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Resumo 
 

Introdução: O tratamento endodôntico tem como principal objetivo manter as condições de 

assépsia do sistema de canais, eliminar os microrganismos do seu interior promovendo a 

integridade dos tecidos periapicais. A preparação biomecânica dos canais radiculares é feita 

através de um protocolo que conjuga a instrumentação com soluções para irrigação. A 

irrigação canalar assume um papel fundamental na redução de microrganismos do interior 

dos canais, facilita a remoção de resíduos e melhora os efeitos produzidos pelos 

instrumentos. Este estudo teve por objetivo avaliar a eficácia antimicrobiana in vitro de 

diferentes concentrações de hipoclorito de sódio (NaOCl), 1%, 2,5%, 3% e 6% com adição 

de um agente tensioativo, e clorohexidina (CHX) a 0,1 e 2% sobre o Enterococcus faecalis e 

a Candida albicans. Materiais e Métodos: Para a avaliação da eficácia antimicrobiana 

utilizou-se o método de difusão em agar. Foram realizadas culturas prévias dos 

microrganismos em meio sólido BHI (Brain Heart Infusion) e YPD (Yeast-Peptone-Dextrose), 

efetuadas suspensões das colónias de cada microrganismo e espalhadas em placas de 

Petri sobre meio sólido BHI. Utilizaram-se discos de papel de 6 mm saturados com as 

diferentes soluções testadas e colocados nas placas de Petri. Estas foram incubadas em 

estufa a 37ºC, durante 48 horas. O diâmetro dos halos de inibição foi medido às 24 e às 48 

horas. Resultados: A solução que apresentou maior eficácia antimicrobiana foi o NaOCl 3% 

para ambos os microrganismos e a que apresentou menor foi a CHX a 0,1%. Não se 

observaram diferenças estisticamente significativas entre as medições dos halos às 24 e 48 
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horas, constatando-se no entanto uma diminuição dos halos para as soluções de NaOCl às 

48 horas. Os halos de inibição para a C. albicans apresentaram para todas as soluções 

maior diâmetro em relação aos do E. faecalis. Conclusão: Todas as soluções de irrigação 

testadas foram efetivas sobre o E. faecalis e a C.albicans, evidenciando-se para ambos os 

microrganismos uma eficácia antimicrobiana superior do NaOCl a 3%. 

 

Palavras-chave: eficácia antimicrobiana, soluções de irrigação, hipoclorito de sódio, 

clorohexidina, método de difusão em agar, Enterococcus faecalis, Candida albicans. 

 

Abstract 
 

Introduction: The main objective of endodontic treatment is to maintain aseptic conditions 

and focus on exclusion of microorganisms from the root canal system, aiming to maintain or 

reestablish the integrity of the periapical tissues. The biomechanical preparation of root 

canals is done through a protocol that combines instrumentation and antiseptic irrigant 

solutions. Root canal irrigation plays a key role in the reduction of microorganisms of the 

canals, facilitates the removal of debris and improves the results of instrumentation. The aim 

of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial efficacy of different concentrations of 

sodium hypochlorite (NaOCl), 1%, 2,5%, 3% and 6% with the addition of a surfactant, and 

chlorhexidine (CHX) 0,1 e 2% of the Enterococcus faecalis and Candida albicans. Materials 
and Methods: The agar diffusion test was used to evaluate the antimicrobial efficacy of the 

tested solutions. Previously, the microorganisms were cultivated in BHI (Brain Heart Infusion) 

and YPD (Yeast-Peptone-Dextrose), suspensions were made of each microorganism and 

spread on the BHI solid medium, on Petri plates. Paper disks (6 mm in diameter) were 

saturated with the different experimental solutions and were placed on the BHI agar surface 

in each Petri plate. The plates were incubated at 37 °C for 48 hours. The diameter of 

inhibition zones were measured at 24 and 48 hours. Results: 3% NaOCl was superior in its 

antimicrobial efficacy for both microorganisms compared with other irrigants used, and 0,1% 

CHX showed the smallest zones. There were no statistical significant differences between 

measurements at 24 and 48 hours, however there was a decrease of the inhibition zones 

observed for the NaOCl solutions at 48 hours. The inhibition zones for C. albicans, for all 

irrigants, were bigger than the E. faecalis. Conclusion: All irrigants showed antimicrobial 

efficacy against E. faecalis and C. albicans.  NaOCl 3% solution showed the best 

antimicrobial efficacy against both tested microorganisms. 

 

Keywords: antimicrobial efficacy, root canal irrigants, sodium hypochlorite, chlorhexidine, 

agar diffusion test, Enterococcus faecalis, Candida albicans. 
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Introdução 
 

A capacidade do clínico na eliminação dos microrganismos dos canais radiculares 

infetados está diretamente associada ao sucesso do tratamento endodôntico(1-6). Estudos 

clássicos demonstram que apenas a instrumentação canalar não é eficaz e não consegue 

eliminar a totalidade de microrganismos do interior dos canais(7). A instrumentação deve 

sempre ser complementada com o uso de irrigação(3, 8-10). Alguns estudos demonstram que 

grande área das paredes canalares não é instrumentada, devido à sua complexa anatomia e 

difícil acesso dos instrumentos, evidenciando-se, assim, a importância da irrigação canalar(8, 

11). 

