AVALIACAO DO PH, LIBERACAO

DE iONS CALCIO E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DO CIMENTO
PORTLAND ASSOCIADO A BAMBUSA
TEXTILIS EM DIFERENTES PROPORCOES

Analysis of pH, calcium ion release and
antibacterial activity of Portland cement associated
to Bambusa textilis in different proportion

Natdlia Villas B6as Weckwerth DDs!

Paulo Henrique Weckwerth phD'

Marco Antonio Hungaro Duarte phD?

Francine Cesario MSc?

Melissa Esther Rivera-Pefia DDs?

Fernando Toze Neves’

: -

'Centro de Ciéncias da ME?FCO Ant(_)n l'O Pereira

Saude, Universidade Sagrado Rodrigo Ricci Vivan phD?
Coracao, USC, Bauru, Sao
Paulo, Brasil.

?Departamento de Dentisti-

ca, Endodontia e Materiais
Odontoldgicos, Faculdade de WECKWERTH, Natalia et al. Avaliacdo do pH, libera¢do de ions
Odontologia de Bauru, USP, calcio ¢ atividade antimicrobiana do cimento Portland associado a
Bauru, Sao Faulo, Brasil. Bambusa textilis em diferentes propor¢des. SALUSVITA, Bauru, v.

3Professor do Curso de 36, n. 2, p. 365-379, 2017.

Farmdcia, Universidade Sa-
grado Coragao, USC, Bauru,
Sao Paulo, Brasil.

“Professor Doutor do Curso RESUMO

de Engenharia e Arquitetura

UNESP - Bauru Introdu¢iio: ha uma busca incessante por agentes fitoterapicos

na medicina e odontologia. Dentro da endodontia, busca-se uma
Recebido em: 16/03/2016 substancia que potencialize os efeitos biologicos e antimicrobianos
Aceito em: 24/04/2017 do hidroxido de calcio como curativo de demora. Nao ha na litera-

365



tura relatos sobre a associacao do cimento Portland com a Bambusa
textilis, uma planta nativa da China, onde ¢ usada na elaboracdo de
medicamentos, pois se trata de uma fonte importante de resinas, sen-
do, portanto utilizadas por seu poder anti-inflamatdrio, anticatarral,
anticonvulsivante e antitérmico. Sabendo da semelhanc¢a do cimento
Portland com o MTA, e que esse ultimo apresenta bons resultados
fisico-quimicos, surge a diivida da possibilidade da associagdo, com
a finalidade de melhorar as atividades antimicrobianas, ¢ a interfe-
réncia na liberacao de ions cdlcio e hidroxila. Objetivo: avaliar o pH,
liberagao de ions calcio e atividade antimicrobiana do cimento Por-
tland associado a Bambusa textilis em diferentes propor¢des. Meto-
dologia: os cimentos experimentais foram 3 g Cimento Portland +
1,2 ml de Bambusa textilis (G1); 3 g Cimento Portland + 0,6 ml de
agua + 0,6 de Bambusa textilis (G2); 3 g Cimento Portland + 0,9 ml
agua + 0,3 ml de Bambusa textilis (G3); 3 g Cimento Portland puro
(controle) + 1,2 ml agua (G4); Bambusa textilis (controle): 20 micro-
litros por pocgo. Para os testes de pH e liberacao de ions calcio foram
utilizados tubos de polietileno, os quais foram preenchidos com os
cimentos e imersos em frascos contendo dgua deionizada. As men-
suracdes foram por meio de um peagdmetro e espectrofotdmetro de
absorcao atdmica. Para a analise da atividade antimicrobiana, foi uti-
lizada a técnica de difusdo radial com cepa de Enterococcus faecalis.
Os halos de inibi¢ao foram mensurados com auxilio de um paquime-
tro digital. A andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA para
comparacgao global, e teste de Tukey para comparagdes individuais,
com significancia de 5%. Resultados: os valores de pH se mostra-
ram proximos ao neutro para todos os grupos em todos os periodos
experimentais. Houve liberag@o de ions calcio e ocorreu em todos os
grupos e em todos os periodos experimentais. Em relacdo a ativida-
de antimicrobiana, nenhuma das propor¢des apresentou atividade.
Conclusao: a associacdo da Bambusa textilis ao cimento Portland
manteve seu pH e liberacdo de ions célcio, mas ndo potencializou sua
atividade antimicrobiana frente ao E. faecalis.

