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Resumo
Palavras-chave:
clorexidina; dentadura;
desinfeccao;
paracloroanilina.

Introducao: O controle de infeccoes fiangicas em superficies
protéticas geralmente requer desinfeccao com solugoes quimicas.
Entre elas, a clorexidina (CHX) tem sido altamente indicada. Estudos
odontoldgicos recentes observaram o risco de degradacao da CHX
na paracloroanilina (PCA) durante a desinfeccao do canal radicular,
mas essa degradacao apos a desinfeccao protética nao foi estudada.
Objetivo: Investigar a presenca de PCA apds desinfeccao com
CHX. Material e métodos: Doze discos de resina acrilica foram
divididos em quatro grupos (n = 3): Gl: controle (agua destilada);
G2: gluconato de clorexidina a 0,2%; G3: gluconato de clorexidina a
2%; e G4: gluconato de clorexidina a 4%. Os discos foram imersos
por 10 min nas solugdes e depois armazenados em agua destilada
a 37°C por 24 h. A solucao sofreu extragao em fase liquida e foi
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submetida a cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG/
SM) por SCAN e pelo método SIM. Resultados: Pelo método SCAN,
foi detectada a formacao de PCA nos grupos G3 e G4 (uma amostra
em cada grupo). Nos demais grupos, nao foi detectada formacao
de PCA. Pelo método SIM, todos os grupos, exceto o controle,
apresentaram formacao de PCA. Por uma curva de calibracao, foi
detectado coeficiente de Pearson de 0,94 entre a concentracao de
CHX e a de PCA. Conclusao: A PCA ¢ formada como subproduto
apos a desinfeccao com gluconato de clorexidina.

Abstract

Introduction: Control of fungal infections on prosthetic surfaces
usually requires disinfection with chemical solutions. Among them,
chlorhexidine (CHX) has been highly indicated. Recent dental studies
have observed the risk of CHX degradation in para-chloroaniline
(PCA) during root canal disinfection, but this degradation after
prosthetic disinfection has not been studied. Objective: The aim
of this study was to investigate the presence of PCA after CHX
disinfection. Material and methods: Twelve acrylic resin discs
were divided into four groups (n = 3): Gl: control (distilled water);
G2: 0.2% chlorhexidine gluconate; G3: 2% chlorhexidine gluconate;
and G4: 4% chlorhexidine gluconate. The disks were immersed for
10 min in the solutions and then stored in distilled water at 37°C
for 24 h. The solution suffered liquid phase extraction and was
subjected to gas chromatography and mass spectrometry (GC/MS) by
SCAN and SIM methods. Results: By SCAN method, it was detected
the formation of PCA in G3 and G4 (one sample in each group).
At all others, it was not detected PCA formation. By SIM method,
every group, except control, showed PCA formation. By a calibration
curve, it was detected a 0,94 Pearson’s coefficient relating the CHX
concentration to the PCA concentration. Conclusion: PCA is formed
as a by-product after disinfection with chlorhexidine gluconate.

Introducao

limpeza de dentaduras, o uso de clorexidina (CHX)

E importante a limpeza efetiva da prétese a
fim de evitar a formacao e adesao de biofilme de
Candida albicans nas superficies da resina acrilica
[10, 19, 26]. Essa adesao € um pré-requisito para a
ocorréncia de estomatite protética, com frequéncia
diagnosticada em pacientes idosos [17, 19]. Assim,
protocolos de limpeza sao recomendados e devem
ser respeitados para se manter efetivamente um
ambiente bucal livre de doencas [24].

Os métodos disponiveis para limpeza de
dentaduras incluem escovagao mecanica, limpeza
quimica ou a combinacao de ambos [8, 11, 19]. O
gluconato de clorexidina ¢ amplamente recomendado
em todo o mundo por ser considerado um
antibacteriano e antisséptico eficaz na desinfeccao
quimica [9, 15, 21]. As concentracoes utilizadas
para esse fim podem ser 0,12, 2 ou 4% [2, 8, 19].
Em um recente estudo clinico randomizado sobre

e hipoclorito de sédio apresentou os melhores
resultados na reducao de microrganismos [27].