As soluções de irrigação são um método indispensável que ajuda na desinfeção de 

todo o sistema canalar, tem ação lubrificante sobre as limas, elimina detritos do interior do 

canal, tem um efeito de dissolução tecidular e atividade antimicrobiana(3, 8, 12). Um irrigante 

ideal deve ser fortemente antimicrobiano, mas não tóxico para os tecidos periapicais de 

modo a não atrasar o processo de cicatrização e reparação dos tecidos(1), além do risco 

inerente de extravasamento através do ápex que pode levar à lesão dos mesmos. 

No entanto, a eficácia destes procedimentos também depende da vulnerabilidade 

das espécies envolvidas na colonização do canal(4). Entre as espécies de microrganismos 

mais frequentemente utilizadas nos testes de eficácia antimicrobiana destacam-se o 

Enterococcus faecalis e a Candida albicans. 

O E. faecalis está associado a diferentes formas de periodontite apical incluindo as 

infeções primárias e as persistentes(13). Segundo Rôças et al. a sua prevalência em casos 

de infeção primária varia de 4 a 40%(cit in 13), por outro lado em canais radiculares de dentes 

com periodontite periapical persistente oscila entre os 12 e os 77%, consoante os 

estudos(14), sendo muitas vezes isolado como espécie única(2, 15).  

Embora alguns fungos tenham sido ocasionalmente relatados em casos de infeção 

primária, também são relacionados com casos de insucesso do tratamento endodôntico(16, 17) 

sendo a espécie mais comum a C. albicans. Em 50% dos casos associada com o E. faecalis 

e em 18% dos casos associada com outras bactérias(18).  

Um dos requisitos mais importantes da irrigação canalar é a atividade antimicrobiana, 

sendo os compostos mais utilizados com essa característica o hipoclorito de sódio (NaOCl) 

e a clorohexidina (CHX)(3,18,19). Estes têm sido amplamente testados em modelos 

experimentais com recurso a bactérias planctónicas(15, 17, 18). 

O hipoclorito de sódio (NaOCl) é a solução de irrigação mais utilizada em 

Endodôncia(5, 20, 21), considerando-se a mais adequada devido às suas fortes propriedades 
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antimicrobiana, proteolítica e antisséptica(1, 5, 8, 22). O seu mecanismo de ação baseia-se 

sobretudo na reação ácido-base que este sofre em solução aquosa, dependendo também 

do seu elevado pH (varia de 11 a 12)(5, 22). 

Diferentes concentrações de NaOCl podem ser utilizadas durante a preparação 

biomecânica dos canais, não existindo atualmente unanimidade e consenso na escolha da 

concentração mais apropriada(8, 12, 23).  

A clorohexidina (CHX) é recomendada como solução de irrigação endodôntica pelas 

suas propriedades de atividade antimicrobiana de largo espetro, substantividade e baixa 

toxicidade(24). A CHX é um agente catiónico pertencente ao grupo das bisguanidas, cuja 

natureza catiónica dos seus componentes promove a ligação com compostos aniónicos da 

superfície da parede celular bacteriana(3,4). Uma característica importante é a 

substantividade, capacidade de ligação às proteínas da hidroxiapatite dentinária(9), que se 

traduz num efeito antimicrobiano residual de libertação prolongada(17), geralmente até 72 

horas após irrigação(9, 25). À semelhança de outras soluções, a eficácia da CHX depende do 

pH, esta é ativa num pH entre 5,5 e 7, e fica diminuída na presença de matéria orgânica(5).  

Um dos métodos mais utilizado para testar a atividade antimicrobiana in vitro é o 

método de difusão em agar(26, 27), que envolve a colocação de discos de papel saturados 

com determinadas soluções sobre o agar em contacto com o microrganismo selecionado. 

Após um certo período de tempo irão formar-se zonas de inibição de diâmetros variáveis em 

torno dos discos, as quais representam a atividade antimicrobiana das soluções(3, 26). 

O presente estudo tem como objetivo avaliar in vitro a eficácia antimicrobiana de 

diferentes soluções de hipoclorito de sódio em concentrações de 1, 2,5 e 3% (CanalPro 

NaOCl - Coltène®) isoladamente e na concentração de 6% associado a um agente 

tensioactivo (CanalPro NaOCl EXTRA - Coltène®), bem como uma solução de clorohexidina 

a 0,1% (Eludril – Pierre Fabre) e a 2% (Clorhexidina S – FGM). 

 

 

Materiais e Métodos 
 

A avaliação da eficácia antimicrobiana foi realizada pelo método de difusão em agar, 

que se baseia na determinação dos halos de inibição do crescimento microbiano, com 

recurso aos microrganismos Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans 

(YP0015).  

O Enterococcus faecalis e a Candida albicans foram previamente cultivados em meio 

sólido Brain Heart Infusion (BHI, Cultimed) e Yeast-Peptone-Dextrose (YPD,Cultimed), 
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respetivamente, e incubados durante 24 horas. A Candida albicans foi colocada numa estufa 

a 30ºC e o Enterococcus faecalis em estufa a 37ºC 

 Após o crescimento das culturas foram feitas suspensões de ambos os 

microrganismos em tubos de Falcon, esterilizados, contendo 5 ml de solução tamponada de 

fosfato (PBS). Foram transferidos 2 ml de cada suspensão para ampolas de vidro e estas 

foram padronizadas de acordo com o valor 1 da escala de McFarland na concentração 

aproximada de 3 x 108 UFC/ml (unidades formadoras de colónias/ml), medida através do 

densitómetro (Densimat, bioMérieux). 

Foram utilizadas no total 33 placas de Petri com meio sólido Brain Heart Infusion 

(BHI, Cultimed), 15 placas para o ensaio com o E. faecalis e 18 placas para a C. albicans. 

