesso do uso do gel de per6xido de carbamida como agente clareador
interno.

Rotstein et al. (1991) avaliaram a capacidade clareadora de trés diferentes veiculos do
perborato de sédio: peréxido de hidrogénio 30%, peréxido de hidrogénio 3% e dgua destilada.
As pastas foram colocadas na camara pulpar e seladas com IRM. Foram feitas trocas dos agentes
clareadores com 3 e 7 dias e fotografias foram obtidas no inicio do tratamento, 3, 7 e 14 dias
apos. Os resultados revelaram que ndo ouve diferenca estatistica significante entre as trés pastas
utilizadas.

Rotstein et al. (1993) avaliaram as mesmas pastas clareadoras utilizadas no estudo de
1991 quanto a manutencao da cor do dente clareado apds 1 ano. Os autores concluiram que apds
1 ano a maioria dos dentes manteve sua cor, ndo havendo diferenca estaticamente significante
entre 0S grupos.

Lienberg (1997) sugeriu que os dentes com necessidade de clareamento interno fossem
clareados deixando-se o acesso palatino aberto durante a realiza¢do da técnica de clareamento
externo utilizando peréxido de carbamida e moldeiras. Tal técnica foi criticada por Barthel et al.
(1999) por facilitar a penetragdo de microrganismos no canal radicular e pelo actimulo de
substancias com potencial de manchamento no espaco da camara pulpar.

Kaneko et al. (2000) apresentaram uma nova substancia clareadora para uso odontolégico
denominado percarbonato de sddio. Este agente apresentou bons resultados em dentes
escurecidos utilizando sulfeto de ferro. Entretanto, estudos clinicos utilizando esta substincia

ainda nao foram relatados.



2.3 Efeitos adversos do clareamento dental interno

2.3.1 Reabsorcao cervical externa

Em 1979, Harrington & Natkin foram os primeiros a relatar a ocorréncia de reabsorc¢ao
cervical externa apds o uso de substancias clareadoras. Estas poderiam se difundir através dos
tibulos dentindrios até o ligamento periodontal cervical. Neste trabalho os autores apresentaram
sete casos de pacientes submetidos ao clareamento dental interno pela técnica termocatalitica e a
técnica “walking bleach” utilizando perdxido de hidrogénio a 30%. As reabsor¢des foram
detectadas entre 2 e 7 anos apds o clareamento.

Em 1985, Cvek & Lindvall relataram 11 casos de reabsorcdo cervical externa apds
clareamento interno com perdxido de hidrogénio a 30% utilizando a técnica termocatalitica.
Neste estudo os autores sugeriram que caso o peroxido de hidrogénio a 30% fosse o agente de
escolha para a realizagdo do procedimento clareador, uma protecao da entrada do canal radicular
fosse realizada com 6xido de zinco e eugenol, para prevenir a difusdo do agente clareador para a
dentina radicular.

Kenoe (1987) demonstrou que o pH da superficie radicular durante o clareamento dental
interno utilizando perdéxido de hidrogénio a 30% € reduzido a 6,5. O autor sugeriu o uso de uma
pasta de hidréxido de célcio apds o término do clareamento para que o pH da regido voltasse a
um nivel préximo no neutro (7,5).

Lado (1988) sugeriu que a confeccdo da base cervical fosse feita cortando-se a guta-
percha aproximadamente 2 mm abaixo da jun¢ao amelo-cementdria. Esta base deveria ter 2 mm
de espessura e ser preparada utilizando um material inerte ao agente clareador e com boa

capacidade seladora.

Rotstein et al. (1991b) avaliaram o papel do defeito da juncdo amelo-cementéria (JAC)
na penetracdo radicular de peréxido de hidrogénio a 30% durante o clareamento intracorondrio.
A penetragdo do agente clareador foi significativamente maior nos dentes com defeitos na JAC.

Neste trabalho os autores sugerem que uma base protetora poderia diminuir a infiltracdo de



peréxido de hidrogénio para essa regido.

Os mecanismos responsdveis por reabsor¢do em dentes clareados ainda ndo foram
completamente explicados, entretanto, tem sido provado que pastas clareadoras que utilizam
peroxido de hidrogé€nio sdo mais téxicas para as células do ligamento periodontal quando
comparadas a pastas de perborato de sddio e dgua (Kinomoto et al. 2001).

O uso do calor (técnica termocatalitica) tem sido apontado como a principal causa de
reabsorcdo cervical decorrente do clareamento dental interno (Attin ef al. 2003). De acordo com
Dahlstrom et al. (1997) a aplicacdo de calor resulta numa degeneracdo do radical hidroxila do
peroxido de hidrogénio que é extremamente reativo e que degrada componentes do tecido
conjuntivo do ligamento periodontal.

2.3.2 Reducio da forca de unio entre compdsitos e o dente clareado

A eliminacdo do perdxido de hidrogénio residual apés o clareamento dental parece estar
relacionada a restauracdo adequada do dentes clareados.

Titley et al. (1988a) verificaram o efeito das solu¢des de peréxido de hidrogénio a 35%
sobre a morfologia da superficie do esmalte humano. Os resultados obtidos em Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) mostraram uma superficie porosa, o que fez os autores
acreditarem que a ades@o dos materiais restauradores seria aumentada. Os mesmos autores em
outro estudo (Titley et al. 1988b) realizaram testes de tragc@o e cisalhamento no esmalte de dentes
bovinos submetidos ou ndo a clareamento. Os resultados revelaram uma redugdo significativa na
resisténcia de unido entre dente e resina nas amostras submetidas a tratamento com peréxido de
hidrogénio 35%.

Torneck et al. (1990) relataram que o oxigénio residual do peréxido pode permanecer no
esmalte, o qual poderia afetar a polimerizacdo do material adesivo e resina composta. Segundo o

estudo, acredita-se que o oxigénio é absorvido pelo esmalte e pela dentina, sendo liberado



através de difusao superficial afetando a forca de unido resina composta - esmalte.

Segundo Rotstein (1993) o peréxido de hidrogénio ndo € eliminado totalmente pela
lavagem da camara pulpar com dgua como usualmente se realiza na pratica diaria. O autor sugere
o uso de uma enzima catalase a qual de acordo com seus resultados, em poucos minutos
neutraliza o peréxido residual.

Barkhordar et al. (1997) avaliaram o efeito da técnica “walking bleach” utilizando
perborato de sédio e peréxido de hidrogénio a 30% na microinfiltracao de restauracdes em resina
composta utilizando uma solugdo de nitrato de prata. Os autores concluiram que quanto maior o
tempo de exposicdo ao agente clareador, maior foi a microinfiltracdo do nitrato de prata na
margem dente-restauragao.

Segundo Swift Jr. (1999) a reducdo da forca de unido causada pelo uso dos agentes
clareadores € causada pela presenca de oxigénio na estrutura dental, o qual inibe a formacao dos
“tags” de resina no esmalte. Segundo o autor esse efeito € transitério sendo que o ideal seria a
espera de duas semanas apds a conclusdo do clareamento. Caso isso ndo seja possivel o autor
recomenda o uso de sistemas adesivos a base de acetona ou etanol.