Os componentes quimicos derivados da
degradacao de CHX a 2% ja foram determinados
por cromatografia gasosa e espectrometria de
massa (CG/SM), e encontraram-se os seguintes:
paracloroanilina (PCA), ortocloroanilina,
metacloroanilina, espécies reativas de hidrogénio
e organoclorados [4]. A PCA pertence ao grupo 2B
da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(Iarc), sendo classificada como um possivel agente
cancerigeno em humanos.

A literatura odontoldgica tem estudado a
formacao de PCA nos canais radiculares por
causa do uso de CHX como agente auxiliar na
preparacao do canal radicular, em que sua liberacao
¢ potencializada pelo uso de hipoclorito de sédio
[3, 13, 23], no entanto nao ha estudos avaliando a
ocorréncia de liberacdo de PCA de bases protéticas
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que foram desinfetadas com CHX. Por isso, o objetivo
deste estudo foi avaliar in vitro a presenca de PCA
apos a desinfeccao de discos de resina acrilica por
imersao em solugdoes de CHX a 0,2, 2 e 4%.

Material e métodos

Doze discos de resina acrilica (13 X 3 mm)
foram preparados por polimerizacao por micro-
ondas e, depois disso, submetidos a lixas sequenciais
de 600, 800 e 1.200 no polimento automatico
AROPOL 2v (Arotec, Cotia, SP, Brasil). Todas as
amostras foram armazenadas em agua destilada
a 37 = 1°C por 48 h. Dividiram-se os discos em
quatro grupos (n = 3):

* GI1: Controle: imersao constante em agua
destilada;

* G2: imersao de 10 min em gluconato de
clorexidina a 0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos);

* G3: imersao de 10 min em gluconato de
clorexidina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidos);

* G4: imersao de 10 min em gluconato de
clorexidina a 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidos).

Apb6s imersao, os discos foram armazenados
a 37°C em 10 mL de agua destilada, utilizando
garrafas de vidro cujas tampas eram protegidas
por uma lamina de aluminio. Em seguida, a agua
em que os discos foram armazenados foi levada
para um funil de separacao de volume, ao qual
foi adicionado 10 mL de diclorometano. A mistura
foi agitada manualmente por 3 min. Depois da
separacao dos dois fluidos em duas fases distintas,
o diclorometano foi filtrado por meio de um funil
com sulfato de sédio. O processo foi repetido trés
vezes para cada amostra. Apés a coleta final da
solucao resultante em um béquer, o diclorometano
foi deixado em repouso na capela por 24 h até sua
total evaporacao. O material resultante foi dissolvido
em 1 mL de diclorometano para ser analisado
em CG/SM. Todos os grupos foram estudados em
triplicata. Utilizou-se padrao PCA (purificado por
sublimagao = 99%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidos), para fins de comparacao.

Os parametros de CG foram: temperatura da
injecao 280°C, modo de injecao dividida, coluna
RTX-5MS, 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro, espessura do filme de 0,25 um e fluxo
da coluna de 1 mL/min. Os parametros SM, por
sua vez, consistiram em: temperatura da fonte de

ions de 200°C, temperatura da interface a 280°C,
Chl 127 m/z, Ch2 153 m/z, Ch3 65 m/z, Ch4 167
m/z, Ch5 187 m/z e Ch6 161 m/z.

Os resultados de CG/SM obtidos das solugoes
padrao foram comparados com os obtidos das
solucoes teste para tempo de retencao e relacao
massa / carga (m/z), a fim de indicar a presenca
de PCA.

A solucao padrao foi analisada nas concentracoes
de 5.000, 2.500, 1.000 e 500 ug/mL. Com base nas
areas abaixo da curva para essas concentracoes, foi
estabelecida uma curva de calibracao para ajudar
a encontrar a concentracao de PCA das amostras.

Resultados

O tempo de retencao do padrao PCA foi de 12,88
min. A SM do padrao mostrou que tinha a marca de
pico 127 m/z. Dois métodos foram utilizados para
CG: SCAN e SIM (monitoracao de ions simples). Os
resultados da varredura indicaram que, ap6s 24 h,
0 G2 nao apontou formacao de PCA em nenhuma
das amostras, no entanto foi detectada a formacao
de PCA no G3 e no G4 (uma amostra em cada
grupo), evidenciada pela igualdade dos picos em
12,88 min de CG e 127 m/z da SM.