De seguida foram espalhados 100 µl de cada uma das suspensões de E. faecalis e C. 

albicans em toda a superfície do agar contido nas placas de Petri. 

As soluções testadas foram designadas de acordo com a tabela I. 

 

 Tabela I – Soluções de irrigação testadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 As soluções de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1 e 2,5% foram preparadas no 

laboratório de farmácia dos CHUC (Centro Hospitalar e Universtário de Coimbra) a partir da 

diluição de uma solução inicial na concentração de 10%, enquanto as restantes foram 

fornecidas pela marca comercial. As soluções de preparação extemporânea foram utilizadas 

nos 30 dias seguintes e as soluções comerciais dentro do prazo de validade indicado pelo 

fabricante. 

 O soro fisiológico a 0,9% constituiu o controlo negativo das experiências por  não 

ter capacidade antimicrobiana sobre as estirpes testadas e para nos assegurarmos que a 

inibição do crescimento microbiano era apenas devido ao uso das soluções antissépticas. 

Solução A Soro fisiológico 0,9% (B.Braun) 

Solução B CHX 0,1% (Eludril – Pierre Fabre) 

Solução C CHX  2% (Clorhexidina S – FGM) 

Solução D NaOCl 1% 

Solução E NaOCl 2,5% 

Solução F NaOCl 3% (CanalPro NaOCl - Coltène®) 

Solução G NaOCl 6% + surfatante (CanalPro NaOCl EXTRA - Coltène®) 
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Para testar a eficácia antimicrobiana das soluções em estudo, foram embebidos 

discos de papel de 6 milímetros (mm) de diâmetro (BD - Becton, Dickinson) até estes 

estarem saturados, com cada um dos produtos testados. Depois foram colocados na 

superfície do agar nas placas de Petri e posteriormente estas foram incubadas em estufa a 

37ºC. O diâmetro dos halos de inibição formados à volta dos discos foram medidos, em 

milímetros, para cada um dos produtos testados, após 24 e 48 horas.  

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo de ar laminado e este 

desenho experimental foi realizado em triplicado, ou seja, foram embebidos 3 discos para 

cada solução e para cada microrganismo. 

Quanto ao método estatístico, a análise foi feita com recurso ao programa SPSS 

19.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). O efeito dos diferentes tipos de soluções na variação dos 

halos de inibição foi analisado através de testes não paramétricos de Kruskal-Wallis, devido 

ao número limitado de amostras em cada grupo (n=3). Testes de Mann-Whitney U post-hoc 

foram utilizados para averiguar diferenças entre pares de soluções, nos controlos efetuados 

às 24 e 48 horas. Recorreu-se ao mesmo tipo de teste para identificar diferenças nos halos 

de inibição medidos, para cada solução, para os dois microrganismos. O teste de Wilcoxon 

foi utilizado para comparar as medições efetuadas, para cada solução, nos dois momentos 

distintos. O nível de significância estatística foi considerado quando p < 0,05. 

 

 

Resultados 

 

Todas as soluções de irrigação apresentaram eficácia antimicrobiana sobre os 

microrganismos Enterococcus faecalis e Candida albicans, em todos os testes para ambos 

os microrganismos obtiveram-se halos de inibição. A solução A, o soro fisiológico, usado 

como controlo negativo, não produziu qualquer zona de inibição para o E. faecalis ou para a 

C. albicans. 

As médias e desvio padrão, em milímetros (mm), dos diâmetros dos halos de inibição 

do crescimento microbiano produzidos pelas diferentes soluções testadas às 24 e 48 horas 

estão representados na tabela II. 
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Tabela II – Média e desvio padrão do diâmetro dos halos de inibição, em mm, do E. faecalis e C. 
albicans, às 24 e 48 horas. 

 E. faecalis C.albicans 

Soluções 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 

A (Soro fisiológico) 0 0 0 0 

B (CHX 0,1%) 12,33 ± 0,58 13 ± 1,73 14 ± 1,73 13,67 ± 2,08 

C (CHX 2%) 16,67 ± 0,58 16,67 ± 0,58 21,33 ± 0,58 21 ± 0 

D (NaOCl 1%) 16,67 ± 2,08 15 ± 1,0 27 ± 2,0 25,67 ± 2,08 

E (NaOCl 2,5%) 16,67 ± 2,08 15 ± 1,0 34,67 ± 3,79 32,67 ± 2,89 

F (NaOCl 3%) 31,33 ± 0,58 28,67 ± 1,15 54 ± 1,0 51 ± 1,0 

G  (NaOCl 6% + surfatante) 21 ± 1,0 19 ± 1,0 41,33 ± 3,51 38,33 ± 2,51 

 

A solução de NaOCl a 3 % (solução F) foi a mais efetiva sobre o E. faecalis e a C. 

albicans mostrando, respetivamente, halos de inibição de 31,33 ± 0,58 mm e 54 ± 1,0 mm, 

às 24 horas, e halos de 28,67 ± 1,15 mm  e 51 ± 1,0 mm, às 48 horas. Por outro lado, a 

solução de CHX a 0,1% (solução B) foi a que apresentou menor ação antimicrobiana sobre 

ambos os microrganismos testados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Diâmetros (em mm) dos halos de inibição produzidos pelas diferentes soluções sobre o 

Enterococcus faecalis e Candida albicans, às 24 horas. 
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Figura 2 – Diâmetros (em mm) dos halos de inibição produzidos pelas diferentes soluções sobre o 

Enterococcus faecalis e Candida albicans, às 48 horas. 

