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Resumo: Neste trabalho é analisado o comportamento
de dissolug¢do in vitro de cerdmicas de fosfato de calcio
de diferentes composicdes, tais como hidroxiapatita
(HAp) e B-fosfato tricalcico (B-TCP). Para tal finalidade,
p6s comerciais de B-TCP puro ¢ a composi¢do -
TCP/HAp foram processados para se obter amostras
densas e porosas. Os experimentos de dissolugdo foram
realizados utilizando-se DMEM, um meio utilizado em
culturas celulares. Apos os experimentos de dissolucao,
as solugdes sobrenadantes foram analisadas para
determinar as concentracdes de calcio e fosforo, bem
como o valor de pH. As amostras de fosfatos de célcio
foram caracterizadas em relagdo a alteragdes de massa e
morfologia por microscopia eletronica de varredura. Os
resultados revelaram nucleagdo de fosfato de calcio na
superficie das ceramicas mesmo com tempos pequenos
de exposi¢do ao DMEM. Este comportamento foi mais
rapido para as amostras porosas. O comportamento de
dissolugdo mostrou-se dependente tanto da morfologia
quanto da composi¢do das ceramicas de fosfato de
calcio.

Palavras-chave: cerdmicas de fosfato de calcio,
aplicagdes biomédicas, experimentos in Vvitro, meio de
cultura celular DMEM.

Abstract: This paper describes the dissolution behavior
of calcium phosphate based ceramics such as
hydroxyapatite (HAp) and pAtricalcium phosphate (&
TCP) with a complementary approach to conventional
in vitro tests. TCP and biphasic #TCP/HAp powders
were processed to obtain dense as well as porous
samples. Dissolution experiments were carried out by
exposing calcium phosphate ceramics to the same
culture medium used in cell culture experiments
(DMEM). After the dissolution experiments, the soaking
solutions were analyzed to determine the calcium and
phosphorous contents and the pH of the solution was
also measured. The calcium phosphate samples were
characterized using weight change measurements and
scanning electron microscopy. The results revealed
nucleation of calcium phosphate on the surface of the
ceramics after even short exposures, and this was faster
on porous samples. Overall, the dissolution behavior
depended on morphology and composition of the
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calcium phosphate ceramics.

Keywords: calcium phosphate ceramics, biomedical
applications, in vitro experiments, DMEM culture
medium.

Introducéo

Os derivados inorganicos a base de fosfatos de cal-
cio sintéticos, como hidroxiapatita (HAp) e P-fosfato
tricalcico (B-TCP) representam uma categoria de mate-
riais ceramicos que se destaca na area médica e recen-
temente na engenharia de tecidos. Esta preferéncia esta
relacionada as suas propriedades como: osteoconducao,
biocompatibilidade, bioatividade (HAp), reabsortivida-
de (B-TCP). As cerdmicas bioativas e reabsorviveis se
destacam frente as demais pela habilidade de estabele-
cer ligacdes interfaciais com os tecidos adjacentes. As
ceramicas bioativas, como ¢ o caso da HAp tem a carac-
teristica de desenvolver uma liga¢do puramente quimica
com o tecido 6sseo e se mantém estavel, mesmo depois
de um periodo prolongado de implantagdo. As cerami-
cas reabsorviveis, como o 3-TCP, ndo permanecem no
organismo por muito tempo, devido a capacidade de
dissolugdo ou degradagdo in vivo. O material dissolvido,
normalmente participa como matéria-prima para o de-
senvolvimento do novo tecido dsseo ou manutengdo do
tecido maduro [1].

A superficie do biomaterial quando atua como
implante fica condicionada a componentes do fluido
onde esta alojado e pode ser encoberta por uma série de
biomoléculas, ions e proteinas especificas de acordo
com a composi¢ao quimica, topografia ¢ a densidade de
carga do substrato. As caracteristicas da superficie
determinam quais moléculas irdo adsorver, definindo o
tipo de interface formada [2-3]. O efeito da dissolucao
de ceramicas que apresentam propriedade de
degradag¢do pode comprometer aspectos de ancoragem
celular e alteragdes morfologicas em ensaios in vitro,
quando se desconhece totalmente sua cinética de
dissolucdo ou quando este processo ocorre de maneira
descontrolada [3] .

Na maioria dos estudos, utilizando cultura de células
as conseqiiéncias da dissolug¢do ndo costumam ser
analisadas, mas é conveniente fazer também a analise da
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interagdo do material com o meio e, ndo exclusivamente

uma avaliac@o da resposta celular em func¢do do material.

