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RESUMO: O [alfa]-TCP dopado com silicio deve apresentar, além das propriedades
ja conhecidas dos fosfatos de calcio, uma maior biocompatibilidade e bioatividade
devido a presenga de silicio em sua estrutura cristalina. Ainda, a substituicdo por
silicio pode representar uma reducao nos custos de producdo de um TCP puro, uma
vez que a temperatura de transformacdo beta - alfa € abaixada. Assim, a sua
utilizacdo como constituinte de uma nova composi¢do de cimento 6sseo € desejavel.
O objetivo deste trabalho é realizar uma andlise preliminar da biocompatibilidade
deste material através da andlise de citotoxicidade de trés pés de TCP dopados e
ndo dopados com Si e verificar se ocorre a precipitacdo de apatita na superficie dos
cimentos ap6s imersdao em FCS. Verificou-se que os pdés de TCP apresentam baixa
toxicidade, sendo que nenhum deles apresentou o indice 1C50%.
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INTRODUGAO

Na ciéncia de desenvolvimento de implantes e/ ou preenchimentos 6sseos, os
fosfatos de caélcio (CaPs) possuem um perfil bioldgico altamente atrativo, pois
apresentam composi¢cao quimica muito semelhante a fase mineral dos ossos e
dentes (ions fosfato e calcio). Podem, entdo, participar ativamente do equilibrio
idbnico entre o fluido biolégico e a ceramica apresentando grande habilidade em
formar ligagdes com o tecido hospedeiro sem, no entanto, apresentar toxidade local
ou sistémica, resposta inflamatoria ao implante e formagdo de um tecido fibroso

envoltorio (1; 2; 3).



Sendo assim, os CaPs, conseguem fornecer um grau de integridade estrutural
ao implante a fim de manté-lo no lugar e intacto até que o novo osso cresga. Além
disso, estimulam o crescimento de um tecido 6sseo e apresentam solubilidade
controlavel, de maneira que podem ser absorvidos pelo organismo permitindo que o

novo 0sso substitua o implante (4).

Fosfato Tricalcico

O polimorfo do fosfato tricalcico mais conhecido e mais facil de ser obtido € o -
TCP que apresenta propriedades muito semelhantes as calcificacbes encontradas
em calculos patologicos (5). Porém, este é facilmente hidrolisado a fosfato
octacalcico ou a hidroxiapatita. Outra forma do B-TCP bem comum é a que
apresenta substituicdes de alguns cations de calcio por magnésio. Este elemento é
capaz de aumentar a temperatura de transformacao de fase B—>a para temperaturas
acima de 1500°C. Assim, muitos pesquisadores vém utilizando este elemento para
melhorar as propriedades mecanicas do -TCP (6).

Em contrapartida, o magnésio pode se tornar um problema quando se
necessita sintetizar o polimorfo a-TCP, pois este elemento inibe a formagao de uma
fase pura quase sempre formando uma mistura B+a. E claro que a formacéo de B-
TCP ocorre de acordo com a concentragdo de magnésio presente, porém, estudos
mostram que quantidades acima de 250ppm ja sdo suficientes para atrapalhar a
sintese do a-TCP puro (7; 8; 9; 10).

Cimentos de Fosfatos de Calcio

No inicio dos anos 80, pesquisadores descobriram que se misturando alguns
fosfatos de calcio com solugbes aquosas tinha-se uma pasta viscosa que quando
implantada endurecia dentro do organismo formando hidroxiapatita deficiente em
calcio (Cag(HPO4)(PO4)s0OH, CDHA) ou brushita (CaHPO,4.2H,0, DCPD), materiais
extremamente biocompativeis que quando implantados sao reabsorvidos pelo
organismo dando origem a um novo tecido 6sseo. Assim, os cimentos 0sseos de
fosfatos de calcio apresentam alta osteocondutividade, facilidade de moldagem, e
facil manipulacdo fazendo com que estes materiais tenham um alto potencial para
aplicagdes em ortopedia na correcido de defeitos 6sseos que nao recebem altos

carregamentos (11).



