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Resumo- A acdo antimicrobiana de cimentos endodbnticos é de extrema importancia, pois visa
eliminar remanescentes microbianos do preparo biomecéanico e da medicacdo intracanal. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana de um cimento endodéntico a base de aluminato de
calcio frente aos microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus. No teste bactericida usado, o
aumento da biomassa (nimero de células) total de uma cultura bacteriana em crescimento em meio liquido
pode ser monitorado por medidas da densidade 6ptica da cultura. Os resultados mostraram que o cimento
avaliado apresentou atividade antimicrobiana contra a S. aureus, reduzindo em aproximadamente 50% o
ndmero de bactérias quando comparado ao meio na auséncia do cimento. Por outro lado, favoreceu o
crescimento da E. coli, a qual recobriu maior area da superficie da amostra.
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Introducéo

Desde sua introducéo na endodontia como
um material retro-obturador e selador de defeitos
da raiz dental, o agregado de triéxido mineral
(MTA) tem sido considerado como um material
endodontico revolucionario. Apesar disso, este
material apresenta  algumas  propriedades
limitantes necessitando de alteracdes em sua
composicao bem como desenvolvimento de novos
materiais.

Neste contexto, um novo cimento
endodontico a base de cimento de aluminato de
calcio (ECAC) foi desenvolvido na Universidade
Federal de S&o Carlos (PANDOLFELLI et al,
2007) visando preservar as propriedades positivas
e aplicacdes clinicas do MTA permitindo que suas
aplicacbes possam ser extendidas superando as
desvantagens apresentadas pelo material original,
por meio da adicdo de aditivos especificos.

O cimento de aluminato de célcio é
composto principalmente pelas fases Ca0O.Al,O; e
dialuminato de calcio (Ca0.2Al,03) as quais séo
responsaveis pelo seu processo de endurecimento
hidraulico (PARKER; SHARP, 1982). A dissolucao
dessas fases em contato com a 4gua promove a
liberacdo dos fons Ca**, AI(OH), e OH’, o que é
seguido pela precipitagdo de hidratos de aluminato
de célcio (C-A-H) e hidroxido de aluminio (AH)
devido a saturacdo da solugdo (Alt et al,2003).

Estudos recentes tém mostrado que o
ECAC possui propriedades intrinsecas tais como:

(i) curto tempo de pega quando apropriadamente
combinado com Li,CO3 e (ii) capacidade de liberar
fons Ca** e OH™ alcalinizando o meio. Além disso,
o desenvolvimento da composi¢cdo do ECAC por
meio da adicdo de aditivos especificos também
superou algumas caracteristicas negativas do
MTA, resultando em melhor fluidez, melhores
condicbes de manuseamento, maior resisténcia
mecanica e reduzida porosidade, quando
comparado ao MTA (Oliveira IR. 2010)

Entretanto, além dos requisitos fisico-
quimicos, um cimento endodlntico deve
preencher varios requisitos biolégicos para serem
considerados ideiais. O ECAC apresentou-se
como um material bioativo em um ambiente
biolégico simulado (Oliveira IR,2010). Quando o
material € colocado em contato com SBF, ions
Ca®™ e OH s&do liberados acentuando a
supersaturacdo da solugcdo o que pode induzir a
precipitacdo de hidroxiapatita sobre a superficie
das particulas.

Também foi avaliada a progressdo de
cultura de células osteogénicas expostas ao
ECAC em comparacdo ao MTA. Durante a cultura
priméria, observou-se o arredondamento das
bordas das amostras de cimento apenas para
MTA. Embora ambos o0s cimentos tenham
permitido a adesdo, o0 espraiamento e a
proliferacdo celulares, as culturas crescidas em
contato com ECAC exibiram valores maiores de
ndmero total de células em 3 e 7 dias, e de
contetdo de proteina total e atividade de fosfatase
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alcalina em 10 dias. Os resultados indicam que a
exposicao ao ECAC permite o desenvolvimento de
uma proporcao maior de células em estagios mais
avancados da diferenciacéo osteoblastica, quando
comparado ao MTA (Raucci at. al 2010).

Outro fator biologico imprescindivel é a agao
antimicrobiana dos cimentos endodénticos, pois
visa evitar contaminagdo durante a fase de
manipulacdo, completar o efeito antimicrobiano da
medicagdo intracanal e inibir o crescimento de
microrganismos (] Cruz CW at. al 2001).

Assim, o presente estudo objetiva avaliar a
acdo antibacteriana de um cimento endoddntico a
base de aluminato de calcio (ECAC) usando
microrganismos  controle em  testes de
antibiograma: Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

Materiais e Métodos

O cimento hidraulico usado foi o cimento de
aluminato de célcio (Secar 71, Kerneos, Franca).
A preparacdo do cimento endodbntico ECAC
envolveu a adicdo de aditivos (dispersante,
plastificante e radiopacificador) ao cimento de
aluminato de célcio seguida da homogeneizacéo
em moinho de bolas durante 1 hora.

