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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro,os efeitos citotéxicos da
solucado aquosa de digluconato de clorexidina nas concentracoes de 2,5%
a 5%. Empregou-se o teste de citotoxicidade em cultivo de monocamadas
celulares através de linhagens de células Hep-2, por leitura em espectro-
fotobmetro. Comparadas as amostras nas concentracoes avaliadas pelo
método da analise de variancia (ANOVA), o resultado mostrou que a um
nivel de significancia de 5% ha diferencas entre os tratamentos. Por meio da
metodologia empregada, verificou-se que as amostras com concentragoes
de 2,5%, 3% e 3,5% comportaram-se como nao citotoxicas. Por sua vez, as
concentracoes de 4%, 4,5% e 5% obtiveram valores de, respectivamente,
21,3%, 32,7% e 67%, representando, assim, a quantidade de células que
foram eliminadas da colénia. Os dados afirmam que a concentragio de
clorexidina torna-se citotoxica a partir de aproximadamente 3,5%. Os dados
para um controle positivo com hipoclorito de sédio (HS) a 5% forneceu
o percentual de 100% de células eliminadas. Isto permitiu constatar que
0 HS a 5% ¢é mais citotoxico do que qualquer uma das concentracées de
testadas. O conhecimento das diferentes concentracoes e propriedades
do digluconato declorexidina permite ao cirurgido-dentista e a outros
profissionais utilizar esta substancia em sua especifica indicacao.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vitro cytotoxic effects of aqueous chlorhexidine
digluconate at concentrations of 2.5% to 5%. We applied the test of cytotoxicity in cell culture
monolayers using cell lines Hep-2 by a spectrophotometer. Concentrations compared to the
samples analyzed by the method of analysis of variance (ANOVA), the result showed that the
significance level of 5% for differences between treatments. By methodology, it was found
that samples with concentrations of 2.5%, 3% and 3.5% behaved as non-cytotoxic. In turn,
the concentration of 4%, 4.5% and 5% measured values of respectively 21.3%, 32.7% and
67%, thus representing the amount of cells were removed from the colony. The data say the
concentration of chlorhexidine becomes cytotoxic from about 3.5%. The data for a positive
control with sodium hypochlorite (HS) and 5% provided the percentage of 100% of cells dis-
carded. This is found that the 5% HS is more cytotoxic than any of the concentrations tested.
Knowledge of different concentrations and properties allows the digluconate declorexidina

dentists and other professionals use this substance in the specific indication.

Keywords: Chlorhexidine. Cytotoxicity. Odontology.
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INTRODUCAO

Testes de citotoxicidade sdo frequentemente
utilizados na pesquisa em Odontologia para
avaliar a citotoxicidade relativa e, assim,
investigar os efeitos de materiais sobre cé-
lulas. Além de permitirem a utilizacao da
pesquisa quantitativa para sobrevivéncia e
proliferacao celular (BAUMGARTHER et al.,
1984; CARVALHO et al., 1999; CCHA, 1990).
Eles representam um método importante
para a avaliacdo dos aspectos da seguranca
e eficacia das solugodes quanto a exposicao
aos tecidos (HARRISON, 1984; PAIVA et al.,
1993; KOULAUZIDOU et al., 1999).

Trabalhos aplicados em cultivo celular
de monocamadas celulares, por leitura em
espectrofotometro, tém demonstrado ser um
recurso eficiente e visam medir a sobrevivén-
cia ou a proliferacao celular, demonstrando
rapidez e precisdo. E um método automati-
zado que possibilita a manipulaciao de um
grande nimero de amostras com alto grau
de precisao, proporcionando uma adicional
vantagem: a de se trabalhar os resultados
com processadores computadorizados. Estes
medem o nimero de atividades de células
vivas ao fim da pesquisa, sendo também
de facil reproducao (GILLIES et al.,1986;
MARGIS et al., 1989).

Os testes, in vitro, sdo muito uteis para a
compreensao dos efeitos bioldgicos basicos
dos materiais dentarios, mas eles podem ser
limitados, no que diz respeito a habilidade
de simularem condicoes clinicas. Pode ser

irreal transferir achados, in vitro, para situ-
agoes clinicas. Contudo, uma interpretacao
comparativa destes dados fornece valiosa
informacao do potencial geral de toxidade
dos materiais tratados, como relatado pelos
autores Kimoto (2001), Koulaozidou (1999)
e Lopes (1999).