O termo “cimento de fosfato de calcio” foi introduzido por Gruninger e
colaboradores (12). Segundo eles um cimento deste tipo pode ser preparado
misturando-se um sal de fosfato de célcio com agua ou com uma solugdo aquosa
para que se forme uma pasta que possa reagir a temperatura ambiente ou corporea
dando lugar a um precipitado que contenha um ou mais fosfatos de calcio,
ocorrendo a pega pelo intercruzamento dos cristais deste precipitado.

Os cimentos de fosfato de calcio sdo constituidos por um componente acido e
outro basico, os quais quando se misturam com agua reagem para formar um ou
varios produtos com uma acidez intermediaria a dos produtos de partida (4).

Estes cimentos reunem uma série de vantagens que permitem seu uso como
preenchimento e substituicdo de partes danificadas do sistema 6sseo dentro das
quais estao:

¢ Nao ser necessario dar forma ao preenchimento;
e Minima cavidade do preenchimento;

e A preparagao é realizada durante o ato cirurgico;
e Existe um é6timo contato entre osso e implante; e
e Biocompatibilidade e bioatividade.

Para que um CFC possa ter aplicacao clinica é necessario que o material
satisfagca algumas propriedades, tais como: auséncia de toxidade, perfeita adesé&o
ao tecido 6sseo, auséncia de propriedades alogénicas ou carcinogénicas, facil
manipulagédo, dar pega e endurecer in vivo em intervalos de tempo controlaveis,
resisténcia mecanica apropriada e permanente, ser absorvivel e condutor e
estimulador da formagao de novo tecido dsseo.

O estudo de cimentos baseados em fosfatos de calcio substituidos ainda n&o
estd muito difundido, porém espera-se que a dopagem com elementos que
melhoram a biocompatibilidade, a bioatividade e a osteoconducéo tragam grandes
avancos no desenvolvimento de novos sistemas de fosfatos de calcio. Ja existem
alguns estudos no desenvolvimento do cimento dsseo baseado no a-TCP dopado

com Si, porém estes ndo sdo muito conclusivos (13; 14).

Fosfatos de Calcio Substituidos

O tecido 6sseo humano é demasiadamente complexo sendo formado por um

composito de células envoltas em uma matriz organica mineralizada que apresenta



composicdo quimica muito parecida a hidroxiapatita (Ca1o(PQO4)s(OH)2, HA) com
alguns defeitos em sua estequiometria. Muitos estudos mostraram que estes
defeitos sdo derivados de substituicbes por tracos de alguns ions que atuam
diretamente nos processos fisiolégicos dos tecidos humanos, pois influenciam na
solubilidade, na quimica de superficie e na morfologia. Os principais ions sao
carbonatos, Na, Mg, K, Sr, Zn, Ba, Cu, Al, Fe, F, Cl e Si. Este ultimo é o ion
responsavel pelo crescimento normal de ossos e cartilagens (3; 2; 15; 16; 17).

Silicio

O silicio quando presente em tragos na formulagéo do fosfato tricalcico além de
melhorar sua biocompatibilidade e bioatividade (18) é responsavel pela estabilizagao
da fase a, estavel somente em temperaturas acima de 1300°C (3; 18; 19; 17). O Si-
a-fosfato tricalcico (Si-a-Casz(PO4)2, Si-a-TCP) apresenta estrutura cristalina idéntica
ao a-TCP diferenciando-se apenas nos parametros do cristal e no fato de que 1 a
cada 10 atomos de fésforo é substituido pelo Si (18). A faixa solubilidade do Si na
estrutura do TCP ainda ndo é bem definida e muitos estudos tentam determina-la.
Estudos mais recentes (17; 19) mostram que € possivel obter Si-a-TCP puro em
uma faixa de 0,6 a 0,9% em massa de Si. Valores abaixo resultam em uma mistura
de B e a-TCP e acima, uma mistura de HA e a-TCP.

Além disso, a qualidade dos reagentes precursores do TCP é extremamente
importante, uma vez que algumas impurezas podem estabilizar fases indesejadas
(3; 20). No caso do Si-a-TCP, a impureza que mais influencia na estabilizacdo de
fases indesejadas € o Mg que estando presentes em concentracbes maiores que
250 ppm estabiliza o B-TCP elevando a temperatura de transigdo B—>a para acima
de 1400°C e inviabilizando a obtencdo de Si-a-TCP puro em temperaturas mais
baixas (20; 21; 9; 22).

