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RESUMO

Bioatividade esta associada à capacidade do material desenvolver uma ligação estável com os tecidos vivos via a deposição de hidroxiapatita. Neste trabalho, a bioatividade de fases isoladas de cimento de aluminato de cálcio (CA, CA2, C3A e C12A7) foi avaliada e comparada ao agregado de trioxido mineral (MTA) em contato com soluções de fluido corporal simulado (SBF). Medidas de pH foram realizadas para amostras endurecidas imersas em soluções de SBF preparadas de acordo com Kokubo (KSBF) e Rigo (RSBF). As superfícies das fases mantidas em contato com soluções SBF foram avaliadas por meio das técnicas MEV, EDS e DRX. Na presença de KSBF não ocorreu aumento de pH suficiente para promover a supersaturação da solução e promover a precipitação de fases de fosfato de cálcio. Por outro lado, em RSBF as fases atingiram imediatamente altos níveis de pH similares ao MTA. A fase CA2 atingiu níveis de pH ideais para a formação de hidroxiapatita estequiométrica [Ca5(PO4)3OH].
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INTRODUÇÃO

O material de maior destaque como reparador na Endodontia é o MTA (Agregado de Trióxido Mineral). Contudo, o MTA possui baixa resistência mecânica à compressão e este é um importante fator a ser considerado quando um material reparador é colocado em uma cavidade que irá sofrer pressão oclusal, como preenchimento de canal do dente(1) ou quando usado como base restauradora. Outra limitação do MTA diz respeito ao seu longo tempo de pega(2,3). Quando usado como um material para preenchimento de canal o rápido endurecimento deve também reduzir o risco de deslocamento do material e contaminação. O endurecimento do material tão logo colocado na cavidade permite menor tempo de contato deste com tecidos vitais(1). 

Neste contexto, um novo biomaterial a base de cimento de aluminato de cálcio (CAC) tem sido estudado visando preservar as propriedades positivas e aplicações clínicas do MTA permitindo que suas aplicações possam ser extendidas, superando as limitações apresentadas por este material(4,5).

Rotas de produção de cimento de aluminato de cálcio foram estudadas previamente(6) com a finalidade de conhecer os processos de síntese e indicar a melhor rota para a produção isolada de cada uma das diferentes fases do CAC e do nível de impureza presente no material e assim desenvolver uma composição mais adequada, potencializando o uso do CAC na Endodontia.

Dessa forma, uma vez otimizada a produção de cada uma das fases do CAC, este trabalho teve como objetivo apresentar a sua caracterização quanto à bioatividade quando em contato com soluções simuladoras de fluido corporal. 
MATERIAIS E MÉTODOS
Diferentes fases de cimento de aluminato de cálcio foram sintetizadas previamente por meio da calcinação de Al2O3 (Almatis) e CaO (Vetec) utilizando-se um forno elétrico (Lindberg Blue – USA), em diferentes temperaturas com patamar de uma hora(6). 
As quantidades utilizadas das diferentes matérias-primas bem como as condições de queima foram ajustadas visando à produção de CAC com diferentes fases isoladas: CA (CaO.Al2O3), CA2 (CaO.2Al2O3), C3A (3CaO.Al2O3) e C12A7 (12CaO.7Al2O3). Posteriormente, as fases isoladas foram submetidas a um processo de moagem a seco durante 17 horas usando moinho de bolas e esferas de alumina na proporção 5:1 (esferas:pó)(6).

Após a moagem, as fases sintetizadas foram caracterizadas quanto ao pH em contato com diferentes soluções simuladoras de fluido corporal (SBF) e quanto a bioatividade. O MTA-branco (Angelus-Brasil) foi usado como material de controle.

Suspensões aquosas das diferentes fases sintetizadas foram preparadas e vertidas em moldes (10 mm de diâmetro x 5 mm de altura), os quais foram mantidos em estufa a 37oC durante 24 horas em ambiente saturado. Após este tempo, as amostras foram desmoldadas e mantidas a 37oC em ambiente saturado durante 7 dias. Após esse período foram adicionadas em 50 ml de solução simuladora de fluido corporal (SBF) e mantidas a 37oC. O pH dessas soluções foram medidos em função do tempo (até 21 dias) utilizando-se um equipamento medidor de pH com sensor de temperatura individual (MA 522, Marconi). 

As soluções de fluido corporal simulado foram preparadas de acordo com Kokubo (KSBF) e Rigo (RSBF) seguindo procedimentos descritos na literatura(7,8). As soluções foram preparadas utilizando-se uma quantidade dos reagentes 1,5 vezes superiores (SBF 1,5) a concentração de íons (mM) inorgânicos presentes no plasma humano, a fim de acelerar a formação de hidroxiapatita. 