 

Análise do impacto do lapso temporal nas medições 

No controlo dos halos de inibição às 48 horas houve uma ligeira diminuição dos 

halos para as soluções de hipoclorito de sódio testadas (soluções D, E, F e G) para ambos 

os microrganismos, observando-se crescimento microbiano em zonas de anterior inibição. 

Tal facto não se verificou para as soluções de clorohexidina (soluções B e C). No entanto, 

as diferenças constatadas entre ambos os períodos de tempo não são estatisticamente 

significativas para nenhum dos microrganismos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Variação do diâmetro (em mm) dos halos de inibição para as diferentes soluções, às 24 e 

48 horas, para o E. faecalis. 
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Figura 4 – Variação do diâmetro (em mm) dos halos de inibição para as diferentes soluções, às 24 e 

48 horas, para a C.albicans. 

 

Análise do efeito da solução na variação do tamanho dos halos  

 Enterococcus faecalis 

Para o caso do microrganismo Enterococcus faecalis foram detetadas diferenças 

estatisticamente significativas entre os impactos das sete soluções testadas (soro fisiológico, 

CHX 0,1%, CHX 2%, NaOCl 1%, NaOCl 2,5%, NaOCl 3% e NaOCl 6% + surfatante) na 

variação dos halos às 24 horas (2
KW(6) = 18,441; p =0,005) e 48 horas (2

KW(6) = 18,364; p 

=0,005).  

24 horas 

Analisando a eficácia antimicrobiana entre soluções para o Enterococcus faecalis, no 

intervalo às 24 horas, verificou-se que as soluções de NaOCl a 1 e a 2,5% e a CHX a 2% 

apresentaram um efeito antimicrobiano semelhante, com halos de inibição iguais, de 16,67 

mm, não havendo assim diferenças significativas entre estas soluções. 

A solução F, NaOCl 3%, apresentou um halo de inibição de 31,33 ± 0,58 mm, 

enquanto para a solução G, NaOCl 6% com adição de surfatante, o halo foi de 21 ± 1,0 mm, 

evidenciando assim a maior atividade antimicrobiana para a primeira solução. A diferença 

observada entre estas duas soluções é estatisticamente significativa (p=0,046). 
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48 horas 

Às 48 horas, a solução B, CHX 0,1%, apresentava um halo de inibição de 13 ± 1,73 

mm e as soluções D e E, NaOCl 1 e 2,5%, halos de inibição de 15 ± 1,0 mm. Embora os 

diâmetros dos halos para as soluções de hipoclorito de sódio se tenham mantido superiores 

em relação aos da CHX 0,1%, essa diferença não é considerada estatisticamente 

significativa (p=0,178).  

A diferença entre os halos de inibição produzidos pelas soluções NaOCl a 3% e a 6% 

com adição de surfatante não se mostrou estatisticamente significativa (p= 0,376), embora 

tenha havido diminuição dos dois halos de inibição relativamente ao período das 24 horas.  

 

Candida albicans 

Para o caso do microrganismo Candida albicans foram detetadas diferenças 

significativas entre os impactos das sete soluções testadas (Soro Fisiológico, CHX 0,1%, 

CHX 2%, NaOCl 1%, NaOCl 2,5%, NaOCl 3% e NaOCl 6% + surfatante) na variação dos 

halos às 24 horas (2
KW(6) = 19,574; p =0,003) e 48 horas (2

KW(6) = 19,691; p =0,003).  

24 horas 

Para o caso da Candida albicans, no intervalo às 24 horas, todas as concentrações 

de NaOCl apresentaram maior eficácia contra a Candida albicans, do que ambas as 

soluções de CHX, com diferença estatisticamente significativa (p=0,046).  

48 horas 

No controlo às 48 horas, o diâmetro dos halos de inibição para ambas as soluções 

de CHX foi menor do que para qualquer concentração de NaOCl testada. 

O maior halo foi observado para o NaOCl a 3% (51 ± 1,0 mm) com diferença 

estatisticamente significativa (p=0,046) em relação ao NaOCl a 2,5% (32,67 ± 2,89 mm).  

 

Análise do impacto dos microrganismos no modelo experimental 

Também foram estudadas diferenças nos halos de inibição entre os dois 

microrganismos. Todas as soluções apresentaram uma maior inibição do crescimento 

microbiano para a Candida albicans com o diâmetro dos halos observados sempre superior 

em relação ao Enterococcus faecalis.  
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Discussão 

 

O sucesso do tratamento endodôntico é diretamente influenciado pelo eficaz controlo 

da microbiota endodôntica. Para isso é fundamental o conhecimento dos microrganismos 

responsáveis pela patologia pulpar e periapical, bem como o domínio do mecanismo de 

ação e propriedades das soluções de irrigação canalar. A seleção de um irrigante 

complementar da instrumentação canalar baseia-se na análise das suas características 

físicas, químicas e biológicas, de modo a cumprir os objetivos do tratamento endodôntico(23, 

28). 

O estudo da eficácia antimicrobiana das soluções de irrigação tem sido realizado 

com recurso a diversos modelos experimentais in vitro. Os testes laboratoriais utilizam 

métodos como o do contacto direto das soluções, o da infeção artificial de dentes extraídos 

humanos ou animais, ou o método da difusão em agar (2, 18, 29, 30). 