Palavras-chave: Cimento Portland. pH. Liberacdo de ions calcio.
Atividade antimicrobiana.

ABSTRACT

Introduction: there is a search for phytotherapeutic agents in
medicine and dentistry. Within endodontics, a substance that
potentiates the biological and antimicrobial effects of calcium
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hydroxide as a delay dressing is sought. There are no reports in the
literature about the association of Portland cement with Bambusa
textilis, a plant native to China, where it is used in the manufacture
of medicines, since it is an important source of resins and is
therefore used for its anti-inflammatory power, anticonvulsive and
antipyretic. Knowing the similarity of the Portland cement with the
MTA, and that the latter presents good physicochemical results, the
possibility of the association arises, with the purpose of improving
the antimicrobial activities, and the interference in the release of
calcium and hydroxyl ions. Aim: to analyze the pH, calcium ion
release and antibacterial activity of Portland cement associated to
Bambusa textilis in different proportions. Methods: the experimental
cements’ proportions were: 3 g of Portland cement + 1.2 ml of
Bambusa textilis (Gl); 3 g of Portland cement + 0.6 ml of water
+ 0.6 of Bambusa textilis (G2); 3 g of Portland cement + 0.9 ml of
water + 0.3 ml of Bambusa textilis (G3); 3 g of pure Portland cement
(control group) + 1.2 ml of water (G4); Bambusa textilis (control
group): 20 uL per well. Polyethylene tubes filled with the cements
and immersed in deionized water were employed. Calcium ion
release was analyzed using an atomic absorption spectrophotometer
and the change in pH was determined through a pH meter. For the
analysis of antibacterial activity, a digital radial diffusion assay with
a Enterococcus faecalis strain was utilized. Statistical analysis was
performed using ANOVA and Tukey’s tests. The level of significance
was set at P = 0.05. Results: pH values were close to neutral for all
of the experimental groups in all periods evaluated. Calcium ion
release was observed in all experimental groups and evaluation
periods. Regarding the antibacterial activity, this property could not
be detected in any of the proportions used in this study. Conclusions:
the association of Bambusa textilis to Portland cement, preserved its
pH values and its calcium ion release property. Nevertheless, it did
not improve its antibacterial activity against E. faecalis strains.

Keywords: Portland cement. pH. Calcium ion release. Antibacterial
activity.

INTRODUCAO

O MTA (Agregado de Trioxido Mineral) ¢ um material que vem
sendo amplamente indicado para resolucdo de acidentes e compli-
cagoes endoddnticas (LEONARDO, 2005, LOPES ¢ SIQUEIRA
Jr., 2010). O cimento Portland ¢ semelhante ao MTA possuindo os
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mesmos elementos quimicos exceto o 6xido de bismuto (WUCHER-
PFENNING e GREEN, 1999).

VIVAN et al. (2010) avaliaram, dentre outras propriedades, o pH,
liberagao de ions calcio e solubilidade de diferentes materiais retro-
bturadores. Verificaram que o cimento Portland acrescido de 20%
de oxido de bismuto e 5% de sulfato de calcio apresentaram altos
valores de pH e liberagdo de ions célcio nos periodos iniciais, dimi-
nuindo nos periodos finais.

O E. faecalis ¢ um coco Gram positivo presente principalmen-
te em casos de insucesso endodontico que tem mostrado elevada
resisténcia ao Ca(OH)2 (SUNDQVIST et al., 1998; ROCAS et al.,
2004). Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados
(KAYAOGLU e ORSTAVIK, 2004). EVANS et al. (2002), veri-
ficaram que a resisténcia desse microrganismo ao Ca(OH)2 estd
relacionada a uma bomba de proton. Diante da resisténcia do E. fa-
ecalis ao MTA e cimento Portland, tem sido proposta a associagao
de diferentes substancias, para potencializar a agdo antimicrobiana
frente a esse microrganismo.