Uma vez que era dificil identificar a presenca
de PCA pelo método SCAN, uma busca no SIM
foi realizada para o ion 127 m/z, cujos resultados
mostraram presenca de PCA em todas as amostras
de G2, G3, G4. A curva de calibragao determinou
a Equacao 1:

y = 4.191x - 2355 (1)

Em que:

X = concentracao;

y = area abaixo da curva nessa concentracao.

A Equacao 1 teve correspondéncia de 0,992 e,
por meio dela, foi encontrada a concentracao de
PCA na 4gua de armazenamento do disco. A Tabela
I apresenta a area e a concentracao de solucoes
padrao e a agua de armazenamento do disco. Com
base nos valores médios de concentracao de PCA
nessas aguas de armazenamento, foi realizado um
teste de correlacao de Pearson entre a concentracao
de CHX usada e a concentracao de PCA encontrada.
Esse teste mostrou coeficiente de correlacao de
0,94 pelo Stata 15.0.

Uma solucao forcada com PCA (1 mg/L) foi
obtida para estabelecer o percentual de recuperacao
do método. Esse teste mostrou 92% de recuperacao.

As Figuras 1, 2 e 3 mostram os resultados de
CG e SM para solucoes padrao e para G2, G3 e G4.
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Tabela I - Concentracao de paracloroanilina e area das solucdes padrao e agua de armazenamento do disco

-

Solucao Area Concentracao
S1 487.,5 500
S2 1.585,5 1.000
S3 7.179 2.500
S4 19.049 5.000
1 1.375 818,16
G2 2 2.286 1.099,65
3 2.706 1.229,42
1 14.174 4.064,5148
G3 2 14.973 5.019,72
3 24.973 5.019,72
1 65.256 8.197
G4 2 53.671 16.976,77
3 76.236 23.948,98

S1, S2, S3 e S4: solugdes padrdo; G2, G3 e G4: grupos testados
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Figura 1 - Sobreposicdo de alguns resultados SIM da cromatografia gasosa para ions 127 m/z. A imagem inferior
€ uma aproximacao da parte superior e mostra como a concentracao de clorexidina aumentou a concentracao de
paracloroanilina
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Figura 2 - Superposicdo de alguns resultados do SIM para solucdes padrdo e grupos testados mostrando que todos

tiveram o mesmo tempo de retencgdo
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Figura 3 - Espectrometria de massa e sua comparacdao com a solucao padrao, mostrando similaridade de 88%

Discussao

O gluconato de clorexidina € considerado um
antibacteriano eficaz para terapia oral e altamente
recomendado em todo o mundo [9, 15, 21]. A
CHX apresenta as vantagens da eficiéncia como
bactericida e fungicida de amplo espectro e alta
substantividade [6, 12, 22]. Como desvantagens,
podem ser citados a descoloracao da proétese [6,
18] e possiveis efeitos téxicos, além da eventual
degradacao da PCA [4]. O achado mais relevante do
presente estudo evidencia que, independentemente
da concentracao de CHX, houve a liberacao de PCA
pelo método SIM.

A degradacao da CHX ocorre por clivagem da
molécula ao longo do ligante hexanodiamina entre
os anéis aromaticos em ambas as extremidades
da molécula. Os resultados da clivagem formam

produtos de degradacao menores. Cada um destes
contém um anel aromatico e, se a corrente for
separada do anel aromatico no local da clivagem,
pode resultar na formacao de PCA [25]. No estudo
da carcinogénese da PCA foram relatados aumento
nos casos de anemia hemolitica leve e aumento
leve da meta-hemoglobina, bem como fibrose do
baco aumentada significativamente nos grupos
tratados com PCA e sarcoma do baco em ratos. A
investigacdo ainda mostrou um ligeiro aumento na
incidéncia de feocromocitomas adrenais nos dois
grupos. Os camundongos machos apresentaram
incidéncia aumentada de adenomas e carcinomas
hepatocelulares, e também aumentaram os casos
de hemangiossarcoma no figado e baco [7]. Essas e
outras descobertas justificam a classificacao da PCA
no grupo 2B do Iarc como possivel carcinogénico
em humanos [28].
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Nao ha consenso na literatura sobre a
concentracido de CHX nem sobre o numero de
ciclos a serem utilizados para a desinfeccao. As
concentracoes sao citadas entre 0,12 e 4%, e os
protocolos de desinfeccao variam de imersoes
Unicas de 90 s a imersodes diarias de 10 ou mais
minutos, com ou sem repeticoes [1, 2, 5, 8, 14,
19, 20]. A CHX pode fornecer substantividade de
até 12 semanas, sendo essa uma das razoes pelas
quais o uso da substancia € indicado no tratamento
contra microrganismos [22]. Neste estudo, optou-
se por realizar apenas uma imersao de 10 min,
por ser um protocolo menos agressivo. Como
outros protocolos envolvem periodos mais longos
ou menor imersao e repeticao, os resultados deste
estudo podem alterar-se em fun¢ao da mudanca no
protocolo de desinfeccao.