O método da difusão em agar utilizado neste estudo é útil como uma abordagem 

inicial para a avaliação in vitro da atividade antimicrobiana dos irrigantes (31). 

Este modelo de estudo tem limitações e não reproduz as características clínicas dos 

canais radiculares em pacientes humanos, pelo que os seus resultados não podem ser 

diretamente extrapolados para a clínica(32). A atividade antimicrobiana in vitro do NaOCl e da 

CHX está dependente do substrato contido nas placas, da solubilidade e da capacidade de 

difusão das soluções(3), assim como das suas quantidades, tempo de incubação, tipo de 

microrganismos inoculados e atividade metabólica dos mesmos(1, 4). Soluções que 

apresentem baixa difusibilidade no agar vão originar zonas de inibição de pequeno diâmetro, 

mesmo que tenham um potente efeito antimicrobiano(31). Este fenómeno foi documentado 

por Estrela et al.(3) ao estudarem o efeito antimicrobiano do NaOCl e da CHX a 2% sobre os 

microrganismos S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, B. subtilis, C. albicans e ainda uma 

combinação destes, através de dois métodos diferentes: contacto direto e difusão em agar. 

Os autores concluíram que o NaOCl 2% teve melhor efeito antimicrobiano no teste de 

contacto direto, enquanto a CHX 2% foi mais eficaz no teste de difusão em agar, 

constatando que a magnitude da ação antibacteriana é influenciada pelo método 

experimental e pelo tempo de exposição. 

Pelo contrário, no presente estudo as soluções de NaOCl evidenciaram efeito 

antimicrobiano superior em relação às soluções de CHX.  

Neste modelo in vitro também há um contacto direto das soluções com os 

microrganismos, por outro lado os modelos de estudo em dentes humanos in vivo ou ex vivo 
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não implicam que haja necessariamente um contacto direto com os irrigantes devido à 

localização das bactérias e fungos em zonas inacessíveis no interior dos canais ou mesmo 

nos túbulos dentinários(18). Ainda assim, os métodos simples como o utilizado nesta 

experiência conseguem revelar-nos de forma rápida o efeito antimicrobiano de diferentes 

soluções de irrigação(33). 

 Para avaliar os resultados obtidos e compará-los com outros estudos in vitro, ou 

mesmo in vivo, é necessário ter em conta a ausência de inúmeras variáveis relacionadas 

com as situações clínicas como a presença de matéria orgânica e inorgânica, o efeito 

tampão da dentina, o crescimento organizado em biofilmes e o tempo de contacto com a 

solução(22, 34). A preparação canalar quimico-mecânica decorre num período curto de tempo, 

pelo que o NaOCl contacta durante pouco tempo com os microrganismos. O efeito dos 

irrigantes sobre os patogénios endodônticos deve ser analisado com base nestas 

condicionantes.  

Pappen et al.(21) estudaram o efeito de matéria orgânica na inibição da eficácia 

antimicrobiana do NaOCl, com recurso a quatro microrganimos, o E. faecalis, a C. albicans, 

o S. epidermidis e a E. coli. Foram avaliadas concentrações de NaOCl de 0,03 a 2% na 

presença de concentrações de BSA (albumina de soro bovino) de 0,1 a 6,7%, concluindo 

que a BSA tem um efeito inibitório na ação do NaOCl sobre os microrganismos que é 

diretamente proporcional à sua concentração. Sassone et al.(27), num teste de difusão em 

agar, avaliaram o impacto da presença de BSA na eficácia antimicrobiana de soluções de 

NaOCl a 1 e 5%, reportando que não se observaram halos de inibição para os 

microrganismos testados, enquanto que para a CHX em concentrações de 0,12%, 0,5% e 

1% não houve diminuição dos halos. Este estudo demonstra uma maior sensibilidade do 

NaOCl à presença de exsudatos do que a CHX.  

Além da BSA, a presença de dentina, colagénio, hidroxiapatite ou componentes da 

membrana celular dos microrganismos possuem também um efeito de inibição na eficácia 

antimicrobiana dos irrigantes. Um dos estudos que justifica este facto é o de Portenier et 

al.(34) no qual testaram a atividade antimicrobiana da CHX a 0,02% e do iodeto de potássio 

na presença de dentina e da sua matriz orgânica, microrganismos inviabilizados pelo calor e 

colagénio tipo I bovino. A matriz orgânica da dentina e os elementos celulares dos 

microrganismos foram os componentes com maior efeito de inibição da CHX.  Noutro estudo 

de Portenier et al.(35), os autores observaram o efeito da dentina, hidroxiapatite e BSA numa 

solução de CHX a 0,05% na sua capacidade antimicrobiana sobre o E. faecalis. Os 

resultados mostraram que a hidroxiapatite teve pouco efeito na inibição da CHX e o maior 

efeito da dentina ocorreu apenas após 1 hora em contacto com o microrganismo. 
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Haapasalo et al.(36) também confirmaram a ação da dentina na eficácia 

antimicrobiana de vários irrigantes. A dentina mostrou um efeito inibitório em todas as 

soluções testadas, sendo este dependente da concentração e do tempo de contacto da 

solução com a dentina. 

O efeito de todas estas condicionantes pode, em parte, ajudar a compreender a 

diminuição da eficácia antimicrobiana do NaOCl in vivo quando comparada com os 

resultados observados nos estudos in vitro. 