Ha uma busca incessante por agentes fitoterapicos na medicina
e odontologia. Dentro da endodontia, busca-se uma substancia que
potencialize os efeitos bioldgicos e antimicrobianos do hidroxido de
calcio como curativo de demora. Outras plantas ja foram testadas,
como a Artium lappa (GENTIL et al., 2006), Pothomorphe umbella-
ta (GARCIA et al., 2011; MARQUES et al., 2011) e a Casearia syl-
vestris SwW (WECKWERTH et al., 2008; DUARTE et al., 2009). A
espécie vegetal Bambusa textilis é nativo da China e caracteriza-se
por ser um bambu de médio porte, com colmos que crescem acima
de 15 metros de altura, eretos e desprovidos de ramificagdes, com
diametro que varia de 3 a 5 cm, e folhas lanceoladas. As folhas po-
dem ser observadas como pequenas e delicadas, porém sdo capazes
de resistir a a¢do do tempo. Existe ainda pouca informacao sobre flo-
rescéncia e frutificacdo de tal espécie. No pais o vegetal ¢ empregado
como planta ornamental e utensilios de cozinha (DRANSFIELD et
al., 1994) e também na elabora¢do de medicamentos, pois se trata de
uma fonte importante de resinas, sendo, portanto utilizadas por seu
poder anti-inflamatdrio, anticatarral, anticonvulsivante e antitérmi-
co. As fibras da planta sdo consideradas fortes e flexiveis, sendo esta
planta utilizada para fins de tecelagem. O vegetal descrito possui ain-
da oito variedades, Albostriata, Ando, Glabra, Gracilis, Kanapaha,
Maculata, Mutabilis e Scranton (CIARAMELLO e AZZINI, 1971,
LIESE, 1992; DHARMANANDA, 2004; MEREDITH, 2009). Nao
ha na literatura relatos sobre a associacdo do cimento Portland com a
Bambusa textilis. Sabendo da semelhanga do cimento Portland com
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0 MTA, e que esse ultimo apresenta bons resultados fisico-quimicos,
surge a davida da possibilidade da associa¢do, com a finalidade de
melhorar as atividades antimicrobianas, e a interferéncia na libera-
¢ao de ions calcio e hidroxila.

Sabe-se, também, que as respostas bioldgicas de um material es-
tdo na dependéncia de algumas de suas propriedades fisico-quimi-
cas. Uma vez que o material apresente um pH compativel com o
organismo, liberagao de ions célcio e hidroxila, solubilidade e tempo
de presa satisfatorios, e um bom selamento marginal, esse material
apresentara boas propriedades bioldgicas. Diante disso, torna-se ne-
cessario a realizacdo de testes fisico-quimicos para esclarecer e cor-
roborar com os resultados biologicos descritos na literatura.

MATERIAL E METODO

Anadlise do pH e liberacao de ions calcio

Foram utilizados tubos de polietileno com 10 mm de comprimento
e 1 mm de diametro. Os cimentos foram inseridos no interior das ca-
vidades com o completo preenchimento. Foram preparados 10 (dez)
espécimes para cada grupo. Apos o preenchimento, os espécimes
foram imediatamente imersos em frascos de vidro contendo 15 mL
de 4gua deionizada, que foram vedados e levados a estufa a 37°C,
onde permaneceram durante cada periodo experimental. Para evitar
qualquer tipo de interferéncia nos resultados, toda a vidraria foi pre-
viamente tratada com acido nitrico. As avalia¢des foram realizadas
nos periodos de 3 horas, 24 horas, 72 horas e 168 horas (7 dias) onde,
a cada periodo, os espécimes foram cuidadosamente retirados dos
frascos e imersos em um novo tubo com o mesmo volume de agua.

Determinacao do pH

A determinagdo do pH foi realizada por meio de um peagametro
previamente calibrado com solug¢des de pHs conhecidos (4, 7 e 14).
O vidro, ap6s a remocao do espécime, foi levado a um agitador onde
permaneceu por 5 segundos. Apds a agitagdo, o liquido foi vertido
em um Becker e, entdo, colocado em contato com o eletrodo do equi-
pamento. A afericdo do pH foi efetuada com a sala em temperatura
de 25°C. A 4gua deionizada foi empregada como controle sendo me-
dido seu pH em todos os periodos de andlise.



