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AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS ADITIVOS PRATA E OXIDO DE TITANIO NAS
PROPRIEDADES DO BIOMATERIAL A BASE DE ALUMINATO DE CALCIO

RESUMO

Um biomaterial a base de cimento de aluminato de calcio (CAC) tem sido
estudado visando preservar as propriedades positivas e aplicacbes clinicas dos
materiais correntes nas areas de endodontia e ortopedia, permitindo que suas
aplicacdes possam ser estendidas, superando as desvantagens apresentadas por
esses materiais. E reconhecido que o sucesso de um biomaterial depende, além das
suas propriedades fisico-quimicas, da sua capacidade de evitar contaminacéo
durante a fase de manipulagdo assim como de inibir o crescimento de
microrganismos. A infeccdo por bactérias comeca com a adesdo seguida da
colonizagdo das mesmas. Por isso, € importante inibir a adesdo de bactérias na
superficie do material por meio da incorporacdo de aditivos. Além disso, as
propriedades de radiopacidade e biocompatibilidade mostram-se imprescindiveis. A
radiopacidade permite que o material seja distinguido em radiografias de estruturas
anatOmicas adjacentes tais como 0sso e dentes, possibilitando investigar a
qualidade do tratamento, bem como o reparo tecidual pods-tratamento. A
biocompatibilidade do material pode ser aumentada pela presenca de uma fase
bioativa a qual promove uma ligacao estavel com os tecidos vivos. A hidroxiapatita,
por ser uma fase bioativa, vem sendo utilizada para o recobrimento de materiais
visando melhorar a sua compatibilidade com sistemas bioldgicos. Neste trabalho, foi
avaliada a influéncia dos aditivos de prata e Oxido de titAnio na capacidade
bactericida, radiopacidade e biocompatibilidade de material a base de cimento de
aluminato de calcio (CAC). A capacidade bactericida foi avaliada frente a diferentes
microrganismos por meio de testes in vitro de difusdo em Agar. Baixos teores de
prata com tamanho médio de particulas de 700 nm proporcionaram efeito bactericida
ao cimento de aluminato de calcio principalmente contra 0 microrganismo
Staphylococcus aureus. Por outro lado, efeito positivo contra Escherichia coli apenas
foi verificado quando usado prata com menor tamanho de particulas (40 nm). A
radiopacidade foi avaliada por meio de medidas de densidade 6ptica das amostras
de CAC puras ou combinadas ao aditivo 0xido de zinco. A adicdo de prata ao
cimento de aluminato de calcio proporcionou aumento da sua radiopacidade. Além
disso, a prata quando misturada ao aditivo 6xido de zinco com um teor
significativamente reduzido proporcionou radiopacidade adequada ao material
(superior a 3 mm Al). Por fim, a biocompatibilidade do CAC foi avaliada por meio dos
métodos biomimético e eletroquimico. A caracterizacdo da camada depositada foi
realizada por meio das técnicas de MEV, EDS e DRX. Tanto na presenca de prata
guanto de oOxido de titanio o material mostrou-se bioativo, independente do teor
avaliado, quando tratado com SBF. Por meio do método eletroquimico, fases de
fosfato ocorreram principalmente na presenca de prata.

Palavras-chave: aluminato de calcio, capacidade bactericida, radiopacidade,
biocompatibilidade.



Evaluation of silver and titanium oxide additives on the properties of a
biomaterial based on calcium aluminate

Abstract

A biomaterial based on the calcium aluminate cement was studied in order to
preserve the positive properties of the material and clinical applications in
endodontics and orthopaedics, as well as allow its application to be extended,
overcoming the disadvantages presented by these materials. In addition to its
physicochemical properties, the success of a material depends on its ability to
prevent contamination during handling and inhibit the growth of microorganisms. The
bacterial infection starts with adherence of the bacteria followed by its colonization.
Therefore, it is important to inhibit bacterial adherence on the surface of the material
by means of additives. In addition, the properties of radiopacity and biocompatibility
are shown to be essential. The radiopacity allows the material to be distinguished on
radiographs from adjacent anatomical structures such as bone and teeth, which
enable the investigation of the quality of treatment, as well as the post-treatment
tissue repair. The biocompatibility of the material can be enhanced by the presence
of a bioactive phase, which promotes a stable bond with the living tissues.
Hydroxyapatite, as a bioactive phase, has been used for coating materials to improve
its compatibility with biological systems. This work evaluated the influence of silver
and titanium oxide additives on bacterial capacity, radiopacity, and biocompatibility of
biomaterial based on calcium aluminate (CAC). The bactericidal capacity was
evaluated from different microorganisms by means of in vitro diffusion test in Agar.
Low levels of silver with average particles size of 700 nm provided bactericidal effect
to the calcium aluminate cement mainly against the Staphylococus aureus
microorganism. On the other hand, a positive effect against Echerichia coli was
proved only when using silver with smaller particles size (40 nm). Radiopacity was
evaluated by means of measurements of optical density from CAC, when pure or
size oxide was added. Silver added to aluminate calcium cement increased its
radiopacity. However, silver mixed with zinc oxide additive with a significantly
reduced amount provided the appropriate radiopacity (over 3 nm Al). Finally, the
CAC biocompatibility was evaluated by means of biomimetic and electrochemical
methods. The characterization of the deposited layer was performed by the MEV,
EDS, and DRX techniques. Both in the presence of silver and titanium oxide, the
material showed to be bioactive, no matter what amount was evaluated, when
treated with SBF. By means of electrochemical method, phosphate phases occurred
mainly in the presence of silver.

Key-words: calcium aluminate, bacterial capacity, radiopacity, biocompatibility.
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1 INTRODUCAO

A aplicacdo do cimento de aluminato de calcio (CAC) na area da saude iniciou-
se no campo odontoldgico, onde em 1987, Hermansson desenvolveu um processo
quimico com o objetivo de criar um novo restaurador dental mais biocompativel do
gue a amalgama. No mesmo ano ele fundou a Doxa Certex AB, posteriormente
Doxa AB, dando continuidade ao desenvolvimento do cimento aluminoso. A primeira
patente foi depositada em 1990 como um material restaurador dental. Durante os
anos 90 a Doxa AB finalizou a formulacdo do material em uma versao comercial do
cimento aluminoso chamado de Doxadent®, recebendo o selo CE no ano de 2000 e
introduzido no mercado odontolégico em outubro do mesmo ano [1].

O cimento de aluminato de calcio comercial € composto principalmente pelas
fases CA (Ca0.Al,0O3) e CA; (Ca0.2Al,03) as quais sao responsaveis pelo seu
processo de endurecimento hidraulico [2]. A dissolucdo dessas fases em contato
com a agua promove a liberacdo dos fons Ca?*, AI(OH), e OH", 0 que promove a
saturacdo da solucdo, seguido pela precipitacdo de hidratos de aluminato de calcio
(Ca0.Al03.H,0) e hidréxido de aluminio [3].

Um cimento endodéntico a base de cimento de aluminato de calcio (ECAC)
também foi desenvolvido na Universidade Federal de S&o Carlos [4] visando
preservar e ampliar as propriedades positivas e aplicacdes clinicas do material mais
utiizado atualmente como um cimento reparador conhecido por MTA (mineral
trioxide aggregate). O ECAC tem mostrado superar as limitagdes do MTA dentre as
quais se destacam a baixa resisténcia mecéanica [4], escurecimento do dente ao
longo do tempo, pega lenta e alto custo [5,6].

O aluminato de célcio também tem sido estudado como um cimento reparador
em ortopedia [7]. O material de maior destaque nessas aplicacbes conhecido por
PMMA (polimetilmetacrilato) também apresenta limitagdes como rapido
endurecimento e elevada temperatura decorrente da reacdo de polimerizacao,
exigindo grande cuidado durante a aplicacdo [8]. A alta velocidade de reacdo do
polimero também pode ocasionar queda da resisténcia mecanica do material,
associada a ma homogeneizag¢do durante o preparo, bem como a incorporacédo de
ar. Na fixacdo de proteses o cimento atua como homogeneizador e atenuador de
altas tensdes mecanicas, principalmente as de compressédo. Falhas deste material
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podem ocasionar o deslocamento de préteses conduzindo inevitavelmente a novas
cirurgias [8,9].

Algumas caracteristicas que indicam vantagens da aplicagdo do CAC nas
areas da endodontia e ortopedia séo: a sua coloracao branca, o desenvolvimento de
pega hidraulica ndo necessitando de campo seco para sua aplicacdo, baixa
temperatura durante a pega e um tempo de reacdo que pode ser controlado pela
adicAo de aditivos especificos. Além disso, o0s estudos envolvendo o
desenvolvimento da composi¢cdo do CAC para endodontia tem resultado em melhor
fluidez, melhores condi¢cbes de trabalhabilidade, maior resisténcia mecanica e
reduzida porosidade, quando comparado ao MTA [4,10]. Entretanto, poucos estudos
tém sido encontrados na literatura sobre outras propriedades do material como a sua
capacidade bactericida, radiopacidade e biocompatibilidade.

E reconhecido que o sucesso de um material biocompativel depende da sua
capacidade de evitar contaminacdo durante a fase de manipulacdo assim como de
inibir o crescimento de microrganismos. A infeccdo por bactéria comeca com a
adesdo da bactéria seguido da colonizacdo das mesmas. Por isso, € importante
inibir a adesé@o de bactérias na superficie do material por meio da presenca de
aditivos. Novos modelos de biomateriais estdo surgindo contendo a incorporacéo de
nanoparticulas em suas matrizes como prata e 6xido de titAnio. A prata tem sido
descrita como oligodinamico pela capacidade de exercer um efeito bactericida em
concentracbes minimas. O oxido de titanio também tem recebido grande atencao
por apresentar propriedades fotocataliticas para decomposicdo de materiais
organicos [11].

A radiopacidade é uma propriedade fisica chave para todos os biomateriais que
permite que o mesmo seja distinguido em radiografias de estruturas anatbémicas
adjacentes tais como o0sso e dentes [12,13]. As variacbes na radiopacidade
encontrada nos materiais comerciais esta relacionada ao tipo e gquantidade de
agente radiopacificador adicionado a cada material, como prata, zinco, estréncio,
silicio, titanio, aluminio e bario [14].

Com relacdo a biocompatibilidade, mesmo com o relativo sucesso de alguns
materiais sintéticos como titanio, alumina, zirconia, processos fisicos e quimicos vem
sendo testados visando modificar a superficie desses materiais a fim de possibilitar a
deposicdo de materiais similares ao 0sso como a hidroxiapatita (HA) e assim

favorecer a osseointegracao [15].
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A HA é um fosfato de calcio hidratado [Cai0(PO4)s(OH).], presente em cerca de
95% da fase mineral de dentes e ossos humanos. O uso da HA em recobrimentos
tornou-se comum, pois se trata de uma fase bioativa a qual promove uma ligacéo
estavel com os tecidos vivos melhorando a compatibilidade dos materiais sintéticos
com sistemas biolégicos [16].

Dentre os varios processos fisicos e quimicos utilizados para obtencdo de
recobrimento de HA destacam-se os métodos biomimético e eletroquimico, pois
recobrem superficies complexas, em condi¢cdes ambientes [17].

O método biomimético consiste em colocar o substrato a ser recoberto em uma
solucdo sintética simuladora do fluido corporal (SBF) cuja composicdo i6nica é
semelhante ao plasma sanguineo, em temperatura de 37°C. Entre as principais
vantagens apresentadas por esse método pode-se destacar a possibilidade de
controlar a espessura da camada, o tamanho de grdo e a diversidade de formas
cristalinas, além de permitir o recobrimento de materiais com geometria complexa
sejam metalicos ou ceramicos [18].

