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RESUMO

Avaliou-se a atividade antimicrobiana do digluconato de
clorexidina (Cl) a 2% e do gluconato de clorexidina a 0,129%,
adquiridos em diferentes dentais e farmacias na cidade de Cuiaba
(MT), sobre Candiaa albicans. Utilizaram-se 72 placas Petri, con-
tendo meio de cultura agar-Saboraud. Separaram-se a princi-
pio seis placas e seis discos de papel embebidos em solugao
fisiolégica a 0,9% (SF), depositados no centro das placas res-
pectivas (controle negativo). Em 66 outras placas, semearam-
Se 0s microrganismos, colocando, Nno centro de seis placas,
um disco de papel também embebido em solucao fisioldgica
(controle positivo). Seguiu-se a colocagao dos seis discos de
papel nas 60 placas restantes, previamente impregnados com
as substancias testes (CL) e controle (SF), sendo depositado um
em cada sextante. Os grupos foram analisados em trés tem-
pos experimentais de 8, 16 € 24 dias. Para a verificacao dos
resultados, usaram-se os halos de inibicdo de crescimento
fungico, medidos com paquimetro digital, com o auxilio de
lupa estereoscépica. Percebeu-se aos 8, 16 e 24 dias uma au-
séndia de diferenca estatistica entre o digluconato de dlorexidina
a 2% e o gluconato de clorexidina a 0,12%. Concluindo, o
gluconato de dorexidina a 0, 12% e o digluconato de clorexidina
a 2% adquiridos em diferentes dentais e farmacias de Cuiaba-
MT exerceram agao antimicrobiana sobre Candida albicans.
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INTRODUCAO

DAVIES (1973) classificou a clorexidina como um
detergente aniénico do grupo bisguanida, praticamente
insolivel em agua e que, por isso, € preparado na forma
de um sal, o digluconato de clorexidina, fato que au-
menta sua solubilidade. E uma substancia antimicrobiana
de largo espectro, pois possui efetividade contra bactéri-
as Gram-positivas e Gram-negativas, além de possuir agao
fungicida. Sua substantividade mantém-se mesmo na
presenca de sangue e demais fluidos corporais (ROLLA
eral, 1970, Silva, 1999, ROSENTHAL et a, 2004), fato
relevante nos procedimentos realizados pelo profissional
da odontologia.

Desde o estudo dassico de LOE & SCHIOTT, (1970),
a dlorexidina tornou-se o padrdo ouro, em relacdo a ca-
pacidade de evitar a formacao do biofilme microbiano.
Além de enxaguatorio, esse farmaco tambem é utiliza-
do na desinfec¢ao de pele, como sabonetes, em hospi-
tais, e em muitas outras funcoes (BOSCO er a, 2004,
FILGUEIRAS et al, 2004, JORGE et a/, 2005), 0 que torna
importante os estudos geradores de conhecimento da
sua forma de uso.

A cidade de Cuiaba localiza-se na regiao Centro-
Oeste, € conhecida por ter elevadas temperaturas du-
rante todo o ano. Considerando a necessidade de ga-
rantir controle de qualidade na aquisicao,
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armazenamento, Conservacao e dispensacao de produtos dessa
natureza, os comerciantes de farmacos sao obrigados a se adap-
tar, dispondo seus materiais de forma adequada para uso (ANVISA,
2006). Entretanto, existem variacoées de forma de
armazenamento.

Estudos que viabilizem informacdes sobre a capacidade
antimicrobiana da clorexidina em ambientes expostos a diferen-
tes temperaturas e umidades parecem ser uma forma Util de
obter dados capazes de melhorar o olhar para essa questao.

De forma que o objetivo deste trabalho foi verificar se exis-
tem diferencas nas condicoes de aimazenamento do digluconato
de dlorexidina a 2% e do gluconato de clorexidina a 0,12%, entre
as diversas dentais e farmacias da cidade de Cuiaba (MT), avalian-
do-se a atividade antimicrobiana das amostras obtidas sobre
Candjaa albicars.