Teixeira et al. (2003) avaliaram o efeito do clareamento dental interno na microinfiltracdo
na interface de unido do compésito e dente bovino. Foram avaliadas as associagdes de perborato
de sédio + perdxido de hidrogénio a 30%, perborato de sédio + dgua destilada, per6xido de
carbamida a 37% e 4agua destilada como grupo controle. Depois de clareados, os acessos
palatinos foram restaurados em tempos diferentes (0, 7, 14 e 21 dias). Para os dentes restaurados
imediatamente apés o clareamento e 7 dias apds, o grupo clareado com perborato de sédio +
peroxido de hidrogénio teve um aumento na microinfiltracdo quando comparado aos demais

grupos. J& para os dentes restaurados apds 14 e 21 apds o término do procedimento clareador,



nao houve diferenca significante entre os agentes clareadores utilizados.

Timpawat et al. (2005) avaliaram a influéncia de diferentes agentes clareadores na forga
de unido utilizando o sistema adesivo Clearfil SE-Bond e a resina composta Clearfil AP-X. Os
agentes testados foram perdxido de hidrogénio 35%, perborato de sdédio + dgua destilada e
perborato de sédio + peréxido de hidrogénio. Os resultados revelaram que a menor influéncia na
for¢ca de unido entre a dentina da cAmara pulpar e o sistema adesivo foi causada pelo grupo que
utilizou perborato de sédio + dgua destilada, obtendo resultado similar ao grupo controle (dgua
destilada). O grupo que utilizou perborato de sédio + peréxido de hidrogénio 35% apresentou os
piores resultados.

2.4 Clorexidina gel

A clorexidina vem sendo utilizada desde 1950 como anti-séptico oral na forma de
bochecho, irrigante gengival, dentifricio e goma de mascar (Jenkis et al. 1988) .

De acordo com Jeansonne & White (1994) este agente possui amplo espectro contra
bactérias gram positivas e negativas, grande habilidade em adsorver-se a mucosa e ao dente com
liberag@o gradual e em niveis terapéuticos (substantividade) além da sua biocompatibilidade.

Siqueira & Uzeda (1997) avaliaram a capacidade antimicrobiana de diferentes
substincias utilizadas como medicagdo intracanal contra diferentes microrganismos comparando
clorexidina na forma gel e o hidroxido de calcio associado a diferentes agentes utilizando o
método de formacgdo de halos de inibi¢do. Os melhores resultados foram obtidos pelos grupos
que utilizaram clorexidina gel e hidréxido de célcio associado a PMCC (Paramonoclorofenol).
Os grupos com piores resultados foram obtidos com as associagdes hidroxido de cdlcio + dgua e
hidréxido de célcio + glicerina.

Ferraz et al. (2001) avaliaram a capacidade antimicrobiana da clorexidina 2% na forma
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gel contra E. faecalis e a limpeza das paredes do canal radicular promovida por este agente
utilizado durante a instrumentacdo dos canais radiculares. Os resultados demonstraram uma
capacidade antimicrobiana similar entre a clorexidina 2% na forma gel e o hipoclorito de sédio
5,25%. As paredes do canal radicular apresentaram niveis de limpeza satisfatérios utilizando a
clorexidina gel como agente auxiliar durante a instrumentacao.

Vivacqua-Gomes et al. (2002) avaliaram a interferéncia de diferentes agentes irrigantes
na capacidade de selamento corondrio de obturacdes dos canais radiculares utilizando guta-
percha e um cimento a base de 6xido de zinco e eugenol. Os melhores resultados foram obtidos
pelos grupos irrigados com hipoclorito de sédio + EDTA e pelo grupo que utilizou clorexidina
gel 2%. Os grupos que utilizaram Hipoclorito de sédio e dgua destilada obtiveram resultados
intermedidrios de selamento. O grupo em que foi utilizada a associag@o de hipoclorito de sédio +
clorexidina gel 2% obteve os piores resultados de infiltragdo. Os autores relacionam este
resultado a formacdo de um precipitado marrom que se forma quando o hipoclorito de sédio
entra em contato com a clorexidina. Tal precipitado se adere as paredes do canal tendo dificil
remocgao.

Gomes et al. (2003) avaliaram o tempo necessdrio para a recontaminacdo do canal
radicular utilizando diferentes medicagdes intracanal com os dentes expostos a saliva. Foram
avaliados trés diferentes tipos de medicacdo: clorexidina gel 2%, hidréxido de célcio +
polietilenoglicol e hidroxido de célcio + clorexidina gel 2%. Os resultados revelaram nao haver
diferenca estatisticamente significante entre os diferentes tipos de medicacdo quanto ao tempo
necessdrio para a recontamina¢do dos canais.

Dametto et al. (2005) avaliaram o efeito antimicrobiano imediato e prolongado de

diferentes solucdes irrigadoras utilizadas durante o preparo quimico-mecanico dos canais
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radiculares contra E. faecalis. Logo apds a instrumentagdo, os grupos que utilizaram hipoclorito
de sédio 2,5%, clorexidina liquida 2% e clorexidina gel 2% obtiveram os melhores resultados
quanto a reducdo de E. faecalis encontrados no canal radicular. Entretanto, apds 7 dias os grupos
tratados com clorexidina apresentaram resultados superiores ao grupo tratado com hipoclorito de
sddio 2,5%, demonstrando assim a propriedade de substantividade da clorexidina.

Gomes et al. (2006) avaliaram a capacidade antimicrobiana da associacdo da clorexidina
gel 2% ao hidroxido de célcio frente a microrganismos encontrados na microbiota do canal
radicular. Esta associac¢do foi comparada associa¢do ao hidréxido de cédlcio misturado com 4gua
destilada e a clorexidina gel isolada. Foram utilizados o método de difusdo em Agar e o contato
direto. Os melhores resultados foram obtidos pela clorexidina gel 2%, seguidos pela associacao
de hidréxido de calcio a clorexidina. A associa¢do de hidréxido de cdlcio mais clorexidina gel
eliminou todos os microrganismos em 6 horas de contato, sendo que a pasta contendo hidréxido

de cdlcio mais dgua destilada precisou de 24h para eliminar todos os microrganismos testados.
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3- PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar “in vitro” a associagdo da clorexidina gel
2% a seguintes substancias: perborato de sddio, peréxido de carbamida a 37% e perborato de
s6dio + perdxido de hidrogénio a 30% (H,O,) utilizados como agentes clareadores internos
quanto:

1. Capacidade clareadora

2. Capacidade em prevenir a microinfiltracdo corondria

3. Atividade antimicrobiana
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4- MATERIAL E METODOS
4.1- Efeito clareador
4.1.1-Selecao das amostras

Foram utilizados neste estudo 220 incisivos bovinos, monorradiculares com canal dnico,

apices completamente formados e armazenados em solucao de formol a 10%.
4.1.2-Padronizacio das amostras

Foram feitas aberturas corondrias na face palatina utilizando turbina em alta rotacdo e
refrigeracdo simultdnea com pontas diamantadas esféricas #1013 (KG Sorensen, Sdo Paulo,
Brasil), visando a penetracdo na cavidade pulpar. A seguir, foram utilizadas pontas diamantadas
tronco cOnicas com ponta inativa #3082 (KG Sorensen, Sao Paulo, Brasil), a fim de se obter
abertura corondria quadrangular com 16 mm?” (4 mm cada lado) (figura 1), a qual foi aferida

utilizando-se um paquimetro digital (Mitutoyo, Téquio, Japao)

Figura 1 — Representacido esquemadtica do acesso palatino.
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Depois de abertos, os dentes tiveram suas raizes dentais removidas 2mm abaixo da juncao
amelo-cementdria em sua por¢ao mais apical, com o auxilio de um disco diamantado de dupla

face (KG Sorensen, Sao Paulo, Brasil) acoplado ao micromotor e peca reta (figura 2).

2mm

Figura 2 — Representacdo esquemadtica da remocgao da raiz dental.

