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APRESENTACAO

As obras As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente
Volume 1, 2, 3 e 4 abordam os mais diversos assuntos sobre métodos e ferramentas
nas diversas areas das engenharias a fim de melhorar a relagdo do homem com o
meio ambiente e seus recursos.

O Volume 1 esta disposto em 31 capitulos, com assuntos voltados a engenharia
do meio ambiente, apresentando processos de recuperacao e reaproveitamento de
residuos e uma melhor aplicagdo dos recursos disponiveis no ambiente, além do
panorama sobre novos métodos de obtencao limpa da energia.

Ja o Volume 2, esta organizado em 32 capitulos e apresenta uma vertente ligada
ao estudo dos solos e aguas, com estudos de sua melhor utilizagdo, visando uma
menor degradacao do ambiente; com aplicagdes voltadas a construgao civil de baixo
impacto.

O Volume 3 apresenta estudos de materiais para aplicacéo eficiente e econémica
em projetos, bem como o desenvolvimento de projetos mecénico e eletroeletrbnicos
voltados a otimizac&o industrial e a reducéao de impacto ambiental, sendo organizados
na forma de 28 capitulos.

No ultimo Volume, sdo apresentados capitulos com temas referentes a engenharia
de alimentos, e a melhoria em processos e produtos.

Desta forma um compendio de temas e abordagens que facilitam as relacées
entre ensino-aprendizado sdo apresentados, a fim de se levantar dados e propostas
para novas discussdes em relagdo ao ensino nas engenharias, de maneira atual e
com a aplicacao das tecnologias hoje disponiveis.

Boa leitura

Henrique Ajuz Holzmann
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CAPITULO 18

AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE
COMPOSICOES A BASE DE CIMENTO DE
ALUMINATO DE CALCIO FRENTE AOS
MICRORGANISMOS STAPHYLOCOCCUS AUREUS E

Renata Martins Parrreira
Universidade do Vale do Paraiba — Univap

Sao José dos Campos - SP

Talita Luana de Andrade

Universidade do Vale do Paraiba — Univap
Sao José dos Campos - SP

Newton Soares da Silva

Universidade do Vale do Paraiba — Univap
Sao José dos Campos - SP

Cristina Pacheco Soares

Universidade do Vale do Paraiba — Univap
Sao José dos Campos - SP

Victor Carlos Pandolfelli

Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCar
Sao Carlos - SP

Ivone Regina de Oliveira

Universidade do Vale do Paraiba — Univap

Sao José dos Campos - SP

RESUMO: O aluminato de calcio (CAC) tem
sido avaliado por mais de duas décadas
com relacdo as suas propriedades fisicas,
mecanicas e de biocompatibilidade. O sucesso
de um biomaterial também depende da sua
capacidade para evitar a contaminag¢ao durante
a manipulagcdo e inibir o crescimento de
microrganismos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a viabilidade bacteriana apds contato
de diferentes composicdes a base de CAC com

As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente 2

ESCHERICHIA COLI

culturas dos microrganismos Staphylococcus
aureus e Escherichia coli quando comparado
com materiais comerciais usados na odontologia
e ortopedia (MTA, Vidrion, Meron, PMMA). As
composicoes foram preparadas pela adicéo ao
CAC dos seguintes materiais (i) dispersante, (ii)
plastificante e (iii) um dos compostos (alumina,
zirconia, 6xido de zinco, hidroxiapatita, fosfato
tricalcico, quitosana e colageno). Amostras
foram colocadas em triplicata em contato com
as culturas seguido de incubagao por 24 horas.
Apés esse periodo, 150 pL do sobrenadante
foram retirados para leitura de densidade Optica
(570 nm) usadas nos calculos de viabilidade
bacteriana. Menores valores de viabilidade
bacteriana foram obtidos para as diferentes
composicdes de CAC frente a S. aureus. Por
outro lado, as composi¢cdes ndo apresentaram
o mesmo efeito contra E. coli. As amostras
foram retiradas das solugbes e apés tratamento
de fixacdo, secagem e metalizacdo foram
observadas em microscopio eletrénico de
varredura.
PALAVRAS-CHAVE:
viabilidade bacteriana, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

cimento  aluminoso,

EVALUATION OF THE BEHAVIOR OF
CEMENT COMPOSITIONS BASED ON
CALCIUM ALUMINATE AGAINST THE
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MICROORGANISMS STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND ESCHERICHIA COLI