METODOLOGIA

Usaram-se no estudo o gluconato de clorexidinaa 0,12%
(Periogard — Colgate-Paimolive Induistria Brasileira. Sdo Bernardo
do Campo - SP) e o digluconato de clorexidina a 2% (FG.M do
Brasil. Joinvillle - SC). Esses agentes foram adquiridos em diversos
pontos da cidade de Cuiaba-MT, sendo em ndimero de cinco os
recipientes para o gluconato de clorexidina a 0,12% obtido em
farmacias, e outros cinco, os recipientes para o digluconato de
clorexidina a 2%, conseguidos em dentais. Mensuraram-se a tem-
peratura e a umidade relativa do ar nos locais de exposicao dos
agentes (quadro 1). Esse procedimento foi realizado por volta do
meio-dia. O instrumento de afericdo foi um aparelho terméme-
tro-higrémetro digital (TFA 30.5000 — Brasil). Antes do ensaio, o
aparelho foi testado, comparado com outros dois termémetro-
higrémetros e um termdmetro convencional, obtendo-se 0 mes-
mo indice na umidade do ar e diferenca na temperatura de 0, 1°C.

Para a realizacao desse estudo foi utilizada uma cepa de
Candiaa albicans, com registro ATCC 10231. Os microrganis-
mos foram levados a estufa em temperatura constante de 37°C,
por 24 horas para replicacdo em BHI.

Usaram-se no total 72 placas Petri com meio de cultura dgar-
Saboraud. Desse total, 66 placas foram usadas na reativacao da
cepa, sendo 60 no teste das substancias e seis na avaliacao do
crescimento dos microorganismos (controle positivo). No res-
tante das seis placas, nao se realizou a semeadura dos
microorganismos: teve-se por objetivo avaliar a auséncia de con-
taminacao (controle negativo). A substancia escolhida como con-
trole foi a solucao fisioldgica a 0,9%, e as substancias testes fo-
ram o gluconato de clorexidina a 0,12% e o digluconato de
clorexidina a 2%. Os microorganismos estavam na concentra-
cao de 3x108, utilizando-se quantidade padronizada com uma
pipeta em 0,1 mide caldo, o qual foi distribuido com o auxilio de
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uma alca de Drigalsky.

O passo seqguinte foi constituido da insercao dos discos de
papel absorvente com 5 mm de diametro, obtido de filtro de
papel para café (Melitta ® n°103. Santo Amaro - SP), através do
uso de um perfurador de papel: os mesmos foram esterilizados
e embebidos em solucao fisioldgica a 0,9% nas placas controle
positivo e controle negativo. Nas placas em que se testaram as
substancias adquiridas nas farmdacias e dentais, inseriram-se os
discos de papel esterilizado em dois grupos, divididos em 30 pla-
cas com digluconato de clorexidina a 2% e 30 placas com
gluconato de clorexidina a 0, 12%, deste modo: amostra 1, amos-
tra 2, amostra 3, amostra 4, amostra 5 e um disco, contendo
solucao fisioldgica a 0,9% como controle. A inser¢ao dos discos
de papel seguiu 0 exemplo de um mostrador de reldgio, no qual
poder-se-ia observaras 12haamostra 1, as 14 h aamostra 2, as
16 haamostra 3, as 18h aamostra 4, as 20 haamostra 5, e as
22 h a solucao fisiolégica a 0,9%. Apds o término dessa etapa, as
placas foram colocadas na estufa a 37°C e mantidas nessa con-
dicao até a coleta dos dados, escolhendo-se escolnendo-se 10
placas aleatoriamente de cada substandia teste, Nos tempos ex-
perimentais de 8, 16 € 24 dias, respectivamente.

Para a mensuracao dos halos de inibicao, uma Unica exami-
nadora cega e treinada utilizou uma lupa estereoscopica (Estek —
Sao Paulo) e um paquimetro digital (Mitutoyo — Suzano, SP). Ve-
rificou-se o treinamento intra-examinador de modo que, a cada
cinco placas mensuradas o auxiliar de laboratdrio entregava alea-
toriamente a examinadora uma das placas anteriores para verifi-
car se os dados fornecidos coincidiam com os da mensuracao
fornecida anteriormente, sendo observados 95% de acerto.

ApOGs a coleta dos dados nos devidos tempos experimentais,
realizaram-se as médias, que foram comparadas entre si e sub-
metidas ao teste estatistico ANOVA (analise de variancia), com
teste corretivo de Bonferroni, para um nivel de significancia de
5%.

RESULTADOS

Os resultados do presente estudo demonstram o0s
parametros relacionados as diferentes médias e desvios padroes
em milimetros (mm) dos halos de inibicao encontrados nos tem-
pos experimentais de 8, 16 e 24 dias para clorexidina a 2% e
0,12% e estao apresentados em forma de tabela.

