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RESUMO

Ceramicas bioativas e reabsorviveis possuem aplicacbes na ortopedia e
odontologia, desde como substitutos ésseos simples, até dispositivos complexos
para liberacdo de farmacos. Estudos de reatividade in vitro por meio da dissolucéo
de hidroxiapatita e fosfato tricalcico em meio fisiolégico simulado sdo de grande
importancia para avaliacdo preliminar, servindo de indicativo sobre a interacéo
destes com o meio biologico. Neste trabalho, ceramicas de diferentes reatividades
foram preparadas utilizando hidroxiapatita e fosfato tricalcico, em diferentes
proporcdes. As amostras sinterizadas foram caracterizadas por DRX e MEV. A
dissolucédo e reatividade in vitro foi investigada a partir da imersdo dos corpos
ceramicos em SBF, mantidos a 37°C por até 3 semanas. O efeito da dissolucéo foi
acompanhado pela variacdo de pH das solu¢cdes que mantiveram contato com as

ceramicas. A superficie das amostras foi analisada por FTIR e MEV.
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INTRODUGCAO

Compositos ceramicos constituidos de hidroxiapatita (HAp) e fosfato tricalcico
(TCP), também conhecidos como ceramicas bifasicas representam materiais de
grande interesse na area médica, pois sdo capazes de melhorar a bioatividade,
enquanto mantém a caracteristica de degradabilidade.

A bioatividade destes materiais esta associada aos fendmenos que ocorrem na
interface soélido/meio simulado ou biolégico. Normalmente, ela € definida como a

habilidade de um material ligar-se quimicamente ao 0sso, pela formacdo de uma
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camada de fosfato de célcio, promovendo uma osteogénese verdadeira, esta
camada é conhecida como hidroxiapatita biolégica ou hidroxicarbonatoapatita (HCA)
@

Estudos envolvendo cerédmicas bifasicas de diferentes razées de TCP/HAp ja
demonstraram que a abundéancia de cristais de HCA sobre a superficie destas
ceramicas € influenciada pela razdo de TCP/HAp; quanto maior a razdo TCP/HAp,
maior a quantidade de micro-cristais de HCA. Isto se deve a maior propriedade de
dissolugdo do componente TCP, gerando desta forma, um aumento na
concentracado de fons Ca*? e PO, — no meio resultando a precipitacao .

E possivel avaliar a habilidade de ligacdo de um material ao tecido 6sseo, por
experimentos in vitro. Nestes experimentos, meios fisiolégicos simulados de
composi¢bes proxima a do plasma sanglineo humano podem ser utilizados,
favorecendo a formacdo da apatita bioldgica sobre a superficie do material. A
solucdo empregada é constituida de ions numa concentracdo critica para exercer
uma precipitacdo quando em contato com materiais bioativos .

A resposta fornecida pela imersdo de materiais bioativos a solugéo simulada
da parte inorganica do plasma sanglineo, torna possivel a avaliacdo preliminar da
sua reatividade em meio biol6gico. Os mecanismos, in vitro e in vivo, sao idénticos
no que diz respeito a formacéo e crescimento da camada de HCA. Os mecanismos
atuantes durante este processo envolvem basicamente reacdes de dissolucédo e
precipitacdo com a participacao efetiva de ions célcio e fésforo presentes na solucéo
e no material .

A dissolucao é caracterizada por uma associacao de processos: transporte de
massa, fendmenos de adsorsao/dessorséo, reacdes heterogéneas e transformacgdes
guimicas sucessivas de fases intermediarias. Estes processos sdo ainda mais
complexos quando a difusdo vem acompanhada de transformacdes quimicas que
sdo muito sensiveis a variagfes de pH. As interacdes ibnicas tendem a aumentar o
pH na interface e ocasionar variagdes de pH na solucéo, que dependem da distancia
interfacial sélido/liquido; quanto mais préximo da superficie do sélido, maior o pH ©.

Os modelos apresentados na literatura para dissolugdo de apatitas ndo séo
capazes de esclarecer o seu mecanismo de um modo geral, sendo muitos deles
complementares. Uma das maiores dificuldades refere-se ao comportamento

instavel das solucdes, oscilando entre estados de insaturacao/supersaturacéo. Estes
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estados podem ser avaliados pela atividade i6nica presente nas solucdes, sendo
monitoradas por meio de leituras de pH. Valores de pH relacionados ao ganho ou
perda de massa, transformacfes de fase e caracteristicas da superficie do sélido
podem servir como uma boa ferramenta para esclarecimento dos mecanismos de
dissolucdo que determinam a reatividade das ceramicas de fosfatos de célcio ©.
Neste trabalho, buscou-se um melhor esclarecimento sobre a propriedade de
dissolucdo de ceramicas de hidroxiapatita e fosfato tricélcico, possibilitando prever a
reatividade em presenca de SBF, mantendo mesmas condi¢cdes experimentais para
ceramicas de diferentes razdes, HAp/TCP, com materiais de mesma densidade

relativa.

