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AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS VEICULOS UTILIZADOS NA PASTA DE
HIDROXIDO DE CALCIO ASSOCIADA AO DICLOFENACO DE SODIO SOBRE
ENTEROCOCCUS FAECALIS*

THE INFLUENCE OF THE VEHICLES USED IN CALCIUM HYDROXIDE PASTE
ASSOCIATED WITH DICLOFENAC SODIUM OVER ENTEROCOCCUS FAECALIS

RESUMO

O hidréxido de calcio é uma medicagdo intracanal amplamente utilizada durante o tratamento
endodontico, pois possui atividade antimicrobiana e estimula a produgéo de tecido mineralizado.
Entretanto, alguns microrganismos, como o Enterococcus faecalis, podem sobreviver ao
tratamento, resistindo ao elevado pH da pasta de hidréxido de calcio. Por essa razdo, associagdes
com outras substancias que apresentem atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis
vem sendo sugerida. Recentemente, estudos tém demonstrado que a adi¢do de anti-inflamatérios
nédo esteroides (AINEs), como o diclofenaco de sédio, tem conferido melhor eficacia a pasta de
hidréxido de célcio contra microrganismos resistentes ao tratamento endoddntico. Porém, a
propriedade antimicrobiana da pasta de hidroxido de calcio esté relacionada com a dissociagéo
ibnica, promovida pelo veiculo utilizado durante sua manipulagdo. Assim, o objetivo desse estudo
foi investigar se a atividade antimicrobiana da pasta de hidroxido de calcio associada com o
diclofenaco de sddio sofre influéncia quando manipulada com os diferentes veiculos avaliados
(clorexidina 2%, soro e propilenoglicol). Para isso, as pastas foram, inicialmente, manipuladas de
acordo com o veiculo avaliado em cada grupo e, em seguida, 1mL de &gua estéril foi adicionado
para cada 25mg da pasta e deixada a 37°C por 24h. Apds esse periodo, 50l de uma concentragdo
conhecida de Enterococcus faecalis (108 UFC) foi adicionado em 1,4mL de cada solugdo e 1,4mL
de solugdo salina 0,9% com a cepa foi usado como controle. Apds 24 horas, as solugdes foram
entdo diluidas e inoculadas em placa petri contendo meio de M-Enterococcus em triplicada para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana de cada solugdo. Os resultados encontrados foram
submetidos a andlise estatistica com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os resultados ndo
evidenciaram diferengas estatisticas na atividade antimicrobiana para os diferentes veiculos
utilizados. Diante desses resultados, pode-se concluir que nenhum dos veiculos avaliados
influenciou na atividade antimicrobiana da medicagdo intracanal de hidréxido de célcio.

Descritores: Hidréxido de Calcio, Endodontia, Enterococcus faecalis.

ABSTRACT

The calcium hydroxide is an intracanal medicament widely used during endodontic treatment,
since it has antimicrobial activity, and stimulates the production of mineralized tissue. However,
some microorganisms, such as Enterococcus faecalis, may survive treatment, resisting the high
pH of the calcium hydroxide paste. For this reason, associations with other substances which
perform antimicrobial activity against Enterococcus faecalis have been suggested. Recently,
studies have shown that adding nonsteroidal anti-inflammatories drugs (NSAIDs), such as
diclofenac sodium, has guaranteed the effectiveness of the calcium hydroxide paste against
resistant microorganisms for endodontic treatment. Although, the antimicrobial properties of
calcium hydroxide paste with ionic dissociation, promoted by the wvehicle used during
manipulation. Accordingly, this paper aims to review if the antimicrobial activity of the calcium
hydroxide paste associated with diclofenac sodium is influenced when manipulated with different
vehicles evaluated (chlorhexidine 2%, saline solution, and propylene glycol). For this purpose, the
pastes were, firstly, manipulated accordingly the vehicle evaluated in each group and, then, 1mL
of sterile water was added to each 25mg of paste resting at 37°C for 24 hours. After this period,
50pl of a well-known concentrate of Enterococcus faecalis (108 UFC) was added to 1,4mL of
each solution and, 1,4mL of saline solution 0,9% with a strain was used as control. After 24 hours,
the solutions were then diluted and inoculated in a petri dish containing medium M-Enterococcus
trebled to the evaluation of the antimicrobial activity of each solution. The results obtained were
statically analyzed with a significance level of 5% (p<0,05). The results did not reveal statistical
differences in the antimicrobial activity for different vehicles used. Based on these results, we can
conclude that none of the vehicles evaluated influenced the antimicrobial activity of the calcium
hydroxide intracanal medicament.