Muitos ensaios desta natureza sdo interpretados,
exclusivamente em funcdo do fendtipo celular e tipo de
material, podendo sugerir um comportamento que ndo
reproduz toda a fenomenologia envolvida, podendo
resultar, em casos extremos, na condena¢do do material
estudado. A nuclea¢do de uma fase fosfatica sobre a
superficie de ceramicas de natureza reabsorvivel e/ou
bioativa ndo pode ser desprezada em discussdes que
envolvam adesdo celular. Varidveis como temperatura,
pH e a presenca de espécies afins no meio interferem
ndo s6 no comportamento celular, mas também na
resposta destas cerdmicas [1-4].

Neste trabalho foi realizada uma investiga¢do sobre
o comportamento de dissolucdo de diferentes ceramicas
de fosfatos de célcio (B-TCP e a mistura HAp:B-TCP),
comparando o efeito da composi¢do e microestrutura,

em condi¢des normalmente adotadas em estudos in vitro.

CaracterizagOes desta natureza permitem uma avaliagdo
mais criteriosa quanto aos efeitos da dissolucdo, na
previsdo da interacdo celular, como os mecanismos
envolvidos durante a adesdo e proliferacdo celular na
interface das bioceramicas.

Materiais e métodos

Ceramicas de fosfatos de calcio densas e porosas fo-
ram obtidas a partir dos pés comercias de B- fosfato
tricalcico, B-TCP (Fluka) e hidroxiapatita - HAp (Strem
Chemicals). Foram selecionadas duas composi¢des
distintas: o B-TCP, (T), e a composi¢do bifasica
B-TCP/HAp, (HT) na propor¢do 1:1, em massa. Esta
composicao foi obtida pela mistura dos pos em equipa-
mento Turbula (T2C system Shatz Willy Maschine), por
2 horas em meio aquoso, usando esferas de alumina (~ 2
mm didmetro) para melhor homogeneizacao dos pos.

As ceramicas densas foram processadas por prensa-
gem uniaxial, nas dimensdes de 6,5 mm (diametro) e
aproximadamente 5 mm (altura), seguida de prensagem
isostatica (200MPa). As amostras processadas foram
sinterizadas a temperatura de 1250°C/30 min, adotando
taxas de 5°C/min (aquecimento) ¢ 10°C/min (resfria-
mento). As amostras T e HT apresentaram densidades
de 89% dt e 92% dt, respectivamente, com relacdo as

com relagdo as densidades tedricas.

As amostras porosas foram obtidas a partir da dis-
persdo das composi¢des selecionadas, obtendo suspen-
soes aquosas estaveis, usando o dispersante, Dispex
A40 (poliacrilato de amonio-BASF), conforme estudos
prévios [5]. A porosidade foi obtida pela agdo espuman-
te da ovalbumina (6%, em massa) associada ao tensoa-
tivo Genaminox KC180 (6xido dimetil alquil amina,
Clariant), conforme reportado na literatura [5]. A conso-
lidagdo da estrutura ocorre em fungdo da gelificacdao da
ovalbumina, que retém a forma da espuma. Esta etapa
foi realizada em estufa bacteriologica (Q316M, Quimis)
a 60°C, seguida de tratamento térmico a 600°C/2h,
usando taxa de aquecimento de 3°C/min, e posterior
sinterizagdo nas mesmas condigdes das amostras densas.
Os corpos de prova porosos foram dimensionados em
10 mm de didmetro ¢ 5 mm de altura e apresentaram
porosidades de 68% (T) e 69% (HT).

As superficies das amostras foram analisadas antes e
depois do processo de dissolugdo em meio de cultura
(DMEM), por microscopia eletronica de varredura
(Philips, XL 30). Para o ensaio de dissolu¢do adotou-se
uma razio area/volume de 0,1 cm’!, considerando a area
geométrica das amostras ¢ tendo o meio DMEM como
solugdo. Neste estudo as amostras foram mantidas em
incubadora - Shaker (TE-420, Tecnal) a 40 rpm e tem-
peratura de 36,5°C, por 3 e 10 dias. Durante o ensaio
foram monitorados pH e perda/ganho de massa das
amostras.

As solu¢des DMEM foram analisadas quanto a
concentragdo de ions calcio e fosforo antes (controle) e
depois do contato com as cerdmicas, nos diferentes
periodos, por espectrofotometria de emissdo com fonte
de plasma induzido-ICP-OES (M120 Spectro). Foram
realizadas medidas em triplicatas, sendo considerado
um grupo de 5 amostras para cada composicao cerdmica.

Resultados

Na Tabela 1 estdo apresentadas as concentragdes de
Ca e P determinadas pela técnica de ICP-OES. Os dados
representam a média e o desvio-padrdo para as
diferentes amostras em meio DMEM apos 3 e 10 dias.