O método eletroquimico é semelhante a eletrélise convencional, baseado na
reducdo catddica da agua. E um processo ndo espontaneo onde existe a
necessidade da utilizacdo de uma fonte de corrente continua para poder direcionar o
fluxo de elétrons. O material a ser recoberto atua como catodo e o eletrodo de
platina atua como anodo, sendo ambos colocados em uma solucdo rica em ions
Ca** e (PO4)* [19]. Na regido onde esta o catodo (ocorre um aumento local do pH)
resultando em precipitacdes dos ions presentes na solu¢cdo formando uma camada
aderente de fosfatos de célcio sobre a superficie do material. O pH da solucdo e a
densidade da corrente empregada influenciam na quantidade e na composicéo da
camada de fosfato de calcio depositada. Neste método € usado um equipamento de
baixo custo e mostra-se promissor na deposicdo de HA quando usado para

recobrimento de materiais metalicos.



18

2 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia dos aditivos prata (Ag) e 6xido de titanio (TiO,) no cimento de
aluminato de célcio (CAC).Este objetivo estd vinculado aos objetivos especificos
apresentados a seguir:

 Avaliar a capacidade bactericida do material, frente a diferentes
microrganismos por meio de testes in vitro de difusdo em Agar.

 Avaliar a radiopacidade do material quando puros ou combinados ao aditivo
oxido de zinco, por meio de medidas de densidade Optica.

» Avaliar a biocompatibilidade do material, comparando-se a eficiéncia dos
métodos biomimético e eletroquimico quanto a deposicdo de fases de fosfato de

calcio sobre a superficie do material.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bioceramicas

Ha séculos pesquisadores vém dedicando esforcos para encontrar materiais
com caracteristicas adequadas para substituicdo e reconstrucdo dos tecidos 0sseos
no corpo humano. Nos ultimos anos materiais sintéticos vem sendo utilizados como
metais, ceramicas, polimeros e compositos [20]. As ceramicas, em destaque neste
estudo, sdo usadas para reparar ou reconstruir partes do corpo e sdo denominadas
bioceramicas [21]. Bioceramicas sao usadas geralmente para reparar 0 sistema
esquelético, composto por 0ssos, juntas e dentes. Materiais ceramicos comumente
usados incluem zircbnia, alumina, hidroxiapatita e biovidro [22-24]. A Tabela 1

resume algumas aplicagbes das bioceramicas no organismo humano.

Tabela 1 - Aplicacbes clinicas das bioceramicas.

Aplicacéo Funcao Bioceramica
Alumina de alta
Ombro, cotovelo, pulso e Reconstruir juntas densidade e biovidro
quadril inflamadas ou fraturas como revestimento
metalico
Alumina, zirconia,
Placas de osso e dentes carbono, fosfato de

Reparacao de fraturas - )
célcio, porcelana e vidro

bioativos
Membros artificiais
permanentemente Substituicoes de Biovidro, Alumina,
implantados em 0ssos e extremidades defeituosas fosfato de célcio
dentes
Imobilizacao vertebral
Fusao espinhal para protecao do fio Biovidro
espinhal
Providenciar pilares de
Ancora ortodéntica sustentacao n_e_cesséria Al;O3 re_ve_stida com
para modificar biovidro

deformidades

Fonte: Adaptado de Thamaraiselvi e Rajeswari [24].

As bioceramicas apresentam vantagens quanto a utilizacdo na area biomédica,

devido a algumas caracteristicas como estética, biocompatibilidade e resisténcia
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quimica [25]. Este material vem se destacando devido ao seu elevado médulo de
elasticidade, elevada resisténcia a fratura por compressao, inércia quimica e
resisténcia ao desgaste [26].

Uma primeira classificacdo das bioceramicas diz respeito a resposta interfacial
provocada pelas interacbes bioldgicas entre o material de implante e o tecido

receptor (Tabela 2).

Tabela 2 - Relacéo entre o tipo de material do implante e a resposta do tecido.
Material Tipo de resposta

Material toxico O tecido circunvizinho morre

Material ndo-toxico e biologicamente | Um tecido fibroso de espessura variavel

inativo (quase inerte) forma-se ao redor do implante

Material ndo-toxico e biologicamente | Uma ligacao forma-se na interface

ativo (bioativo)

Material ndo-toxico e absorvivel E substituido pelo tecido circunvizinho

Um implante toxico e que prejudica o tecido ao seu redor deve ser evitado. A
reacao biologicamente inerte, que causa o desenvolvimento de uma céapsula fibrosa
€ o tipo mais comum de reposta tecido-implante. Esta capsula € uma resposta
protetora que evita o contato do tecido com o implante [21]. A reac&o bioativa forma
uma ligacdo através da interface entre implante e tecido. Esta ligacdo evita
movimentos entre os dois materiais conectados e imita o tipo de interface formada
quando tecidos naturais se auto-reparam. Para esse tipo de ligacdo ser formada os
materiais implantados precisam apresentar algum grau de atividade quimica.

Inicialmente, a atencdo era voltada para o desenvolvimento de materiais
ceramicos que provocassem uma minima ou nenhuma reacdo do tecido,
caracteristicas tipicas destes materiais em meios agressivos. Mas, o decorrer do
tempo e o aumento do conhecimento na &rea dos materiais cerdmicos geraram
proposta conceitualmente oposta: as bioceramicas devem provocar reacfes de
formacdo de tecido e, se possivel, com a formacdo de uma ligacdo intima entre a
ceramica e os tecidos.

As bioceramicas podem ainda ser classificadas de acordo com o seu
comportamento fisiolégico e mecanismo de fixagdo provocada pela interacao

biolégica do material com o tecido receptor em: ndo absorvivel, reabsorvivel ou
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bioativa, podendo ser densa ou porosa de acordo com o comportamento fisioldgico e

o mecanismo de fixacdo do material no tecido 6sseo (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificacdo das bioceramicas.

Bioceramica Interacdo com os tecidos Exemplos

. _ . o Alumina
Nao tem interagao quimica ) )
Nao-absorvivel Densa o Zircbnia
nem biologica . .
Aluminato de caélcio

] Crescimento interno dos Aluminatos e
N&o-absorvivel Porosa _ ) _ _ _
tecidos através dos poros Hidroxiapatita porosos
o Material implante é o
Reabsorviveis o Fosfato tricélcico;
degradado e substituido o
Densa ou Porosa ) Biovidros
lentamente pelos tecidos
Biotiva Ocorre uma forte ligagao na o ) _ )
_ o Biovidros, hidroxiapatita
Densa ou Porosa interface tecido-implante

Fonte: Adaptada de Hench [21].

Nas ceramicas ndo absorviveis e densas ocorre a formagédo de uma cpsula de
tecido fibroso em volta do implante com a espessura variavel ndo acontecendo a
formacéo de ligacdo quimica e biologica entre o implante e o tecido. Esse tipo de
ligac@o ocorre por ancoragem mecanica (fixagdo morfolégica), ja nas ceramicas nao
absorviveis e porosas ocorre o crescimento do tecido na regido de superficie dos
poros ou através do implante (fixac&o biolégica).

As ceramicas reabsorviveis degradam-se quando implantadas no corpo, sendo
esperado que a degradacdo do material ocorra na mesma velocidade em que o
tecido se regenere sendo que grande parte deste material sdo variagbes dos
fosfatos de calcio. A ceramica bioativa por sua vez € usada com o0 objetivo de
provocar uma reacao controlada na superficie do implante assim resultando em uma
ligacdo quimica direta entre este e os tecidos vizinhos [21,27].

A alumina (Al,O3) possui como principal vantagem sobre os metais e
polimeros, as baixas taxas de desgaste alem de ter uma boa resistente a ambientes
corrosivos, ja a zircbnia estabilizada na fase tetragonal € um material qualificado

para implantes de sustentacdo com vantagem em relacdo a alumina devido as
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maiores resisténcia a fratura e tenacidade. Os biovidros tém a capacidade de formar
ligacbes quimicas estaveis com o0 o0sso adjacente. A hidroxiapatita também é
utilizada na area médica e odontolégica como material de revestimento de implantes
metélicos ou no preenchimento de cavidades dsseas.

Outros materiais utilizados como biocerdmicas sdo as chamadas ceramicas
ligadas quimicamente (CLQ) produzidas por reacbes quimicas em baixas
temperaturas, geralmente por combinagdo de um p6 e um liquido [28]. Os fosfatos
de célcio, silicatos de célcio e aluminatos de célcio sdo exemplos de CLQ.

O aluminato de calcio, em destaque neste estudo, apresenta duas
caracteristicas inerentes que o torna mais adequado frente aos outros para
aplicacbes onde carga € requerida como dentes e tratamento de fraturas vertebral.
Apresenta um alto consumo da agua durante o endurecimento e reacdes de cura e
endurecimento comparativamente rapido. Apresenta alta resisténcia mecanica,
varias vezes superiores ao fosfato de calcio. Também permite uma larga variacdo na
consisténcia e formulacdo de composicbes para uma grande variedade de

aplicacdes.

3.2 Cimento de aluminato de calcio e seu processo de hidratacao

O aluminato de calcio, também denominado cimento de aluminato de calcio
(CAC) é um cimento hidraulico o qual forma uma pasta plastica quando misturado
com agua ou uma solucdo aquosa, e a0 mesmo tempo resiste a esses liquidos. A
pasta perde a sua plasticidade com o passar do tempo, sua resisténcia mecanica
aumenta progressivamente, alcancando seu valor maximo depois de um periodo de
tempo que pode ser de horas a dias.

Os cimentos comerciais sdo constituidos geralmente por trés fases principais
[2,30]: a fase estequiométrica, CA, que constitui cerca de 40 a 70 % do cimento
obtido; a fase CA,, que é a segunda em proporcao (> 25%) e a fase C;2A7, que
constitui entre 1 e 10% dos cimentos comerciais [29]. Estas fases apresentam
distintas propriedades no que se refere a reatividade em relacdo a agua, ja que, em
geral, quanto maior a quantidade de CaO, maior a reatividade:

e A fase CA (CaO.Al,03) tem uma temperatura de fusdo relativamente alta

(1600°C), mas hidrata-se mais lentamente, quando comparada com a fase
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C12A7. Apesar disso apresenta um rapido endurecimento apOs ter inicio o
processo de pega [30].

e A fase CA, (Ca0.2Al,03) € mais refrataria que a fase CA, mas requer um
longo tempo para se hidratar. A presenca desta fase pode acelerar o
processo de pega da fase CA, entretanto o efeito oposto ndo é observado
[31].

o A fase Ci2A; (12Ca0.7Al,03) se hidrata rapidamente e, por esse motivo,
apesar de possuir uma temperatura de fusdo relativamente baixa [30], pode
ser utilizada com o intuito de controlar o tempo de pega de cimentos
comerciais [30, 32].

Independentemente da proporcdo entre as fases cristalinas presentes no
cimento, o processo de endurecimento (pega) inicia-se com a reacao do cimento
com a agua formando fons célcio (Ca®") e tetra-hidroxi aluminato (Al(OH)s) em

solucéo.
CaO.Al,0; + 4H,0 = Ca?** + 2AI(OH)s Q)
Os ions Al(OH)4, comportam-se como uma base, sendo que, uma pequena

parte deles se dissocia em fons Al** e OH". Este fendbmeno é o responsavel pelo

aumento no pH do meio:

Al(OH), = AP + 40H Kyp-[A¥].[OH 1% -10% ()
[AI(OH)4']

Este processo de dissolucdo ocorre até que a solugdo atinja um nivel de
saturacdo suficiente para promover uma precipitacdo massiva, seguida do
crescimento dos cristais dos compostos conhecidos como hidratos de aluminato de
calcio. Este processo proporciona a formacdo de uma rede interconectada
conferindo resisténcia mecanica ao corpo ceramico. A velocidade de hidratacéo e de
precipitacdo dos hidratos formados € fortemente dependente da composi¢éo
cristalina do material de partida, bem como da estrutura dos produtos que se formam
durante a precipitacdo. Este ultimo aspecto é influenciado, principalmente, pelo teor

de agua disponivel, pelo tempo de reacao, pela temperatura, e pela relacdo entre as
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concentracdes dos fons Ca** e AI(OH), que sdo geradas em solucdo durante o
processo de dissolucdo das fases anidras [29,33].

