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RESUMO

Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade do paramonoclorofenol
canforado na proporg¢éo 3,5:6,5 (PMCC) e do paramonoclorofenol
canforado associado ao hidréxido de calcio (PMCC+Ca(OH),) no
tecido subcutaneo de ratos, e o potencial antimicrobiano desses
medicamentos frente a alguns microrganismos.

Método: Dez ratos Wistar receberam, apés a anestesia,
administragdo endovenosa de corante Evan’s Blue, seguida de
inoculagdo de 0,1mL dos respectivos farmacos na regido dorsal. A
quantidade de corante extravasada, ligadas as proteinas do plasma
foi avaliada por meio de espectrofotometria. A atividade
antimicrobiana foi realizada através do teste de difusédo em agar,
(foi avaliada pela medida dos halos de inibigdo) contra os
microrganismos: S. aureus, S. mutans, B. subtilis e C. albicans.
Resultados: Os valores médios de densidade 6ptica para o PMCC
foram de 0,325+0,025 (reagdo moderada) e para 0o PMCC+Ca (OH),
0,211+0,040 (discreta). Os halos de inibi¢cdo detectados foram de:
PMCC -7,29mm e PMCC+Ca(OH), - 7,29mm para S. aureus; PMCC
- 8,57mm e PMCC+Ca(OH), — 7,0mm para S. mutans; PMCC —
8,57mm e PMCC+Ca(OH), — 7,43mm para B. subtilis e de PMCC —
8,71mm e PMCC+Ca(OH), — 8,29mm para C. albicans.
Conclusdes: Os dados obtidos indicaram que o PMCC mostrou-
se mais irritante que o PMCC+Ca (OH),, enquanto que a atividade
antimicrobiana ndo apresentou resultados estatisticamente
diferentes (ANOVA) entre as substancias testadas.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the biological behavior of the camphorated
paramonochlorofenol in the proportion 3.5:6.5 (PMCC) and of the
camphorated paramonochlorofenol associated to the calcium
hydroxide (PMCC+Ca(OH),), and evaluates the antimicrobial
potential of those medications against some microorganisms.
Methods: Ten Wistar mice that were anesthetized and received
endovenous administration of “Evans Blue” ink. Soon after was
inoculated with 0.1mL of each medication, in the dorsal area. The
amount of ink linked to the proteins of the plasm released was
evaluated by means of spectrophotometer. The antibacterial
activities were (analysis, accomplished) in agar plates diffusion
(was) evaluated by the measure of the inhibition halos against: S.
aureus, S. mutans B subtilis and C. albicans.

Results: The values of optic density for PMCC were 0.325+0.025
(moderated reaction) and for PMCC+Ca(OH),, 0.211+0.040
(discrete). The haloes of inhibition (results) found in the evaluations
of antimicrobial activities against those microorganisms respectively
were PMCC - 7.29mm and PMCC+Ca(OH), —7.29mm to S. aureus;
PMCC -8.57 and PMCC+Ca(OH), — 7.0mm to S. mutans; PMCC —
8.57mm and PMCC+Ca(OH), —7.43mm to B. subtilis and PMCC —
8.71mm and PMCC+Ca(OH), — 8.29mm to C. albicans.
Conclusions: The results indicated that the PMCC was shown
more irritating than PMCC+Ca(OH),; and the antimicrobial activity
didn’t show statistically significant differences among the two tested
medications.
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INTRODUCAO

Abrigada no interior dos canais radiculares, as
bactérias desempenham um papel de carater determinante
no desenvolvimento e persisténcia de periodontites apicais.
A eliminacao dos microorganismos de canais infectados
tornou-se uma constante preocupacgdo e um dos principais
objetivos no tratamento endod6ntico. Pesquisas tém
demonstrado a eficacia da instrumentagdo mecanica, a
influéncia da irrigacdo e medicacao intracanal e sistémica,
na busca de solugdo (alternativas de tratamento
antimicrobiano) para esta patologia'®. O controle
antimicrobiano do canal radicular é delegado a sanificagédo
proporcionada pela fase do preparo guimico-mecanico.