Determinacao da liberacao de ions calcio

Para monitoragdo dos ions cdlcio foi empregado um espectrofoto-
metro de absor¢do atdmica, equipado com uma lampada de catodo
oco especifica para o célcio. As condi¢cdes de operacdo foram: cor-
rente da lampada: 3 mili-amperes; combustivel: acetileno; suporte:
oxigénio; estequiometria: redutor. Para o comprimento da onda e
fenda foram efetuados testes pilotos para a determinag@o correta.
Para prevenir possiveis interferéncias de metais alcalinos, foi prepa-
rada uma solugdo de lantanio, diluindo-se 9,8 g de cloreto de lanta-
nio em 250 mL de solucdo 4cida. Uma solucdo estoque de calcio foi
preparada diluindo-se 2,4972 g de carbonato de calcio em 50mL de
agua deionizada. A essa solucdo foi adicionada, gota a gota, 10mL
de 4cido cloridrico concentrado. Posteriormente foi diluida em 1000
mL de dgua deionizada. Apds o preparo, ImL deste preparado cor-
respondia a Img de calcio. Com esta solucdo, foram preparadas a
solugdes padrdes de célcio, sendo elas: 20 mg/L, 10 mg/L, Smg/L,
2.5 mg/L, 1.25 mg/L. Na leitura os 8mL dos padrdes ou da dgua das
amostras foram associadas a 2mL da solucao de cloreto de lanta-
nio. Para o branco, 6 mL de 4gua deionizada foi associada a mesma
quantidade (2mL) de solucdo de cloreto de lantanio. Com os padrdes,
o branco e as amostras preparadas, foi efetuada a leitura no espec-
trofotometro de absor¢do atomica. Para levar o aparelho a zero de
absorbancia, foi empregada a solucdo de 4cido nitrico. Os calculos
da liberagdo foram efetuados por meio da equacdo da reta da curva
padrdo. A leitura da liberagao de ions calcio foi efetuada nos mesmos
periodos utilizados para a leitura do pH.

Avaliacao da atividade antimicrobiana pelo método
da difusao radial

Para o desenvolvimento desta metodologia, foram avaliadas 21
estirpes de Enterococcus faecalis, sendo 20 linhagens de campo e
1 linhagem ATCC (American Type Culture Collection) 29212, per-
tencentes a bacterioteca do laboratério de Microbiologia da Univer-
sidade do Sagrado Coracdo — USC, sendo as linhagens de campo,
previamente recuperadas por cultura bacteriologica de amostras
da cavidade oral de pacientes atendidos no servico de Endodontia
da Clinica de Odontologia da USC — Bauru — SP. Todas as estirpes
encontravam-se congeladas a — 20°C e foram isoladas em meio M-
-Enterococcus agar (Difco®) e identificadas conforme fluxograma
de identificagdo segundo Koneman et al., 2001. As estirpes foram
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ativadas em placas de M-Enterococcus agar (Difco®) que foram in-
cubadas em estufa bacteriologica a 36°C por 18-24 horas. A partir
das placas, colonias foram repicadas para o caldo BHI (Ox0id®) até
turvagao total do meio. Para se avaliar a sensibilidade bacteriana aos
cimentos estudados, foi utilizada a técnica de difusao radial da subs-
tancia sobre a superficie de placas de Mueller-Hinton agar. As estir-
pes foram retiradas da bacterioteca e ativadas sobre a superficie de
placas de Brucella agar suplementado com 5% de sangue de carneiro
incubadas a 36°C por 24 horas. A partir dessas placas, cinco colonias
foram transferidas para um tubo contendo SmL de caldo BHI que foi
incubado a 36°C “overnight”. A partir do crescimento, foi preparado
em salina estéril o ajuste para a densidade otica do padrao de turbi-
dez da escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 Unidades Formadoras de
Colonias mL-1). Placas de Petri de 100 x 10 mm previamente pre-
paradas com Mueller-Hinton agar (Merck®) na espessura de 6 mm
foram escavadas em pocos com 5 mm de didmetro por 3 mm de pro-
fundidade. Uma vez ajustada a densidade do inoculo, a semeadura
foi feita através de zaragatoa de algodao estéril na superficie das pla-
cas, tomando-se o cuidado de ndo semear o interior das escavagoes.
As placas foram colocadas em estufa por 30 minutos para secagem
da superficie do meio de cultura antes da colocacdo dos cimentos.
Os materiais foram proporcionados e apos a espatulacdo, os pogos
foram preenchidos com os cimentos através de seringas tipo Luer-
-Look sendo as placas deixadas duas horas em temperatura ambiente
para pré-incubagdo. Apds, foram incubadas em estufa bacteriologica
a 36°C, sob condi¢des atmosféricas adequadas por 24 horas. Os halos
de inibi¢do foram mensurados com auxilio de um paquimetro digi-
tal, sob intensa luminosidade.