Apesar de favorecida, a precipitacdo dos hidratos envolve um processo lento
de nucleacdo, durante o qual ndo ocorre precipitacdo. Este tempo de espera,
necessario para que se atinjam condi¢des ideais para a precipitacdo dos hidratos é
conhecido como “periodo de inducdo”. Este estado de equilibrio metaestavel é
mantido até que se venca a barreira de energia de ativacdo (E,) para a formacgéo
dos primeiros nucleos de cristais dos hidratos, sendo que quanto maior E, mais lenta
€ a cinética para um determinado processo.

A nucleacdo € um fenémeno dinamico que pode ser descrito considerando que
os fons Ca®" e AI(OH), e as moléculas de agua estdo em constante movimento,
chocando-se uns contra os outros com uma frequéncia que aumenta com a
temperatura e com a concentracdo destas espécies. Desta forma, ligacdes entre
estas espécies ocorrem aleatoriamente, sendo constantemente formadas e
rompidas. Em algum momento um conjunto de espécies pode permanecer unido por
um tempo maior que o médio, permitindo assim o aumento de seu tamanho por meio
da ligac&o de outras espécies. Ao se atingir um determinado tamanho critico verifica-
se a formacdo de um nucleo estavel.

A partir da formagdo dos primeiros nucleos estaveis, a velocidade de
precipitacdo passa a nao ser mais limitada por E,, uma vez que, deste momento em
diante, o processo deve ocorrer por meio do crescimento dos nucleos ja formados.
Desta maneira, estes nlicleos crescem rapidamente retirando os fons de Ca** e
Al(OH)4 de solucédo, proporcionando a retomada da dissolugdo das particulas de
cimento o que possibilita um continuo crescimento dos grédos de hidratos e
consequente precipitacao.

Esse mecanismo pode ser esquematicamente representado através do ciclo de
Le Chatelier, mostrado na Figura 1 [29]. Esse ciclo representa a continua dissolugao
do cimento anidro e a precipitacdo dos hidratos formados que prossegue até que

todas as particulas do cimento anidro, em contato com a agua, sejam consumidas.
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Figura 1 - Ciclo de Le Chatelier para a reacéo de hidratacdo do CAC
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O hidrato CAH;o (Ca0.Al,03.10H,0) se forma no inicio da precipitagdo, sendo
o produto majoritario quando a cura é realizada em baixas temperaturas (5-10 °C) e
com teor suficiente de agua. O hidrato C,AHs (2Ca0.Al,03.8H,0) forma-se em
temperaturas entre 22 e 35 °C. Ja o C3AHg (3Ca0.Al03.6H,0) é o hidrato formado
majoritariamente em temperaturas acima de 35 °C ou na presenca de teores
reduzidos de agua [30]. Em relacdo a solubilidade em agua os hidratos apresentam
a seguinte ordem CAH;;>C,AHg>C3AHs. Quanto menor a solubilidade do hidrato

menor é o tempo de endurecimento do cimento.

3.3 Capacidade bactericida

A capacidade bactericida é um grande atrativo para implantes médicos, sendo
que a questado mais importante relacionada ao implante de dispositivos artificiais é a
infeccdo por bactérias. A infeccdo por bactéria comeca com a adesao da bactéria
seguido da colonizagdo das mesmas. Por isso, € importante inibir a adesdo de
bactérias na superficie do implante, produzindo implantes com funcbes

antibactericidas [33].
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Novos modelos de biomateriais estdo surgindo contendo a incorporacdo de
nanoparticulas em suas matrizes. Recentemente estudos mostraram atividades
antimicrobianas de materiais naturais e sintéticos como quitosana [34],
nanoparticulas de prata (Ag) [35] e nanotubos de carbono [36].

O ion prata atua fortemente para a destruicdo dos microbios como as bactérias,
fungos e virus, e num sentido mais amplo, os protozoarios e algas marinhas.

A prata tem sido descrita como oligodinamico pela capacidade de exercer um
efeito bactericida em concentra¢cdes minimas [37]. O radical S-Ag afeta fortemente o

crescimento bacteriano, mantendo sua ac&o constante e permanente:

R-S-H + Ag" => R-S-Ag + H* (3)

Dentro de uma micro-visdo da acao bactericida dos ions prata podem-se notar

dois tipos de acdes:

a) Devido a liberacdo do ion prata na 4gua ou no ar ambiente Umido, ocorre a acao
catalitica deste ion destruindo a membrana plasmatica das células das bactérias,
pela diferenca de potencial (eletropoténcia) entre a parte interna e externa das
células;

b) Outra acdo do ion prata, no ambiente Umido (agua ou ar), esta em penetrar na

membrana plasmatica da célula bacteriana, destruindo seu citoplasma.

Nanoparticulas de prata tem proporcionado agdo sobre Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa [38,39] e certos virus [40]. Como as nanoparticulas de
prata possuem uma grande area de superficie disponivel para a interacao bacteriana
elas exibem um mais forte efeito antibacteriano comparado aos ions micrométricos
[41].

A propriedade bactericida de um material pode ser avaliada in vitro por meio
do teste de difusdo em agar (TDA), com os materiais colocados sobre a superficie
do meio de cultura inoculado com microrganismos, apos terem tomado presa. Apos
48h séo realizadas as medidas de halo de inibicdo de crescimento microbiano. A
presenca de halo indica a atividade antimicrobiana do material [42].

Rossato, Kersting e Volkmer estudaram o efeito da adicdo de prata na

propriedade bactericida da hidroxapatita utilizando o método de difusdo em agar,
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demonstrando que a presenca da prata aumentou a atividade antibactericida da
hidroxiapatita, porém, sdo necessarios maiores tempos de ensaio para verificar 0s
tipos de bactéria contra as quais o material demonstra atividade [43].

Além da prata, o 6xido de titanio (TiO,) tem recebido grande atencdo por
apresentar propriedades fotocataliticas para decomposicdo de materiais organicos.
A atividade fotocatalitica do TiO, é fortemente dependente da estrutura do cristal e
do tamanho da particula [11]. O dioxido de titdnio € um semicondutor que se
apresenta em trés formas alotropicas, ou seja, rutilo (tetragonal), anatase
(tetragonal) e bruquita (ortorrombica). Segundo Rodriguez et al. o TiO, com
predominio na fase anatase € o material mais comumente usado na fotocatéalise [44].

Esse material € utilizado para degradar a matéria organica. Essa propriedade
de degradar a matéria organica, confere ao TiO, as propriedades autolimpante e
bactericida.

A fotoatividade (atividade com a presenca de luz natural ou artificial) de
semicondutores nanométricos ou nanoestruturados tem sido muito estudada na
literatura. Quando a luz € incidida no TiO,, este absorve fétons com energia igual ou
superior ao “gap Otico”, resultando na promocéo de um elétron da banda de valéncia
a banda de conducdo, o que gera um par elétron-buraco (e-/b+) na banda de
valéncia. Os buracos b+ gerados sdo poderosos agentes oxidantes, facilitando na
geracdo de radicais HO", a partir de moléculas de agua adsorvidas na superficie do
semicondutor, 0os quais podem oxidar facilmente o contaminante organico [45,46].
Esse processo de fotodegradacdo de materiais organicos pode ser utilizado para
esterilizar superficies como ac¢o inox ou vidro, ou seja, uma vez formado um
recobrimento de TiO, na superficie desejada, na presenca de luz, esta superficie
torna-se bactericida [11].

Nogueira e Jardim comprovaram o poder bactericida do TiO; na inativacao de
microrganismos tais como Lactobacillus acidophilus, Sacharomyces cerevisiae e
Escherichia Coli [47].

Matsunaga et al. demonstraram que particulas de TiO, irradiadas destruiram
bactérias como Lactobacillus acidophilus, Escherichia coli e leveduras como a
Saccharomyces cerevisiae. Comprovaram ainda que a acdo fotodestrutiva deste
catalisador esta associada a reducdo dos niveis intracelulares da coenzima-A por
foto-oxidacéao [48].
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3.4 Radiopacidade

A radiopacidade é uma propriedade fisica desejavel aos agentes cimentantes e
importante propriedade para os materiais dentérios, especialmente para os materiais
obturadores ou retrobturadores. Os agentes cimentantes sdo materiais utilizados
para cimentacdo e selamento de restauracbes e proteses dentarias [49]. A
radiopacidade possibilita a deteccdo de caries, defeitos na restauracdo e gaps
interfaciais [50]. A maioria dos materiais usados em endodontia contem agentes
radiopacos visando uma melhor observacdo do preenchimento do canal apdés um
procedimento radiografico e para checar a evolucdo do tratamento com o tempo
[14]. O material para preenchimento do canal deve apresentar radiopacidade para
ser distinguido de estruturas anatdmicas adjacentes tais como, 0sso e dente [12,13].

Beyer-Olsen e Ortavik, apresentaram um meétodo para estabelecer um sistema
padrdo de mensuracdo da radiopacidade de varios cimentos endoddnticos. As
amostras sao radiografadas ao lado de um aparato em degraus de aluminio, onde
cada degrau apresenta uma espessura conhecida. As imagens obtidas sao
colocadas em um fotodensitbmetro, e a densidade Optica de cada degrau € medida,
correlacionando com as densidades dos cimentos, que devem ser medidas
simultaneamente [51].

De acordo com o protocolo para radiopacidade de materiais dentarios,
publicado pela International Standards Organization (ISO 4049), estes materiais
devem ser mais radiopacos do que a dentina. Os agentes cimentantes devem
possuir radiopacidade igual ou superior a espessura em aluminio, para que se possa
diferenciar os materiais da estrutura dental humana e até mesmo de caries
recorrentes, infiltracbes marginais e falhas na cimentacdo [50]. O aluminio é o
material de referéncia para comparacdo por possuir radiopacidade similar a da
dentina [50].

As variagbes na radiopacidade encontrada nos materiais comercias esta
relacionada ao tipo e quantidade de agente radiopacificador adicionado a cada
material, como prata, zinco, estrdncio, silicio, titanio, aluminio e bario [12,13,14].

Apesar dos fabricantes dos materiais comerciais normalmente nao
disponibilizarem a quantidade de cada agente radiopacificador, pode-se inferir que a
diferenca significativa observada nos valores de radiopacidade entre os materiais,

esta relacionada ao numero atdbmico de seus componentes. Quanto mais alto o
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namero atdémico do elemento presente na composicdo do material, mais radiopaco
ele se apresentara [13].

Em 1985, McLean e Gasser, incluiram particulas de prata ao pé do ionébmero
de vidro, desenvolvendo um material radiopaco, o qual facilita 0 acompanhamento
radiografico do preenchimento da cavidade com o material [52].

Outros aditivos usados na odontologia ou medicina como radiopaco incluem
oxido de zinco como um selador de canal e sulfato de béario extensivamente aplicado
na medicina [53]. Entretanto, de acordo com Vivan et al., sulfato de bario sozinho
nao é altamente radiopaco e nao fornece radiopacidade adequada ao cimento de
silicato de célcio [14]. Oxidos de zinco e zircdnio também s&o utilizados em materiais
dentais para finalidades protéticas e implantes e ndo apresenta toxicidade [12].