Outro facto importante é que a maioria dos estudos in vitro recorrem ao uso de 

culturas planctónicas para testar a capacidade antimicrobiana de diversos agentes(37), e 

assim frequentemente estes refletem um efeito antimicrobiano muito superior que não tem 

correlação com o que se observa na clínica(38). Uma solução de irrigação pode ser eficaz 

sobre um microrganismo in vitro e não apresentar esse mesmo nível de eficácia quando 

aplicada numa situação clínica no sistema de canais radiculares. 

 Ao contrário das condições em laboratório, na clínica estamos perante uma flora 

polimicrobiana com patogenicidade superior(19). O comportamento de bactérias em biofilme é 

notavelmente diferente da forma planctónica correspondente, os modelos com biofilmes 

conseguem reproduzir de forma mais fiel as condições in vivo(39). Os biofilmes endodônticos 

conferem aos seus membros vários mecanismos de defesa dos quais o principal é a maior 

resistência a agentes antimicrobianos(32). Têm sido evidenciados quatro mecanismos que 

lhes conferem essa resistência: as propriedades de barreira da matriz extracelular, em que 

as enzimas extracelulares, como as β-lactamases, vão ficando retidas e concentradas na 

matriz formando uma barreira e inativando o efeito dos agentes antimicrobianos; o 

crescimento mais lento dos microrganismos em biofilme torna o seu contacto com os 

agentes mais moroso, e a falta de nutrientes pode forçar as bactérias a entrarem num 

processo estacionário de crescimento no qual estão protegidas; o terceiro mecanismo 

sugerido é a heterogeneidade metabólica apresentada pelos elementos do biofilme, 

havendo complexos aeróbios e outros anaeróbios em maior profundidade no biofilme; por 

último, a existência de elementos persistentes, embora em pequena percentagem, 

constituem um fenótipo altamente resistente e extremamente difícil de eliminar(37). 

Neste estudo optou-se por utilizar os microrganismos E. faecalis (ATCC 29212) e C. 

albicans (YP0015) por três principais razões: a sua prevalência em casos de periodontite 

apical primária e persistente(10, 13, 16, 40); são espécies fáceis de utilizar em laboratório(20) e 

foram já usados com sucesso em estudos anteriores idênticos(1, 3, 23, 24, 26, 27, 30, 31). 

O E. faecalis, segundo Sedgley et al.(cit in 14), apesar de ser considerado um habitante 

comensal da flora oral, a sua prevalência em pacientes com história prévia de patologia oral 
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é de apenas 1%, enquanto que em pacientes alvo de tratamento ou retratamento 

endodôntico atinge os 11%. Tem sido seleccionado para vários estudos experimentais sobre 

a eficácia de soluções de irrigação, especialmente pelo seu elevado nível de resistência a 

uma vasta gama de agentes antimicrobianos(4, 6) e preponderância na patologia de casos 

pós-tratamento(4, 20, 41). A sua resistência antimicrobiana, a capacidade de adaptação a 

variações ambientais bruscas, relacionadas com os seus fatores de virulência, e o seu 

crescimento nos canais como biofilme, são responsáveis por muitos dos insucessos no 

tratamento endodôntico(13, 15).   

Há também evidência da presença de fungos no sistema de canais radiculares,  

especialmente Candida albicans. Foram demonstrados no interior de canais e áreas 

periapicais por meio de microscopia de luz e eletrónica e através de técnicas de cultura. 

Estes estão muitas vezes associados a infeções persistentes. Os mecanismos de virulência 

que promovem a colonização do canal radicular por C. albicans têm sido identificados, estes 

incluem uma atividade colagenolítica que torna possível o fungo usar a dentina como fonte 

de nutrientes(cit in 40). Os modelos de infeção dos túbulos dentinários in vitro demonstraram a 

afinidade da C. albicans para invadir a dentina e a sua capacidade para penetrar nos túbulos 

dentinários(cit in 14). A sua suscetibilidade a diferentes medicações intracanalares e soluções 

de irrigação tem sido avaliada em modelos in vitro(40). 

Alguns estudos procuram comparar  o efeito do NaOCl e CHX sobre o E. faecalis e a 

C. albicans, isto é,  procuram saber sobre qual das espécies serão mais eficazes. No 

entanto, não podemos afirmar uma maior ou menor eficácia sobre determinado 

microrganismo sem ter em conta a sensibilidade deste à solução. 

Segundo Ayhan et al.(1), a solução de CHX a 2% apresentou maior halo de inibição 

para a C. albicans do que para o E. faecalis, dados que se encontram em concordância com 

os do presente estudo.  

Num estudo de Estrela et al.(3) em que utilizaram o mesmo modelo, obtiveram halos 

de inibição para a CHX 2%, num controlo às 48 horas, de 18 mm e de 16 mm para o E. 

faecalis e C. albicans, respetivamente. Pelo contrário, o presente estudo verificou para a 

mesma solução, um maior halo de inibição para a C. albicans, 21 mm, do que para o E. 

faecalis, 16,67 mm. 

Num estudo de Farias et al.(23) uma solução de NaOCl a 2,5% produziu um maior 

halo de inibição para o E. faecalis em relação à C. albicans e por outro lado a solução de 

NaOCl 1% não apresentou qualquer efeito sobre o E. faecalis. O presente estudo não 

corrobora estes dados, uma vez que todas as soluções testadas tiveram efeito 
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antimicrobiano para ambos os microrganismos em estudo, e os halos de inibição foram 

sempre superiores para a C. albicans. 

Uma das possíveis justificações para os diferentes resultados observados prende-se 

com a utilização de estirpes de microrganismos que diferem umas das outras, o que pode 

influenciar a comparação entre estudos semelhantes, em que utilizaram a mesma espécie 

mas uma estirpe com características diferentes.  