ABSTRACT: Calcium aluminate has been evaluated as the biomaterial for more than
two decades with respect to its physical, mechanical, and biocompatibility properties.
Success of a biomaterial depends on its ability to prevent contamination during handling
and inhibit the growth of microorganisms. The objective of this study was to evaluate
bacterial viability after contact with different CAC based compositions with cultures
of Staphylococcus aureus and Escherichia coli as compared to commercial materials
used in dentistry and orthopedics (Vidrion, Meron, PMMA). The compositions were
prepared by adding the following materials to CAC (i) dispersing agent, (ii) plasticizer,
and (iii) one of the compounds (alumina, zirconia, zinc oxide, hydroxyapatite, tricalcium
phosphate, collagen, and chitosan). Samples (6 mm diameter x 2 mm thick) were
placed in triplicate in contact with the cultures and incubated for 24 hours. After this
period, 150 ulL of the supernatant were taken for 60° Congresso Brasileiro de Ceramica
15 a 18 de maio de 2016, Aguas de Linddia, SP 1766 optical density reading (570
nm) used to calculate bacterial viability. Lower bacterial viability values were obtained
for the different CAC compositions against Staphylococcus aureus. However, the
compositions did not show the same effect against Escherichia coli. Samples were
removed from the solutions, and after the fixing, drying, and plating treatments, were
observed in a scanning electron microscope.

KEYWORDS: aluminous cement, bacterial viability, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

11 INTRODUGCAO

A aplicacao do cimento de aluminato de célcio (CAC) na area da saude iniciouse
no campo odontologico, onde em 1987, Hermansson desenvolveu um processo
guimico com o objetivo de criar um novo restaurador dental mais biocompativel do
gue a amalgama. Durante os anos 90 a Doxa AB finalizou a formulacdo do material
em uma versao comercial do cimento aluminoso chamado de Doxadent®, introduzido
no mercado odontoldégico em 2000 (GRONBERG, 2004). O cimento de aluminato
de calcio comercial € composto principalmente pelas fases CA (CaO.AlLO,) e CA,
(Ca0.2A1,0,) as quais sdo responsaveis pelo seu processo de endurecimento hidraulico
(PARKER et. al., 1982). A dissolucao dessas fases em contato com a agua promove
a liberagéo dos ions Ca*, AI(OH), e OH-, o que promove a saturagéo da solugéo,
seguido pela precipitacdo de hidratos de aluminato de célcio (CaO.Al203.H20) e
hidréxido de aluminio (ALT et. Al., 2003) . Um cimento endodéntico a base de cimento
de aluminato de célcio (ECAC) vem sendo estudado visando preservar e ampliar as
propriedades positivas e aplicacbes clinicas do material mais utilizado atualmente
como um cimento reparador conhecido por MTA (mineral trioxide aggregate). O ECAC
tem mostrado superar as limitacbes do MTA dentre as quais se destacam a baixa
resisténcia mecanica (PANDOLFELLI et. al .,2007), escurecimento do dente ao longo
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do tempo, pega lenta e alto custo (BORTOLUZZI et. al., 2007 & JACOBOVITZ et. al.,
2008). O aluminato de célcio também tem sido estudado como um cimento reparador
em ortopedia (BURGER, 2010). O material de maior destaque nessas aplicacdes
conhecido por PMMA (polimetilmetacrilato) também apresenta limitagdes como rapido
endurecimento e elevada temperatura decorrente da reagao de polimerizagao, exigindo
grande cuidado durante a aplicacdo (OREFICE,2006). A alta velocidade de reacéo
do polimero também pode ocasionar queda da resisténcia mecéanica do material,
associada a ma homogeneizagcao durante o preparo, bem como a incorporagcéo de
ar. Na fixacéo de proteses o cimento atua como homogeneizador e atenuador de
altas tensbes mecanicas, principalmente as de compressao. Falhas deste material
podem ocasionar o deslocamento de proteses conduzindo inevitavelmente a novas
cirurgias (OREFICE,2006 & SAHA 2004). Composicdo de CAC contendo zirconia
também foi desenvolvida especialmente para aplicacdo em estabilizacdo de fraturas
de compressao vertebral, resultando em valores de resisténcia a compresséao similar
ao PMMA, estabilidade apds seis meses em solu¢ao tampao de fosfato e porosidade
de 10-15% (ENGQVIST et. al.,2008). A exemplo da composicao CAC-zircbnia, outros
materiais também vém sendo combinados visando melhorar as suas propriedades
tais como alumina, éxido de zinco, fosfatos de calcio, colageno e quitosana. Algumas
caracteristicas que indicam vantagens da aplicacdo do CAC nas areas da endodontia
e ortopedia sédo: a sua coloragdo branca, o desenvolvimento de pega hidraulica nao
necessitando de campo seco para sua aplicacdo, baixa temperatura durante a pega
e um tempo de reacdo que pode ser controlado pela adicdo de aditivos especificos.
Além disso, os estudos envolvendo o desenvolvimento da composicao do CAC para
endodontia tem resultado em melhor fluidez, melhores condi¢des de trabalhabilidade,
maior resisténcia mecanica e reduzida porosidade, quando comparado ao MTA
(PANDOLFELLI et.al., 2007 & OLIVEIRA et. al.,2010). Entretanto, poucos estudos
tém sido encontrados na literatura sobre outras propriedades do material como a sua
capacidade bactericida. E reconhecido que o sucesso de um material biocompativel
depende da sua capacidade de evitar contaminacéo durante a fase de manipulacao
assim como de inibir o crescimento de microrganismos. A infeccdo por bactéria
comecga com a adesdo da bactéria seguido da colonizacdo das mesmas. Dessa forma,
neste trabalho foram preparadas diferentes composi¢des a partir da mistura de CAC
com diferentes compostos (alumina, zircénia, 6xido de zinco, hidroxiapatita, fosfato
tricalcico, quitosana e colageno), visando avaliar a viabilidade bacteriana em contato
com tais composi¢cées quando comparado com produtos comerciais comumente
usados na odontologia (MTA e ionémeros de vidro) e ortopedia (PMMA).