Quando se tem uma quantidade de Si ideal e reagentes livres de magnésio, é
possivel obter Si-a-TCP a temperaturas tao baixas quanto 700°C (19) e 1150°C (21),
porém conforme a quantidade de Mg aumenta, a temperatura para se conseguir
uma fase pura pode chegar a 1400°C ou mais (22; 21). Outro fator que pode ser
determinante para a obtengcdo de uma fase pura é a relagdo Ca/(P+Si) que deve ser
mantida sempre igual a 1,50, pois qualquer desvio pode levar a formagao de uma

segunda fase, como a HA, que tem sua relagdo Ca/P igual a 1,67.



A inclusdo de silicio ocorre basicamente pela substituicdo de grupos PO, por
grupos SiO4*. A compensacdo eletrdnica acontece dependendo das condigdes
termodinamicas do processo, podendo acontecer vacancias de oxigénio ou excesso
de Ca, sendo que neste caso, cada um compensa a substituicdo por dois Si (23; 19).

Ainda, o Si tende a inibir o crescimento de grao resultando em materiais de
microestrutura mais fina e, consequentemente, necessitando menores tempos de
moagem. Quando se esta trabalhando no sistema bifasico Si-a-TCP/ HA, o silicio

tende a inibir mais o crescimento de grédo do a-TCP que da HA (19).

MATERIAIS E METODOS

Foram preparados trés lotes de amostras conforme descrito na Tabela 2. Os
fosfatos de calcio estudados (Si-a-TCP-RC, a-TCP-RL e Si-a-TCP-RL) foram obtidos
através da reagdo no estado solido de carbonato de calcio (CaCOs), monetita
(CaHPO,) segundo a reagao da Equacéao (A). Para as amostras dopadas com silicio
(Si-a-TCP-RC e Si-a-TCP-RL) foram adicionados 2% em massa de wollastonita
(CaSiOs3). A variagao existente entre cada lote consiste apenas da quantidade de Si
adicionada e da origem dos reagentes empregados. Em trabalhos publicados
anteriormente verificou-se que devido as grandes quantidades de Mg presentes nos
reagentes comercialmente encontrados no Brasil era praticamente impossivel obter
a-TCP puro, assim determinou-se rotinas de sintese destes reagentes de maneira a
eliminar esta contaminagao (21). As amostras foram analisadas quanto a sua pureza

de fase cristalina por difracédo de raios X (DRX).

Tabela 1 - Caracteristicas dos Pos de TCP utilizados.

Amostra Origem dos Reagentes % em massa de Si T (°C) D (LM
Si-a-TCP-RL Laboratdrio 0,48 1250°C 10,42
Si-a-TCP-RC  Comerciais (Synth, Brasil) 0,48 1400°C 15,40
a-TCP Laboratério - 1300°C 9,43

CaCO3; + CaHPO4— Ca3(PO4)2 + H,O + CO, (A)

Em seguida, os pos de fosfato de calcio foram submetidos a ensaio de
citotoxicidade utilizando-se um método calorimétrico no qual as substancias MTS e
PMS foram utilizadas (24). Foram preparadas diluicées (de 100 a 6,25%) em meio

RPMI 1640 de cada material (extrato). Em seguida, a cada diluicdo foi adicionado



50uL de células CHO-k1 (6.10% células/mL) que permaneceram em incubac&o
durante 72h a 37°C em uma atmosfera contendo 5% de CO,. A citotoxicidade foi
medida em um espectrofotdmetro (495 nm) sendo os controles negativo e positivo
alumina e fenol (solugéo a 5%), respectivamente.

Para a confeccado dos cimentos de fosfato de calcio (CFC) foi utilizada como
fase liquida uma solugcdo aquosa contendo 2,5% em massa de fosfato de sodio
bibasico anidro (Na;HPO,4) e 1,5% em massa de acido citrico (CsHsO7). A relagao
liquido-pé utilizada foi de 0,6 mL/. Ainda, o tempo de mistura da pasta foi de
aproximadamente 1 minuto. Depois de misturado o liquido e o p6, a pasta resultante
foi vertida em moldes de Teflon® (cilindros de 6 X 12 mm e 12 X 6 mm) e levados a
um ambiente com 100% de umidade durante 24h e, em seguida, deixados para
secar ao ar sendo, entdo, retirados dos moldes (25).