Embora expressiva redugdo de microrganismos
tenha sido observada ap6s a conclusdo da limpeza e da
modelagem, alguns trabalhos demonstraram a
necessidade da medicagdo intracanal entre sessfes, com
0 objetivo de potencializar o processo de sanificagdo do
sistema de tubulos dentinarios®#¢7. Outros trabalhos
relataram que o emprego da medicacgéao intracanal favorece
0 processo de reparagdo tecidual apés o tratamento de
dentes despolpados®®.

O propdésito terapéutico da endodontia estd em
atingir o nivel ideal da desinfeccao de raizes com necrose
pulpar, fistulados ou ndo. A exclusdo do processo patoldgico
e sua reparacdo ocorrem devido a acdo de diferentes
agentes (aos medicamentos) usados no preparo e
obturagcdo dos canais radiculares'®. A persisténcia de
bactérias no interior do sistema de canais pode constituir
falhas no tratamento endodéntico. Microrganismos podem
colonizar espagos vazios, inacessiveis a instrumentacéo e
aos agentes irrigantes't.

Embora o preparo biomecénico do canal radicular
seja a principal forma de combate a infecgdo endoddntica,
algumas bactérias alojadas nessas areas podem nédo ser
afetadas, sendo o emprego da medicagéo intracanal entre
as sessOes do tratamento capazes de atuar (pode
potencializar a desinfeccdo do sistema de canais
radiculares, atuando) sobre as bactérias ndo removidas
(afetadas) pelo preparo biomecanico!?. Assim sendo, tem
sido proposto o emprego de medicacdo intracanal entre
as sessdes de tratamento para eliminar ou, pelo menos,
reduzir o niumero de microrganismos sobreviventes,
favorecendo, desta maneira, o reparo dos tecidos
periapicais. Por permanecerem, por um periodo de tempo
maior no interior do sistema de canais radiculares,
medicamentos inter-radiculares podem atuar em areas nao
alcangadas pelos instrumentos endodénticos ou solugéo
irrigadora. Adicionalmente, essa medicacgé&o intracanal age
atuando sobre (o suprimento de nutrientes para) as
bactérias remanescentes'?.

A eleicdo de um curativo de demora baseia-se em
algumas caracteristicas apresentadas pelo material. Ainda
ndo se tem uma substancia ou um medicamento que relina

totalmente as condi¢cdes ideais, mas os principais
requisitos sdo: capacidade antimicrobiana,
biocompatibilidade, amplo (largo) espectro de acdo,
atividade prolongada, ndo manchar as estruturas dentarias,
ndo ser alergénico, e ser de facil remogéo.

Entre os anti-sépticos mais usados e estudados
na Endodontia distingue-se o paramonoclorofenol que se
mostrou eficiente no combate aos microrganismos do
canal®. Mas, ao lado de sua eficiéncia, mostrou também
alta atividade citotoxica. Assim, varias formulag6es contendo
paramonoclorofenol foram propostas para reduzir seus
efeitos irritantes?.

Devido ao potencial antimicrobiano do
paramonoclorofenol canforado e também do seu potencial
irritativo, € interessante estudar outras diluicdes deste
medicamento que possam oferecer protecdo tecidual e,
favorecer a reparacao tecidual na regido periapical.

O objetivo do presente experimento foi avaliar
comparativamente por meio da espectrofotometria, o
comportamento biolégico do paramonoclorofenol
canforado na propor¢éo 3,5: 6,5 e do paramonoclorofenol
canforado associado ao polietilenoglicol, no tecido
subcutaneo de ratos. Avaliou-se também o potencial
antimicrobiano desses medicamentos contra alguns
microrganismos.