2 | MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados neste trabalho foram: CACH, produzido pela mistura a
seco de cimento de aluminato de calcio com dispersante poliglicol (Bayer, 0,6%-p) e
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plastificante CaCl,.2H,0 (Labsynth, 2,8%-p) em moinho de bolas durante 1 hora; e
0s compostos: (1) alumina calcinada (CT3000SG, Almatis), (2) zirconia monoclinica
(CC-10, Saint-Gobain), (3) 6xido de zinco (Synth), (4) hidroxiapatita (Sigma-Aldrich
21223), (5) fosfato tricalcico (Cadisa), (6) quitosana (Polymar) e (7) colageno bovino
(tipo I, JBS). Produtos comerciais foram usados como referéncia sendo eles: cimento
ortopédico PMMA (Bio mecanica) e os cimentos odontolégicos, MTA branco (Angelus),
iondmero de vidro para base e forracao (Vidrion F, SS White) e ion6mero de vidro para
cimentacao e restauracéo (Meron, Voco). Os compostos foram adicionados ao CACH
em teores 4%-p, seguido de homogeneizacao. As misturas foram usadas na preparacao
das amostras (6 mm de didmetro x 2 mm de altura) com suspensdes aquosas de
80%-p de soélidos. Apenas para colageno e quitosana foi adicionado 1%-p e utilizado
suspensodes com 76 e 80%-p de sélidos. Os produtos comerciais foram preparados
seguindo recomendacdes dos fabricantes. O MTA foi preparado usando agua (76%-p
de sélidos), para Meron e Vidrion foi adicionado p6 ao liquido numa razéo 1:1 enquanto
para o PMMA foi misturado liquido ao p6 numa razao 2:1. As amostras, com exce¢ao
de Meron, Vidrion e PMMA os quais apresentam cura imediata, foram colocadas em
estufa a 37 °C em ambiente saturado durante 48 horas. Apés a cura, as amostras foram
esterilizadas a seco em estufa a 110 °C por 24 horas, seguido de tratamento em fluxo
(UV) durante 20 minutos e usadas nos ensaios bactericidas. Foram utilizadas duas
cepas bacterianas padrdo da linhagem: (1) Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Gram-positiva e (2) Escherichia coli (ATCC 25922) Gram-negativa. Inicialmente foram
preparadas as solucdes de meio de cultura e de solugdes bacteriana. Para o preparo
de 100 mL de solucédo de meio de cultura Luria Broth (LB, Sigma) foram diluidos
3,7 gramas de meio LB em 100 mL de agua destilada seguido de agitacédo usando
agitador magnético até que formasse uma mistura homogénea. Posteriormente, a
solucédo foi autoclavada (121°C, 15 minutos) para esterilizacdo e estocada em uma
garrafa de vidro a 37°C. Para o preparo das solugdes bacterianas foram utilizados 7
ML de uma solugao bacteriana (cultura estoque) e 6 mL de meio de cultura LB estéril e
armazenados em tubos de vidro 18x18 mm (Pyrex®). As solucbes bacterianas foram
incubadas em estufa (Fanem®) a 37 °C por um periodo de 24 horas. Para avaliacédo da
acao bactericida, utilizou-se uma placa de 24 pocos adicionando-se a cada pog¢o 200
UL de meio LB e 5uL de solugcéo bacteriana (~10° unidades formadoras de colénias/
ml) seguido de tempo de incubacédo de 3 horas respeitando-se a taxa de crescimento
exponencial, também chamada de fase log do crescimento bacteriano. Em seguida as
amostras foram colocadas nos pocos em triplicata, seguido de incubacgao pelo periodo
de 24 h a 37 °C. Pocgos contendo meio e cultura bacteriana ou apenas meio LB estéril
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. Apds o periodo
de incubacao uma aliquota de 150 pL do sobrenadante de cada poco foi retirada e
levada para leitura utilizando o espectrofotémetro SpectraCount® (Packard) com um
filtro de 570 nm. Dessa forma, medidas de densidade Optica das amostras (DO) foram
analisadas. Apdés interacao das culturas bacterianas com as amostras, estas também