Camilleri e Gandolfi , avaliaram a influéncia de agentes radiopacificadores
(sulfato de bario, 6xido de titanio, 6xido de zinco, ouro em po e liga de prata/estanho
em po) para proporcionar uma radiopacidade satisfatoria ao cimento a base de
silicato de calcio [53]. A radiopacidade foi avaliada segunda a norma ISO 6876:2001
e diferentes teores (10, 15, 20, 25 e 30%) dos agentes radiopacificadores foram
adicionados ao cimento. Os resultados mostraram que a liga de prata/estanho e o
ouro em po apresentaram uma radiopacidade maior que 3 mm Al (recomendado

pela ISO 6876:2001) com menor concentracdo comparado aos demais aditivos [54].

3.5 Biocompatibilidade

A biocompatibilidade de materiais pode ser aumentada por meio da deposi¢ao
de fases de fosfato de calcio sobre a sua superficie utilizando-se os métodos

biomimético e eletroquimico.

3.5.1 Método biomimético

O método biomimético foi desenvolvido por Abe e colaboradores em 1990 [55].
Trata-se de uma nucleagdo heterogénea que permite recobrir substratos metélicos,
poliméricos e cerdmicos. O método consiste em colocar o substrato a ser recoberto
em uma solucéo sintética simuladora do fluido corpoéreo (simulated body fluid, SBF)

cuja composicdo ibnica é semelhante ao plasma sanguineo, sendo uma solucao
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metaestavel contendo ions de calcio e fosfato supersaturados, a fim de reproduzir a
formacdo de apatita em uma temperatura de 37°C [16].

Entre as principais vantagens apresentadas por esse método pode-se destacar
a possibilidade de controlar a espessura da camada depositada e a diversidade de
formas cristalinas, além de permitir o recobrimento de materiais com geometria
complexa [17].

Klopcis e colaboradores mostraram que o método biomimético € eficiente e
rapido para deposicdo de hidroxiapatita (HA) em ceramicas inertes como amostras
densas de alumina e zircbnia [18]. A deposicdo de HA na superficie de um material
resulta na formacéo de uma ligacdo entre o tecido e o material aumentando a sua
biocompatibilidade [15].

A capacidade de um material dissociar ions calcio que reagem com ions fosfato
presente no fluido biologico resultando na formacdo de hidroxiapatita € definida
como bioatividade. A determinacdo da bioatividade in vitro de um material € o
primeiro passo na determinacdo se um material € ou ndo bioativo in vivo, isto é,
quando implantado no corpo [56]. Um material bioativo é definido como aquele que
promove uma resposta especifica na interface do material o que resulta na formacéao
de uma ligacdo entre o tecido e o material [57]. Estes materiais apresentam a
capacidade de criar uma ligacdo quimica interfacial com o tecido vivo tdo forte ou
mais forte do que o 0sso [56].

O mecanismo geral de como um material especifico se liga aos tecidos vivos
varia com 0s materiais bioativos com, entretanto, uma completa similaridade entre
todos eles. Uma camada de hidroxiapatita biologicamente ativa é formada na
superficie quando o material é introduzido no corpo [56]. Desde que a parte mineral
rigida de ossos e dentes consiste de nano cristais de HA, uma camada da mesma
substancia tem a capacidade de se ligar com ambos o material implantado e 0 0sso.

A hidroxiapatita € o componente mineral dos tecidos duros como 0sso, dentina
e esmalte. Existem vérias apatitas sendo as mais comuns entre elas o grupo de
fosfatos de calcio cristalino. A formula estequiométrica geral Ca;o(PO4)sX2 incluem
fluorapatitas (X=F), cloroapatitas (X=CIl) e hidroxiapatitas (X=0OH) [60]. Talvez a
forma mais importante das apatitas de calcio seja a carboapatita, geralmente
referida como uma apatita biologica e é a fase apatita predominante em todos os
tecidos duros humanos [59]. Carboapatitas € uma apatita substituida por CO3 onde 0

COg3 pode substituir os grupos OH ou PO,. Dependendo de onde os grupos COj3
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estdo situados a apatita € classificada como tipo A ou B, resultando em diferentes
alteracdes na estrutura cristalina e propriedades fisicas como a solubilidade.

HA é a menos soluvel entre todos os fosfatos de calcio com excecédo da
fluorapatita, em pH acima de 4,2. A consequéncia pratica disso é que todos o0s
outros compostos de fosfato de calcio formados irdo eventualmente se converter em
HA desde que o pH seja suficientemente alto e a razdo de concentracdo i6nica seja
adequada e que todos estejam em solugdo. A maior importancia da HA nesta area
de bioatividade é devido a equivaléncia bioldgica dos constituintes inorganicos do
0sso. Uma camada de HA formada sobre o material € reconhecida pelo corpo como
dele mesmo e ndo ira ser recoberto por uma camada fibrosa. A camada de cristais
de apatita é entdo capaz de se ligar ao tecido duro.

Desde que o tecido vivo se liga com o material, nenhum problema ocorre de
encapsulamento e o efeito de ancoramento torna-se forte. Isso sugere que o tempo
de sobrevivéncia do implante deve ser prolongado. Muitos dispositivos médicos
funcionam puramente com retencdo mecanica e isso € considerado a razdo para a
falha e o encurtamento da duracdo de vida de muitos implantes. Os problemas
aumentam especialmente se uma camada fibrosa € criada entre o implante e o
tecido, permitindo micro movimentos da interface fibrosa flexivel e causando
afrouxamento do implante. Entretanto, se uma forte, ndo flexivel e uniforme ligacdo
quimica interfacial forem criadas entre o tecido e o implante este problema pode ser
evitado em muitos casos. A taxa de falha ira diminuir e a duracéo de vida esperada
irA aumentar.

Como visto, o CAC anidro guando em meio aquoso ira dissociar gerando ions
Ca?*, AI(OH)4 e OH aumentando o pH ao redor do material. O CAC endurecido em
um ambiente Gmido e acima 35 °C sera formado pelos produtos aluminato de calcio
hexahidratado C3AHg e Al(OH)3:

3(Ca0.AlL0s) + 12H,0  — Caz(Al(OH),)2(OH), + 4AI(OH)3 (4)

O teor de fosfato em fluidos corpéreos esta presente como componentes em
equilibrio no sistema Hs;PO,, significando que em pH neutro, o HPO,* é o fon
dominante. A solubilidade dos ifons célcio esta abaixo 10° em pH de
aproximadamente 8,5 sugerindo que a apatita pode precipitar até mesmo em fluidos

onde a concentracdo de fosfato é muito baixa a medida que ocorra aumento da
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concentracdo de ions calcio e do pH. Embora SBF seja supersaturado com relacao
a apatita, precipitacdo ndo ocorre sem estimulo quimico devido a alta energia
necesséria para formar nacleos criticos [60].

Dessa forma, quando o CAC hidratado é exposto a solugcdo SBF fornece
ambos fons Ca** solubilizados a partir dos hidratos e aumento do pH, favorecendo a

precipitacdo de hidroxiapatita.
10 Ca** +6 HPO4> +2H,O — Cap(PO4)s(OH), + 8H* (5)
Esta reacdo pode ser vista como um mecanismo de defesa onde o corpo

neutraliza o pH bésico por meio da producdo de HA. A introducdo de CAC hidratado

em tal sistema ir4 entdo promover a seguinte cadeia de reacdes:

HPOs + OH — HPO, + H,0 ©)
HPO,” + OH — PO,> + H,0 %
5Ca’* + 3P0, + OH — Cas(POy4)3(OH) (8)

As reacdes acima implicam que o CAC hidratado em fluidos corpéreos
promove a precipitacdo de apatita. Pode também ser facilmente sugerido que
baseado na solubilidade e pH, aluminato de calcio hexahidratado (C3AHg) podem se
converter em Al(OH); e apatita quando em contato com fluido corporeo de acordo

com a reacao:
Cas(Al(OH)4)-(OH), + 2 Ca®* + HPO,* + 2 H,PO* — Cas(PO.,)3(OH) + 2 Al(OH); + 5 H,O (9)

Outra importante reacdo que ocorre em consideracdo neste contexto € a
precipitacdo de carbonato de célcio. CO, é parcialmente dissolvido como um gas em
fluidos corpéreos, mas esta também presente como ions HCO3'. Se um maior pH for
localmente introduzido por exemplo na superficie do CAC hidratado, fons COs* sdo
produzidos e CaCOj3; pode precipitar.

O conjunto de possiveis reacdes apresentadas acima sugere que quando CAC

€ introduzido em um sistema contendo fluidos corpéreos, como saliva e sangue,
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uma zona interfacial contendo uma mistura de produtos precipitados sera criada
muito proxima ao ambiente bioldgico.

Além da hidroxiapatita, outros fosfatos podem precipitar a partir da solucao
SBF os quais podem ser classificados através da sua razdo entre os elementos
calcio/fosforo (Ca/P) que apresenta em sua férmula quimica, podendo variar de 0,5
a 2,0 de acordo com a Tabela 4. A fase de fosfato formada vai depender das
condi¢cdes do meio, tais como: temperatura, pH, concentracdo de ions e razao molar
Ca/P.

Tabela 4 - Tipos de compostos de fosfato de calcio.

Fosfatos de Calcio Formula quimica Ca/P
Fosfato tetracalcico (TeCP) Cas0O(P0O,)2 2,0
Hidroxiapatita (HA) Cayo(PO4)s(OH)2 1,67
Fosfato de célcio amorfo (ACP) Caz(POy,) 1,5
Fosfato tricalcico (TCP) Caz(POy,)2 1,5
Fosfato octacalcio (OCP) CagH2(P0O4)s.5H,0 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de calcio (DCPA) CaHPO4 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) CayP,0y 1,0
Pirofosfato de célcio di-hidratado (CPPD) CayP,07.2H,0 1,0
Fosfato heptacalcico (HCP) Caz(Ps5015)2 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracéalcico (TDHP) CayH,Ps020 0,67
Fosfato monocalcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H2POy4), H,O 0,5
Metafosfato de célcio (CMP) Ca(POs3): 0,5

Fonte: Adaptado de LI Panjian et al. [61].

Tais fosfatos de calcio estdo presentes no sistema bioldgico durante as
diferentes etapas do desenvolvimento 6sseo, como por exemplo, o fosfato
octacalcico [CagH2(PO4)s.5H,0], a monetita (CaHPO,), a brushita (CaHP0O,4.2H,0) e
fosfato de calcio amorfo, uma substancia com composicdo mal definida, que
provavelmente apresenta uma férmula que se aproxima do fosfato de caélcio
[Cas(POy),] e pirofosfato de célcio (Ca,P,07) como apresentado na Tabela 5 [62].

A monetita (CaHPO,) é uma das fases precursoras da formacido de HA. E

comumente usada como material substituto 6sseo reabsorvivel por apresentar boa
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biocompatibilidade e bioatividade, entretanto existem algumas limitagcdes no seu uso

devido a sua baixa resisténcia mecéanica [63].

Tabela 5 - Fosfatos de célcio presente em sistemas biologicos.
Fosfato de célcio Formula quimica Ocorréncia

Esmalte, dentina, osso, calculo dental,
Apatita (Ca,M)10(PO4,Y)sZ, rochas, célculo urinario, calcificagcdes em
tecido mole
Fosfato Octacalcico ) o
CagH2(P0O4)6.5H,0 Calculo dental e urinario
-OCP
Brushita, fosfato de
calcio di-hidratado, CaHPO,2H,0

DCPD

Célculo dental, condrocalcinose,
crystalluria, ossos decompostos
o Calculo dental e urinario, pedras
Fosfato tricélcio -

TCP Cas(P0Oa4)2 salivarias, caries em dentina, cartilagem

artritica, calcificacdes em tecido mole

Pirofosfato de calcio
di-hidratado
Fonte: Adaptada de Le Geros [63].