No tempo experimental de oito dias, as amostras da
clorexidina a 0,12% nao demonstraram diferencas estatisticas
entre si, bem como as amostras da clorexidina a 2%, os agentes
somente demonstraram diferengas estatisticas comparadas ao
grupo controle, como mostra a tabela 1.

P&de-se verificar o mesmo padrao de resultados nos tempos
experimentais de dezesseis e vinte e quatro dias também explici-
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Tabela 1|
DESCRIGAO DAS MEDIAS E DESVIOS PADROES DOS HALOS DE INIBICAO NOS TEMPOS EXPERIMENTAIS DE 8, 16 E 24 DIAS
Amostra 1 Amostra 2 = Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Controle

m. +. m. + m. + | m + m. + m. +
Oito dias
Clor.2% 4,8a 0,5 4,82 0,5 4,8a 08 | 4.9a 0,7 4,8a 0,5 1,80 05
Clor. 0,12% 3,53 06 | 32a 04 3,3a 0,5 | 3,5a 04 3,2a 02 050 03
Dezesseis dias
Clor. 2% 4,9a 0,4 4,82 0,6 4,82 0,6 | 55a 0,1 4,82 0,6 1,80 05
Clor. 0,12% 3,3a 04 3,3a 0,2 34a 04 | 3,52 0,2 3,3a 0,3 1,4b 03
Vinte e quatro dias
Clor. 2% 4,9a 0,5 4,82 0,2 4,6a 1,1 4,7a 1,4 4,52 1,0 1,3b 08
Clor0,12% 3,0a 1,2 3,1a 0,7 3,0a 1,2 | 3.1a 1,0 3,1a 1,0 1,30 09

Letras diferentes nas linhas representam diferenca estatistica, para um nivel de significancia de 5%. As siglas (clor, m e +) representam clorexidina, as médias e os desvios padrdes em milfmetros

respectivamente.

Quadro 1|

DEMONSTRATIVO DAS TEMPERATURAS E UMIDADES DAS RESPECTIVAS DENTAIS E FARMACIAS.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
Temp. Umid. Temp. Umid.| Temp. | Umid. Temp. Umid. Temp. | Umid.
Dentais 36,8°C 23% 34,4°C 31% | 35,70°C | 21% 37,0°C 27% 37,1°C 27%
Farmacias 37.7°C 34% 32,5°C 28% | 33,2°C | 26% 37,1°C 28% 42,0°C | 26%

tosna tabela 1.

As placas de controle negativo apresentaram-se livres de
qualquer crescimento fiingico ou microbiano, e as de controle
positivo demonstraram crescimento uniforme das leveduras por
toda a extensao do meio de cultura.

DISCUSSAO

Estudos para a avaliacio da eficiéncia antimicrobiana da
clorexidina /n vitro sao bem utilizados (CURY ez a/ 2000, ESTRE-
LA etal 2003, CARSON er al, 2005). Ametodologia de avaliacao
antimicrobiana escolhida nesse trabalho foi a da mensuracao
dos halos de inibicao que, embora apresente limitacoes, consti-
tui-se uma forma economicamente viavel e tranquilamente
reproduzivel, bem como amplamente utilizada na literatura
(CARSON er a, 2005, CURY er al, 2000, ALMAS et a/, 2005,
PEREIRA er al, 2005).

Alguns autores tém observado diferencas nos resultados,
principalmente em fungdo da metodologia de avaliagao, prova-
velmente por caracteristicas fisico-quimicas das substancias tes-
tadas e da difusao da clorexidina no agar (ESTRELA ez g/ 2001,
ESTRELA et al, 2003).

Escolneram-se dez placas por tempo experimental, por se-

rem uma amostra, proxima a utilizada em muitos trabalhos /-
vitro. Apesar da falta do calculo da amostra observam-se principi-
0s de pesquisa como cegamento, treinamento e escolha aleatod-
ria das placas, auxiliando na confiabilidade dos resultados
(ALTMAN, 1991, SUSIN & ROSING, 1999).

O microorganismo Candiaa albicans foi escolhido para o
estudo por estar envolvido com varias patologias orais e sistémicas.
Nos hospitais e ambulatorios percebe-se grande prevaléncia, fato
muitas vezes capaz de levar a complicacao nos tratamentos,
como as candidoses (UETA eral, 2001, PINHO RESENDE et 4,
2002).