RESULTADOS

Com relacdo a atividade antimicrobiana frente ao Enterococ-
cus faecalis, nenhum dos grupos apresentou efetividade em 24 ou
48 horas.



Tabela 1 - Composi¢ao quimica geral do cimento Portland e seu fa-

bricante
Cimento Composicao Fabricante
Silicato tricalcico; silicato dicalcico;
Cimento aluminato tricalcico; ferroaluminato L
- PR Votorantim Cimentos,
Portland tetracalcico; sulfato de calcio dihi- ~ .
L. . Sao Paulo, Brasil.
Branco dratado; 6xidos alcalinos; outros con-

stituintes.

Os resultados do pH revelaram valores semelhantes entre todos os
grupos experimentais em todos os periodos, conforme apresentado

na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de pH obtidos nos grupos experimentais em todas

as variaveis de tempo

pH/horas 3h 24 h 72h 168 h
Grupo | 7,47 7,42 7,51 7,57
Grupo Il 7,77 7,75 7,68 7,61

Grupo Ill 7,77 7,75 7,76 7,64
Grupo IV 7,84 7,93 7,86 7,66

GrupoV - - - -

Os resultados de liberagao de ions calcio mostraram que a libera-
¢do ocorreu em todos os grupos e em todos os periodos experimen-

tais, conforme apresentado na tabela 3.

Tabela 3 - Valores de liberagao de ions calcio em mg/mL obtidos nos
grupos experimentais em todas as variaveis de tempo

hzl;lés 3 Horas 24 Horas 72 Horas 168 Horas
Grupo | 15,73 36,19 12,29 9,53
Grupo Il 15,55 6,98 6,20 8,20
Grupo lll 3,95 7,78 11,57 7,22
Grupo IV 4,11 24,90 2,44 7,37
GrupoV - - - -
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DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o pH, liberacdo de
ions célcio e atividade antimicrobiana do cimento Portland asso-
ciado a Bambusa textilis em diferentes propor¢des. Quanto ao pH,
a metodologia empregada, neste estudo, consistiu da imersao dos
materiais em solucdo (dgua deionizada), porém, acondicionados
em tubos de polietileno e, em fungao dos periodos, determinar
o valor do pH por meio de um peagametro, realizando-se a cada
periodo a imersao dos corpos de prova sempre em recipientes com
solucdo nova (DUARTE et al., 2004; SANTOS et al., 2005). A
utilizacdo deste equipamento ¢ o método mais difundindo na lite-
ratura (DUARTE et al., 2004; SANTOS et al., 2005; ANTHONY
¢ GORDON, 1982; GORDON ¢ ALEXANDER, 1986; TORABI-
NEJAD et al., 1995; BRANDAO, 1999; DEAL et al., 2002; DU-
ARTE et al., 2003; FERREIRA et al., 2005; CHNG et al., 2005;
ISLAM et al., 2006).

Além do pH, outro teste foi realizado, a capacidade de libe-
ragdo de ions calcio por parte dos cimentos avaliados. Esta libe-
racdo foi determinada em fung¢ao da concentragdo de ions calcio
presente nas solugdes onde os corpos de prova permaneceram
imersos por diferentes periodos de tempo (DUARTE et al., 2004;
SANTOS et al., 2005; BRANDAO, 1999; DUARTE et al., 2003;
TAGGER et al., 1988; TAMBURIE et al., 1993; DUARTE et al.,
2000; FERREIRA et al., 2004; LOHBAUER et al., 2005; BOZE-
MAN et al., 2006).