Ca,P,07.2H,0 Pseudo depodsitos em fluidos sinoviais

3.5.2 Método eletroguimico

Recobrimentos de materiais por fases de fosfato de calcio também podem ser
obtidos pelo método eletroquimico. O recobrimento de materiais visa melhorar a
compatibilidade destes materiais com sistemas bioldgicos, mas também adequar as
suas propriedades mecanicas a do tecido hospedeiro [64]. Por meio do método
eletroquimico pode-se obter revestimento de proteses metalicas a serem utilizadas
em implantes 6sseos, com 0 objetivo de melhorar a adesao destes implantes ao
0SS0.

O método eletroquimico é semelhante a eletrélise convencional, baseado na
reducdo catdodica da agua. Por ser um processo ndo espontaneo, existe a
necessidade da utilizacdo de uma fonte de corrente continua para poder direcionar o

fluxo de elétrons.
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O material a ser recoberto (substrato) atua como catodo e o eletrodo de platina
atua como anodo, sendo ambos colocados em uma solucdo rica em fons Ca** e
(PO4)*, como representado na Figura 2. Na regido onde esta o catodo (ocorre um
aumento local do pH) resultando em precipitacdes dos ions presentes na solucao
formando uma camada aderente de fosfatos de célcio sobre a superficie do material.
A formacao de bolhas de hidrogénio ao redor do anodo faz com que aumente a
porosidade da camada depositada [65]. O pH da solugéo e a densidade da corrente
empregada influenciam na quantidade e na composicao da camada de fosfato de
calcio depositada.

No processo de deposicdo de HA, por essa ndo ser condutora ocorre um
aumento de resisténcia do sistema acarretando um limite de espessura do material a
ser depositado. Durante o processo de deposi¢ao ocorre o consumo de energia para
que se formem o0s nucleos de crescimento dos cristais do material a ser depositado.
Apoés iniciado o processo de recobrimento do catodo, a corrente diminui

gradualmente [66].

Figura 2 - Esquema utilizado para deposi¢do de HA

T Eletrang

Anodo. ﬂ ,_..C.atm':‘
. ;

Fonte: Melo [19].

No meétodo eletroquimico é wusado um Potenciostato/Galvanotasto
(equipamento de baixo custo), que pode ser usado para revestimento de superficies

irregulares. Tem sido empregado principalmente para o recobrimento de substratos
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metalicos uma vez que para que ocorra a eletrodeposicdo é necessario que 0
substrato seja condutor.

Dentre os substratos metalicos, o titdnio vem se destacando para aplica¢des in
vivo sendo utilizado tanto para aplicacdo de implantes ortopédicos como dentarios
[67]. Modificacbes da superficie desses implantes metalicos podem contribuir para
melhoria da sua biocompatibilidade, por meio do recobrimento com uma camada de
ceramicas bioativa de fosfatos de célcio. MacDonald et al e Yang et al, estudaram o
tratamento da superficie do titanio obtendo-se um filme poroso de apatita [68,69].
Park et al, estudaram o recobrimento de fosfatos de calcio na superficie de titanio
pelo método eletrolitico utilizando-se uma solucdo eletrolitica que simula o fluido
corporal (SBF) [70]. A temperatura de deposicéo utilizada foi de 60 °C durante uma
hora com potencial catddico de 1,5, 2 e 2,5 V. Posteriormente os substratos foram
mantidos durante cinco dias em contato com SBF em 36,5 °C para serem
convertidos em apatitas. Quando utilizado potencial catédico de 1,5 V foram obtidos
cristais de apatitas densos. Com potencial de 2 V a camada depositada mostrou-se
bem similar a apatita presente nos 0ssos. JA em potencial catédico de 2,5 V o
recobrimento constituiu-se de apatitas com menor cristalinidade com razdo Ca/P
maior que 1,67.

O método eletroquimico também pode ser aplicado a substratos ceramicos
como CAC. No entanto, ha a necessidade da adigcdo de um material condutor por
apresentar baixa condutividade elétrica.

Neste trabalho os aditivos incorporados ao CAC foram prata e 6xido de titanio.
A prata se destaca pela alta condutividade e biocompatibilidade mas apresenta alto
custo, cerca de R$ 5.000,00/Kg. O 6xido de titanio é quimicamente e biologicamente
inerte, apresenta baixa condutividade mas por outro lado, apresenta um menor custo
(R$ 280,00/Kg). Ambos se destacam na literatura como materiais ndo toxicos e que

apresentam propriedades bactericida e de radiopacidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

O material usado neste trabalho foi o cimento de aluminato de calcio (CAC)
comercial (Kerneos) contendo os seguintes aditivos: (i) dispersante poliglicol (Bayer,
0,6%-p), (ii) plastificante (Labsynth, 2,8%-p) e (iii) p6s-metalicos (prata e O0xido de
titdnio na forma anatase, MH Nano) com teores de 1, 2, 4 e 6%-p.

Apoés a homogeneizacao das diferentes composi¢cdes usando moinho de bolas
durante 1 hora, amostras foram preparadas em duplicada a partir das diferentes
composi¢cdes e avaliadas quanto a capacidade bactericida, radiopacidade e
biocompatibilidade por meio dos métodos biomimético e eletroquimico.

4.1 Avaliacéo da capacidade bactericida de amostras de CAC na presenca de
prata (Ag) e 6xido de titanio (TiOy)

Para avaliagdo quanto a capacidade bactericida foram usadas amostras (10
mm de diametro por 2 mm de espessura) preparadas a partir de suspensdes de
CAC contendo 82%-p de solidos como apresentada na Figura 3. Pastilhas de CAC
foram preparadas quando puras ou contendo diferentes teores de Ag e TiO; (1, 2, 4
e 6%-p). A prata avaliada apresentou tamanhos médios de particulas da ordem de
700 nm e teve a sua atuacdo comparada a prata contendo particulas da ordem de
40 nm. Imediatamente ap0s a moldagem, as amostras foram desmoldadas e
esterilizadas utilizando uma camara de fluxo (BioFlux 1) com radiac&o ultravioleta

durante 20 minutos antes de serem colocadas em contato com 0s microrganismos.
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Figura 3 - Pastilhas de CAC puras ou contendo diferentes teores de Ag e TiO, (%-p). a)
CAC-Ag (1%), b) CAC-Ag (2%), c) CAC-Ag (4%), d) CAC-Ag (6%), e) CAC Ag 40 nm) f)
CAC-TIiO; (1%), g) CAC-TiO; (2%), h) CAC-TiO; (4%), i) CAC-TiO, (6%), j) CAC.

0

As cepas bacterianas foram cultivadas em agar Brain Heart Infusion (BHI -

Himedia, Mumbai, india) e C. albicans em Sabouraud-dextrose (Himedia), por 24 h a
37°C, com condicbes de microaerofiia (5% de CO;) para S. mutans. ApoOs
incubacéo, o inoculo foi padronizado em solucao fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e sua
turbidez ajustada em espectrofotdmetro (Micronal, S&o Paulo, Brasil), para
densidade optica (DO) adequada a cada microrganismo (Tabela 6), com desvio-
padrdo de 0,020, para obtencdo de suspensdo com 10° células/ml. Para P.
aeruginosa obteve-se uma suspenséo de 10° células/ml, seguindo de duas diluices
decimais para obtencdo de uma concentracdo final de 10° células/ml. Em seguida,
uma aliquota de 100l da suspendo padronizada de cada microrganismo foi

semeada em agar Mueller Hinton (Himedia) ou agar Sabouraud-dextrose (Himedia),
para C. albicans. Ap6s 5 minutos, foram aplicadas sobre o inoculo as diferentes
amostras, como apresentado na Figura 4. A preparacdo das pastilhas de TiO;
ocorreu na presenca de luz negra devido ao aditivo apresentar fotoatividade
(atividade com a presenca de luz natural ou artificial), como apresentado na Figura
5. Imediatamente apds, as placas foram levadas para incubacdo a 37°C por 24 h,
com 5% de CO; para S. mutans. O experimento foi realizado em triplicata. Por fim, o

diametro total (mm) dos halos de inibicdo de crescimento foi mensurado.
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Tabela 6 - Preparacdo das suspensdes de microrganismo contendo 10% células/ml ou 10°
células/ml (P. aeruginosa).

Microrganismo Procedéncia Turbidez da cultura em caldo
Densidade optica A (nm)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 0,374 490
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 0,090 630
Escherichia coli ATCC 25922 0,324 590
Candida albicans ATCC 18804 0,284 530
Streptococcus mutans ATCC 35688 0,620 398
Enterococcus faecalis ATCC 4083 0,298 760

Figura 4 - Fotos das placas de (a) agar Mueller Hinton (Himedia) ou (b) agar Sabouraud-
dextrose (Himedia), para C. albicans; contendo as pastilhas de cimento sem Ag (S) e com
diferentes teores de prata (1, 2, 4 e 6%-p).
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Figura 5 - Fotos das placas de agar Mueller Hinton e pastilhas de Ti?, com
diferentes teores (1, 2, 4 e 6%-p) na presenca de luz negra.

e ' 4

Fonte: Acervo do autor

4.2 Avaliacao da radiopacidade de amostras de CAC na presenca de prata (AQ)
e oxido de titanio (TiOy)

Para avaliagdo quanto a radiopacidade também foram usadas amostras (10
mm de didmetro por 2 mm de espessura) preparadas a partir de suspensdes de
CAC contendo 82%-p de solidos como apresentado na Figura 3. Pastilhas de CAC
foram preparadas contendo diferentes teores de Ag e TiO; (1, 2, 4 e 6%-p). A prata
avaliada apresentou tamanhos médios de particulas da ordem de 700 nm e teve a
sua atuacdo comparada a prata contendo particulas da ordem de 40 nm. O CAC
contendo o aditivo radiopaco ZnO bem como os materiais comerciais (MTA branco e
cinza) foram usados como controle. Apds a moldagem, as amostras foram mantidas
em estufa a 37°C durante 24 horas em ambiente saturado. Apds este tempo, as
amostras foram desmoldadas e mantidas a 37°C durante um dia sendo, em seguida,
colocadas sobre um filme oclusal grupo E (Kodak; Insight). Ainda sobre esse mesmo
filme, colocou-se uma escada de aluminio 99 % (liga 1100), cuja espessura varia de
1 a 10 mm, aumentando em incrementos uniformes de 1 mm por degrau com o
objetivo de permitir a comparacdo entre os degraus da escada e as respectivas
amostras. Para analisar a radiopacidade das amostras utilizou se o aparelho de
Raios X (Procion, ION 70X) que foi regulado para emitir radiagcdo com 70 KVp e 8
mA. A distancia foco-objeto, que o separa das amostras a serem radiografados, foi

de 20 cm, sendo o tempo de exposicéo de 0,25 segundos. Depois de radiografados,
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os filmes foram revelados em uma sala escura seguindo recomendagfes do
fabricante. Com a obtencéo das radiografias (Figura 6) procedeu-se entéo a leitura
das densidades Opticas (D.O) das amostras e de cada degrau da escada de
aluminio, com a ajuda de um fotodensitbmetro (MRA; Industria de Equipamentos
Eletronicos Ltda) apresentado na Figura 7.

Figura 6 - Exemplo de radiografia utilizada para as medidas de densidade &ptica.
A) CAC-TiO; (1%), C) CAC-TIO, (2%), E) CAC-TiO, (4%), G) CAC-TiO, (6%), B)
CAC-Ag (1%), D) CAC-Ag (2%), F) CAC-Ag (4%) e H) CAC-Ag (6%).

Fonte: Acervo do autor

Figura 7 - Fotodensitbmetro utilizado para medir as densidades 6pticas das radiografias.