Observa-se ap6s periodo de 3 dias, uma diminuigéo
mais significativa para os dois elementos analisados das

Tabela 1: Concentragdes de Ca e P apds 3 e 10 dias de dissolu¢do na solugdo DMEM para diferentes amostras e para

solugdo controle (na auséncia das amostras).

Solucdo das amostras: Ca (ug/mL) Ca (pg/mL) P (ng/mL) P (ng/mL)
composicao-microestrutura 3 dias 10dias 3 dias 10 dias

controle 80,5 + 0,8 81,9+0,3 40,9+ 0,2 40,0 £0,1

HT-porosa 49,1+0,2 19,9+0,3 23,9+0,1 13,8 £0,4

HT-densa 75,6 £0,7 72,7+0,6 40,1 = 0,1 40,1 +£0,4

T-porosa 60,5+0,3 46,4+ 0,3 30,2+0,2 243 +0,1

T-densa 73,6 £0,1 64,2 +0,8 38,0+ 0,1 34,7403

solugdes que continham as amostras porosas apresentou menor concentragdo de Ca e P nas solugdes

comparadas as densas de mesma composicdo. Entre as
diferentes composigdes de mesma microestrutura, nota-
se que apos este periodo, a composi¢do bifasica porosa
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que a composi¢do de B-TCP de mesma microestrutura.
Entre as amostras densas observa-se que a composicao
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bifasica apresentou um comportamento de dissolugdo
mais expressivo que para composi¢do de B-TCP,
comportamento diferente com relagdo as amostras de
mesma composi¢do, porém de microestrutura porosa.
Apos periodo de 10 dias de dissolugdo a mesma ten-
déncia foi observada para as amostras em fungdo das
microestruturas ¢ composi¢des analisadas. As amostras
densas apresentaram uma concentragdo mais alta destes
elementos em solucdo e para as composicdes bifasicas
este comportamento foi mais evidente. Para as amostras

porosas um comportamento inverso foi observado,
indicando que para esta microestrutura a tendéncia de
nucleacdo foi maior para as amostras de composi¢cdo
bifasica, ou seja, a habilidade de precipitagdo justifica a
menor concentracdo de ions em solugdo.

Na Tabela 2 estdo apresentadas a variagdo de massa
para as amostras de diferentes composi¢does e
microestruturas na presenga da solugdo DMEM, e a
variagdo de pH, em periodos distintos.

A temperatura foi mantida estavel a 36,5°C(zx 0,5 °C),

Tabela 2: Variagdo de massa e pH das diferentes amostras apos periodo de 3 e 10 dias em solugdo DMEM.

Amostra: ganho de massa (%0) pH - 3 dias ganho de massa (%) pH - 10 dias
composi¢do-microestrutura 3 dias 10 dias
T —densa 0,25+ 0,1 8,32 +0,18 0,23 + 0,09 8,56 £ 0,25
T-porosa 1,85+0,28 8,28 £ 0,12 1,68 £ 0,04 8,55+£0,27
HT-densa 0,27 £ 0,03 8,48 £ 0,42 0,35+ 0,06 8,62 £ 0,05
HT-porosa 2,26 + 0,09 8,07 £ 0,05 2,96 £ 1,07 8,76 £ 0,08

¢ o pH inicial da solu¢do DMEM foi de 7,7.

As solugoes resultantes das amostras de TCP (denso
e poroso) apresentaram mesma tendéncia para variagdo
de pH em intervalo de baixa alcalinidade (8,3) em
periodo de 3 dias. No periodo de 10 dias, as amostras
bifésicas apresentaram maior saturagdo de ions que as
amostras de B-TCP, comportamento que faz referéncia
a maior reatividade das cerdmicas Dbiféasicas
comparadas as ceramicas de B-TCP. Em periodo de

20pm
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3 dias as solugdes apresentaram variagdes de pH que
puderam ser relacionadas com os resultados de ICP, ou
seja, as solugdes resultantes das amostras porosas
tiveram menor valor de pH.

As micrografias eletronicas de varredura tipicas das
superficies das amostras densas (Fig. 1A) e porosas
(Fig. 1B), antes e ap6s os experimentos de dissolugdo
in vitro, em meio DMEM, mostram as altera¢cdes na
morfologia do material durante o experimento.

(A)

®)

Figura 1: Micrografias eletronicas de varredura tipicas, durante os varios tempos experimentais (T, em dias). (A)
amostras densas; (B) amostras porosas; Esquerda (1%. e 3*. colunas): amostras T; Direita (2% e 4*. colunas): amostras HT.
As setas s@o indicativas de sinais de precipitagdo e areas de dissolug@o.