Descriptors: Calcium Hydroxide. Endodontics. Enterococcus faecalis.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O hidroxido de célcio é uma medicacdo intracanal usada durante o tratamento
endoddntico que apresenta atividade antimicrobiana e estimula a mineralizagdo do tecido?, pois
o alto pH do hidroxido de célcio promove a inibicdo microbiana através de uma reagdo
enzimatica irreversivel? e o célcio atua limpando o di6xido de carbono usado para a respiragio
das bactérias anaerdbicas®. Além disso, o hidroxido de calcio promove a inativacdo de
lipopolissacarideos bacterianos encontrados na membrana externa de bactérias gram negativas®.

Porém, alguns microrganismos, como o Enterococcus faecalis, podem apresentar
resisténcia a medicagdo com hidroxido de calcio®. Dessa forma, a associagdo de hidroxido de
calcio com outros agentes antimicrobianos foi proposta para melhorar a acdo contra este
microrganismo, tém evidenciado que a associagdo de anti-inflamatdrios néo esteroides (AINES),
como o diclofenaco de sodio, a pasta de hidroxido de calcio, aumentaram a eficécia da acdo
antimicrobiana no biofilme de Enterococcus faecalis®. O diclofenaco de sddio inibe a sintese de
DNA bacteriano, apresentando assim acao bactericida contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas’.

Entretanto, as propriedades biolégicas das medica¢fes com hidréxido de célcio
dependem da alcalinidade e liberacéo de ions célcio, visto que é a dissociacdo de particulas de
hidroxido de célcio que permite a difusdo de ions hidroxila e célcio nas paredes do canal
radicular, através dos tubulos dentinarios®. Por essa razdo, diferentes veiculos vém sendo
propostos como aditivos para hidroxido de calcio®, tais como solugdo salina, clorexidina e
propilenoglicol°.

Os veiculos podem ser classificados como aquosos, viscosos ou oleosos!?, sendo que o
veiculo aquoso dissocia rapidamente o hidréxido de célcio em ions de célcio e hidroxila,
promovendo maior solubilidade quando em contato com fluidos e sendo mais rapidamente
reabsorvido por macréfagos®. Por outro lado, os veiculos viscosos, como a glicerina e 0
propilenoglicol, apesar de serem sollveis em agua, dissociam-se mais lentamente devido ao seu
peso molecular. J& os veiculos oleosos ndo sdo sollveis em &gua, e por isso promovem a menor
solubilidade e difusdo da pasta nos tecidos™®.

A associagao da pasta de hidroxido de calcio com AINE tem evidenciado maior atividade
antimicrobiana, entretanto a influéncia dos veiculos utilizados na manipulacéo dessa associa¢do
ainda néo foi estudada. Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar o efeito da associagdo

de diclofenaco sddico com a pasta de hidroxido de calcio utilizando soro fisioldgico, clorexidina
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2% e propilenoglicol como veiculo na a¢do antimicrobiana contra E. faecalis. A hipdtese nula
testada sera que os veiculos avaliados ndo interferem na atividade antimicrobiana da pasta de

hidréxido de célcio associada ao diclofenaco de sodio.
2 MATERIAL E METODO
2.1 Selecé@o dos materiais