Quanto às diferenças verificadas no diâmetro dos halos de inibição nos controlos às 

24 e 48 horas, houve no controlo às 48 horas uma ligeira diminuição dos halos. Isto é 

explicado pelas características de cada uma das soluções, o NaOCl é o irrigante de escolha 

no tratamento canalar, mas como sabemos não tem ação residual e além disso é 

neutralizado na presença da membrana celular dos microrganismos(10, 11, 34). O seu efeito 

diminui com o tempo, uma vez que fica reduzida a quantidade de iões cloro livres. Já a CHX 

tem a importante característica de substantividade, exercendo uma atividade residual e 

promovendo um efeito mais prolongado.  

A eficácia antimicrobiana do hipoclorito de sódio e da clorohexidina tem vindo a ser 

estudada ao longo dos anos. O hipoclorito de sódio (NaOCl) constitui um agente 

antimicrobiano com eficácia amplamente comprovada. As concentrações de NaOCl 

defendidas por diversos autores variam de 0,5 (Solução de Dakin) a 6%(5, 21). Segundo 

Young et al.(8) vários estudos demonstraram que a redução de bactérias intracanalares não 

é significativamente melhorada quando utilizada irrigação com NaOCl a 5% comparando 

com NaOCl a 0,5%. Monteiro-Souza et al.(cit in 23) afirmaram que quando o NaOCl apresenta 

teor de cloro abaixo de 0,3% não é efetivo contra o E. faecalis e a C. albicans. Já as 

soluções a 0,5% são efetivas contra estes microrganismos num tempo de contacto de 15 

segundos. No presente estudo a solução que mostrou maior eficácia foi a de NaOCl numa 

concentração de 3% tanto para o E. faecalis como para a C. albicans. 

É necessário que se conheça a concentração mais adequada à terapêutica 

endodôntica, visando a obtenção das maiores vantagens(23) e sabendo que a eficácia 

antimicrobiana melhora com o aumento da concentração de NaOCl mas simultaneamente 

também aumenta o seu risco tóxico(8, 22, 42). 

Encontram-se descritos vários métodos para otimizar a eficácia clínica de soluções 

de NaOCl sem aumentar a sua concentração, como a alteração do pH e temperatura, 

ativação ultrassónica ou adição de agentes surfatantes. A literatura refere que a diminuição 

do pH para valores entre 6 e 7,5 leva a um aumento da capacidade antimicrobiana(43), assim 

como o aumento de temperatura conduz também a uma melhoria do efeito bactericida da 
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solução. Num estudo, encontra-se reportado que no intervalo de 5 a 60°C este duplica a 

cada aumento de 5°C(44). A adição de agentes tensioativos permite também uma redução da 

sua tensão superficial, aumentando deste modo a molhabilidade da solução garantindo um 

melhor acesso a todas as áreas do interior dos canais(45). 

No presente estudo verificou-se que a solução de NaOCl a 6% com a adição de um 

surfatante não apresentou eficácia antimicrobiana superior à de soluções de NaOCl com 

concentrações mais baixas sem surfatante. Assim, podemos especular que o efeito do 

agente tensioativo na solução poderá prejudicar o efeito antimicrobiano desta. Contudo, uma 

vez que não se testou em paralelo uma solução de NaOCl da mesma concentração sem o 

surfatante, bem como o surfatante isoladamente não podemos aferir conclusões exatas 

acerca deste produto. A utilização do surfatante separadamente possibilitaria a obtenção de 

mais um controlo da nossa experiência laboratorial uniformizando melhor os resultados. 

Contudo, o fabricante não divulga na MSDS (Material Safety Data Sheet) da solução o 

composto utilizado como surfatante, nem a solução de NaOCl a 6% esteve disponível no 

mercado durante este período. 

A eficácia antibacteriana da clorohexidina é comparável com a do NaOCl, esta é 

eficaz contra espécies resistentes ao hidróxido de cálcio, tal como o E. faecalis(9). Tem 

mostrado ser mais ativa contra bactérias Gram-positivas, tem atividade moderada sobre 

fungos e vírus e inibe a germinação de esporos(9). A baixas concentrações de 0,2% a CHX 

comporta-se como bacteriostática, e por outro lado a concentrações mais elevadas de 2% a 

CHX é bactericida(17). Esta molécula atravessa a parede celular, presumivelmente por 

transporte passivo, e atinge a membrana citoplasmática, alterando o equilíbrio osmótico no 

interior da célula e causando rutura dos constituintes intracelulares. Em altas concentrações, 

a CHX provoca a precipitação desses constituintes, particularmente de adenosina trifosfato 

e ácidos nucleicos, culminando em lise celular(25, 46). A concentração de CHX mais 

comummente usada em Endodôncia é 2%(9, 44). 