Depois de cortadas as raizes, as polpas corondrias foram removidas com sonda clinica e
colher de dentina e a superficie externa das amostras limpas e polidas com o auxilio de taca de
borracha e pedra pomes. A seguir, os espécimes foram imersos em Hipoclorito de Sédio
(NaOCl) 5,25% durante 10 minutos para remocdo de restos orginicos e em Acido Etileno
Diamino-Tetracético (EDTA) 17% durante 2 minutos para promover a abertura dos tibulos
dentinarios (Perez et al., 1993). Entdo, as coroas dentais foram escurecidas utilizando-se um
plasmolizado sangiiineo de carneiro (Eberfarma, Araras, Brasil) utilizando metodologia similar a
descrita por Freccia et al. (1982). Diferentemente deste estudo, o presente ndo utilizou centrifuga
para a separacdo das diferentes partes constituintes do plasmolizado sangiiineo. As amostras
foram imersas por 18 dias em recipientes individuais contendo 5 mL do plasmolizado sangiiineo.
Os recipientes permaneceram em estufa com a tampa aberta a 37°C e o sangue de carneiro

plasmolizado foi trocado diariamente.
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Terminado o processo de escurecimento, os espécimes foram lavados em dgua corrente
durante 2 horas e a superficie externa limpa e polida com o auxilio de taca de borracha e pedra

pomes a fim de remover a pigmentacdo que se aderia a superficie externa da amostra.

As coroas foram secas com jato de ar a fim de se realizar a confeccdo um tampao cervical
de 2mm utilizando-se o cimento temporario Coltosol® (Coltene AG, Altstatten, Switzerland)
(figura 3). Para a colocag¢do do cimento tempordrio a superficie apical foi apoiada em uma placa
de vidro e o cimento condensado utilizando condensadores de Paiva No. 4 e bolinhas de algodao

presas em uma pinca clinica.

Coltosol

Figura 3 — Representacido esquemadtica do tampao cervical.

A fim de se criar uma escala crescente de escurecimento propria para os dentes bovinos, 5
dentes foram escurecidos com diferencas de 48 horas no tempo de imersdao em sangue. Desse
modo obtivemos 5 niveis de escurecimento dental que foram utilizados como referenciais para a

andlise ap6s o clareamento (tabela 1).
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Tabela 1: Escala de escurecimento dos dentes bovinos de acordo com o tempo de imersdo (em

horas) em plasmolizado sangiiineo.

Nivel de escurecimento Tempo de imersdo em sangue (dias)
1 0
2 2
3 4
4 6
5 8

Depois de escurecidos durante um periodo de 8 dias, os espécimes pertencentes a escala
de escurecimento foram lavados em dgua corrente durante 2 horas e a superficie externa limpa e
polida com o auxilio de taca de borracha e pedra pomes. Depois de limpos os dentes foram
fotografados utilizando uma camera digital (Cybershot 717 Sony, Flérida, USA) (baseline)

(figura 4).

-

Nivel 5 Nivel 4 Nivel 3 Nivel 2 Nivel 1

Figura 4 — Escala de escurecimento obtida pela imersdo dos dentes em plasmolizado

sangiiineo em diferentes tempos.
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4.1.3-Divisao dos grupos

Depois de fotografados, os dentes foram divididos aleatoriamente em 11 grupos contendo

20 amostras cada um, sendo a camara pulpar preenchida com diferentes solucdes clareadoras, de

acordo com a tabela 2.

Tabela 2: Grupos avaliados e sua composi¢ao.

Grupos Composicao
1 PS + dgua destilada-2 g: 1 mL
2 PS + PH 30% - 2g : 1 mL
3 PS +2% CX gel -2g: 1 mL
4 PS + NT gel - 2g: 1 mL
5 PS + PH 30% + 2% CX gel - 4g : ImL : 1 mL
6 PC 37%
7 PC37% + CX gel 2% - 2g : 1 mL
8 PH 30%

controle 1 CX gel 2%

controle 2 NT gel

controle 3 Agua destilada

PS = perborato de sédio (Proderma, Piracicaba, Brasil)

PH = per6xido de hidrogénio (Proderma, Piracicaba, Brasil)

CX = clorexidina (Proderma, Piracicaba, Brasil)

NT = natrosol (Proderma, Piracicaba, Brasil) (gel base da clorexidina gel 2%)

PC = peréxido de carbamida (Super Endo; Whiteness, Porto Alegre, Brazil)
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A seguir, a camara pulpar foi posteriormente selada com uma camada de 2mm de
Coltosol®. Os agentes clareadores foram trocados a cada 7 dias durante um periodo total de 28
dias. Durante este periodo, os espécimes permaneceram em estufa a 37°C em ambiente dmido.
Uma nova fotografia foi realizada a cada troca do agente clareador, totalizando cinco fotografias,

em tempos diferentes, para cada espécime.

A fim de se manter a padronizacdo das fotografias, foi utilizada sempre a mesma camera
nas mesmas condi¢des de luminosidade. Um total de 550 fotografias foi obtido. As fotografias
foram projetadas em slides com 4 fotografias escolhidas aleatoriamente em cada slide e com a
escala de cores na parte inferior da tela (figura 5) . Cada slide foi apresentado por 30 segundos.
Apo6s sessao de calibragdo, trés examinadores atribuiram escores de acordo com a escala de
escurecimento (tabela 1). Os valores atribuidos foram tabulados e a concordincia entre os
examinadores avaliada pelo Teste Kappa. A andlise estatistica foi realizada utilizando os testes
de Kruskal-Wallis e de Friedman com nivel de significancia de 5% utilizando o programa Biostat

2.0 (CNpQ, Brasilia, Brasil).
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Figura 5 - Exemplo de slide avaliado pelos 3 examinadores. Acima observamos 4

fotografias escolhidas aleatoriamente e abaixo a escala utilizada para avaliacdo com os

niveisde S a 1.
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4.2- Avaliacao da microinfiltracao coronaria

Foram utilizados neste estudo 110 incisivos superiores bovinos, monorradiculares com
canal unico, dpices completamente formados, armazenados em soluc¢do de formol a 10%, sendo
que a padronizacdo das amostras foi feita de maneira similar a utilizada no estudo do efeito
clareador, com excecdo do corte radicular que foi feito Smm abaixo da jun¢do amelo-cementéria
(figura 6). Os 3 mm mais apicais da raiz foram preenchidos com algoddo, a fim de suportar a
confeccio de um tampdo cervical de 2 mm de Coltosol®.

A metodologia utilizada para avaliar infiltracdo corondria foi baseada na técnica descrita
por Siqueira et al. (1999).

Foram utilizados neste experimento frascos de vidro de 10 mL com tampas de borracha.
As tampas foram perfuradas com brocas esféricas permitindo que os dentes fossem inseridos e
adaptados com porcao apical exposta (figura 6). Posteriormente, foi feito selamento com adesivo
de éster de cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Itapevi, Brasil) entre o dente e a tampa para que
nao houvesse espacos para uma possivel contaminacdo através da interface dente/tampa de
borracha.

Mangueiras plasticas autoclavaveis foram cortadas com a finalidade de se criar cilindros
que adaptados as tampas de borracha, formaram um reservatorio em torno da coroa dos dentes
(figura 6).

Os frascos de vidro de 10mL foram preenchidos com 8mL de meio de cultura Brain Heart
Infusion (BHI), preparado de acordo com as normas do fabricante (Lab M, Bury, UK). Estes
frascos foram parcialmente fechados com as tampas de borracha previamente adaptadas com os
dentes, e autoclavados a temperatura de 121° C por 15 minutos.