METODOLOGIA

Biocompatibilidade

Dois medicamentos endodonticos,
Paramonoclorofenol Canforado (PMCC) e do
Paramonoclorofenol Canforado com adi¢cdo de hidréxido
de calcio (PMCC+Ca (OH),) foram selecionados para esta
investigacdo. Dez ratos pesando aproximadamente 2509
cada um, foram anestesiados por vapores de éter etilico e
realizado a tricotomia da regido dorsal e pélvica, até
escapular. Apos 2 horas, novamente anestesiados, injetou-
se, na veia dorsal do pénis, 20mg/Kg do corante azul de
Evans a 2% e imediatamente 0,1mL das substancias a
serem testados foram inoculados, em dorso do animal, no
tecido conjuntivo subcuténeo. Decorridos intervalos de 3
horas os animais foram sacrificados e suas peles dorsais
excisadas, recortadas nos limites dos halos azulados e
reduzidas a pequenos fragmentos que, imersos em 6mi
de formamida, permaneceram em banho-maria a 37°C por
72 horas®. O liquido sobrenadante foi filtrado em fibras de
vidro e vazado nos tubos apropriados para a leitura em
espectrofotdbmetro (Femto 432C, regulado em comprimento
de onda de 620nm e calibrado para leituras de densidade
Optica). Os resultados foram classificados em néo
significante, discreto, moderado ou intenso (Quadro 1). Os
valores obtidos em densidade Optica foram submetidos a
ANOVA a um critério (p<0,05).
Atividade Antimicrobiana
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Quadro 1.
inflamatéria, correlacionando densidade dptica com

Critério de avaliagcdo da reacdo

amagnitude de resposta.

Densidade 6ptica Grau de Magnitude
0,0000 | | 0,1249 Nao Significante
0,1250 0,3099 Discreto
0,3100 0,6200 Moderado
0,6201 2,0000 Severo

PMCC e PMCC + Ca (OH), embebidos em discos
de filtro de papel de 5mm de diametro foram avaliados
guanto a suas atividades antimicrobianas contra os
microorganismos de Staphylococcus aureus (ATCC 03B87),
Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC
01K89) semeados em infuso de cérebro coragédo (BHI,
Difco) e incubados a 37°C por 24 horas. Esses meios foram
distribuidos em placas de Petri de 90x15mm de didmetro
com volume suficiente par atingir uma espessura de 5mm.
Para cada meio de cultura foram realizadas em triplicatas
e as leituras do tamanho dos halos de inibicdo de
crescimento microbiano foram mensurados em milimetros
por um paquimetro de 150mm/6" com precisdo de 0,01mm,
da Mitutoyo. A solugéo de clorexidina a 0,12% foi utilizada
como controle negativo e empregou-se e para 0 positivo o
soro fisiolégico.

Aliquotas de 10ml do agar BHI foram distribuidas
em placas de petri de 90x15mm, que ap0s o teste de
esterilidade, foram semeadas com uma suspensao dos
referidos microrganismos de acordo com a escala 0,5 de
MacFarland (1,5 x108 UFC/ml). Em pontos equidistantes
foram colocados os discos de filtro de papel de 5mm de
diametro, os quais foram impregnados com
aproximadamente 5 ou 10uL das substancias a serem
testadas e dos controles positivo e negativo. A padronizacao
do volume igual para todas as substancias, foi confirmada
pela colocacéo dos discos de papel de filtro nas solugbes
e depositando sobre outros diferentes volumes destas
solugBes, com o auxilio de uma pipeta de precisdo, para
realizar a comparagdo e usar uma quantidade semelhante
em todos os testes realizados.

Os resultados individuais foram submetidos, a
ANOVA a dois critérios com a finalidade de verificar possiveis
diferencas entre o potencial antimicrobiano do PMCC e do
PMCC+Ca (OH), (paramonoclorofenol canforado, e
paramonoclorofenol canforado + Hidroxido de Célcio).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fendlicos freqlientemente usados
no tratamento endodéntico como elemento desinfetante
dos sistemas de canais radiculares apresentam atividade

antimicrobiana, mas também sdo substancias irritantes
aos tecidos pulpo-periapicais. A analise da
biocompatibilidade do paramonoclorofenol canforado
PMCC e do paramonoclorofenol canforado associado ao
polietilenoglicol PMCC+Ca (OH), no presente experimento
foi realizada com base na exsudagéo plasmética decorrente
da vasodilatagdo e do aumento da permeabilidade vascular,
que é um fendmeno marcante nas primeiras horas do
processo inflamatorio, e sua variacdo depende da
intensidade do agente agressor!®>. Na metodologia
empregada, a quantidade do corante que extravasa, ligado
as proteinas plasmaticas, indica a intensidade dos
fendmenos inflamatérios exsudativos, resultantes da
inoculacdo das substancias, e por inferéncia o poder
irritativo dos mesmos?s1¢.