Com relagdo a escolha das solugoes a
serem avaliadas, Kuruvilla, em 1998, de-
monstrou a capacidade antimicrobiana das
solucgoes aquosas de hipoclorito de s6dio
(HS) a 2,5% e clorexidina (CHX) a 0,2 %,
concluindo que o uso combinado destas
duas substancias, como agentes irrigantes
dos canais radiculares, é mais eficiente do
que seu uso isolado, habilitando a solucao
aquosa de clorexidina como agente quimico
auxiliar antibacteriano ao preparo quimico
mecanico dos canais radiculares. Assim como
Ferraz (2001), que avaliou em estudo, in
vitro, a acao antimicrobiana e a habilidade
mecanica do gel de clorexidina como irrigante
do canais radiculares, concluindo, da mesma
forma, que o digluconato de clorexidina tem
potencial para ser utilizado como solugao
irrigante dos canais radiculares.

Ja a solucao de hipoclorito de s6dio é a
substancia mais utilizada durante a terapia
endodontica, visto que promove a limpeza do
resto pulpar contaminado ou vital, auxilian-
do a instrumentacao dos canais radiculares
(HARRISON, 1984).

No entanto, com relagio ao tratamento
das infeccoes endodonticas, qualquer subs-
tancia antimicrobiana, invariavelmente, ira
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apresentar toxicidade as células vivas.
Isto porque nao detém propriedade de
seletividade para bactérias, o que torna
dificil conciliar a acao antibacteriana, ou
solvente de tecido, ou ainda quelante, com
a compatibilidade biologica, ja que, quanto
maior a concentragio das solugdes mais
efetiva se torna a sua ac¢do antibacteriana
(LOPES, SIQUEIRA, 1999).

Contudo, do ponto de vista clinico, a
correta interpretacao dos resultados obti-
dos através destes testes fornece subsidios

importantes para segura indicacao das
substancias (KALIL, 2000; KIMOTO et al.,
2001; MARLEY et al., 2001).

Dentre outros estudos citados neste
trabalho, nenhum empregou concentragoes
superiores a 2,0% de clorexidina (CHX).
Sendo assim, na busca de esclarecimento,
este trabalho teve como objetivo avaliar, in
vitro, a citotoxicidade relativa da solucao
de clorexidina de 2,5 a 5% em cultivos de
células Hep-2, comparada a solucao aquosa
de hipoclorito de sédio a 5%.

MATERIAL E METODOS

CULTURA DE CELULAS

As células utilizadas neste experimento sao
uma linhagem de células Hep-2 originéria
de células epitelivides, carcinoma de laringe
humana (Departamento de Imunologia- IN-
CQS). Trata-se de uma linhagem que foi aceita
e parte da Colecao Americana de Tipos de
Cultura Celulares (ATCC), desde 1961 (ATCC,
1988; LEVIN, 1817; MASTERS, 2000).

TESTE APLICADO

Foram dispensados 250l por pocgo da so-
lucao aquosa de digluconato de clorexidina
nas concentracoes de 2,5%, 3%, 3,5%, 4%,
4,5% e 5% de uso em Endodontia (H. HAH-
NEMANN LTDA, RJ, Brasil), em placas de
24 pocos, contendo a monocamada celular
para avaliacdo, conforme Figura 1.

Com a finalidade de retirar do experimen-
to qualquer possibilidade de erro nas leituras,
foram testados, também, os efeitos diretos
da solucao de clorexidina nas concentracoes
de 2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5% € 5,0% na
placa. A leitura dos pocos, sem qualquer

solugdo ou célula (grupo branco), também foi
realizada para eliminar os possiveis efeitos
da placa na leitura por espectrofotometro
e, ainda, do meio com a placa. O controle
negativo foi realizado nos pocos contendo a
monocamada celular com o meio Dulbecco’s
(Eagle’s modificado) para cultura celular.
E, finalmente, o controle positivo com a
solucao aquosa de hipoclorito de s6dio a
5% (Biodinamica Quimica e farmacéutica
LTDA), em placa especifica (KURUVILLA,
KAMATH, 1998).

O tempo de exposicao padronizado foi
de cinco minutos, visto que este teste per-
mite a exposicao direta das solugdes em
suas concentracoes de uso, obedecendo,
ainda, a critérios individuais e pertinentes
ao mecanismo de a¢ao da solucao utilizada,
levando-se em conta o tempo de permanéncia
da substancia no organismo (SEMRA, AHMET,
2000; SIQUEIRA JR et al., 1999).