Amostras curadas durante sete dias foram também colocadas em contato com solução SBF mantendo-se uma razão área superficial/volume de 0,1 cm-1, durante 7 dias sob agitação a 37oC usando um shaker MA420. Após esse período, as amostras foram levemente lavadas com água para remover a solução e posteriormente secas à temperatura ambiente de acordo com a literatura(9). A superfície das amostras antes e após tratamento foi caracterizada usando as técnicas de microscopia eletrônica de varredura e microanálise de raios X (EVO MA10 Zeiss) a fim de avaliar a interação do material com as soluções de fluido corporal simulado. As superfícies das amostras foram também avaliadas por meio de difração de raios X (XRD-6000, Shimadzu, radiação Cu-Kα) a fim de identificar as fases formadas. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO

Espectros EDX da superfície das amostras de MTA e das diferentes fases antes e após imersão em SBF foram quantificados quanto aos elementos químicos presentes, como apresentado na Tabela I. Estes testes confirmaram a presença dos principais elementos constituintes do MTA e de cada uma das fases. Após imersão por sete dias em SBF, fósforo foi identificado majoritariamente quando MTA foi tratado com KSBF. Já para as fases a maior concentração de fósforo foi verificada para a fase CA2 em RSBF.
Tabela I: Resultados médios obtidos pela microanálise de raios X (EDX) para o material controle (MTA) e as fases CA, CA2, C3A e C12A7.

	Amostra
	O
	Al
	Si
	Ca
	P
	Mg

	MTA sem trat.
	62,02
	1,07
	2,87
	17,44
	-
	-

	MTA KSBF
	66,83
	-
	-
	23,52
	8,50
	0,48

	MTA RSBF
	74,26
	-
	0,67
	12,39
	1,81
	10,94

	CA sem trat.
	74,56
	13,13
	-
	7,22
	-
	-

	CA KSBF
	70,21
	14,55
	-
	10,45
	4,02
	-

	CA RSBF
	80,21
	-
	-
	10,68
	2,58
	4,38

	CA2 sem trat.
	70,86
	15,38
	-
	3,46
	-
	-

	CA2 KSBF
	76,40
	16,55
	-
	4,82
	1,94
	-

	CA2 RSBF
	69,77
	-
	-
	19,26
	9,19
	1,33

	C3A sem trat.
	67,78
	7,23
	-
	12,92
	-
	-

	C3A KSBF
	75,58
	7,55
	-
	13,96
	2,64
	-

	C3A RSBF
	78,47
	-
	-
	11,07
	2,08
	6,62

	C12A7 sem trat.
	70,57
	8,42
	-
	13,98
	-
	-

	C12A7 KSBF
	67,39
	9,20
	-
	16,51
	5,70
	-

	C12A7 RSBF
	79,02
	-
	-
	13,98
	2,87
	3,29


Uma importante característica que deve ser avaliada quando da aplicação de cimentos como biomateriais trata-se da interação fisico-química da superfície desses materiais em contato com soluções simuladoras de fluido corporal.

Os produtos da hidratação do MTA são hidratos de silicato de cálcio (3CaO.2SiO2.3H2O) e hidróxido de cálcio (Ca(OH)2). Quando colocado em contato com SBF, hidróxido de cálcio é solubilizado do MTA. A liberação de íons OH- é parcialmente tamponada pelo líquido sobrenadante e resulta num aumento moderado do pH. Esse aumento no pH e na concentração de íons cálcio acentua a supersaturação da solução SBF com relação a apatitas o que promove a precipitação na superfície do MTA. Esse mecanismo é provavelmente o responsável pela formação de fases de fosfato de cálcio na superfície de amostras de MTA após a imersão em SBF Kokubo. 
No caso do MTA na presença de SBF Rigo o menor teor de tampão Tris presente na solução quando comparado à KSBF(7,8) acentuou o aumento no pH em um curto tempo. Entretanto, isso não favoreceu a precipitação de fosfato de cálcio. O alto nível de pH alcançado favoreceu a precipitação de compostos de Mg2+ na solução desde que compostos com magnésio precipitam em condições mais básicas comparadas com compostos de cálcio. 

Análises de raios X confirmaram que o MTA após hidratação é composto por hidrato de silicato de cálcio e hidróxido de cálcio. Após imersão em SBF Kokubo foi verificado que o pico característico do hidróxido de cálcio desapareceu devido a sua alta solubilidade que promove aumento na concentração de íons Ca2+ e OH- e favorece a formação de fases de fosfato de cálcio. Isso foi confirmado pela identificação dos picos característicos da apatita carbonatada [Ca10(PO4)6CO3], fosfato tricálcico [Ca3(PO4)2] e fosfato de cálcio amorfo [Ca3(PO4)2xH2O]. A formação de fosfato de cálcio amorfo confirma a supersaturação da solução uma vez que essa fase é precipitada em solução aquosa supersaturada com cálcio e fósforo e alto pH. A presença de apatita carbonatada também indica alto teor de cálcio disponível. Resultados de raios X também mostraram que fases de fosfato não são favorecidas na superfície do MTA em SBF Rigo devido à inibição pela presença de magnésio. Íons magnésio identificados por XRD precipitaram provavelmente como hidróxido de magnésio. 

Embora hidroxiapatita tenha sido muito usada como biomaterial osteocondutor apatitas carbonatadas são mais similares aos componentes inorgânicos do osso e pode ser usada como material bioabsorvível para preenchimento de defeitos ósseos. 