No nosso estudo a CHX a  2% apresentou a mesma eficácia antimicrobiana que as 

soluções de NaOCl a 1 e 2,5% sobre o E. faecalis. Contrariamente ao presente estudo, 

Dunavant et al.(37) mostraram que a CHX a 2% é menos efetiva do que a solução de NaOCl 

a 1% na eliminação do E. faecalis. E num estudo de Ferraz et al.(26), pelo método de difusão 

em agar, avaliaram o efeito antimicrobiano de soluções de NaOCl (0,5% 1% 2,5% 4% e 

5,25%) e gel de CHX (0,2%, 1% e 2%). As zonas de inibição produzidas pela CHX a 2% 

foram significativamente maiores do que aquelas produzidas por todas as concentrações de 

NaOCl, incluindo a de 5,25%.  
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Neste estudo as soluções de hipoclorito que tiveram menor eficácia antimicrobiana 

foram o NaOCl a 1 e 2,5%, facto que é corroborado pelo estudo de Vianna et al.(47), que pelo 

método de difusão em agar, estudaram o efeito antimicrobiano de várias soluções de NaOCl 

e CHX, separadamente e em conjunto, sobre o E. faecalis. As soluções com menor efeito 

inibitório foram o NaOCl a 1% e a 2,5% usados separadamente, apresentando halos de 

inibição de 0,3 e 0,5 mm, respetivamente, sem diferença estatisticamente significativa.  

 

Conclusão 

 

 Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que: 

- Todas as soluções testadas são efetivas contra o Enterococcus faecalis e a Candida 

albicans; 

- A solução de NaOCl a 3% apresentou a maior eficácia antimicrobiana sobre ambos os 

microrganismos. A CHX numa concentração a 2% mostrou ter efeito antimicrobiano 

semelhante às soluções de NaOCl a 1 e 2,5% para o Enterococcus faecalis, e por outro 

lado, um menor efeito antimicrobiano em relação às mesmas concentrações de NaOCl, 

sobre a Candida albicans; 

- Houve diminuição dos halos de inibição às 48 horas para as soluções de NaOCl o que não 

se verificou com a CHX, para ambos os microrganismos testados. 

 Os resultados deste estudo devem ser considerados com base nas limitações do 

mesmo, devendo-se tratar com cuidado as extrapolações para o uso clínico das soluções no 

tratamento endodôntico. Outras propriedades além da capacidade antimicrobiana devem 

também ser investigadas antes da escolha final de um irrigante para uso clínico.  
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Figura 5 – Halos de inibição da solução A 
(soro fisiológico) e B (CHX 0,1%) para a 
C.albicans, às 24 horas 

Figura 6 – Halos de inibição da solução A 
(soro fisiológo) e B (CHX 0,1%) para a 
C.albicans, às 48 horas 

Figura 9 – Halos de inibição da solução D 
(NaOCl 1%) para a C.albicans, às 24 
horas 

Figura 7 – Halos de inibição da solução C 
(CHX 2%) para a C.albicans, às 24 horas 

Figura 8 – Halos de inibição da solução C 
(CHX 2%) para a C.albicans, às 48 horas 

Figura 10 – Halos de inibição da solução 
D (NaOCl 1%) para a C.albicans, às 48 
horas 
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Figura 15 – Halos de inibição da solução 
G (NaOCl 6% + surfatante) para a 
C.albicans, às 24 horas 

Figura 16 – Halos de inibição da solução 
G (NaOCl 6% + surfatante) para a 
C.albicans, às 48 horas 

Figura 11 – Halos de inibição da solução 
E (NaOCl 2,5%) para a C.albicans, às 24 
horas 

Figura 12 – Halos de inibição da solução 
E (NaOCl 2,5%) para a C.albicans, às 48 
horas 

Figura 13 – Halos de inibição da solução 
E (NaOCl 3%) para a C.albicans, às 24 
horas 

Figura 14 – Halos de inibição da solução 
E (NaOCl 3%) para a C.albicans, às 48 
horas 
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Figura 21 – Halos de inibição das 
soluções D (NaOCl 1%) e E (NaOCl 
2,5%) para o E.faecalis, às 24 horas 

Figura 17 – Halos de inibição da solução 
A (soro fisiológico) e B (CHX 0,1%) para o 
E.faecalis, às 24 horas 

Figura 19 – Halos de inibição da solução 
C (CHX 2%) para o E.faecalis, às 24 
horas 

Figura 22 – Halos de inibição das 
soluções D (NaOCl 1%) e E (NaOCl 
2,5%) para o E.faecalis, às 48 horas 

Figura 18 – Halos de inibição da solução 
A (soro fisiológico) e B (CHX 0,1%) para o 
E.faecalis, às 48 horas 

Figura 20 – Halos de inibição da solução 
C (CHX 2%) para o E.faecalis, às 48 
horas 
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Figura 26 – Halos de inibição da solução 
G (NaOCl 6% + surfatante) para o 
E.faecalis, às 48 horas 

Figura 23 – Halos de inibição da solução 
F (NaOCl 3%) para o E.faecalis, às 24 
horas 

Figura 24 – Halos de inibição da solução 
F (NaOCl 3%) para o E.faecalis, às 48 
horas 

Figura 25 – Halos de inibição da solução 
G (NaOCl 6% + surfatante) para o 
E.faecalis, às 24 horas 
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Contribuição da aluna no trabalho 

A aluna participou em todas as etapas do trabalho experimental no laboratório de 

Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Ajudou na 

preparação dos meios para o crescimento dos microrganismos, realizou as culturas 

microbianas e sucessivas repicagens de modo a mantê-las em condições adequadas para a 

realização dos ensaios. Fez um estudo piloto para definir critérios de uniformização das 

experiências e o protocolo experimental. A aluna foi responsável pela execução completa de 

todo o protocolo experimental definido. Fez todo o registo numérico e fotográfico dos halos 

de inibição do crescimento. 

Também foi responsável por fazer a pesquisa e revisão bibliográfica para 

enquadramento teórico do tema e do trabalho laboratorial, e análise crítica dos resultados 

observados.  
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