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1. INTRODUCAO

A cérie dentéaria é a doenca infecciosa odontol6gica mais comum no mundo.
A remocéo excessiva do tecido cariado ou em casos severos de carie, expondo a
polpa dentéria, € indicativo de capeamento pulpar, procedimento com o objetivo de
proteger a polpa dentéria e permitir sua recuperacdo (GARG; GARG, 2010). O
surgimento de infec¢cdes decorrentes ao procedimento de reparo ou por conta da
natureza complexa da microbiota oral combinada com as inUmeras mudancas de
concentracfes das varias substancias presentes na saliva e em alimentos podem
dificultar a regeneracgéao tecidual, principalmente dos odontoblastos e recuperacao
do paciente (HIRAYMA et al., 2013).

Os materiais mais utilizados para o capeamento pulpar sdo o Hidréxido de
Célcio (Ca(OH)z2) e o Agregado Trioxido Mineral (MTA), sendo que ambos séo
aplicados sobre a superficie da polpa dentaria visando a formacdo de uma ponte
de dentina, porém apresentam algumas limitacdes, como alto custo, dificil
aplicacé@o e grande solubilidade em agua (HIRAYMA et al., 2013). Nesse cenario,
surge a necessidade de desenvolver novos materiais com caracteristicas bioativas
que favorecam a regeneracdo e manutencdo da vitalidade pulpar, o controle de
infeccbes e de inflamacdes (FUKS, 2008). Neste estudo, é avaliado apenas o
potencial antimicrobiano de um novo biomaterial para capeamento pulpar.

A Celulose Bacteriana (BC) é um biopolimero produzido por bactérias e
apresenta alto grau de pureza e de cristalinidade, boas propriedades quimicas,
fisicas e biocompatibilidade (BLANCO PARTE et al., 2020). A BC tém sido alvo de
pesquisas devido ao seu potencial para aplicacbes biomédicas, podendo ser
funcionalizada com medicamentos e outras particulas (LIU et al., 2022). O CaCOs
€ um dos biominerais mais abundantes na natureza, é insolivel em &agua,
biocompativel e pode ser usado como material 0Osseo, promover a
biomineralizagdo, e ser utilizado como sistema de liberagcdo de farmacos
possibilitando seu uso na restauracao e regeneracdo do complexo dentino-pulpar
(SARASWATI et al., 2023). O Otosporin®, apresenta em sua composi¢cao dois
antibacterianos — neomicina e polimixina B, ambos eficazes contra bactérias do tipo
Gram-negativo — e um anti-inflamatorio — hidrocortisona — € indicada para
inflamacgdes e infeccbes no ouvido (FARMOQUIMICA S.A., 2004) comumente
utilizado em endodontias em pulpectomias de polpa inflamada.

Logo, este trabalho busca desenvolver uma membrana de celulose
bacteriana (MBC) funcionalizada com Carbonato de Calcio (CaCOs) e o
medicamento Otosporin®, que tenha propriedades de regeneracao tecidual e agéo
antibacteriana.
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2. METODOLOGIA

O in6culo de Gluconacetobacter hansenii (ATCC 23769) foi reativado a partir
de uma aliquota armazenada a -80°C em glicerol (20%) em 4mL de manitol, depois
100mL da solucéo foram plaqueados em meio manitol e incubado por 7 dias a 26°C
(CESCA, 2016). Apoés este periodo, o inoculo foi suspendido em meio manitol
utilizando uma mistura de 90% em volume do meio Manitol e 10% do novo in6culo
(em volume) e essa mistura foi levada as placas de 96 pocos.

Apds o preenchimento de todos os pogos (200ul/pocgo), as placas foram
incubadas por 7 dias a 26°C. Apés esse periodo, as MBC produzidas foram
retiradas dos pocgos, e tratas em uma solucdo de 0,1M de NaOH por 24h a 50°C,
posteriormente, lavadas com agua deionizada para a remocao de NaOH até se
obter pH=7 e, por ultimo, as membranas foram autoclavadas para a maxima
limpeza e esterilizacdo (ANTONIO et al., 2012).

Para a funcionalizagdo das MBC com CaCOs, elas foram imersas em um
frasco contendo 3,2% (m/v) de Na2COs a 25°C durante 20min e, posteriormente,
uma solugao contendo 3,2% (m/v) de CaClz 1,25M em tampéao de Gly-NaCl (pH =
10) foi vertida no frasco e agitada a 300rpm durante outros 20min, cada membrana
foi lavada duas vezes com 2mL de agua deionizada ap6s o processo (BOSIO et al.,
2014). Apos a liofilizacdo as membranas foram divididas em grupos experimentais
e submersas em diferentes concentracbes de Otosporin® gerando 0S grupos
experimentais do estudo. Sete grupos de membranas foram utilizadas: um grupo
controle; um apenas com CaCOs; e cinco com concentragdes diferentes de
Otosporin®, todas as MBC possuem a mesma concentracdo de CaCOs. Os grupos
estdo detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais

Grupos Espécimes
Gl CaCOs
G2 CaCOs + Otosporin® 10mg
G3 CaCOs + Otosporin® 5mg
G4 CaCOs + Otosporin® 2,5mg
G5 CaCOs + Otosporin® 1,25mg
G6 CaCOs + Otosporin® 0,625mg
G7 Controle positivo

Foram realizados dois ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana: o teste
de contato direto modificado (TCDm), realizado em triplicata, com 6 diluicbes e nos
periodos de 1 e 24h a 37°C; e o de difusdo em agar (DA) realizado em triplicata
(n=3). No TCDm, foi utilizada a bactéria S. mutans e no DA, duas bactérias: S.
mutans, E. faecalis; e um fungo C. albicans. Cada microrganismo foi cultivado de
acordo com seu tempo de incubacg&o e em meio de cultura especifico. As amostras
de MBC funcionalizadas possuem 6mm de diametro e 2mm de espessura e todas
foram desinfetadas por irradiagdo UV antes da realizagéo dos ensaios.

No ensaio TCDm, as amostras foram colocadas em pocos de duas placas de
96 pocos (n=6/grupo) e adicionados 20pL da suspensédo de S. mutans. O controle
bacteriano positivo foi plaqueado, pocos sem MBC receberam também 20uL desta
suspensao. As placas foram incubadas por 1 e 24 h a 37 ° C. Ap0s a incubagéo,
foram adicionados 180uL de meio de cultura em todos o0s pocos e levada ao Shaker
para homogeneizac¢ao por 10min. Em seguida, foi retirado uma aliquota de 100uL
de cada poco e colocados em eppendorfs contendo 900uL de solugédo salina. A
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partir desta solugdo concentrada foi feito uma diluicdo seriada. Destas diluigdes,
foram plaqueadas 20uL em meio de cultura agar e, apos 24h de incubacéo a 37°C,
as contagens de colonias foram realizadas (CORREA et al., 2016).

Para o ensaio de DA, foram preparadas quatro placas de agar com o meio
adequado para cada microrganismo (total de 12 placas). As amostras
correspondentes a cada grupo, foram colocadas nas placas e incubadas por 24h a
37°C. ApOs esse periodo, os halos de inibicdo foram mensurados utilizando um
paquimetro (MARTINS et al., 2022).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de contato direto modificado (Figura 1), a partir da contagem das
UFC, observa-se que os grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6 nao apresentaram
nenhuma UFC ap6s 24h de incubacéo, apenas o grupo G6 apresentou UFC apos
1h de incubagédo, indicando que em menores concentragdes, uma acao
antibacteriana eficaz leva mais tempo para ocorrer. Deste modo, a acgéo
antimicrobiana foi verificada em todos os grupos, inclusive no grupo G1, que havia
apenas CaCOs, mostrando que, em associacdo aos bactericidas em baixas
concentracdes, pode apresentar resultados piores.

Figura 1. Gréfico dos resultados do teste de contado direto modificado para a
bactéria S. mutans
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Figura 1. Teste de contato direto modificado (UFC/mL). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p=0,05) — mailsculas: grupos; minasculas: tempo.

O ensaio de DA (Tabela 2) apresentou halos de inibicdo para as duas
bactérias, porém ao ser testado com o fungo C. albicans, ndo apresentou inibicéo,
ou seja, o0 CaCOs e o Otosporin ndo possuem potencial fungicida, uma vez que o
medicamento contém apenas antibacterianos. Segundo os diamétros do halo
obtidos, observa-se que quanto maior a concentracao de Otosporin® maior € halo,
sendo que o grupo G1 apresentou o melhor resultado, apesar de nao conter o
medicamento. E possivel tambem observar que a acdo antibacteriana é maior
guando testado com S. mutans em relacao ao E. faecalis.

Tabela 2. Média dos diametros de halos de inibicdo (mm) dos materiais
testados pelo teste de difusdo em agar contra 0s microrganismos S. mutans,
E. faecalis e C. albicans (n=3).

Microorganismos testados
S. mutans E. faecalis | C. albicans

Grupos experimentais

CaCOs 31,540,552 | 21,33+0,292 ;
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CaCOstOtosporin 10mg | g 67:+0,582 | 17,83:0,20° :

CaCOs+Otosporin Smg | 56 1710762 | 15 .0+1.0b -

CaCOs+Otosporin 2,5mg 24 67+0,582 | 12,5405 )

CaC03+OtOSpOI’in 1,25mg 23,3310,586‘ 9,8310,29b _

CaCOs+Otosporin 0,625mg 10.5+0.5b

Controle positivo - - -

4., CONCLUSOES

A partir dos ensaios realizados podemos concluir que as membranas
experimentais foram funcionalizadas com sucesso e que as mesmas apresentaram
um potencial antimicrobiano satisfatorio.
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