Fonte: Acervo do autor
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4.3 Avaliacao da biocompatibilidade de amostras de CAC na presenca de prata
(AQ) e 6xido de titanio (TiO) por meio do método biomimético

Para avaliagdo quanto a biocompatibilidade do CAC por meio do método
biomimético foram usadas amostras (20 mm de diametro por 4 mm de espessura)
preparadas a partir de suspensdes de CAC contendo 77%-p de solidos. Pastilhas de
CAC foram preparadas contendo diferentes teores de Ag e TiO, como apresentado
na Figura 8. Ap6s a moldagem, as amostras foram mantidas em estufa a 37°C
durante 24 horas em ambiente saturado. Apos este tempo, as amostras foram
desmoldadas e mantidas a 37°C em ambiente saturado durante sete dias. Apés
esse periodo, algumas amostras foram usadas para avaliagdo quanto ao pH
enquanto outras foram esterilizadas utilizando uma camara de fluxo (BioFlux IlI) com
radiacdo ultravioleta durante 10 horas e usadas para avaliacdo quanto a

biocompatibilidade (bioatividade).

Figura 8 - Pastilhas de CAC puras ou contendo Ag e TiO, (%-p). a) CAC b) CAC-Ag c) CAC-
TiO,,

Fonte: Acervo do autor

Os ensaios consistiram em medidas de pH em 50 ml 4gua ou de solugéo
simuladora de fluido corporal (SBF) em contato com as amostras de CAC+aditivos,
em funcdo do tempo usando um equipamento medidor de pH com sensor de
temperatura individual (MA 522/E, Marconi).
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A preparacdo da solucdo SBF seguiu procedimento descrito na literatura por
Rigo, como apresentado na Tabela 7 [71]. A solucéo foi preparada utilizando-se uma
quantidade dos reagentes em uma propor¢cdo 1,5 vezes superior (SBF 1,5) a
concentracdo de ions (mM) inorganicos presentes no plasma humano a fim de

acelerar a formacao de apatita.

Tabela 7 - Reagentes usados na preparagdo de um litro de solucao de fluido
corporal simulado de acordo com Rigo.

Reagente SBF 1,5 Rigo
Agua 400 mL
NaCl 11,992 g
NaHCO3; 0,529 ¢
KCI 0,335¢g
K>HPO, 0,261 g
MgCl,.6H,0O 0,458 g
HCI 0.1M 15 ml
CaCl,.2H,0 0,551¢
Na,SO4 0,107 g
(CH20OH)3CNH; Teor necessario para ajuste pH= 7,25
0.05M
HCI 0.1M Teor necessario para ajuste pH= 7,25

Os ensaios de biocompatibilidade (bioatividade) foram divididos em duas
etapas. Na primeira etapa as amostras contendo 1%-p de aditivo foram colocadas
em contato com a solucao de fluido corporal simulado mantendo-se uma razéo area
superficial/'volume de 0,1 cm™, durante diferentes periodos (1, 3, 7 e 15 dias) sob
agitacdo a 37°C usando um shaker MA420 (Marconi). Na segunda etapa as
amostras contendo diferentes teores de aditivo (1, 2, 4 e 6%-p) foram colocadas em
contato com a solucdo de fluido corporal simulado durante 7 dias. Apdés cada
periodo, as amostras foram levemente lavadas com agua para remover a solucao e
posteriormente secas a temperatura ambiente.

As superficies das amostras antes e ap0Os tratamento por meio do método
biomimético foram caracterizadas usando as técnicas de microscopia eletrénica de
varredura (MEV, EVO MA10 Zeiss) e microandlise de raios X (EDS) a fim de avaliar

a interagdo do material com a solugdao SBF. Para a obtencdo das imagens as
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amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro. As amostras também
foram analisadas por difracdo de raios X em um difratdbmetro, modelo XRD-6000 da
Shimadzu e radiagio Cu-Ka (A= 1,54439 A) para a identificacdo das fases formadas.
As analises foram realizada para 20 variando de 10 a 70° com passo de 0,01° com

duracéo de 5 horas.

4.4 Avaliacao da biocompatibilidade de amostras de CAC na presenca de prata
(Ag) e 6xido de titanio (TiO2) por meio do método eletroquimico

Para avaliacdo quanto a biocompatibilidade por meio do método eletroquimico
também foram usadas amostras (20 mm de diametro por 4 mm de espessura)
preparadas a partir de suspensfes de CAC contendo 77%-p de sélidos. Pastilhas de
CAC foram preparadas contendo diferentes teores de Ag e TiO,. Apds a moldagem,
as amostras foram mantidas em estufa a 37°C durante 24 horas em ambiente
saturado. Apds este tempo, as amostras foram desmoldadas e mantidas a 37°C em
ambiente saturado durante sete dias e posteriormente secas a temperatura
ambiente.

No meétodo eletroquimico de corrente controlada foi usada uma célula
eletrolitica composta por um eletrodo de trabalho que atua como catodo (amostra),
um eletrodo auxiliar como anodo (fio de platina) e uma fonte de tensédo e corrente
(modelo FR-303), como apresentado na Figura 9. A célula eletrolitica foi imersa em
uma solucdo eletrolitica utilizada para deposicdo de filmes de apatita a qual foi
preparada dissolvendo-se 3,1g Ca(H2P0O,),H,O e 14,00g de NaNO3z em 100 mL de
agua destilada. As condi¢des experimentais usadas para Ag (1%-p) foram corrente
de 95 e 150 mA/cm?. J& para TiO, (1%-p) foram 82 e 130 mA/cm? durante 5 e 10
minutos, respectivamente. A temperatura foi mantida constante em 50°C. Os aditivos
Ag e TiO, também foram testados nos teores de 2, 4 e 6%-p para as seguintes

condicdes: corrente de 150 mA/cm? e tempo de 5 minutos.
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Figura 9 - llustracao do aparato usado no método eletroquimico.
[ ] 7

‘ ) :"

Fonte: Acervo do autor

As superficies das amostras antes e ap0Os tratamento por meio do método
eletroquimico também foram caracterizadas usando as técnicas de microscopia
eletronica de varredura, microanalise de raios X e difracdo de raios X, como descrito

anteriormente.
4.5 Técnicas de Caracterizagdo
4.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura
Aspectos microestruturais das amostras sem e com o recobrimento foram
observados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em um microscépio de

marca Zeiss modelo EVO-MA40, com espectroscopia de energia dispersiva (EDS),

onde as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro.

4.5.2 Difrag&o de Raios-X

Andlises das fases mineralégicas das amostras antes e apds tratamento
foram realizadas através da difragdo de raios-X, com um difratbmetro Shimadzu,
modelo XRD 6000, equipado com um monocromador de grafite e um anodo rotativo
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de cobre, operando a 40 KV e 40ma. A analise foi realizada em uma faixa de @ de
10 a 70°, com passo de 0,01° por 5 horas. As analises foram feitas com radiacéo
Cu-Ka (A= 1,54439 A).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Avaliacdo da capacidade bactericida de amostras de CAC na presenca de
prata (Ag) e 6xido de titanio (TiOy)

Os resultados das medidas de halo de inibicdo de crescimento bacteriano para
amostras de CAC contendo diferentes teores de Ag com tamanho de particulas de
700 nm sao apresentados na Tabela 8 e Figura 10. O material proporcionou efeito
bactericida somente para os microrganismos S. aureus e P. aeruginosa, com 0S
menores teores testados (1 e 2 %-p).

Por outro lado, nenhum halo de inibicao foi verificado para amostras de CAC
contendo diferentes teores de TiO,. Diante do resultado positivo dos ions prata,
experimentos em Agar foram repetidos usando prata com tamanho de particulas de
40 nm usando uma solucéo de prata 10° M. Os resultados das medidas de halo de
inibicAo de crescimento bacteriano sao apresentados na Tabela 8. O material

proporcionou efeito bactericida para os microrganismos S. aureus e E. coli.

Tabela 8 - Valores médios e desvio-padrdo (mm) dos halos de inibicdo formados em placa
de cultura de microrganismos apés contato de 24 horas com as amostras.

| | 1%-p Ag Ag 2%-p Ag
Microrganismos
(700nm) (40nm) (700nm)
14,33 13,00 13,33
Staphylococcus aureus
+1,15 +0,02 +1,53
. 3,33
Pseudomonas aeruginosa - -
+5,77
11,26

Escherichia coli - .
+ 0,66
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Figura 10 - Fotos das placas de cultura de microrganismos apés contato de 24 horas com as
pastilhas de cimento sem Ag (S) e com diferentes teores de prata (1, 2, 4 e 6%-p), com
tamanho de particulas de 700 nm. Destaque para os halos de inibicdo verificados para os
microrganismos S. aureus e P. aeruginosa.

S. aureus P. aeruginosa

Fonte: Acervo do autor

Nanoparticulas de prata penetram no interior celular causando danos pela
interacdo com atomos de enxofre e fosforo presente em ligantes de proteinas e no
DNA [35]. A atividade bactericida da prata tem se mostrado inversamente
proporcional ao seu tamanho, sendo mais efetiva para particulas menores que 100
nm. Kishen et al, explica esse fato tanto pela maior area de superficie como pela
carga elétrica que as particulas apresentam o que favorece a ligagdo com a parede
celular das bactérias [72]. De acordo com Sondi et al, nanoparticulas de prata
menores que 100 nm possuem atividade antimicrobiana contra E. coli [73]. Neste
trabalho, também foi verificado efeito positivo contra E. coli apenas quando usado
prata de 40 nm, ndo sendo observado para a prata 700 nm.

Kim et al, também avaliou o efeito da atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata contra S. aureus. Placas de agar Muller Hinton contendo
nanoparticulas de prata com varias concentracdes foram testadas. S. aureus
também foram inibidas com uma concentracdo baixa de nanoparticulas de prata, e
que os efeitos inibitorios sobre o crescimento desse microrganismo foram leves [74].

Staphylococcus aureus € uma das espécies de Staphylococcus mais
frequentemente encontradas na boca. Estes organismos sdo patogénicos

oportunistas, e podem causar infec¢cdes nos seres humanos. Uma doenca em outra
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parte do corpo pode provocar uma reducdo da funcdo imune, resultando numa
infeccdo secundaria de Staphylococcus.

Enquanto a maioria dos E. coli em forma de bastonete no organismo esta
localizada no intestino, uma pequena quantidade da bactéria esta presente na boca.
Tais bactérias que se encontram normalmente na boca transformam os restos de
alguns alimentos em acidos (latico, acético, butirico, propiénico) formados por um

processo de fermentagao, que atacam os tecidos mineralizados do dente.

5.2- Avaliacao da radiopacidade de amostras de CAC na presenca de prata (AQ)
e Oxido de titanio (TiOy)

Os valores de densidades 6pticas (DO) obtidos para cada degrau da escada de
aluminio correspondentes aos ensaios realizados com diferentes radiografias sdo
apresentados na Figura 11. As leituras apresentaram um comportamento muito
similar indicando que o método possibilita resultados suficientemente reprodutiveis.
Também pode ser observado decréscimo na DO com o0 aumento da espessura da
escada de aluminio uma vez que a imagem torna-se progressivamente mais

radiopaca.

Figura 11 - Densidades opticas da escala de aluminio medidas a
partir de quatro radiografias.

1.2 g1
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Os valores de DO obtidos para amostras de CAC contendo Ag e TiO, foram
convertidos em valores de radiopacidade (expresso em mm de Al) usando as curvas

de calibragdo apresentadas na Figura 11 e sao apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Valores médios de radiopacidade expressos em relacdo a espessura da
escada de aluminio (mm Al) para CAC contendo Ag 700 nm (1, 2, 4 e 6%-p), Ag 40 nm
e TiO; (1, 2, 4 e 6%-p) comparado ao aditivo ZnO e ao CAC sem aditivo.