O método de avaliacao da atividade antimicrobiana foi o de difu-
sdo radial dos materiais em agar. Este recurso ¢ utilizado na litera-
tura, como um dos testes iniciais para verificar a atividade antimi-
crobiana dos materiais sobre determinados microrganismos (MIYA-
GAK et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006; ESTRELA et al., 2000).
O espécie E. faecalis esta frequentemente relacionados a fracassos
endodonticos e € utilizada como parametro para comparagdo de ma-
teriais (MIYAGAK et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006; ESTRELA et
al., 2000; ESTRELA et al., 2011).

Quanto ao pH (potencial hidrogenidnico), ou seja, a capaci-
dade de um material liberar ions hidroxila, pode-se verificar que
todos os materiais apresentaram capacidade alcalinizadora. TO-
RABINEJAD et al., em 1995, encontraram valores de pH para o
ProRoot MTA cinza, as 3 horas, da ordem de 12,5, porém, esses
valores foram encontrados ap6s a imersdo direta do cimento na
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solugdo, fato que, como comentado no topico anterior, pode alte-
rar sobremaneira os valores e ndo representa as condi¢gdes clini-
cas as quais os materiais sdo expostos. OQutros autores como Deal
et al., em 2002, Chng et al., em 2005 ¢ Islam et al., em 2006,
também encontraram valores de pH bem mais elevados do que os
encontrados neste estudo, contudo, esses autores determinaram o
pH por meio de micro-eletrodos no interior da massa do cimento
durante seu endurecimento.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os en-
contrados por outros autores (DUARTE et al., 2004; SANTOS et al.,
2005; VASCONCELOS, 2006), que, utilizando metodologia seme-
lhante, obtiveram picos de pH proximos a 9,5, sempre encontrados
até as primeiras 24 horas de imersao. Duarte ef al., em 2004, compa-
raram, sob as mesmas condigdes € nos mesmos periodos avaliados
neste experimento, os cimentos ProRoot MTA cinza e MTA-Ange-
lus cinza, encontrando, em todas as avaliacdes, valores de pH do
segundo material sempre superiores aos do primeiro, fato também
observado no presente estudo. Santo et al., em 2005, compararam,
desta feita, os cimentos MTA-Angelus cinza e 0 MTA-experimental,
encontrando semelhanca estatistica entre os dois materiais em to-
dos os periodos, resultado que também foi encontrado neste estudo,
excetuando-se o periodo de 72 horas de imersdo onde 0 MTA-expe-
rimental apresentou valores, consideravelmente, mais baixos que o
MTA-Angelus cinza.

Com relagdo a atividade antimicrobiana, o cimento Portland, nao
apresentou efetividade frente as bactérias testadas pelo método de
difusdo radial. Estes achados do cimento Portland puro corroboram
com os achados de outros autores'(AL-NAZHAN e AL-JUDAI,
2003) que observaram somente acdo antiflingica por parte do MTA,
que consiste em um material em que o principal componente ¢ o
cimento Portland. Ja Estrela et al., em 2000, discordando destes au-
tores, nao observaram efetividade do cimento Portland e MTA frente
a Candida albicans. Deve ser ressaltado que no trabalho citado foi
empregado o cimento Portland cinza e no presente trabalho foi em-
pregado o branco, que apresenta diferenga de alguns componentes,
como a quantidade de oxido de ferro e aluminato, que pode interferir
na acdo. Resultados semelhantes frente ao Staphylococcus aureus e
Enterococccus faecalis foram observados em outro estudo analisan-
do o MTA (TORABINEJAD et al., 1995) e MTA e cimento Portland
(ESTRELA et al., 2000).
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CONCLUSAO

A associacao da Bambusa textilis com cimento Portland nao in-
fluenciou na liberacao de ions calcio; A associacao da Bambusa tex-
tilis com cimento Portland ndo influenciou na liberacao de ions hi-
droxila; A associacao da Bambusa textilis com cimento Portland nao
potencializou a atividade antimicrobiana do cimento.
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