As Engenharias frente a Sociedade, a Economia e o Meio Ambiente 2 Capitulo 18




foram fixadas em solucéo contendo paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% e PBS
por 2 horas e lavadas duas vezes com PBS. Apés este periodo, as amostras foram
desidratadas em solucéo crescente de acetona (50 - 70 - 90 - 100%) com intervalo
de 10 minutos, sendo a ultima de 30 minutos. Para as amostras comerciais (Meron,
Vidrion F e PMMA) utilizou-se apenas acetona 50% por 10 minutos. Apés este periodo,
as amostras foram secas em solugdo de HMDS (hexamethyldisilazane - Sigma-Aldrich
Inc.) e metalizadas em um equipamento Emitech K550X. As analises foram realizadas
em microscépio eletrdnico de varredura Zeiss EVOMA10.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de densidade Optica para as amostras em contato com os
microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli sdo apresentados na Figura
1.
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Figura 1. Densidade Optica para as amostras frente aos microrganismos Staphylococcus aureus
e Escherichia coli.

O aumento da biomassa (numero de células) total de uma cultura bacteriana
pode ser monitorado por medidas da densidade O6ptica. A absorbancia aumenta
proporcionalmente ao aumento do numero de células na populacdo. Desta forma pode-
se observar na Figura acima que as amostras estudadas apresentaram efeito superior
quando na presenca de Staphylococcus aureus quando comparado a Escherichia coli.
As composicbes quando em contato com o microrganismo Staphylococcus aureus
apresentaram absorbancias inferiores aos da cultura o que mostra uma diminuicao da
biomassa, com excecéo para o colageno. Este aumento da biomassa nas amostras
de colageno pode estar relacionado ao fato do microrganimo S. aureus ser capaz de
expressar numerosas proteinas de superficie, denominadas adesinas, que permitem
a adesdo aos componentes do colageno (SANTOS et. al., 2007). Em relacdo aos
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materiais comerciais usados como referéncias, todos apresentaram resultados
de absorbancia abaixo do valor da cultura, principalmente o MTA. O efeito do MTA
ja foi relatado na literatura (LIU et. al., 2009), sendo correlacionado aos niveis de
alcalinizagédo do meio em contato com o material. Em relagdo as amostras avaliadas,
CACH-06xido de zinco apresentou resultado semelhante ao MTA. Particulas de 6xido
de zinco vém sendo adicionadas aos biomateriais por apresentarem um efetivo
controle a varios microrganismos e ter a capacidade de mudar os componentes da
membrana celular da bactéria e distorcéla levando a perda do componente intracelular
e consequentemente a morte (LIU et. al., 2009). Esta reducéao é de estrema importancia
uma vez que o Staphylococcus aureus (Gram-positiva) € a mais comum e uma das
mais antigas bactérias simbiontes do homem, sendo uma bactéria esférica (coccus)
que aparece aos pares no exame microscopico, em cadeias curtas ou em cachos
similares aos da uva ou em grupos. Sendo que algumas cepas produzem uma toxina
proteica altamente termoestavel que causa doenca em humanos. A Escherichia coli
€ uma bactéria bacilar gram-negativa, que assume a forma de um bacilo e pertence