Os valores de densidade éptica que representam
de forma proporcional a quantidade exsudada do corante,
relativos ao paramonoclorofenol canforado (PMCC) e
paramonoclorofenol canforado associado ao hidroxido de
calcio PMCC+Ca(OH), revelaram potencial irritativo quando
do uso destes medicamentos intra-canal. O Quadro 1
demonstra os critérios empregados para avaliacdo da
reacdo inflamatdria, e a Tabela 1 demonstra os valores da
magnitude de cada medicamento.

Tabela 1. Valores da média em densidade Optica.
Material Média e DP

PMCC 0,325+ 0,025 a
PMCC + Ca (OH): 0.211+0,040b

Estudo em dentes de cdes?’, apds biopulpectomia,
demonstrou que a propor¢do comercial do PMCC (3,5:6,5)
determinou extensa necrose e intenso quadro reacional
inflamatdrio, chegando a formagdo de abscessos apicais
e periapicais em alguns casos, sendo menos agressiva a
propor¢do 2,5:7,5, confirmando que o poder céustico do
paramonoclorofenol apresenta-se menos irritante quanto
mais canfora contiver. Leonardo et al.'® afirmaram que nesta
proporgéo, 2,5:7,5, o paramonoclorofenol canforado
mantém sua atividade bactericida com menor citotoxidade.

A canfora age como veiculo, e reduz os efeitos
téxicos do paramonoclorofenol, entretanto, Soekanto et al.*®
demonstraram que a canfora sozinha mostrou-se citotoxica
e aumentou a toxicidade do paramonoclorofenol. A
associacdo do paramonoclorofenol canforado com outras
substéancias ou sua diluicdo tem sido sugerida a fim de
reduzir seu potencial irritativo. Zerlotti-Filho?® sugere a
associacdo com 5 nitro-2-furaldeido semicarbazona em
polietilenoglicol 300 (Furacin), afirmando que a associagéo
desses trés compostos estd baseada na complementacéo
do espectro antibacteriano ao Furacin pelo
paramonoclorofenol assim como no efeito inibidor do seu
poder caustico. pela nresenca do polietilenoalicol 300.
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Tabela 2. Analise de variancia a um critério de classificacdo (p<0,05).

Fontes de Variagédo S.Q. G.L. Q.M. F Probab.
Materiais 0,05366480 1 0,05366480 47,06888 0,00000
Residuo 0,02052240 18 0,00114013
Total 0,07418720 19
F,,=0.164913

Embora tenha sido observada diferenca (paramonoclorofenol canforado associado hidréxido de

relativamente pequena entre os graus de irritagdo ao tecido
subcutaneo dos ratos, as médias quando comparadas sdo
estatisticamente diferentes, salientando-se a maior
agressividade do PMCC na proporcdo empregada no
experimento foi a de 3,5 partes de paramonoclorofenol para
6,5 partes de canfora.

Na Tabela 1, a média da densidade Optica,
observada para o PMCC (paramonoclorofenol canforado),
foi de 0,325+0,025 o que nos possibilitou classificar como
uma irritacdo moderada, e para o PMCC+Ca(OH),
(paramonoclorofenol canforado com hidroxido de célcio),
foi de 0,211+0,040 considerada irritagdo discreta, cujas
médias foram estatisticamente diferentes.

Os resultados estdo em desacordo com o estudo
de Nagem Filho e Pereira!, que observaram uma reagéo
inflamatdria severa para o paramonoclorofenol canforado
associado ao polietilenoglicol PMCCP associado ao
Furacin.