Em condi¢des assépticas, trabalhando-se em camara de fluxo laminar, os vidros foram
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totalmente fechados com ajuda de gazes estéreis de forma que a por¢cdo mais apical da raiz
permanecesse em contato com o BHI. Em seguida, foi feito o vedamento entre tampa de
borracha e vidro com filme de parafina e, reforcou-se o vedamento entre dente e tampa,

novamente com éster de cianoacrilato.

Mangueira pléstica
(saliva + BHI)

Espécime com corte da raiz
Smm abaixo da juncdo
amelo-cementdaria

/ )
Coltosol / frasco de vidro

e
e,

BHI
caldo

\

Figura 6 — Representacao esquematica do aparato para teste de microinfiltracdao
corondria (Siqueira et al., 1999).

O conjunto foi incubado a 37°C e mantido por 24 horas para verificacdo se houve ou ndo
contamina¢do do meio de cultura durante o procedimento de montagem do aparato.

Confirmada a esterilidade do conjunto, os dentes foram novamente levados a camara de
fluxo laminar para que os agentes clareadores fossem aplicados.

Os conjuntos foram divididos aleatoriamente em 11 grupos contendo 10 amostras cada
um obedecendo a mesma divisdo de grupos estabelecida para o estudo do efeito clareador (tabela

2).
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Depois de preenchida a camara pulpar com o agente clareador ou agente controle, o

acesso palatino foi selado com uma camada de 2mm de Coltosol®.

A seguir, o reservatério (mangueira plastica) de cada conjunto foi preenchido com uma
mistura de 3mL contendo saliva humana de um tunico individuo (colhida sempre no mesmo
horério sem estimulacdo por gomas de mascar) e BHI caldo na proporcao de 3:1, de modo que
esta mistura recobrisse totalmente a coroa dos dentes. A fim de promover uma renovacao dos
microrganismos a solucdo de BHI+saliva era trocada a cada trés dias. Os frascos foram
incubados a 37°C e verificados diariamente quanto a turbidez do meio de cultura, que
demonstrava contaminag¢do. O nimero de dias até a alteracdo do meio foi anotado e indicava
desse modo o tempo gasto para penetracdo de microrganismos, oriundos da saliva, através do
selamento corondrio, agente clareador e tampao cervical, atingindo o meio de cultura. Os dados
foram organizados em uma tabela e analisados estatisticamente pelo Teste Anova one-way e
Tukey com nivel de significancia de 5% utilizando o programa Biostat 2.0 (CNpQ, Brasilia,

Brasil).
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4.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Outra avaliagdo realizada foi da atividade antimicrobiana utilizando-se 0s mesmos grupos
testados nos estudos de efeito clareador e de infiltragdo corondria. Devido a limitacdo do trabalho
in vitro como a dificuldade de difusdo de alguns agentes no dgar foram utilizadas duas
metodologias distintas.

4.3.1- Teste de difusao em agar

O teste de difusao de dgar empregado seguiu a metodologia descrita por Koo ez. al 2000 e
adaptada por Vianna 2002.

Foram testadas as espécies microbianas: Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans.
Além destes, foi testado um fungo do género Candida: Candida albicans.

Estes foram subcultivados em placas de BHI Agar (BHIA) e incubados por 18-24 h a 37°C
em estufa de CO..

Ap6s crescimento em meio s6lido, colonias isoladas foram suspensas em tubos contendo 5
mL de solugdo estéril de NaCl a 0.85%. Apds agitacdo mecanica, a suspensdo foi ajustada em
espectrofotometro com absorbancia de 800 nm, até atingir a concentracdo equivalente a 0.5 da
escala de McFarland (1,5 x 10® bactéria/mL).

Os testes foram realizados em sextuplicata pelo método de camada dupla. Inicialmente
foram preparadas placas (140 x 25mm) contendo 40 mL de Miller-Hinton (Lab M, Bury, UK) que
serviram de base para a camada de indculo, que foi preparada a seguir (figura 7).

Quarenta mL. de BHIA foram preparados e autoclavados em frascos de vidro com tampas
rosquedveis. Durante o processo de resfriamento, quando o BHIA atingia 45°C, ainda em estado

liquido, se adicionava 400uL do in6culo microbiano e agitagdo uniforme do conjunto. O BHIA
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passava a ter, portanto, 1% de in6culo microbiano, e era entao distribuido sobre a camada sélida de
Miller-Hinton.

Ap6s a solidificacdo dos meios de cultura, tubos de inox estéreis com 6 mm de largura
interna, 8 mm de largura externa e 10 mm de altura, foram colocados sobre a superficie do Agar.
Cada tubo foi preenchido com 40 pL de cada solucdo a ser testada. As placas foram entdo
mantidas por 2 h a temperatura ambiente para permitir a difusao das solu¢gdes no Agar.

As placas foram entdo incubadas a 37°C em condigdes gasosas apropriadas por 48h. Apés
este periodo foi realizada a leitura dos halos de inibicao em milimetros (figura 8).

A menor distancia entre o cilindro metalico e o inicio do crescimento do microrganismo foi
medida com o auxilio de paquimetro milimetrado.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste Kruskal-Wallis

(p< 0.05) e complementado pelo Teste de Dunn (p< 0.05) através do programa Biostat 2.0.
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reiltd

Figura 7- Preparo do indculo.

a) Microrganismos cultivados em BHIA

b) Suspensio em tubo de ensaio contendo solucdo estéril de NaCl a 0.85%
c) Agitacdo

d) Ajuste da concentragc@o no espectrofotdmetro

crescimento microbiano

halo de inibicao

agente clareador
Ou grupo controle

Figura 8- Exemplo de placa obtida ap6s a incubacdo por 48h. No centro da placa
observa-se o tubo de inéx preenchido pelo agente clareador e a presenga de halo de

inibi¢do de crescimento microbiano.
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4.3.2- Teste do contato direto

O teste do contato direto empregado seguiu a metodologia descrita por Siqueira & Uzeda
(1998) e adaptada por Vianna (2002).

Os microrganismos testados foram os mesmos do teste de difusdo em agar: Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans e Candida albicans.

Estes foram subcultivados em placas de BHI Agar e incubados por 18-24 h a 37°C em
estufa de CO; (anaerdbios facultativos).

Ap6s crescimento em meio s6lido, colonias isoladas foram suspensas em tubos contendo 5
mL de solugdo estéril de NaCl a 0.85%. Apds agitacdo mecanica, a suspensdo foi ajustada em
espectrofotometro com absorbancia de 800 nm, até atingir a concentracdo equivalente a 0.5 da
escala de McFarland (1,5 x 10® bactéria/mL) (figura 7).

Para avaliar o efeito antimicrobiano dos diferentes agentes clareadores e controles, os
testes foram realizados em sextuplicata, ou seja, para cada periodo de tempo, microrganismo e
agente testado foram utilizados 6 pocos.