Para esse estudo, foram utilizados hidroxido de célcio P.A. (Biodindmica Quimica e
Farmacéutica, Ibipord, BR), Clorexidina 2% (Biodindmica Quimica e Farmacéutica, Ibipora,

BR), Propilenoglicol e Diclofenaco de Sédio.
2.2 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte maneira:

- Grupo HC: Hidréxido de Calcio + Soro

- Grupo HCX: Hidroxido de Célcio + Clorexidina 2%

- Grupo HP: Hidréxido de Célcio + Propilenoglicol

- Grupo HCD: Hidréxido de Calcio + Soro + Diclofenaco de Sédio

- Grupo HCXD: Hidrdxido de Calcio + Clorexidina 2% + Diclofenaco de Sédio
- Grupo HPD: Hidréxido de Calcio + Propilenoglicol + Diclofenaco de Sodio

- Grupo C: Sem medicacgéo

2.3 Preparo das medicacOes

Os procedimentos microbioldgicos foram realizados em um ambiente asséptico, dentro
de uma camara de fluxo laminar (Veco Flow Ltda., Campinas, SP, Brasil). A pasta de hidroxido
de calcio foi preparada com os veiculos (1:1), pesada e, em seguida, sera adicionado o
diclofenaco de sédio na concentracdo 5% em peso. Uma quantidade de 250 mg de cada
medicacdo intracanal foi pesada, manipulada e colocada em um tubo de falcon com 10 ml de
agua destilada para obter uma suspensao de medicacdo intracanal com uma concentragéo de 25
mg / ml. A suspensdo serd agitada e mantida em repouso durante 24 horas a temperatura

ambiente®?,
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2.4 Teste de contato direto com bactérias plancténicas

Cepas padrdo de Enterococcus faecalis foram inoculadas em meio de cultura BHI agar (Brain
Heart Infusion-HIMEDIA, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) e
deixadas em estufa a 37°C, por um periodo de 48 horas. Apos esse periodo, uma fileira colénia
de Enterococcus faecalis foi inoculada em 5 mL de meio de cultura BHI caldo (Brain Heart
Infusion-HIMEDIA, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) e mantida
em estufa a 37°C por 12 horas para permitir o crescimento bacteriano. Apds esse periodo, 50pl
dessa cultura foi adicionado em 5 mL de meio de cultura BHI caldo (Brain Heart Infusion-
HIMEDIA, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) e a densidade Optica
foi ajustada em cerca de 0,5 a 550 nm com um espectrofotdmetro (Espectrofotémetro UV/Vis —
1800, Shimadzu Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto, Japédo), para atingir uma concentracdo de
bactérias de, aproximadamente, 108 CFU / mL®3,

Com o inoculo preparado, 1,4 mL de cada solugdo de medicacéo foi colocada em tubos
de polietileno de 2 mL e 50 pL da suspensdo com concentracdo conhecida de Enterococcus
faecalis foi adicionada.

Os tubos foram incubados a 37° C por 24 horas. As suspensfes foram diluidas
sequencialmente (102, 102, 1073, 10*) e 3 gotas de 10 pL das diluices pré-estabelecidas foram
inoculadas pela técnica da semeadura por gotas, em triplicata, na superficie de placas de petri
contendo o BHI para determinar a quantidade de Enterococcus faecalis viaveis'®,

Quando as gotas secaram, as placas foram incubadas na estufa a 37° C, durante 24 horas,

em aerobiose para a contagem das bactérias viaveis.

3.5 Analise estatistica

Os dados encontrados foram submetidos & analise estatistica com nivel de significancia
de 5% (p<0,05) através do software Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA),

usando single-factor ANOVA model e Kruskal-Wallis one-way test.
4 RESULTADOS
A Tabela 1. evidencia a mediana UFCmL dos diferentes grupos. A comparagéo entre

0s grupos revelou gque o hidroxido de célcio associado ao diclofenaco de sédio apresentou

efetividade antimicrobiana, quando comparado com o grupo controle (p<0,001). Porém, nédo
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houve diferenga estatistica entre os grupos de hidroxido de calcio e hidroxido de célcio
associado ao diclofenaco de sodio. A comparacao entre os veiculos usados no preparo das pastas
de hidréxido de calcio associado ao diclofenaco ndo evidenciou diferenca estatistica na

efetividade antimicrobiana da medicacao.