Em seguida, procedeu-se a lavagem das
células com solu¢ao PBS, 500uL, através
do poco e, em seguida, fixacdo com 1mL de
solucdo salina fosfatada (PBS) com formol a
0,01%, por 15 minutos. S6 depois da comple-

1 2 3 4 5 6
A Branco Branco Branco Branco Branco Controle
(Placa vazia) (Placavazia) (Placavazia) (Meio+ Cel) (Meio+Cel) (Meio + Cel)

B CHX CHX CHX Meio Meio Meio
(placa) (placa) (placa) (placa) (placa) (placa)

C CHX CHX CHX CHX CHX CHX
2,5% 3,0% 3,5% 2,5% 3,5% 3,5%

D CHX CHX CHX CHX CHX CHX
4,0% 4,5% 5,0% 4,0% 4,5% 5,0%
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FIGURA 1
Esquema da

placa de 24 pogos

da forma como
foi realizado no
experimento.
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ta secagem das placas, colocou-se o corante
Coomassie Brillant Blue R- 250, 250uL por
orificio, durante uma hora. Apés este periodo,
lavaram-se as placas em agua com posterior
secagem e, com finalidade de eluicao, colocou-
se 1mL/poco de solugao de dodecil-sulfonato de
sodio (SDS) a 1,0%, por uma hora. Passou-se,
entdo, a leitura 6tica no leitor de microplacas

Bio-Tec ELX-800, com um comprimento de
onda de 595nm. O processamento da placa,
para fins de leitura, foi realizado em todos os
24 pocos das cinco placas deste experimento
e os resultados, submetidos aos critérios de
classificacdo da Norma ntimero 9 da FDI de
1980 (LAUGHTON, 1984; MARGIS, BOTOJE-
VIC, 1989; STANFORT, 1980).

ANALISE ESTATISTICA

A anélise dos protocolos foi realizada para
as solugoes aquosas de clorexidina a 2,5%,
3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5% e 5,0%, e hipoclo-
rito de s6dio a 5,0%, através da modelagem
matematica para um delineamento fatorial
com dois fatores (substancia e fator de di-
luigdo): o primeiro, com oito niveis (as oito
substancias) e o segundo, com cinco niveis
(a solucdo de uso de cada substancia, que
correspondente a metade da de uso, a cor-
respondente & quarta parte da solucao de
uso, a oitava parte e a décima sexta parte),
o que fornece 40 cruzamentos. Para cada
uma dessas quarenta possibilidades, foram
realizadas nove observacoes da variavel de
resposta. A anélise estatistica realizada foi
a ANOVA (Anaélise da Variancia) para um
experimento fatorial a dois fatores com
oito e cinco niveis, com variavel de resposta
identificada como percentual de células
sobreviventes, ap6s a acdo do agente qui-
mico durante cinco minutos (LAUGHTON,
1984). A identificacdo das diferencas entre
as quarenta combinacoes foi precedida
usando o método HSD (diferenca minima
significante) de Tuckey a 1% de significancia
(LEVIN, 1817).

RESULTADOS

A leitura em espectrofotometro forneceu
valores que, transferidos para o computa-
dor, forneceram planilhas que permitiram
a confeccao de graficos.

A anélise estatistica realizada foi a ANOVA
(Analise da Variancia), para um experimento
fatorial a dois fatores com oito e cinco niveis,

Grafico de Células Eliminadas y

100%

100

80—

67%

40 ———— 32%

21,3%
20— ——

0% 0% 0% 0%

Crtl.Grup

B CHX2,5%
CHX 3%
CHX 3,5%
CHX 4%
CHX 4,5%
CHX 5%
HS 5%

com variavel de resposta identificada como
o percentual de células sobreviventes apos
a acao do agente quimico.

Os resultados obtidos por este teste foram
avaliados de duas maneiras.

A primeira, através de uma anélise esta-
tistica da variancia, cujo resultado mostrou
que, a um nivel de significancia de 5%, ha
diferencas entre os tratamentos. O valor-p
de 1,03x10-17 traz um resultado altamente
significativo. A segunda foi através das por-
centagens obtidas de células mortas.

Os resultados do Gréfico 1 representam
a diferenca entre os grupos controles e a
quantidade de células que sobreviveram,
dando um resultado que representa, apro-
ximadamente, o nimero de células lesadas,
permitindo uma conclusio sobre o grau de
citotoxicidade das substéncias.

Os resultados obtidos através da analise
do grafico de células lesadas neste experi-
mento foram submetidos aos critérios que
constam da norma de testes de citotoxicidade
nimero 9 da FDI de 1980 (Tabela 1).
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Quantidade de
células eliminadas
da coldnia

posta em
experimentacgao.



TABELA 1

Zero Néo Citotdéxico Sem Lise Celular Solugoes Norma ndmero
1,0 Pouco Citotoxico Lise Celular de até 20% CHX 0% 9 da FDI.
2,0 Moderadamente Citotéxico Lise Celular de até 40%
3,0 Severamente Citotdxico Lise Celular acima de 40% HS 100%
DISCUSS AO Outro fator importante é a padroniza-

Os testes de citotoxicidade in vitro fazem parte
dos testes que avaliam a biocompatibilidade dos
materiais odontologicos. Estudos em cultivo
celular, como o presente, vém sendo utilizados
por mais de trinta anos, visando a avaliacdo da
citotoxicidade induzida por materiais utilizados
em Endodontia e em outras areas da ciéncia
(GILLIES et al.,1986; MARGIS, BOROJEVIC,
1989; HAUMAN, LOVE, 2003).