Um mL de cada agente clareador ou controle foi colocado no fundo dos pocos de placas
de cultura de células contendo 24 pocos (Corning Cell Culture Cluster, Corning, NY). A seguir,
2 mL do in6culo foi colocado em contato com as substancias a serem testadas. A mistura foi
agitada e foram aguardados os tempos de 15, 30, 45 segundos, 1, 3, 5, 10, 20, 30 minutos, 1, 2, 4,
6, 8, 12, 24, 48 horas e 7 dias. Apds cada periodo, foi retirado 1 mL de cada pogo e levado para
tubos contendo BHI os quais continham os neutralizadores dos agentes clareadores. Os
neutralizadores foram tiossulfato de s6dio 0,6% para os agentes clareadores contendo perborato
de sddio e perdxido de carbamida e; tween 80 a 0,5% + lecitina soja a 0,07% para os agentes

clareadores contendo clorexidina gel a 2% (Vianna 2002).
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Aliquotas de 10uL da mistura (indculo + agente testado + neutralizador) foram plaqueadas
em placas de BHI dgar acrescidos de 5% de sangue de carneiro desfibrinado. A interpretagao dos
resultados foi através do crescimento nas placas de dgar sangue. A pureza das culturas positivas foi
confirmada através da morfologia das colonias nas placas de 4dgar sangue, coloracdo de Gram, e
por métodos bioquimicos utilizando kits de identificacdo microbiana (Enterococcus faecalis e
Streptococcus mutans: API 20 Strep; Candida albicans: APl C AUX - todos da BioMérieux,

Marcy-1’Etoile, Franca).
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Figura 9- Método do contato direto.

a) Espatulacdo dos agentes clareadores b) Colocacdo dos agentes testados em seringa
adaptada ¢) Colocacao dos agentes clareadores nos pogos de cultura de célula d) Coleta de 2
mL do inéculo e) Mistura e agitacdo do agente clareador + inéculo f) Colocagao de 1 mL da
mistura no BHI + neutralizador g) 10ul da mistura (in6culo + agente testado +

neutralizador) h) Plaqueamento i) Exemplo de cultura positiva
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5. RESULTADOS

5.1 - EFEITO CLAREADOR

As médias dos ranks dos valores atribuidos para os grupos nos 5 dias avaliados estdo
presentes na Tabela 3. Em todos os grupos experimentais foi possivel observar que no quinto dia
da avaliac@o as amostras clarearam. Da mesma forma foi possivel observar que entre o dia 1 e o
dia 2 nenhum dos grupos apresentou diferenca estatisticamente significante. Os grupos controles
ndo apresentaram alteracdo de cor durante todo o periodo de avaliagdo.

Os postos médios dos escores atribuidos para os grupos em cada dia avaliado estdao
presentes na Tabela 4. Os grupos que utilizaram como veiculo do perborato de sédio uma base
gel (grupos 3 e 4) apresentaram um efeito clareador mais lento quando comparados aos grupos
que utilizaram veiculo liquido (grupos 1 e 2). No terceiro dia de avaliacdo os grupos clareados
com peroxido de carbamida 37% ndo tiveram diferenca estatisticamente significantes quando
comparados aos grupos que utilizaram perborato de sédio com diferentes veiculos. No quarto dia
de avaliacdo ndo houve diferenca estatistica entre todos os grupos experimentais exceto no grupo
8 (peroxido de hidrogénio 30%), o qual apresentou nivel de clareamento inferior aos demais
grupos. No quinto dia de avaliacdo todos os grupos experimentais obtiveram escores de

clareamento sem diferencga estatistica significante entre si.
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Tabela 3. Resultado em médias dos Ranks da andlise de diferencas entre os dias de
avaliacdo dentro do mesmo agente clareador pelo teste de Friedman (comparagdo apenas

em linhas).

Dias

Grupos

a ab be od Gl
1- PS + dgua destilada 5 4 2,92 1,57 1,50

7-PS + PH 5 4° 2,1 1,95 1,95
3-PS + CX 497*  4,02*° 3 1,55 1,45°
4-PS + NT 5% 4° 297" 1,57 145
5_PS + PH +CX 5° 4* 2,15 192 1,92°
6- PC 5 4% 3° 1,5¢ 15
7-PC + CX 5% 4% 3P 1,55 1,45
3- PH 54 395" 305 195 1,05
1 ex 3 3 3 3 3
2 NT 3 3 3 3 3
3 3 3 3 3

C3- Agua destilada

Meédias seguidas por letras distintas indicam diferenca estatistica significativa (p <0,05).

PS = perborato de soédio, PH = peréxido de hidrogénio 30%, CX = clorexidina gel 2%,
NT = natrosol gel, PC = peréxido de carbamida 37%
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Tabela 4. Resultados em postos médios da anélise das diferengas entre os clareadores dentro

do mesmo dia de avaliacdo pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn (comparagio apenas colunas).

Dias
1 2 3 4 5

Grupos

1- PS + dgua destilada ~ 110,5 * 28,07 © 71,22 © 70,97 ° 79 °
2-PS +PH 110,5 * 3345 ¢ 24,05 67 ° 79 °
3-PS +CX 110,5* 11257 ° 13572 *® 7495 ° 79 °
4-PS + NT 110,5* 108,50 ®* 80,05 ™ 74,95 ° 79 °
5-PS + PH + CX 110,5 * 3740 ¢ 26,82 ¢ 67 ° 79 °
6- PC 110,5* 108,50 * 83,07 ™ 67 ° 79 °
7- PC + CX 110,5* 108,50 * 86,10 ™ 74,95 ° 79 °
8- PH 110,5* 108,50 ®° 136,95 ® 147,17 * 91 °
Cl-CX 110,5 * 190 * 190,5 * 190,5 *  190,5 *
C2-NT 110,5 * 190 * 190,5 * 190,5 *  190,5 *
C3- Agua destilada 110,5 * 190 * 190,5 * 190,5 *  190,5 *

Médias seguidas por letras distintas indicam diferenca estatistica significativa (p <0,05).

PS = perborato de s6dio, PH = peréxido de hidrogénio 30%, CX = clorexidina gel 2%,
NT = natrosol gel, PC = per6xido de carbamida 37%
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5.2 - MICROINFILTRACAO CORONARIA

As médias e desvio-padrdo dos dias necessarios para contaminagdo do canal radicular em
funcdo dos grupos testados estdo presentes na tabela 5.

Nenhum dos agentes clareadores testados impediu a penetragdo bacteriana em direcdo ao
canal radicular. O nimero de dias necessarios para que esta contaminagdo ocorresse variou de
acordo com o agente clareador empregado, sendo o grupo 8 (PH 30%) o que sofreu
contamina¢do no menor periodo de tempo (12,70 dias em média). Dentre os grupos que
utilizaram um agente clareador, o grupo que obteve os melhores resultados, retardando o tempo
de contaminagao do canal radicular, foi o que empregou perborato de sédio + Clorexidina gel 2%
(grupo 3). Comparando este grupo ao que utilizou dgua destilada como veiculo do perborato de
sédio (grupo 1), houve um aumento de 15,3 dias em média no tempo necessirio para a
contamina¢do do canal radicular. O grupo que teve adicdo de clorexidina ao perdéxido de
carbamida (grupo 7), teve um acréscimo de 8,25 dias em média em relacao ao grupo de peréxido

de carbamida (grupo 6).
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Tabela 5. Médias e desvio-padrao do tempo em dias necessdrio para contamina¢do em

funcgdo dos grupos testados.