Com relação às fases (CA, CA2, C3A e C12A7), estas produzem durante a hidratação hidratos de aluminato de cálcio (Ca3[Al(OH)4]2(OH)4) e hidróxido de alumínio (Al(OH)3). 
Os hidratos de aluminato de cálcio podem ser mais ou menos ricos em cálcio dependendo da fase anidra usada. Para as fases CA e CA2 observa-se principalmente a presença do alumínio. Por outro lado, para as fases C3A e C12A7 a presença de mais CaO na fase anidra resulta na formação de hidratos mais ricos em cálcio e desfavorece a formação de Al(OH)3 sendo observado principalmente a presença do cálcio (Tabela I).

Assim, a liberação dos íons OH- a partir das fases pode ser atribuída apenas as dissoluções dos hidratos de aluminato de cálcio, uma vez que o hidróxido de alumínio é insolúvel em água. Dessa forma, devido a menor quantidade de OH- liberada pelos hidratos de aluminato quando comparado ao MTA, para as fases não ocorreu aumento de pH suficiente para promover a supersaturação da solução e promover a precipitação de fases de fosfato de cálcio, confirmado pelas análises de raios X.
Por outro lado, em SBF Rigo as fases atingiram imediatamente altos níveis de pH similares ao MTA (Figura 1). Tais níveis de pH (acima de 9,5) favorecem a precipitação de fases com magnésio. Neste caso, a fase CA2 atinge níveis de pH ideais (pH ~ 9,0) e hidroxiapatita estequiométrica [Ca5(PO4)3OH] foi identificada por raios X. Os hidratos formados a partir da fase anidra CA2 são menos ricos em CaO e portanto liberam menos íons OH- justificando o menor aumento de pH entre as fases quando na presença de RSBF (Figura 1).
[image: image1.png]pH SBF Kokubo 1,5

11

(X}

~N

MTA
C12A7
CA
: ") GA
CA,
(a)
12 16 20 24

Tempo (dias)



[image: image2.png]pH SBF Rigo 1,5

11

(X}

~N

- CA,

- CA

= CppA;

(b)

12 16 20

Tempo (dias)

24




Figura 1: pH em função do tempo para (a) solução SBF Kokubo 1,5 e (b) solução SBF Rigo 1,5; em contato com amostras endurecidas de MTA puro ou fases de cimento de aluminato de cálcio.

As análises por MEV confirmaram a formação de fases com características semelhantes à amostra de MTA para as fases CA, C3A e C12A7 quando em RSBF (Figuras 2 e 3). Também foi verificado que a inibição da formação de fases de cálcio devido aos Mg2+ íons resultou na formação de pedras de cálcio. Já a fase de fosfato de cálcio obtida para a fase CA2 em SBF Rigo tem uma morfologia esférica característica de HA estequiométrica (Figura 3).
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Figura 2: Micrografia eletrônica de varredura da superfície de MTA após imersão em solução SBF preparadas de acordo com Kokubo e Rigo. 
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Figura 3: Micrografia eletrônica de varredura da superfície das fases de CAC após imersão em solução SBF preparadas de acordo com Kokubo e Rigo. 

CONCLUSÕES

Os íons Ca2+ e OH-, originados principalmente devido à dissociação do hidróxido de cálcio, reagem com os íons fósforo da solução KSBF resultando na precipitação de fases de fosfato de cálcio na superfície do MTA. Em RSBF, as condições de pH atingidas favorecem a precipitação de íons Mg2+ o que inibe a precipitaçao de fases de fosfato de cálcio. 
Para as fases de CAC, as condições de pH obtidas em RSBF também favorecem a precipitação de íons Mg2+. Somente para a fase CA2 uma camada superficial de hidroxiapatita com morfologia esférica pode ser detectada. Os hidratos formados a partir da fase anidra CA2 são menos ricos em CaO e portanto liberam menos íons OH- justificando o menor aumento de pH entre as fases quando na presença de RSBF.
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IN VITRO BIOACTIVITY OF CALCIUM ALUMINATE CEMENT PHASES
ABSTRACT

Bioactivity is associated to the material capacity to develop a stable bond with living tissue via hydroxyapatite deposition. In this work, the bioactivity of calcium aluminate cement phases (CA, CA2, C3A e C12A7) was evaluated and compared to mineral trioxide aggregate (MTA), both in contact with simulated body fluid solutions (SBF). pH measurements were taken for set cement samples immersed in SBF solutions prepared according to Kokubo’s (KSBF) and Rigo’s (RSBF) techniques. The surface of these materials kept in contact with SBF solutions were evaluated by means of SEM, EDX and XRD. Due to the calcium hydroxide dissociation, MTA cement is able to release more Ca2+ ions and results in a higher pH increase compared to phases. This behavior enhances the supersaturation of the KSBF solution, resulting in the precipitation of calcium phosphate phases on the MTA surface. For the CA2 phase, the optimal precipitation condition was achieved in RSBF and a surface layer with spherical morphology features of the stoichiometric hydroxyapatite was detected.
Key-words: calcium aluminate cement phases, MTA, bioactivity.