No entanto, a metodologia empregada
em outros trabalhos in vitro nao permite a
avaliacao das solucGes em suas concentra-
¢oes de uso, 0 que nao acontece no teste de
contagem por espectrofotometro. Este fator
permite maior confiabilidade nos resultados.
Ademais, sdo utilizadas no controle de quali-
dade de soros e vacinas pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade na Saide, da mesma
forma (CRAIG et al., 1997; KIMOTO et al.,
2001; KOULAOUZIDOU et al.,1999; MARGIS
et al., MASTERS, 2000; 1989; MONTGOMERY,
1997; MOSMANN, 1983).

Os resultados obtidos através deste experi-
mento, quando comparados aos resultados de
outros trabalhos semelhantes que se utilizam
de cultivo celular, demonstram correspon-
déncia, o que o credencia como um recurso
de facil reproducio e eficiente no estudo da
citotoxicidade in vitro (FERRAZ et al., 2001;
KALIL, 2000; KIMOTO et al., 2001; MONTGO-
MERY, 1997; OSORIO et al., 1998).

Nao parece existir um consenso quanto a
padronizacgao de um cultivo celular universal.
Pelo contrario, os ensaios sao realizados em
diferentes linhagens celulares, visto que, na
verdade, as células cultivadas sao fibroblas-
tos humanos (BAUMGARTNER et al., 1984;
LAUGHTON, 1984; MONTGOMERY, 1997;
CHANG et al., 1998; KOULAUZIDOU et al.,
1999; KIMOTO et al., 2001).

¢do do tempo de exposi¢ao ou tempo de
incubacao das substancias testadas. Os
trabalhos avaliados parecem obedecer a
critérios individuais e pertinentes a ca-
racteristica de cada material avaliado. O
tempo de permanéncia da substancia no
organismo, tempo de uso em Endodontia,
é conhecido. Portanto, convencionou-se o
tempo de exposicdo em cinco (5,0) minu-
tos para avaliagdo da eficicia, levando-se
em conta a sua utilizagdo com segurancga
(SEMRA, AHMET, 2000).

O mecanismo de acio das substancias
testadas, assim como o tempo de exposi¢ao
aos tecidos delas e local de utilizacao, foram
levados em consideracao para o modelo
metodolégico do presente trabalho. Isto
porque os testes de longa duracao e baixas
concentracoes, em substancias que manterao
contato com o organismo por breve espago
de tempo, servem mais como ilustragao
para extrapolacdo de resultados do que a
simulacdo direta de utilizagao.

Frente as pesquisas relatadas na lite-
ratura, convém destacar a necessidade do
perfeito conhecimento dos efeitos biologicos
bésicos das solucoes irrigadoras dos canais
radiculares, para uma segura indicacao e,
portanto, para possibilitar maior seguranca
e sucesso na clinica diaria.

Pesquisas adicionais sao necessarias
para assegurar que os efeitos de tais agen-
tes sejam completamente compreendidos.
E preciso, ainda, considerar que existem
limita¢es quando as informagdes cientificas
sao obtidas através do sistema de modelo de
cultivo celular e que hé riscos de extrapolar os
resultados para a clinica. Um trabalho clinico
para avaliar uma situacgao in vivo deve ser
considerado, assim como trabalhos visando
a avaliar sua atividade microbiana.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as solucoes aquosas de clorexidina a 2,5%, 3,% e 3,5%
reagiram como nao citotoxicas. No entanto, as solucoes de 4,0% e 4,5% comportaram-se
como solucées moderadamente citotdxicas. Contudo, a de 5% comportou-se como solucao
severamente citotoxica, semelhante a de hipoclorito de s6dio a 5%. Entretanto, os dados para
um controle positivo com hipoclorito de s6dio a 5% (soda clorada) forneceu o percentual
de menos de 9% de células sobreviventes (ou 109% de células eliminadas), significando
que esta solucao destruiu todas as células submetidas aos testes e mais um percentual da
propria placa. A poténcia destrutiva da clorexidina estara igualada a da soda clorada a 5%
quando sua concentragao alcancar o nivel de 5,2%. Estes resultados permitem afirmar que
a soda clorada a 5% € mais citotoxica do que qualquer uma das concentracoes de clorexi-
dina testadas.
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