Grupo Média (desvio-padrao) em dias
1- PS + 4gua destilada 15,95 (1,14) '
2- PS + PH 30% 18,00 (1,12) ©
3-PS + 2% CX gel 31,25 (1,55) °
4-PS + NT gel 17,20 (1,10) €
5-PS + PH 30% + 2% CX gel 29,00 (1,29) ™
6- PC 37%. 19,30 (1,12) ¢
7- PC 37% + CX gel 2% 27,55 (1,50)
8- PH 30%. 12,70 (1,03) &
C 1- CX gel 2% 30,52 (1,57)
C2- NT gel. 9,35 (0,67)"
C3- Agua destilada. 7,25 (0,78)

PS = perborato de sdédio, PH = peréxido de hidrogénio 30%, CX = clorexidina gel 2%,
NT = natrosol gel, PC = peréxido de carbamida 37%

Médias seguidas por letras distintas indicam diferenca estatistica significativa pelos testes

de Anova 1-critério e Tukey (p<0,05).
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5.3 - ACAO ANTIMICROBIANA

5.3.1 - HALO DE INIBICAO

As médias dos halos de inibi¢do em milimetros dos diferentes microrganismos quando
expostos aos diferentes tratamentos estdo presentes na tabela 6. Todos os agentes clareadores
testados apresentaram formacdo de halo de inibi¢do. Os grupos que tiveram a adicdo de
clorexidina gel 2% na sua composi¢c@o apresentaram os maiores halos de inibicdo. Independente
do agente clareador testado, o E. faecalis foi o microrganismo mais resistente, promovendo os

menores halos de inibig¢ao.

Tabela 6. Médias dos halos de inibicdo em milimetros dos diferentes microrganismos

quando expostos aos diferentes tratamentos.

Microrganismo  Streptococcus Candida Enterococcus
mutans albicans faecalis

Grupo
1- PS + dgua destilada 4.5 (+ 0.44)°" 8.83 (+0.68)™ " 1.66 (+ 0.25)€
2-PS + PH 4.66 (+ 0.25)>¢B 9.66 (+ 0.51)*4 2.0 (+0.44)*€
3-PS + CX 7.16 (+ 0.25)*B 14.83 (+ 0.25)*4 6.66 (+ 0.25)*8
4-PS + NT 4.16 (+ 0.25)%®8 8.33 (+0.51)°" 2.0 (+ 0)*€
5-PS + PH + CX 7.66 (+ 0.5)™B 1433 (+ 0.5)®*  6.16 (+ 0.25)*8
6- PC 4.0 (+ 0)%B 7.5 (+ 0.44)<44A 1.83 (+0.25)™¢€
7-PC + CX 8.83 (+ 0.25)*B 14.83 (+ 0.93)*4 5.33 (+0.51)*€
8- PH 4.83 (+0.68)™" 733 (+0.51)%A 1.16 (+ 0.25) ¢
Cl1-CX 8.16 (+ 0.68)*® 14.16 (+ 0.93)®* 483 (+ 0.25)*€
C2-NT 0(+0)” 0 (+0)*" 0 (+0)*"
C3- Agua destilada 0(+0)* 0(+0)'* 0(+0)'*

PS = perborato de s6dio, PH = peréxido de hidrogénio 30%, CX = clorexidina gel 2%,
NT = natrosol gel, PC = per6xido de carbamida 37%

Médias seguidas por letras distintas indicam diferenca estatistica significativa pelos testes
Kruskal-Wallis p< 0,05 e Dunn p< 0,05. Letras maiusculas indicam diferengas na dire¢ao

horizontal. Letras minudsculas indicam diferencas na dire¢do vertical.




5.3.2 - CONTATO DIRETO

O tempo de contato em minutos requerido para produzir culturas negativas para os
diferentes microrganismos testados estd apresentado na tabela 7. Nos grupos onde a clorexidina
gel 2% foi associada aos agentes clareadores, foi necessario um tempo de contato menor para
que o agente clareador apresentasse atividade antimicrobiana. Dentre os grupos que utilizaram
um agente clareador, o que apresentou os melhores resultados foi o grupo 3 (PS + CX)
independente do microrganismo testado. Os piores resultados para todos os microrganismos
avaliados foram obtidos pelo grupo 6 (PC). A espécie mais resistente independente do agente

clareador utilizado foi o E. faecalis e a mais sensivel foi a Candida albicans.

Tabela 7. Tempo de contato em minutos requerido para produzir culturas negativas para

os diferentes microrganismos testados.

Microrganismo Streptococcus Candida Enterococcus
mutans albicans faecalis

Grupo
1- PS + 4gua destilada 10 (c, B) 5(b, A) 20 (b, C)
2-PS + PH 5(b, A) 3(b,A) 20 (b, B)
3-PS+CX 3 (a, AB) 1 (a, A) 5(a, B)
4-PS + NT 10 (c, B) 5(b, A) 20 (b, C)
5-PS +PH + CX 3 (a, AB) 1(a, A) 5(a, B)
6- PC 15 (d, B) 10 (c, A) 30 (c, ©)
7-PC +CX 3 (a, AB) 1 (a, A) 5(a, B)
8- PH 5(b, A) 3(a, A) 20 (b, B)
Cl-CX 0,5 (a, A) 0,25 (a, A) 1 (a, B)
C2-NT 7 dias (e, A) 7 dias (d, A) 7 dias (d, A)
C3- Agua destilada 7 dias (e, A) 7 dias (d, A) 7 dias (d, A)

PS = perborato de sédio, PH = peréxido de hidrogénio 30%, CX = clorexidina gel 2%,
NT = natrosol gel, PC = peréxido de carbamida 37%

Médias seguidas por letras distintas indicam diferenca estatistica significativa pelos testes
Kruskal-Wallis p< 0.05. Letras mindsculas indicam diferencas na direcdo vertical. Letras
maiusculas indicam diferengas na direc@o horizontal.
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6- DISCUSSAO

O presente estudo avaliou diferentes agentes clareadores utilizados durante o clareamento
dental interno, associados ou ndo a clorexidina gel 2%, substancia quimica antimicrobiana
utilizada com o objetivo de aumentar as propriedades antimicrobianas destes agentes clareadores.
Foram utilizadas trés metodologias distintas: para avaliar a capacidade clareadora, a capacidade
em prevenir ou minimizar a microinfiltracdo corondria e a atividade antimicrobiana destes
agentes pela difusdo em Agar e pelo teste do contato direto.

No estudo do efeito clareador, a efetividade de diferentes agentes clareadores e diferentes
combinacdes de veiculos foi avaliada em dentes bovinos escurecidos artificialmente. A escolha
deste método foi para simular a maior causa de descoloragcdao dos dentes humanos de acordo com
Rotstein et al. (1993). Apesar de estudos na literatura mencionarem o papel das bactérias no
processo de escurecimento dental, no presente estudo, ndo foram utilizados microrganismos para
tal finalidade. Outros estudos relacionados a clareamento dental interno também empregaram
sangue e metodologia muito similar (Ho & Goerig, 1989; Rotstein et al. 1991c; Costas & Wong
1991; Weiger et al. 1994; Horn et al 1998b). Entretanto, os resultados do estudo do efeito
clareador ndo podem ser aplicados a todos os tipos de descoloracdo dental. O clareamento de
dentes escurecidos obtém maiores niveis de sucesso em dentes recém escurecidos quando
comparados a dentes escurecidos ha muito tempo (Brown, 1965). Na literatura, alguns trabalhos
relacionados a clareamento dental interno utilizaram dentes bovinos conseguindo-se obter
condig¢des e resultados confidveis (Torneck et. 1990; Rotstein et al. 1992b; Heling et al. 1995).

Em condicdes clinicas, € de fundamental importancia uma avaliagdo clinica e radiogréfica
do tratamento endododntico antes do inicio do procedimento clareador. Caso seja necessdrio, 0

retratamento endodontico deve ser realizado previamente ao clareamento e pode-se na seqii€éncia
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da nova obturacdo confeccionar-se o tampao cervical que serd utilizado para a realizacdo do
clareamento dental interno. Este selamento terd como objetivo restringir o agente clareador a
camara a fim de se evitar uma possivel reabsorcao cervical externa (Smith et al., 1992).