Os aditivos usados foram: (a) um
dispersante polimérico da familia poliglicol (Bayer,
0,6%-p), (b) um aditivo para induzir plasticidade ao
cimento (CacCl,, Labsynth, 2,8%-p) e (c) um aditivo
para fornecer radiopacidade ao cimento (ZnO, J.T.
Baker, 25%-p). Os teores de aditivos (%-p) sdo em
relacdo a massa de cimento.

Suspensfes aquosas de ECAC (75%-p de
sélidos) foram preparadas na presenca de
acelerador (Li,CO3-CaO, Synth, 0,4%-p) e usadas
na preparacao de pastilhas (0,8 mm de didmetro x
0,2 mm de altura). A cura foi realizada a 37°C em
uma estufa em ambiente saturado durante 1 hora.
ApOs a cura, as pastilhas foram usadas nos testes
bactericidas.

Cepa bacteriana

Foram utllizadas cepas bacterianas
padrdo da linhagem Escherichia coli ATCC 25922
e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Cultivo Bacteriano

Partindo-se inicialmente de uma cultura
estoque, foram preparadas, através de repique,
culturas em tubos de vidro 18x18 mm (Pyrex®),
contendo 10yL de solucdo bacteriana e 5mL de
caldo BHI (Brain and Heart Infusion, Gibco) estéril.
A cultura foi entdo incubada em estufa (Fanem®) a
37°C por um periodo de 3 a 4 horas,
correspondente a fase exponencial, também
chamada de fase log do crescimento bacteriano.
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Meio de cultura

Para o preparo de 100mL de solucdo de
meio de cultura para as cepas bacterianas E. coli
e S. aureus, foram diluidos 3,7 gramas de meio
BHI (Brain and Heart Infusion, Gibco) em 100mL
de agua destilada e deixado sob agitagdo até que
formasse uma mistura homogénea.
Posteriormente, a solugdo foi autoclavada (121°C,
15 minutos) para esterilizacdo e estocada em uma
garrafa de vidro a 37°C.

Repique das bactérias

Com o intuito de manter o estoque das
bactérias E. coli e S. aureus, foram feitos repiques
diariamente adicionando 10uL da suspensdo em
5mL de BHI em um tubo e incubados em estufa a
37T por 12 horas.

Teste bactericida

O teste foi realizado para quantificar a
acdo bactericida das amostras de cimento e para
isso, foram utilizadas as cepas bacterianas E. coli
e S. aureus. Caldo BHI foram utilizados como
controle. Sendo assim, 10uL de suspensao
contendo a bactéria (~2,3x10" bactérias/mL) foram
adicionadas em cada uma das amostras de
cimento previamente esterilizadas em uma placa
de petri e deixadas na estufa a 37C por 1h.
Entdo, as amostras foram lavadas com 10mL de
PBS (Tampéo Salina Fosfato) a fim de remover as
bactérias mortas e dispostas em placas de 24
pocos com 1mL de caldo BHI, e incubadas por um
periodo de 3-4h. Foram incubadas também
aliquotas de PBS a fim de avaliar o crescimento
bacteriano no mesmo. Ap6s o periodo de
incubacdo uma aliquota de 150uL da solucéo de
cada poco foi retirada e levada para leitura
utilizando o] leitor espectrofotdmetro
SpectraCount® (Packard) com um filtro de 570nm.

Microscopia Eletrénica de Varredura

ApOs interacdo das bactérias com as
pastilhas de cimento conforme descrito acima, as
amostras foram fixadas em solugdo contendo
Paraformaldeido 4%, Glutaraldeido 2,5% em PBS
por no minimo 2 horas. Apds este periodo, as
amostras foram desidratadas em solugéo
crescente de acetona (50 - 70 - 90 - 100%) com
intervalo de 10 minutos em cada, sendo que a
Ultima de 30 minutos. Apds este periodo, as
amostras foram secas em solucdo de HMDS
(Hexamethyldisilazane - Sigma-Aldrich Inc.) e
metalizadas em um equipamento Emitech K550X.
As andlises foram realizadas em Microscopio
Eletrénico de Varredura Zeiss EVOMA10 no IP&D
- UNIVAP.
Resultados e Discusséo
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A fase técnica do tratamento endoddntico é
concluida com a obturacao do canal radicular. No
entanto, o material obturador nem sempre se
adere adequadamente as paredes dentinarias. Os
possiveis espagos existentes no interior do canal
radicular ja obturado podem favorecer a
proliferacdo de microrganismos (Leonardi at al
2009).

A complexidade e a variabilidade da
morfologia dos canais radiculares tornam a tarefa
de mante-los livres de microrganismos bastante
complexa. O sistema de canais radiculares é
composto por um canal principal, o qual pode
apresentar varias ramificacbes que variam de
acordo com a posicdo ou caracteristicas do
elemento dentario (Leonardi at al 2009). .