Os resultados do trabalho apresentam uma auséncia de di-
ferenca estatistica, tanto para o gluconato de clorexidina a0, 12%
como para o digluconato de clorexidina a 2%, nos diferentes
tempos experimentais. Apesar de existirem altas temperaturas e
baixa umidade do ar, esses fatores foram incapazes de modificar
a eficiéncia dos farmacos sobre a Candida albicans in vicro. A
interferéncia da temperatura na agao antimicrobiana foi objeto
de estudo de EVANQV er g/, (2004), testando a clorexidina e o
hidréxido de calcio a temperaturas de 37°C e 46°C. Em seus
resultados percebeu-se uma manutencao da eficiéncia
antimicrobiana dos dois agentes a 37°C e a diminui¢ao da efici-
éncia de ambos os agentes a temperaturas a 46°C, ocorréncia
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que nos suscitou duvidas sobre a efetividade da clorexidina arma-
zenada em Cuiaba — MT, por se tratar de uma cidade com tem-
peraturas bastante elevadas.

As informacoes fornecidas pelos fabricantes sobre
armazenamento dos produtos usados No estudo Nao mencio-
nam quais condicoes de conservacao devem ser utilizadas pelos
estabelecimentos comerciais e pelos consumidores. Informagoes
como temperatura e umidade sdo itens importantes para a se-
guranca do consumidor, sendo que a Lei 8078/90 determina
que os fornecedores divulguem esses dados. Em estudo sobre 0
tema, DA SILVA et a/{2000) observaram a bula de 48 farmacos
de mais de 26 fabricantes. Seus resultados sobre a questao
armazenamento descrevem ser as bulas adequadas, pois infor-
mam os cuidados necessarios em relacdo a temperatura, umida-
de e violacao de rétulo, fato ndo percebido nos medicamentos
analisados.

Os tempos experimentais de 8, 16 e 24 dias utilizados no
estudo sdo longos se comparados a estudos usando metodologia
de halo de inibicao (CURY et al 2000, ESTRELA et a/ 2001, ES-
TRELA er al, 2003, CARSON er a/ 2005); entretanto, a
substantividade da clorexidina tem sido testada e percebida re-
centemente (ROSENTHAL et a/2004, DAMETO et al, 2005), fato
encontrado nesse trabalho.

Apesar de os resultados apresentarem uma eficiéncia
satisfatdria, € importante deixar claro a necessidade de um
aprofundamento nos estudos das estruturas fisico-quimicas do
produto e do efeito antimicrobiano em um maior nimero de
microorganismos, quando expostos a alta temperatura e baixa
umidade.

Conduindo, de acordo com a metodologia empregada neste
estudo, nao foram observadas diferencas de armazenamento
dos produtos testados entre dentais e farmacias de Cuiaba-MT,
no que se refere a temperatura e umidade.

As amostras de gluconato de clorexidina a 0, 12% bem como
as de digluconato de clorexidina a 2% adquiridos em dentais e

44

PERIQDONTIA

farmacias de Cuiaba -MT, exerceram acao antimicrobiana estatis-
ticamente semelhantes sobre Candida albicars.
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ABSTRACT

The antimicrobial activity of 0.12% and 2% chlorhexidine
gluconate (Cl), acquired at different hospital-based pharmacies
and drugstores in Cuiaba-MT, on Candida albicanswas evaluated.
Seventy-two petri plates were used, containing agar-Saboraud
culture medium. Initially, 6 plates were separated and 6 paper
circles moistened in physiological solution were placed in the
center of the respective plates (negative control). On another 66
plates, microorganisms were inoculated and in 6 plates, a paper
circle was placed in the center (positive control). On the remaining
60 plates, 6 paper circles per plate were added, filled with test (CL)
and control substances (SF), one substance per sextant. The
groups were analyzed after three experimental periods: 8, 16
and 24 days. For verification of the results, halo circles were used
for the inhibition of bacterial growth, measured with a digitalis
calibrator and the help of a stereoscopic magnifying glass.
Observations on days 8, 16 and 24 revealed that no statistical
differences occurred between 0.12% and 2% chlorhexidine
gluconate. In conclusion, 0.12% and 2% chlorhexidine gluconate
acquired in different hospital-based pharmacies and drugstores
in Cuiaba, presented clear antimicrobial action against Candida
albicars.

UNITERMS: chlorexidine, drug storage, Candida albicars
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