Uma recente revisdo da literatura a respeito do clareamento dental interno recomendou o
uso de perborato de sédio e dgua destilada como agentes clareadores internos e contra-indicaram
0 uso do peréxido de hidrogénio a 30% ou aplicacdo de calor (técnica termocatalitica). Nesta
revisdo foram analisados diversos artigos cientificos os quais relacionaram a ocorréncia de
reabsorcdo cervical externa ao uso tanto do peréxido de hidrogénio 30% quanto a aplicacdo de
calor (Attin et al., 2003). Alguns autores tém descrito a eficicia do uso do perdxido de
carbamida gel como agente clareador interno (Putter & Jordan, 1989; Swift, 1992; Frazier, 1998;
Teixeira et al., 2004). No presente estudo foi encontrado que apds 4 semanas do inicio do
tratamento clareador a eficdcia do perdxido de hidrogénio 30% e do perdxido de carbamida gel
foram similares. Isto pode estar relacionado a um excesso de agente ativo no perdxido de
hidrogénio 30% o que teria a possibilidade de se difundir pela raiz causando problemas na regidao
do ligamento periodontal. Outra possibilidade é que o peréxido de carbamida tenha um poder de
penetracdo na dentina menor que o peroxido de hidrogénio (Cooper et al., 1992).

O clareamento dental interno sé € possivel gracas a permeabilidade da estrutura dental
aos agentes clareadores (Hanks ef al. 1993). No entanto, a capacidade de difusdo depende de
varios fatores como: natureza do agente clareador, natureza do tecido dental, drea de superficie
exposta, espessura de dentina remanescente, presenca de ‘“‘smear layer” e a temperatura
(Rotstein, 1991c). Segundo Pashley & Livingston (1978), dentes mais velhos com tubulos
dentindrios de didmetros menores sdo menos permedveis que dentes jovens com tibulos de

didametros maiores. Como neste estudo foram utilizados dentes bovinos e estes apresentam
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estruturas proporcionalmente maiores que os dentes humanos, optou-se ndo utilizar agentes
quelantes como &cido fosférico ou EDTA previamente a colocacdo do agente clareador na
camara pulpar, porém foi utilizada a associacdo de hipoclorito de sédio 5,25% + EDTA antes do
processo de escurecimento a fim de facilitar a penetracdo do sangue nos tibulos dentindrios.

Dentre as técnicas avaliadas neste estudo, devido a literatura ter mostrado a relacao entre
aplicacdo de calor e a ocorréncia de reabsor¢cdo cervical externa, ndo foi avaliada nenhuma
técnica termocatalitica.

A clorexidina na forma gel tem sido sugerida como medicacdo intracanal (Siqueira &
Uzeda, 1997; Gomes et al., 2006) e como agente auxiliar durante a instrumentacdo dos canais
radiculares (Ferraz et al., 2001; Vianna et al., 2004). A base gel utilizada no presente estudo foi o
Natrosol o qual € um composto inerte e hidrossolivel (Miyamoto et al., 1989). O Natrosol € uma
hidroximetilcelulose utilizada como veiculo da clorexidina gel (Ferraz et al., 2001). A
metilcelulose € um veiculo aquoso (Fava & Saunders, 1999) e tem sido estudada por alguns
autores no preparo de pastas de hidroxido de célcio (Stevens & Grossman, 1993; Stuart et al.,
1991; Beltes et al, 1997). Stevens & Grossman (1993) ndo encontraram diferenca
estatisticamente significante na a¢do antimicrobiana frente ao “Streptococcus faecalis” das
pastas de hidroxido de cdlcio manipuladas com dgua destilada ou metilcelulose. Isso ocorre, pois
a capacidade de ionizagdo da metilcelulose é semelhante a da d4gua, uma vez que a liberacdo de
fons OH em ambas as pastas ndo € estatisticamente diferente (Beltes ef al., 1997). A capacidade
ionizante da metilcelulose nas pastas de hidréxido de cdlcio demonstra o potencial desta
substancia em promover a dissociacao do perborato de s6dio em seus agentes ativos. O perborato
de sddio é encontrado na forma de p6 estdvel a seco. Quando associado a um acido, ar quente ou

agua, se decompde formando metaborato de sédio, peréxido de hidrogénio e oxigénio nascente
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(Weiger et al., 1994).

O presente estudo demonstrou que a velocidade de clareamento foi diferente entre os
grupos. Entretanto, todos os grupos que utilizaram algum agente clareador mostraram capacidade
clareadora similar apds trés trocas dos agentes clareadores. Os grupos que utilizaram perborato
de s6dio com veiculos na forma gel (grupo 3- PS + CX e grupo 4- PS + NT) o processo clareador
foi mais lento quando comparados aos que utilizaram veiculos liquidos (grupos 1 e 2). Este
resultado é similar a outros estudos que utilizaram o Natrosol como veiculo em pastas de
hidréxido de célcio, mostrando que o poder de ionizacdo de veiculos na forma gel é mais lento
que veiculos liquidos (Stevens & Grossman, 1983; Stuart ef al. 1991). No grupo 5 (PS + PH +
CX), em que a uma associagdo de veiculos foi utilizada (liquido + gel) a velocidade de
clareamento foi similar aos grupos que utilizaram veiculo liquido para o perborato de sédio
(grupo 1- PS + 4gua destilada e grupo 2- PS + PH).

A literatura relacionada aos veiculos do perborato de sédio € bastante controversa.
Alguns autores t€ém mostrado que alguns efeitos indesejados causados na estrutura dentindria sao
influenciados pelo veiculo do perborato de sédio (dgua destilada ou peréxido de hidrogénio)
(Kawamoto & Tsujimoto, 2004). Outros autores t€ém mostrado que o veiculo do perborato de
s6dio ndo exerce influéncia nas alteracOes causadas na estrutura dentindria (Chng et al. 2002).
Alguns estudos relacionados ao efeito clareador de agentes utilizados durante o clareamento
dental interno tem comparado o efeito do perdxido de hidrogénio e da dgua destilada como
veiculos do perborato de sédio. Alguns estudos tém demonstrado melhores resultados quando
uma solucdo de peroxido de hidrogénio € utilizada (Ho & Goerig, 1989; Warren et al., 1990).
Outros trabalhos tém demonstrado nao haver diferenga significante quanto ao veiculo utilizado

(Rotstein et al., 1993; Weiger et al., 1994; Ari & Ungor, 2002). No presente estudo, a mistura de
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perborato de sodio + perdxido de hidrogénio apds 3 trocas da pasta clareadora, obteve resultados
similares ao da mistura de perborato de sddio + dgua destilada.

Apesar do conhecido efeito da clorexidina em manchar dentes (Tilliss, 1999; Moran et
al., 2004), as amostras no presente estudo ndo apresentaram uma redugdo na eficicia clareadora
quando este agente antimicrobiano foi adicionado. Aparentemente a propriedade escurecedora da
clorexidina foi insignificante quando comparada a poténcia dos agentes clareadores. Ambos os
grupos que utilizaram clorexidina (grupo 3 e 7) apds a terceira semana de avaliacdo receberam os
mesmos escores que 0s grupos com mesmo agente clareador sem clorexidina (grupo 1 e 6).