Assim, a agcdo antimicrobiana de cimentos
endodonticos é de extrema importancia, pois visa
eliminar remanescentes microbianos do preparo
biomecénico e da medicacao intracanal.

Neste trabalho, a acé@o antibacteriana do
ECAC foi avaliada por meio de medidas de
densidade Optica. Neste método, o0 aumento da
biomassa (nimero de células) total de uma cultura
bacteriana em crescimento em meio liquido pode
ser monitorado por medidas da densidade Optica
da cultura. Por essa razéo, aliquotas da cultura em
crescimento  foram retiradas em tempos
determinados e mediu-se a absorbancia da cultura
em um comprimento de onda de 570nm. Cada
medida obtida correspondeu a densidade Optica
da cultura em um dado momento do crescimento.
A absorbancia aumenta proporcionalmente ao
aumento do numero de células na populagéo.
Desta forma foi possivel construir graficos
representativos da eficacia das amostras frente ao
crescimento bacteriano.

Os resultados quanto a densidade optica
para os diferentes meios avaliados na auséncia ou
na presenca dos microrganismos Escherichia coli
e Staphylococcus aureus sao apresentados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente.
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FIGURA 1: Densidade 6ptica em 3h de incubacao
dos grupos: controle negativo (auséncia de
crescimento) somente meio BHI e meio+pastilha
de cimento; grupo controle positivo (crescimento
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bacteriano) meio+bactéria; e grupo experimental
meio+pastilha de cimento+bactéria E. coli.

Saphylococcus aureus
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FIGURA 2: Densidade 6ptica em 3h de incubacao
dos grupos: controle negativo (auséncia de
crescimento) somente meio BHI e meio+pastilha
de cimento; grupo controle positivo (crescimento
bacteriano) meio+bactéria; e grupo experimental
meio+pastilha de cimento+bactéria S. aureus.

A Escherichia coli € uma bactéria bacilar
gram-negativa, que, juntamente com 0
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) € a mais
comum e uma das mais antigas bactérias
simbiontes do homem.

E. coli assume a forma de um bacilo e
pertence a familia das Enterobacteriaceae. Sao
aérobias e anaerobias facultativas. Ndo é uma
bactéria comum da cavidade bucal, mas pode
estar presente principalmente em individuos mais
velhos ou clinicamente comprometidos (Leonardi
at al 2009). .

Staphylococcus aureus € uma bactéria
esférica (coccus) que aparece aos pares no
exame microscopico, em cadeias curtas ou em
cachos similares aos da uva ou em grupos. E um
gram-positivo, sendo que algumas cepas
produzem uma toxina protéica altamente termo-
estavel que causa a doenca em humanos. A
toxina € produto da multiplicacdo da bactéria nos
alimentos deixados em temperaturas
inadequadas.

S. aureus também é considerado um
microrganismo incomum em cavidade bucal, mas,
assim como a E. coli, tem sido amplamente usado
em testes de antibiograma. Ambos sé&o
considerados microrganismos controle nestes
testes(Leonardi at al 2009). nos quais é avaliado
a resisténcia/sensibilidade de cepas de bactérias
frente aos antibidticos.

Os resultados mostraram que o cimento
endodbntico avaliado apresentou atividade
antimicrobiana contra a S. aureus. Por outro lado,
favoreceu o crescimento da E. coli.

Por meio das micrografias obtidas por
microscopia eletronica de varredura também foi
possivel observar maior afinidade da E. coli com o
cimento endoddntico, a qual ocupa totalmente a
superficie da amostra, como apresentado nas
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Figuras 3 e 4. Ja, as micrografias obtidas na
presenca da S. aureus mostram que as bactérias
ndo recobrem totalmente a superficie da amostra
(Figura 5 e 6).
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FIGURA 3: Escherichia coli em contato com um
cimento endodbntico a base de aluminato de
calcio (ECAC).
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FIGURA 4: Escherichia coli em contato com um
cimento endodbntico a base de aluminato de
céalcio (ECAC). Maior aumento a fim destacar o
contato da bactéria com a superficie da amostra.
Ao fundo notamos o padrdo de cristalizacdo da
amostra.
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FIGURA 5: Staphylococcus aureus em contato
com um cimento endoddntico a base de aluminato
de calcio (ECAC).

FIGURA 6: Staphylococcus aureus em contato
com um cimento endodontico a base de aluminato
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de calcio (ECAC). Maior aumento a fim destacar
regibes da amostra livres de bactérias.

Conclusbes

O cimento endodbntico a base de aluminato
de calcio (ECAC) mostrou um comportamento
oposto frente as bactérias avaliadas. Apresentou
atividade antimicrobiana contra a S. aureus
reduzindo em aproximadamente 50% o ndmero de
bactérias quando comparado ao meio na auséncia
do cimento. Por outro lado, favoreceu o
crescimento da E. coli, a qual recobriu maior area
da superficie da amostra.
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