Para cada amostra, os corpos de prova foram submetidos a imersdo em fluido
corpoéreo simulado (FCS) a 36,5°C por 0 e 7 dias sendo que a solugao foi trocada a

cada 2 dias. A composicao do FCS esta presente na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicao lénica do FCS em comparacdo com a do Plasma Sanguineo (26).

CompOSIQaO Na+ K+ Ca2+ Mgz+ CI— HCOSZ— HPO42_ 5032- pH

(mMol/L)
FCS 1220 50 25 25 1478 42 10 05 740
Plasma 1420 50 25 25 1030 270 10 o5 ©~20-
Sanguineo 7,40

A precipitacdo de apatita na superficie dos cimentos 6sseos foi analisada por

microscopia eletrénica de varredura (MEV).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi possivel obter a-TCP puro em todos os lotes como mostrado nos
difratogramas de raios X da Figura 1. Verificou-se, no entanto, que as amostras
obtidas a partir dos reagentes sintetizados em laboratorio apresentaram o pico
referente ao plano cristalografico (214) bem menos pronunciado que para o material
feito a partir de reagentes comerciais. Este fato é justificado pela quantidade de Mg,
um conhecido estabilizante da fase [}, presente nos reagentes comercialmente

disponiveis no Brasil (21).
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Figura 1 - Difratograma de raios X dos pd4s de fosfato de célcio.

Os pos de fosfato de calcio apresentaram uma leve citotoxicidade (Figura 2),
porém, nenhuma das amostras apresentou o indice ICso, que demonstra a
concentragao de extrato que mata 50% da populagao de células. Ainda, verificou-se
que as amostras dopadas com silicio tiveram um pequeno aumento da
citotoxicidade, porém este fator foi mais pronunciado para a amostra sintetizada com
reagentes comerciais. Fato este que pode ser um indicio de que os reagentes

obtidos em laboratério podem melhorar a biocompatibilidade dos fosfatos de calcio.
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Figura 2 - Citotoxicidade dos p6s de fosfato de calcio.

Apesar de apresentarem um certo teor de citotoxicidade, todos os cimentos
0sseos induzem a precipitacdo de CDHA apés imersao em FCS de acordo com o
mostrado na Figura 3. Verifica-se também que nas amostras dopadas com silicio
(Figura 3 (d), (f), (g) e (i)) essa precipitagdo ocorre de maneira mais pronunciada e,

ainda, para o cimento obtido a partir de reagentes sintetizados em laboratério e com



adicao de silicio, a apatita precipitada apresenta forma globular, ainda mais parecida
com a morfologia da apatita bioldgica.
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Figura 3 - Micrografias da superficie dos cimentos 6sseos antes e apds 7 dias de imersdo em
FCS. (a) Si-a-TCP-RC antes da imersé&o; (b) a-TCP antes da imerséo; (c) Si-a-TCP-RS antes da
imersdao; (d) Si-a-TCP-RC ap6s 7 dias de imerséo; (e) a-TCP ap6s 7 dias de imersao; (f) Si-a-

TCP-RS apés 7 dias de imerséo; (g) Si-a-TCP-RC apés 7 dias de imersdo maior aumento; (h) a-
TCP ap6s 7 dias de imersdo maior aumento; (i) Si-a-TCP-RS apés 7 dias de imersdo maior

aumento.

CONCLUSOES

Foi possivel verificar as propriedades preliminares que indicam a
biocompatibilidade dos cimentos de fosfato de calcio estudados. Observou-se que o
silicio pode aumentar sutiimente a citotoxicidade do fosfato tricalcio, porém ao
analisar a superficie dos cimentos apods imersdao em FCS verificou-se que as

amostras com este elemento aumentam de maneira significativa a precipitacao de



CDHA e que a amostra obtida com reagentes sintetizados em laboratério e com
adicao de silicio induz a precipitagdo de CDHA com morfologia muito semelhante a
apatita bioldgica. Assim, a conclusao de que o silicio € um elemento que melhora ou
nao a biocompatibilidade, a osteocondugdo e a osteointegracdo somente sera

possivel apos ensaios “in vitro” e “in vivo” dos cimentos 0sseos aqui estudados.
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