O poder citotéxico do paramonoclorofenol depende
de sua concentragdo#!72l, Baseado nisso torna-se
importante utilizar drogas que contenham baixa
concentracdo de paramonoclorofenol, mas que ainda
mantenham sua atividade antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana do paramonoclorofenol
canforado tem sido demonstrada por varios autores, com o
emprego de metodologias diversas'2!® E descrito como
uma substéncia bactericida, devido a sua propriedade de
romper a membrana citoplasmatica da bactéria, desnaturar
proteinas, principalmente as de membrana, e inativar
enzimas como oxidases e desidrogenases bacterianas.
Além disso, também libera cloro que tem poder
antibacteriano*?.

A Tabela 3 demonstra os valores médios dos halos
de inibicdo provocados pelas substancias testadas frente
aos diferentes microrganismos. Verificamos que o PMCC
(paramonoclorofenol canforado) e o PMCC+Ca (OH)2

célcio) apresentaram efetividade contra o Staphylococcus
aureus. Para os outros microrganismos, o PMCC
(paramonoclorofenol canforado) foi mais efetivo,
apresentando maiores halos de inibicao.

As solugBes aquosas de paramonoclorofenol a 1%
foram ineficazes contra Staphylococcus aureus?, porém
quando a concentragdo do paramonoclorofenol foi
aumentada para 2% ou ainda quando a solucdo a 2% foi
associada ao cresalil (acetato de metacrisila) os halos de
inibicao estavam presentes, embora pequenos. Assim,
infere-se que solugédo aquosa a 2% do paramonoclorofenol
canforado parece melhorar a sua atividade antimicrobiana.

Quanto maior a quantidade de paramonoclorofenol
canforado que era associado a pasta de hidroxido de célcio
e Oxido de zinco e eugenol, maiores eram os efeitos
inibitorios para E. faecalis, S. sobrinus, e F. nucleatum??.

Tabela 3. Valores médios do Halo de inibicdo (mm)
(p<0,05).

Variavel PMCC PMCC + Ca (OH),
C. albicans 9,56 + 0,28 A 8,96 + 0,36 C
S aureus 8,30+ 0,12 B 8,02 +0,32B
B. subtilis 9,10 +0,22C 8,30 + 0,27 B

Na Tabela 4, os valores médios dos halos de
inibicdo do PMCC e PMCC+Ca(OH)2 quando submetidos
ao teste de ANOVA a dois critérios, demonstrou ndo haver
diferencas estatisticamente significantes entre o potencial
antimicrobiano dessas substancias frente aos
microrganismos testados. Verificou-se que as substancias
testadas apresentaram atividade antimicrobiana
semelhante.

Tabela 4. Analise variancia a dois critérios — atividade antimicrobiana (p<0,05).

Fontes de variacdo S.Q G.L. Q.M. F Probab.
Medicamentos 2,35200000 2,35200000 30,47948 0,000011
Microorganismo 6,05066667 2 3,02533333 39,20518 0,000000
Interagcéo 0,34400000 0,17200000 2,228941 0,12945
Residuo 1,85200000 24 0,07716667
Variacao total 10,5986666 29
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Pode-se observar que de acordo com a
metodologia empregada, que o paramonoclorofenol
canforado e paramonoclorofenol canforado associado ao
polietilenoglicol apresentam o0 mesmo poder
antimicrobiano.

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento
de novos materiais que levem a desinfeccdo dos canais
radiculares, visando o sucesso endoddntico, sugere-se que
0 PMCC+Ca(OH)2 (PMCC com hidroxido de célcio), como
um medicamento que satisfaz as necessidades clinicas,
podendo ser utilizado na desinfeccdo dos canais
radiculares, no entanto novos experimentos devem ser
propostos para a confirmagcdo do seu potencial
antimicrobiano contra outros microrganismos presentes
no canal radicular infectado, tanto em estudos “in vitro”
como “in vivo”.

CONCLUSOES

1) Os medicamentos testados, paramonoclorofenol
canforado 3,5:6,5, e o paramonoclorofenol canforado
associado ao polietilenoglicol, apresentaram potencial
irritativo ao tecido subcutaneo de ratos;

2) O paramonoclorofenol canforado 3,5:6,5 foi mais irritante
guando comparado ao paramonoclorofenol canforado
associado ao polietilenoglicol;

3) A atividade antimicrobiana nao demonstrou diferenca
estatisticamente significante entre os medicamentos
testados.
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