De acordo com a presente investigacao, a
desinfeccao com G2 nao mostrou formacao de PCA
em nenhuma das triplicatas das amostras testadas
no modo SCAN. Essa desinfeccao, no entanto, foi
menos eficaz em um estudo microbiolégico em
relacdo a recorréncia da formagao de colonias de
candida [16]. G3 e G4 mostraram formacao de PCA
em pelo menos uma das amostras. Essa detecgao,
embora nao seja conclusiva sobre a formacao
desses subprodutos como resultado do processo de
desinfeccao, sugere a possibilidade de isso ocorrer
nessas concentracoes. O pico de PCA no G3 foi
menor do que no G4.

A extracgao na fase liquida, embora mais rapida
e barata, ¢ menos eficiente que a extracao na fase
sélida. Além disso, a agitacao manual pode gerar
variacao indesejavel do processo. Apesar de os discos
de resina acrilica terem passado pelo processo de
producao padrao e pela inspecao visual quanto a
presenca de bolhas visiveis, variagoes nao detectadas
na porosidade deles podem ter ocorrido. Também
foi observado muito ruido em todo o tempo de
retencao, que pode ser causado pelos préprios
compostos organicos da resina acrilica.

Esse ruido fez com que se tornasse dificil
identificar o PCA pelo método SCAN e, por isso,
tentou-se encontra-lo pelo método SIM, o qual
mostra em termos graficos o tempo de retencao de
ions previamente selecionados pelo operador. Dessa
forma, realizou-se uma pesquisa no SIM de 127 m/z.
Ela encontrou, em todas as amostras testadas, os
mesmos tempos de retencao achados para solucoes
padrao. O tempo de retencao utilizando a SM
apresentou 88% de similaridade com o das solugoes
padrao, ao longo de alguns picos insignificantes de
m/z superior. Igualmente, a area sob a curva desse
ion nesse tempo de retencao foi determinada. Essas
areas, quando comparadas a curva de calibragao,

permitiram definir a concentracao de PCA na agua
de armazenamento do disco.

E importante notar que todas as amostras
apresentaram presenca de PCA como resultado da
desinfeccao com CHX. Além disso, o coeficiente
de Pearson mostrou relacao positiva entre a
concentracao de CHX e a de PCA encontrada na
dgua de armazenamento. Isso significa que o
risco de ingestao de PCA ao usar o CHX como
desinfetante aumenta a medida que a concentracao
de CHX aumenta. A concentracao de PCA na agua
de armazenamento do disco variou de 81,2 ug/L
para uma amostra de G2 a 2.394 mg/L para uma
amostra de G4. As concentracoes médias foram de
106 pg/L para o G2, 486 ug/L para G3 e 1.608
mg/L para G4. A concentracdo de G2 foi 10 vezes
menor que de G4, o que mostra potencial téxico
menor para esse grupo, no entanto a concentragcao
em si € apenas um parametro de comparacao entre
os procedimentos, uma vez que em nosso trabalho
a PCA se acumulou na agua durante 24 h e na
boca pode ser liberada gradualmente.

Conclusao

Com base na metodologia utilizada, po6de-se
concluir que a PCA ¢é formada como subproduto
da desinfeccao com CHX e que, entre as solucoes
estudadas, a desinfeccao com solucgao de 0,2% CHX
parece ser mais segura em relacdo a formacao de
PCA.
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