Alguns estudos tém demonstrado a importincia da prevencdo da microinfiltraciao
corondria a fim de se evitar a recontaminacao do tratamento endodontico. Diversos fatores t€ém
sido relacionados a ocorréncia de microinfiltracdo corondria: a espessura do cimento obturador
(Magura et al., 1991), presenca de falhas na massa obturadora (Magura et al., 1991), solubilidade
do cimento obturador (Saunders & Saunders, 1995), remocdo de ‘“smear layer”, forcas
mastigatdrias, e o efeito da saliva (Uranga et al., 1999). Entretanto a literatura relacionada a
microinfiltragdo durante o clareamento dental interno utilizando a técnica “walking bleach” é
muito pobre.

A pasta de perborato de sédio depois de colocada na camara pulpar serd convertida em
metaborato de soédio, oxigénio e dgua. Conseqiientemente esses componentes dificultam a
secagem do canal diminuindo a capacidade seladora de cimentos e resinas (Hosoya et al., 2000).
Waite et al., (1998) estudaram a capacidade de selamento corondrio de um material restaurador
provisério a base de 6xido de zinco e eugenol (TERM®), na técnica do “walking bleach”,
comparando as mistura de perborato de sédio/dgua e perborato de sédio/superoxol como agentes

clareadores. Os autores encontraram que em apenas um dia ja havia ocorrido a microinfiltracdao
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corondria em ambos os grupos, sem diferenca estatisticamente significante.

Hosoya et al., (2000) compararam a eficdcia de cinco materiais utilizados no selamento
corondrio durante a técnica do “walking bleach” e encontraram que apds uma semana, OS
materiais restauradores a base de sulfato de cdlcio (Coltosol® e Cavit®) apresentaram menor
microinfiltragcdo quando comparados com materiais fotoativados e com materiais a base de 6xido
de zinco/eugenol e fosfato de zinco/eugenol. Os autores justificaram os resultados obtidos pela
expansdo dos materiais tempordrios a base de sulfato de célcio durante a presa final devido a
absor¢ao de dgua. Os resultados obtidos por este estudo motivaram o uso do Coltosol em nosso
trabalho tanto na confec¢ao do tampao cervical quanto no selamento corondrio.

A expansdo do Coltosol foi recentemente criticada por Laustsen et al., (2005) como causa
de fraturas de cuspides e fraturas em dentes tratados endodonticamente. Neste trabalho os autores
utilizaram Coltosol como cimento temporario em cavidades do tipo MOD. Em nosso estudo
Coltosol foi usado como tampao cervical e como selamento do acesso palatino, para esta
finalidade este cimento parece se comportar de maneira adequada.

Clinicamente, a confeccdo do tampao cervical deve ser realizada 2 mm abaixo da jun¢ao
amelo-cementdria devido a orientacdo dos tibulos dentindrios que nesta regido tem direcdo da
regido apical para a corondria. Tal procedimento pode ser realizado na mesma sessao do término
do tratamento endodontico.

Os canais radiculares nao foram obturados e sim preenchidos com algodao nos 3 mm
apicais da raiz, que serviu como suporte para a colocagdo do tampao cervical de Coltosol. Este
procedimento foi fundamental para manter a raiz dental em contato com o BHI caldo. Uma vez
que 0s microrganismos entrassem em contato com o algodao isto significaria clinicamente que

estes teriam atingido a obturacdo do canal radicular. Os resultados deste estudo devem ser
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analisados com cautela quando aplicados a condi¢des clinicas. No presente estudo foram
utilizados dentes bovinos, o que poderia facilitar a microinfiltracdo corondria devido a grande
dimensdo do acesso endoddntico e do tampdo cervical. O grupo que utilizou peréxido de
carbamida gel (grupo 6) obteve um melhor resultado quando comparado ao perborato de sédio
associado a dgua ou peroxido de hidrogénio (grupo 1 e 2). Entretanto, quando a clorexidina foi
associada ao perborato de sddio (grupo 3) a média do tempo requerido para a contaminacdo do
canal radicular foi aumentada em 15.3 dias, resultado superior ao da clorexidina associada ao
peroxido de carbamida gel (grupo 7), cujo tempo requerido para contaminagdo foi aumentado em
media 8.25 dias.

Nao hd trabalhos na literatura avaliando a capacidade antimicrobiana dos agentes
clareadores internos normalmente utilizados. No entanto, acreditava-se que sendo o peroxido de
hidrogénio o produto final tanto do per6xido de carbamida quanto do perborato de s6dio, ambos
deviam possuir certo grau de atividade antimicrobiana. Mesmo assim, o amplo espectro de acao
antimicrobiana da clorexidina gel 2% aliado a seu efeito antimicrobiano residual (Rolla &
Melsen, 1975) nos motivaram a testar um provavel aumento da atividade antimicrobiana destes
agentes clareadores. As propriedades da clorexidina gel tais como seu amplo espectro
microbiano, substantividade, baixa toxicidade e hidrossolubilidade tém aumentado o interesse do
seu uso como agente auxiliar durante a instrumentacao dos canais radiculares.

Alguns trabalhos tém estudado a capacidade antimicrobiana da clorexidina gel como
agente auxiliar na instrumenta¢do dos canais radiculares e como medica¢do intracanal (Ferraz et
al., 2001; Gomes et al., 2001; Vianna 2002; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2006) e durante a
remog¢do do material obturador nos retratamentos endodonticos (Oliveira, 2002).

Devido a algumas limitagdes como a solubilidade e a capacidade de difusdo da substincia
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testada na metodologia do estudo da atividade antimicrobiana pelo método de halo, optou-se em
realizar o método do contato direto a fim de que uma metodologia complementasse as
deficiéncias da outra. Em nosso estudo de efeito antimicrobiano, os grupos que utilizaram a
clorexidina gel obtiveram os melhores resultados, tanto no teste do contato direto quanto na
formacdo do halo de inibicdo. Tais resultados estdo de acordo com trabalhos de Ferraz et al.
2001, Gomes et al. 2001 e Vianna et al. 2004.

Observou-se que nos grupos onde foi utilizada clorexidina gel (grupos 3, 5 e 7) houve um
aumento significativo na capacidade antimicrobiana da associagdo quando comparados aos
grupos que utilizaram os mesmos agentes clareadores sem a clorexidina gel (grupos 1, 4 e 6).
Dentre os microrganismos utilizados observamos que o mais sensivel aos agentes clareadores
utilizados foi a Candida albicans seguido pelo Streptococcus mutans. J4 o mais resistente foi o
Enterococcus faecalis. Porém este microrganismo mostrou ser pouco resistente a acdo da
clorexidina, uma vez que nos grupos nos quais ela foi utilizada, houve uma grande diminuicao no
tempo necessario para formacao de culturas negativas pelo teste do Contato Direto. Este efeito da
clorexidina também pode ser observado no teste de Halo de Inibicdo. Tais resultados estdo de

acordo com trabalhos de Gomes et al., (2001) e Vianna et al., (2004).
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7- CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos e frente as metodologias aplicadas, € possivel
concluir que:

I- A capacidade clareadora dos agentes testados ndo foi reduzida pela adicdo de
clorexidina gel 2%.

2- A adicdo de clorexidina gel 2% a agentes clareadores foi capaz de retardar a
microinfiltracdo corondria.

3- A adi¢do de clorexidina gel 2% a agentes clareadores foi capaz de aumentar a

atividade antimicrobiana de todos os agentes testados.
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ANEXOS

In Vitro Assessment of a Gel Base Containing 2% Chlorhexidine as a Sodium Perborate’s
Vehicle for Intracoronal Bleaching of Discolored Teeth.

Daniel Pinto de Oliveira, Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes, Alexandre
Augusto Zaia, Francisco José de Souza-Filho, Caio CezarRandi Ferraz.
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