3

2.5

1.5

Radiopacidade (mm Al)

0 S S (S (S S S S

CAC  Ag Ag Ag Ag Ag  TiO, TiO, TiO, TiO. ZnO
(1%)  (2%) (4%) (6%) (40nm) (1%) (2%) (4%) (6%) (25%)

Por meio dos resultados apresentados observa-se que o aditivo que
proporcionou maior valor de radiopacidade (menor valor de densidade 6ptica) foi Ag
(700 nm) com teor de 6%-p cujo valor foi préximo ao aditivo ZnO que vem sendo
estudado como radiopaco [12,53]. Entretanto, estes estudos mostram que a adi¢éo
de ZnO (25%-p) ao CAC nado tem proporcionado radiopacidade adequado ao
material, ficando abaixo dos valores obtidos em materiais usados comercialmente
como MTA (branco ou cinza). Dessa forma, os materiais ZnO e Ag (700 nm) foram
também avaliados quando misturados a fim de otimizar a radiopacidade do material.
De fato, a mistura ZnO+Ag 700 nm (6%-p) proporcionou aumento da radiopacidade
do CAC quando comparado a adicdo dos aditivos isoladamente, como apresentado

na Figura 13.
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Figura 13 - Valores médios de radiopacidade expressos em relagdo a espessura da escada
de aluminio (mm Al) para CAC contendo a mistura ZnO+Ag 700 nm nos teores de 1 e 6%-p
comparados aos materiais comerciais MTA (branco e cinza).
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Na presenca da mistura de aditivos (ZnO+Ag) o CAC apresentou
radiopacidade superior a apresentada pelos materiais comerciais, MTA branco e
cinza. Segundo a literatura, o MTA apresenta uma excelente radiopacidade
permitindo que o material seja distinguido das estruturas anatdmicas adjacentes
como a dentina [75].

As caracteristicas de radiopacidade sdo particularmente interessantes em
Endodontia, pois a radiografia tradicional ou as imagens digitalizadas sdo os Unicos
métodos disponiveis para investigar a qualidade do tratamento de canal ou a
qualidade dos retroobturadores, bem como o reparo tecidual pos-tratamento [75].
Varios estudos tém obtido a radiopacidade para diferentes materiais testados em
mm Al usando a curva de calibracdo (densidade Optica x espessura da escada de
aluminio) [12, 14]. A norma ISO 6876:2001 estabelece o valor minimo (3 mm Al) de
radiopacidade para materiais seladores de canal [54]. A mistura (ZnO+Ag 6%-p)
apresentou resultado significativamente maior. Entretanto, radiopacidade adequada
ja é obtida pela mistura de ZnO com 1%-p de Ag.

Cabe ressaltar, que a diferenca significativa observada nos valores de
radiopacidade entre os aditivos, esta relacionada ao seu numero atébmico. Quanto

mais alto o nimero atdmico do elemento presente na composicdo do material, mais
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radiopaco ele se apresenta [14]. Entre os aditivos testados, a prata apresenta o
maior numero atébmico (Z=47) comparado ao titanio (Z=22) e zinco (z=30) e
apresentou um efeito significativo quando misturado ao ZnO num teor muito menor.
O uso de baixa concentracdo de prata poderia assim, otimizar o efeito radiopaco do
ZnO sem prejudicar o efeito bactericida da prata que é verificado em baixas

concentragoes.

5.3 Avaliacédo da biocompatibilidade de amostras de CAC na presenca de prata
(AQ) e 6xido de titanio (TiO2) por meio do método biomimético

Os resultados quanto as micrografias eletrénicas de varredura realizados na
superficie das amostras preparadas com 1%-p de Ag ou TiO, sem tratamento por
meio dos métodos biomimético ou eletroquimico é apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Micrografias eletronicas de varredura de amostras de CAC preparadas na
presenca de 1%-p de Ag ou TiO, sem tratamento

a‘ %- “. .

Pida Ag sem tratamento —

Os resultados quanto as micrografias eletrbnicas de varredura e espectros EDS
realizados na superficie das amostras preparadas com 1%-p de Ag apés diferentes
tempos de tratamento no método biomimético sdo apresentados na Figura 15.
Observa-se que ocorreu a deposicdo de fases sobre a superficie das amostras a
partir do terceiro dia de tratamento. Os elementos P e Ca, indicativos da precipitacao
de fases de fosfato de calcio sdo majoritariamente encontrados principalmente a
partir do sétimo dia de tratamento, sendo observada uma superficie inteiramente

recoberta.
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Figura 15 - Micrografias eletrbnica de varredura e espectros EDS de amostras de CAC
preparadas na presenca de 1%-p Ag apdls tratamento por meio do método biomimético

durante os tempos de 1, 3, 7 e 15 dias.
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Os resultados quanto as micrografias eletronicas de varredura e espectros EDS
realizados na superficie das amostras preparadas com 1%-p de TiO, ap0s diferentes
tempos de tratamento biomimético sdo apresentados na Figura 16. Observa-se que
a deposicdo de fases sobre a superficie das amostras ocorre, ao contrario do
verificado com 1%-p de Ag, a partir do primeiro dia de tratamento. Os elementos P e
Ca, indicativos da precipitacdo de fases de fosfato de calcio também sao

majoritariamente encontrados a partir do sétimo dia de tratamento.

Figura 16 - Micrografias eletronica de varredura e espectros EDS de amostras de CAC
preparadas na presenca de 1%-p TiO, apds tratamento por meio do método biomimético
durante os tempos de 1, 3, 7 e 15 dias
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Espectros EDS das amostras,analisado em diferentes regides da superficie das
amostras antes e ap0s imersdo em SBF durante diferentes tempos (1,3,7,15 dias)
foram quantificados quanto aos elementos quimicos presentes. Microanalises das
amostras preparadas com 1%-p de Ag ou TiO, sé&o apresentados na Tabela 9. Estes
testes confirmaram a presenca dos principais elementos constituintes das amostras

(Al e Ca). Observa-se que o teor de aluminio quantificado diminuiu apds o
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tratamento assim como também se quantificou um maior teor de fésforo e calcio
guando comparado a amostra sem tratamento o que indica uma deposi¢ao de fases

de fosfato de célcio na superficie das amostras.

Tabela 9 - Resultados médios de microandlise de raios X (EDS) para as amostras de CAC
preparadas na presenca de 1%-p de Ag ou TiO, por meio do método biomimético durante
diferentes tempos.

Tratamento biomimético (dias)

Ag (%-atdbmica) TiO, (%-atdmica) MTA

Al

Ca

Mg

0 1 3 7 15 0 1 3 7 15 7

180+ 105+ 09+ 19+ 15+ 142+ 31+ 20+ 13+ 07% -
3,2 1,7 1,4 2,3 1,8 3,4 2,3 15 1,6 1,3

- 42+ 120+ 119+ 115+ - 96+ 106+ 115+ 115+ 18+
2,3 1,0 2,2 1,5 1,4 19 1,8 1,7 0,7

55+ 103+ 180+ 172+ 185* 58+ 154+ 174+ 187+ 248* 124
2,9 1,9 2,5 2,0 2,6 2,5 15 2,2 2,5 59 *

1,8

- 05+ 14+ 12+ 14+ - 12+ 12+ 15+ 12+ 109
2,1 1,8 2,2 1,7 19 1,7 2,4 2,6 *

2,2

Uma importante caracteristica que deve ser avaliada quando da aplicacdo de
um biomaterial trata-se da interagéo fisico-quimica da superficie desses materiais
em contato com soluc¢des simuladoras de fluido corporal.

A biocompatibilidade de um material se refere a sua capacidade de
desenvolver uma ligacdo estavel com tecidos vivos [21]. Materiais que exibem esta
propriedade podem ser usados para reparar doengas ou danos no tecido ésseo e
podem permanecer in situ indefinidamente. Uma indicacdo da bioatividade do
material pode ser obtida pela formacdo de uma camada de fosfato de célcio na sua
superficie em contato com solucédo de fluido corporal simulado aumentando a sua
biocompatibilidade [18].

Os produtos da hidratagdo do cimento usado na odontologia (MTA) sé&o
hidratos de silicato de calcio (3Ca0.2Si0,.3H,0) e hidroxido de calcio (Ca(OH),).

Quando colocado em contato com SBF Rigo, hidroxido de célcio é solubilizado do
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MTA resultando num aumento significativo do pH da agua, como apresentado na
Figura 17.

Além disso, também foi verificada queda acentuada no pH com o tempo. Isso
poderia ser explicado pela precipitacdo de carbonato de célcio o que promove o

consumo de fons Ca** e liberagéo de fons H* por meio das reacdes:

CO, + HO H" + HCOz (10)
Ca** + HCOs < CaCO; + H' (11)

Quando em contato com a solu¢cdo SBF, os ions OH' liberados pelo MTA sé&o
parcialmente tamponados pelo liquido sobrenadante e resulta num aumento menos
acentuado do pH comparado a agua mas significativamente superior ao pH
apresentado pelo CAC na presenca de Ag ou TiO,, como apresentado na Figura 17.
Entretanto, isso ndo favoreceu a precipitacdo de fosfato de célcio. O alto nivel de pH
alcancado favoreceu a precipitacdo de compostos de Mg®" na solucdo desde que
compostos com magnésio precipitam em condicbes mais basicas comparadas com
compostos de calcio e inibem a precipitacdo de fosfato de calcio [10]. Analises de
EDS identificaram altos teores de magnésio na superficie de amostras de MTA ap0s

contato com SBF Rigo, como apresentado na Figura 18 e Tabela 9.
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Figura 17 - pH em fun¢é@o do tempo para agua e solu¢cdo SBF Rigo 1,5; em contato com
amostras endurecidas de MTA ou cimento de aluminato de calcio contendo 1%-p de Ag e

TiO,.
12

11

© |
& M
g 10 N
o
9
-MTA
l --1%Ag
8 .
- =1%TiO2
7’ }
0 2 4 6 8 10 12 14
12
- MTA
g_o 11 - --1%Ag
o - =1%Ti02
L. 10
o
%) *ﬁ-—--h._..____—-—1h-__________.___.
I
o 9

0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (dias)

Figura 18 - Micrografia eletrdnica de varredura e espectro EDS da superficie de MTA apoés 7
as de ir_nersﬁoqem solucdo SBF preparads de acordo com Rigo
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Por outro lado, os cimentos de aluminato de célcio produzem durante a
hidratacdo hidratos de aluminato de calcio (Cas[Al(OH)4]2(OH)s) e hidroxido de
aluminio (AI(OH)3). Assim, a liberagcdo dos ions OH a partir do CAC pode ser
atribuida as dissolugbes dos hidratos de aluminato de calcio, com menor
contribuicdo do hidroxido de aluminio devido sua menor solubilidade em agua
guando comparada ao hidroxido de calcio, resultando em menor aumento do pH da
agua (Figura 17). Dessa forma, devido a menor quantidade de OH" liberada pelos
hidratos de aluminato quando comparado ao MTA, ocorreu aumento moderado de
pH suficiente para promover a supersaturacdo da solucdo SBF e promover a
precipitacdo de fases de fosfato de calcio (Figura 18). As condi¢des ideais de pH
para precipitacdo das fases de fosfato de célcio (aproximadamente 9, [10]) sé&o
obtidas em um menor tempo para o CAC na presenca de TiO, (Figura 17) o que
pode justificar a presenca de fases precipitadas ja a partir do primeiro dia de contato
com SBF, como apresentado na Figura 16.