a familia das Enterobacteriaceae. Sao aérobias e anaerobias facultativas. Nao é
uma bactéria comum da cavidade bucal, mas pode estar presente principalmente
em individuos mais velhos ou clinicamente comprometidos. Esses microrganismos
tém sido amplamente usados em testes de antibiograma. Ambos sdo considerados
microrganismos controle nestes testes nos quais é avaliado a resisténcia/sensibilidade
de cepas de bactérias frente aos antibidticos. Para a Escherichia coli, as amostras
gue apresentaram valores de absorbancia significativamente inferiores ao da cultura
foram o CACH puro e com a adicao de zircénia. A adicao de zircdnia vem sendo
estudada pela sua capacidade de inibir o nivel de colonizagdo bacteriana em sua
superficie como ja relatado na literatura (MANICONE,2007). Por outro lado, para as
amostras CACH-alumina e CACH-quitosana foram obtidos valores muito altos de
absorbéncia. Entretanto, estudo relata efeito positivo da alumina contra microrganismo
gram negativos, quando particulas nanométricas sao usadas (MUKHERJEE, 2011). A
quitosana apresenta mecanismo de agao diferente entre as bactérias gram positivas e
gram negativas. A presenca de quitosana na membrana das bactérias gram positivas
(S. aureus) € enfraquecida ou até mesmo fragmentada, enquanto nas gram negativas
(E.coli) o citoplasma é concentrado e o intersticio da célula é ampliado (LIFENG et. Al.,
2004). A atividade antimicrobiana da quitosana nao tem um mecanismo de acao exato
pois varia dependendo de diferentes fatores podendo ser intrinsecos e extrinsecos
(TAVARIA et. al, 2013). Outros trabalhos relatados na literatura também tem verificado
atividade antimicrobiana do cimento de aluminato de calcio frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus (SILVA et. al., 2014), Streptococcus mutans (UNOSSON
et.al.,2012) e Escherichia coli (PIRES-DE-SOUZA et.al.,2013) correlacionando seu
efeito ao aumento do pH do meio. As analises realizadas em microscopio eletrdnico
de varredura sdo apresentadas nas Figuras 2 e 3.
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Vidrion F

Figura 2: Microscopias eletrénicas de varredura das amostras na presenca de Staphylococcus
aureus

Figura 3: Microscopias eletrénicas de varredura das amostras na presenca de Escherichia coli.

Pode-se observar na Figura 2 que as micrografias de CACH-ZnO e MTA
apresentam uma menor adesdo de microrganismos quando comparado com as
amostras de Vidrion F e PMMA. Na Figura 3 as micrografias de CACH e CACzircbnia
também apresentam uma menor adesao quando comparado aos materiais comerciais.
Nota-se nos materiais comerciais (MTA e PMMA) que o microrganismo esta por toda
a amostra apresentando sua forma perfeita de bastonetes.
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41 CONCLUSAO

Ocimentoabasede aluminatode calcio (CACH) apresentaatividade antimicrobiana
contra S. aureus e E. coli. Para o microrganismo S.aureus, a composicao CACH-ZnO
apresenta valores de densidade Optica semelhantes ao material de maior destaque na
odontologia (MTA). Para a Escherichia coli as composi¢des estudadas assim como 0s
materiais comerciais avaliados n&o apresentam o mesmo efeito quando comparado a
S. aureus.
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