Trés dias foram suficientes para iniciar a formagdo
de ntcleos nas amostras densas e porosas, sendo a
quantidade de nticleos proporcional ao tempo de imer -
sd0. Apoés 3 dias de imersdo, as amostras bifésicas
mostraram mais precipitados que a amostra de TCP. A
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topografia das amostras porosas dificultou a observagao
dos precipitados, também em fun¢do da nucleacdo no
interior das porosidades.
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Discussao

Calcio e o fosforo representam um dos principais
elementos presentes no plasma humano e na constitui-
¢do de ceramicas bioativas e reabsorviveis, cuja partici-
pacdo ¢ bastante efetiva no processo de dissolu-
cdo/precipitagdo. A liberagdo destes ions a partir de
materiais cerdmicos representa um dos principais fatores
que induzem a natural formagdo da camada biologica-
mente ativa de fosfato de calcio e estimulo para o cres-
cimento 6sseo [5]. A avaliagdo das concentra¢des de Ca
e P nas solugdes estudadas em periodos de 3 e 10 dias,
permite uma andlise da cinética de dissolucdo para as
amostras com diferentes microestruturas e composigdes.

A reducdo na concentragdo destes ions nos periodos
analisados em relagdo a solugdo controle pode evidenci-
ar a atuacdo do processo de nucleagdo, como conse-
qiiéncia da saturagdo das solugdes na presenca das ce-
ramicas. Isso acontece em decorréncia do processo de
dissolugdo das amostras, que € facilitado pela presenca
da fase reabsorvivel TCP, além da existéncia de ions
comuns (Ca e P) na solugdo controle, podendo gerar
gradientes de concentragdo no meio, orientando proces-
sos de difusdo [6]. As solugdes resultantes dos ensaios
de dissolucdo com as amostras TCP porosas apresenta-
ram concentra¢do de ions em solucdo superior as solu-
¢cOes das amostras porosas bifasicas, sugerindo a exis-
téncia de maior propor¢ao de precipitados sobre a super-
ficie da amostra bifasica porosa, fato reforcado pelo
ganho maior de massa para estas amostras.

Ceramicas bifasicas porosas apresentaram, em solu-
¢do, concentragdes de ions Ca e P menores que as den-
sas. Sabe-se que o mecanismo de dissolug¢do pode ser
influenciado pela presenca de porosidade aberta. Esta
porosidade fornece um aumento da area de superficie
especifica, portanto maior area de contato para permea-
¢do do liquido, facilitando a difusdo de ions da amostra
para a solugdo e posterior nucleagdo [4]. Estes resulta-
dos confirmam a hipotese de que irregularidades da
superficie podem aumentar a reteng@o de sélidos disper-
sos no meio, ja que pode proporcionar locais de abrigo
menos afetados pelas forgas do fluido [5-6]. O mesmo
comportamento ndo aconteceu com as amostras densas,
por isso o ganho de massa para as porosas foi predomi-
nante. O ganho de massa pouco significativo associado
as amostras de TCP com diferentes microestruturas,
apos periodo de 10 dias, pode estar associado ao proces-
so continuo de difusdo devido a presenca de diferentes
espécies nas superficies inerentes a variagdo de pH.
Outro fator mais provavel para as amostras densas pode
estar relacionado a barreira de difusdo que se deve a
formagdo inicial de uma primeira camada de material
inorganico depositado sobre a superficie. A existéncia
desta camada tende a dificultar a migracdo idnica do
interior da ceramica para solucdo, impedindo a livre
difus@o de espécies em periodos mais longos, permitin-
do maior equilibrio da solug¢do, em termos de saturagdo
[4,6]. Para as amostras porosas a deposi¢do ndo ¢ uni-
forme pelo aspecto topografico irregular da superficie,
por isso este efeito é pouco provavel.
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O fato da variagdo de pH, durante periodo de 10 dias,
ndo seguir uma relacdo direta com as concentragdes
obtidas pode estar relacionado a presenga de outros ions
de natureza alcalina também presentes na solugdo
DMEM e que nao foram quantificados por ICP.

Diante dos resultados apresentados concluiu-se que
as amostras porosas apresentaram maior tendéncia a
saturagdo, comparada as amostras de microestrutura
densa, que apresentaram variagdes de pH mais
expressivas, em fun¢do do tempo mais prolongado que
seus ions permanecem em solucdo, sem haver
precipitagdo. A composicdo bifasica apresentou
comportamento de dissolugdo dependente da morfologia,
enquanto sua composi¢do porosa apresentou maior
dissolugdo. A morfologia das amostras teve efeito
determinante no processo e dissolugdo, sendo esta
caracteristica mais significativa que a composicao.
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