Andlises de raios X confirmaram a formacéo de fases de fosfato de céalcio na
superficie de CAC contendo Ag a partir do terceiro dia de tratamento, como
apresentado na Figura 19. Ja na presenca de TiO, as fases estdo presentes desde o
primeiro dia (Figura 20). As fases identificadas foram monetita (CaHPQO,), pirofasfato
de célcio (Ca,P,0;) e fosfato tricalcico [Caz(PO,),]. Tais fosfatos de calcio estdo
presentes no sistema biolégico durante as diferentes etapas do desenvolvimento
0sseo. A monetita (CaHPO,;) é uma das fases precursoras da formacdo de
hidroxiapatita. E comumente usada como material substituto 6sseo reabsorvivel por
apresentar boa biocompatibilidade e bioatividade, entretanto existem algumas

limitagGes no seu uso devido a sua baixa resisténcia mecanica [62].
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Figura 19 - Difratogramas de raios X de amostras de CAC preparadas na presenca de 1%-p
Ag apos tratamento por meio do método biomimético para os tempos de (a) 1, (b) 3, (c) 7 e
(d) 15 dias.
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Os resultados das microandlises realizadas na superficie das amostras
preparadas com diferentes teores de Ag ou TiO, apds o tratamento por meio do
método biomimético durante sete dias sdo apresentados na Tabela 10. Observa-se
que o aumento do teor de aditivo ndo favoreceu uma maior concentracao de fosforo
e célcio indicativos da deposicdo na superficie das amostras. Também néo foi
observada alta concentragdo de ions magnésio.

Esses resultados concordam com as analises de pH (Figura 21). Curvas de pH
em funcdo do tempo para os diferentes teores de aditivos Ag e TiO, mostraram-se
muito semelhantes alcancando apds 7 dias niveis de pH ideais para a precipitacdo

de fases de fosfato de célcio (~ 9,0) o que néo favorece a precipitagdo do magnésio.

Tabela 10 - Resultados médios de microanalise de raios X (EDS) para as amostras de CAC
na presenca de diferentes teores de Ag ou TiO, preparadas por meio do método
biomimético durante 7 dias.

Tratamento biomimético (%-p)

Ag (%-atdmica) TiO, (Y%-atbmica) MTA

Al

Ca

Mg

0 1 2 4 6 0 1 2 4 6

180 19+ 47+ 48 + 63+ 142+ 13+ 29+ 06+ 21+
+32 28 3,8 2,6 2,2 3,4 3,2 2,5 3,2 2,3

- 119+ 86+ 73+ 94+ - 115 110 114+ 103%= 18+
3,1 3,2 2,7 3,1 +2,8 3.2 2,9 3,2 0,7
55+ 172+ 146+ 6.7+ 121+ 58+ 187 165 202+ 195+ 124
2,9 2,7 2,6 3,4 2,1 2,5 +2,9 +37 3,1 3,4 *
1,8
- 12+ 15+ 10+ 12+ - 15+ 15+ 15+ 19+ 109
19 2,1 1,1 1,0 1,0 1,0 1,4 1,2 *

2,2
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Figura 21 - pH em funcdo do tempo para solu¢cdo SBF Rigo 1,5; em contato com amostras
endurecidas de cimento de aluminato de célcio contendo diferentes teores de Ag ou TiO,.
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Andlises de raios X confirmaram a formacdo de fases de fosfato de célcio na
superficie de CAC contendo diferentes teores de Ag e TiO,, como apresentado nas
Figuras 22 e 23. As fases identificadas também foram monetita (CaHPO,),
pirofasfato de calcio (Ca,P,0;). Na Presenca TiO, outros fosfatos foram
identificados como fosfato tricalcico [Caz(PO4)2] € monetita hidradata (CaHPO,.

2H,0) .
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Figura 22 - Difratogramas de raios X de amostras de CAC preparadas na presenca de Ag
apos tratamento por meio do método biomimético durante 7 dias para os teores de (a) 1, (b)

2, (c) 4 e (d) 6%-p.
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Figura 23 - Difratogramas de raios X de amostras de CAC preparadas na presenca de TiO2
apos tratamento por meio do método biomimético durante 7 dias para os teores de (a) 1, (b)
2, (c) 4 e (d) 6%-p.
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5.4 Avaliacédo da biocompatibilidade de amostras de CAC na presenca de prata
(Ag) e 6xido de titanio (TiO2) por meio do método eletroquimico

Os resultados quanto as micrografias eletrénicas de varredura realizados na
superficie das amostras preparadas com 1%-p de Ag ou TiO, apés tratamento pelo
método eletroquimico para os tempos de 5 e 10 minutos séo apresentados na Figura
24. Quando comparado com as mesmas amostras sem tratamento (Figura 14)
observa-se que o tratamento foi muito menos significativo quanto a deposicédo de
fases sobre a superficie das amostras, quando comparado ao recobrimento pelo

meétodo biomimético (Figuras 15 e 16).



65

Figura 24 - Micrografias eletronica de varredura de amostras de CAC preparadas na
presenca de 1%-p Ag ou TiO, apds tratamento por meio do método eletroquimico para os
tempos de 5 e 10 minutos
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Os resultados das microandlises de raios X (EDS) realizadas na superficie das

amostras preparadas com 1%-p de Ag ou TiO, apd@s o tratamento eletroquimico séo
apresentados na Tabela 11. Observa-se que o teor de aluminio quantificado n&o
diminuiu quando comparado a amostra sem tratamento o que indicaria 0
recobrimento da superficie assim como também néo se quantificou um maior teor de
célcio ap6s o tratamento indicativo da precipitacdo de fases de fosfato de calcio.
Com o aumento do teor de Ag e TiO,, observou-se decréscimo do teor de aluminio e
aumento principalmente de Ca, como apresentado na Tabela 12. Por meio das
analises de raios X foram identificadas as seguintes fases de fosfato: monetita
(CaHPO,), monetita hidratada (CaHPO,4.H,0) e pirofosfato de calcio (Ca,P,07) como
apresentado nas Figuras 25 e 26. A partir de 2%-p de Ag também foram observados
picos mais intensos relacionados as fases Ca,P,0; e CaCOj3 0 que poderia justificar
0 aumento do teor de calcio tanto no método eletroquimico como no método

biomimético verificou-se a precipitacdo da fase CaCos. Isso se deve a reacdo de
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fons Ca*" dissociados a partir dos hidratos de aluminato de célcio, com fons HCO3
presentes na solucdo resultando em CaCO3; de acordo com as reacfes 10 e 11. Ja
a partir de 2%-p de TiO, foram observado picos mais intensos relacionados ao
proprio aditivo. Isso indica que o aditivo pode ndo ter sido homogeonamente
misturado ao material segregado na superficie. A Figura 27 mostra que as amostras
sem tratamento também apresentam um aumento na intensidade dos picos da fase
TiO, com o0 aumento do teor de 1 para 6%-p.

A segregacdo de TiO, na superficie com o aumento do teor de aditivo
favorecem a precipitacdo de fase de fosfato quando tratada pelo método
biomimético sendo verificados picos mais intensos nos difratogramas (Figura 23).
Isso ocorreu porque provavelmente nas condicbes de pH das solugbes SBF a
superficie das particulas devem se tornar negativamente carregadas, dado as

reacoes de 0xidos em meio basico:
TiOH(s) + OH-(Ag) — TiO'(S) + H20(|) (12)

As particulas carregadas negativamente atraem fons Ca®" e em sequéncia

ocorre a adsorcéo de fons de PO* .

Tabela 11 - Resultados médios de microanalise de raios X (EDS) para as amostras de CAC
preparadas na presenca de 1%-p de Ag ou TiO2 por meio do método eletroquimico durante
diferentes tempos

Tratamento eletroquimico (min.)

Ag (Y-atdmica) TiO, (%-atdbmica)
0 5 10 0 5 10
Al 180+32 235+38 191+3,1 142+34 154+32 150+
3,7
P - 7.4+29 45+35 - 4.3+3,6 51+
2,8

Ca 55+29 3.9+3,2 59+3,6 58+25 28+3,4 25+
3,9
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Tabela 12 - Resultados médios de microanalise de raios X (EDS) para as amostras de CAC
na presenca de diferentes teores de Ag ou TiO2 apl6s tratamento por meio do método

eletroquimico durante 5 minutos

Tratamento eletroquimico (%-p)

Ag (Y-atdmica) TiO;, (%-atdbmica)

1 2 4 6 1 2 4 6
Al 235+ 74+35 10,0+ 10,6 + 154+ 88+36 66+35 6,7=*
3,9 3,0 3,8 3,1 3,3
P 74+20 82+26 83+09 95+11 43+27 52+19 79+34 80+%
3,5
Ca 39+32 141+ 12,0+ 146+ 28+19 10,1+ 11,3+ 11,6
59 2,2 1,9 1,7 2,3 +2,0

Figura 25 - Difratogramas de raios X de amostras de CAC preparadas na presenca de Ag
apos tratamento por meio do método eletroquimico durante 5 minutos para os teores de (a)

1,(b) 2, (c) 4 e (d) 6%-p
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Figura 26 - Difratogramas de raios X de amostras de CAC preparadas na presenca de TiO,
apos tratamento por meio do método eletroquimico durante 5 minutos para os teores de (a)
1,(b) 2, (c) 4 e (d) 6%-p
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Figura 27 - Difratogramas de raios X de amostras de CAC preparadas na presenca de TiO,
sem tratamento nos teores de (a) 1 e (b) 6%-p
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6 CONCLUSOES

A acdo antimicrobiana de um biomaterial € de extrema importancia, pois visa
evitar contaminacdo durante a fase de manipulacdo, completar o efeito
antimicrobiano da medicagao e inibir o crescimento de microrganismos. Baixos
teores de prata com tamanho médio de particulas de 700 nm proporciona efeito
bactericida ao cimento de aluminato de calcio principalmente contra 0 microrganismo
Staphylococcus aureus. Por outro lado, efeito positivo contra Escherichia coli apenas
é verificado quando usado prata com menor tamanho de particulas (40 nm).
Staphylococcus aureus é uma das bactérias mais frequentemente encontradas na
boca ja a E. coli € encontrada em menor quantidade e ambas podem causar
doencas nos seres humanos. Para as amostras na presenca de TiO, nao
proporcionou um efeito bactericida ao cimento de aluminato de calcio.

A adicéo de prata ao cimento de aluminato de calcio proporciona aumento da
sua radiopacidade. Além disso, a prata pode ser misturada ao aditivo 6xido de zinco
com um teor significativamente reduzido alcancando-se radiopacidade adequada ao
material (superior a 3 mm Al), para as amostras na presenca de TiO, podemos
observar uma baixa radiopacidade. As caracteristicas de radiopacidade sao
particularmente interessantes em odontologia, pois a radiografia tradicional ou as
imagens digitalizadas sdo os Uunicos métodos disponiveis para investigar a qualidade
do tratamento de canal ou na qualidade dos retro-obturadores, bem como o reparo
tecidual pos-tratamento.

Uma indicacdo da bioatividade do material pode ser obtida pela formacgéo de
uma camada de fosfato de calcio na sua superficie em contato com solucéo de fluido
corporal simulado (SBF) aumentando a sua biocompatibilidade. Tanto na presenca
de prata quanto 6xido de titdnio o material mostra-se bioativo, independente do teor
avaliado, quando tratado com SBF. As condi¢cdes de pH alcancadas favorecem a
precipitacdo de fases de fosfatos como monetita (CaHPO,), pirofasfato de calcio
(Ca,P,07), fosfato tricalcico [Casz(PO4);] € monetita hidratada (CaHPO,4.H,O). Por
outro lado, amostras tratadas por meio do método eletroquimico apresentam
precipitacdo de fases de fosfatos, principalmente na presenca de Ag, enquanto o
TiO, foi a principal fase observada nos difratogramas com o aumento do teor devido

a segregacao do material.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Uma vez que a adi¢do de prata ao CAC contribui significativamente para
sua capacidade bactericida e radiopacidade a influencia da sua adi¢édo
em outras propriedades do material deve ser avaliada como resisténcia

mecanica, porosidade e injetabilidade.

Uma vez que na presenca de prata o material apresentou uma
significativa bioatividade quando em contato com fluidos biolégicos, deve
ser avaliado a sua biocompatibilidade quando em contato com células,
Por meio de teste in vitro com cultura de células visando simular seu

comportamento in vivo.
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