Tabela 1. Mediana da UFC (UFC mL™) das diferentes associagGes avaliadas.

Hidroxido de Célcio + soro 0A
Hidroxido de Célcio + clorexidina 0A
Hidrdxido de Calcio + propilenoglicol 0A
Hidroxido de Calcio + soro+ Diclofenaco de sddio 5% 0A
Hidroxido de Calcio + clorexidina + Diclofenaco de sodio 5% 0A
Hidroxido de Célcio + propilenoglicol + Diclofenaco de sddio 5% oA
Controle 6,5x 1078

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,001).
5 DISCUSSAO

No presente estudo, a influéncia dos veiculos na atividade antimicrobiana da pasta de
hidréxido de célcio associados ao diclofenaco de sodio contra E. faecalis foi avaliada. De acordo
com os resultados obtidos na presente pesquisa, ndo houve diferenca estatistica significativa na
acdao antimicrobiana da pasta de hidroxido de célcio associada ao diclofenaco de sddio
independente do veiculo avaliado. Portanto, aceitamos a hipo6tese nula de que ndo haveria
diferencas significativas entre os veiculos experimentais.

No presente estudo, o microrganismo de escolha foi o E. faecalis, devido a sua relacao
com a etiologia de infec¢Bes endodobnticas persistentes e sua capacidade de sobreviver no canal
radicular mesmo em ambientes desfavoraveis para a sua sobrevivéncia, como auséncia de
substrato e em pH alcalino*.

O hidréxido de calcio ¢ uma das medicagdes intracanais mais utilizadas durante o
tratamento endodéntico, por apresentar atividade antimicrobiana contra patdgenos orais, como
o Enterococcus faecalis'. No presente estudo, a pasta de hidroxido de calcio foi capaz de
eliminar o microrganismo presente, independentemente do veiculo utilizado. Esses resultados

estdo de acordo com outros autores que também n&o encontraram diferencas estatisticas quando
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a pasta de hidroxido de célcio foi associada com soro fisiol6gico, clorexidina 1% e
paramonoclorofenol canforado contra diversos patdégenos orais, nos periodos de 1 minuto, 48 e
72 horas e 7 dias'®.

A associacdo do hidroxido de calcio com anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES),
como o diclofenaco de sodio, inibe a sintese de DNA bacteriano’, levando ao aumento na
eficacia da acdo antimicrobiana contra Enterococcus faecalis. Os resultados deste estudo nao
evidenciaram diferenca estatistica entre as pastas de hidroxido de calcio associadas com
diclofenaco de sédio e a pasta de hidréxido de célcio, independentemente do veiculo usado.
Esses resultados discordam de outros resultados que avaliaram a atividade antimicrobiana da
pasta de hidroxido de célcio com 5% de diclofenaco de sodio sobre biofilme maduro de E.
faecalis. Os diferentes resultados encontrados estdo relacionados as diferentes metodologias
empregadas para avaliar a efetividade antimicrobiana, pois, no presente estudo, 0s
microrganismos foram utilizados com suspensdo de E. faecalis, diferentemente de outros
trabalhos que utilizou biofilme maduro do mesmo microrganismo®. Além disso, os estudos
avaliaram diferentes tempos experimentais, o que pode ter influenciado na acdo antimicrobiana

das medicacOes avaliadas.
6 CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos, é possivel concluir que os diferentes veiculos avaliados
ndo foram capazes de alterar as propriedades antimicrobianas da pasta de hidroxido de célcio
associado ao diclofenaco de sodio.
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