MATERIAIS E METODOS

Os pos de hidroxiapatita (Strem Chemicals) e p-fosfato tricalcico (Fluka), foram
misturados nas seguintes propor¢des em peso: 100% HAp (H),
87,5%HAp/12,5%TCP (8H), 75%HAp/25%TCP (7H), 62,5%HAp/37,5%TCP (6H),
50%HApP/50%TCP (5H) e 100% TCP (T), e prensados uniaxial e isostaticamente a
frio (200MPa) em matriz cilindrica de 12mm. As &reas de superficie geométrica das
amostras foram sempre superiores a 11,5 mm?, j4 que a area minima exigida para
efetuar o teste de bioatividade é de 10 mm? .

Foram atingidas densidades aproximadas de 95% para todas as amostras,
apos sinterizacdo, de acordo com a metodologia descrita por Ribeiro et al. ©.

Para avaliar o comportamento bioativo das ceramicas obtidas, foi preparado o
SBF (Simulated Body Fluid), de acordo com o método proposto por Kokubo @.

O SBF foi obtido, dissolvendo-se em agua deionizada, 0s seguintes sais: NaCl,
NaHCO; KCI, K;HPO, MgCl,.6H,O, HCI 0,1M, CaCl,.2H,0, Na,S0O, e
NH,C(CH,OH); 0,05M, para ajuste do SBF até atingir pH de 7,25, mantendo
temperatura de 37°C e agitacdo constantes. Os sais foram adicionados na ordem
apresentada e apenas apos a dissolugdo completa do sal, o préximo era adicionado.

Na Tabela | sdo apresentadas as concentracdes correspondentes aos ions

presentes na solucdo SBF adotada e no plasma @.

Tabela |- Concentracdes idnicas das solu¢cdes empregadas (mmol.dm).

Na* K" Ca?* Mg® HCOs* ClI HPO,” SO0
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SBF 142,0 5,0 2,5 15 4,2 148,0 1,0 0,5

Para o ensaio de reatividade e dissolucdo, as amostras em duplicata, foram
separadas por composicdo e imersas em SBF, sendo mantidas em frascos de
polietileno e acondicionados em recipiente com agua, para melhor monitoramento
da temperatura. O sistema foi mantido em estufa de cultura a temperatura de 36,5°C
+0,5.

Os ensaios foram realizados em periodos de até 3 semanas, renovando as
solucdes a cada 3 dias e mantendo uma razao de area geométrica da ceramica com
relacdo ao volume de solucéo, (S/V) de 0,05 cm™ .

A avaliacdo dos resultados da reatividade e dissolucdo das amostras na
presenca de SBF, foi feita a partir de leituras de pH das solugbes de SBF a 37°C e
perda de massa das amostras, em funcado do tempo. As superficies das amostras
foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura e espectrofotometria
de infravermelho, por reflexdo difusa, adotando intervalo de 4000-400 cm™ para

medida, antes e apds 3 semanas de imersdo em SBF.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de variacdo da massa em periodos de até 72 horas de contato
com a solucdo SBF, sdo apresentados na Figura 1.

Foram observadas oscilagbes nos valores de massa para as diferentes
ceramicas. Este comportamento pode ser explicado pela atuacdo do processo de
dissolucdo sobre a formacdo de material minimo precipitado e ainda nao estavel
nestas condi¢cdes, sendo ainda sensiveis aos efeitos da dissolu¢édo, sobretudo,

variacdes de pH na interface sélido/liquido.
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Figura 1 - Variacdo percentual da massa para as diferentes ceramicas em

funcéo do tempo (a) periodos de 24 horas e (b) periodo de até 72 horas.

Na Figura 2 sdo apresentadas os valores de pH das solucfes e variacdo de
massa, em periodos de até 3 semanas, medidos a cada 72 horas, tempo
correspondente a renovagao das solucgdes.
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Figura 2 — Medidas de pH a 37°C (a) e massa (b), em funcdo do tempo para as

diferentes ceramicas.

As solugbes apresentam valores de pH e de variagdo de massa bastante
dispersos em fungdo do tempo, apesar de se verificar uma tendéncia similar de
comportamento para as diferentes composi¢cées nos dois casos.

Apesar da disperséo dos valores de pH e de variagdo de massa, os resultados

sdo condizentes e podem ser relacionados entre si, ja que inicialmente é observado
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um aumento na saturacdo das solucbes (aumento de pH), resultantes de um
processo de dissolucao identificado pela reducdo de massa das amostras.

As ceramicas reabsorviveis com maiores quantidades de fase TCP apresentam
maior desvio nas medidas. Este comportamento pode estar relacionado a cinética de
dissolucdo mais favoravel para estas ceramicas e instabilidade de compostos
intermediarios, dificultando a obtencdo de valores de medida constantes ou
proximos.

A velocidade de formagdo da camada é influenciada significativamente pela
supersaturacao inicial, estagio no qual a difusdo é predominante. Em tempos mais
longos, as variacbes de pH podem resultar em comportamento diferenciado,
envolvendo formacdo de fases intermediarias na solucdo e fendmenos de
adsorsdo/dessorsao, mudanca de fase e cristalizagdo no solido.

Para verificar a formagéo da camada resultante dos processos de dissolucéo e
precipitacdo, as superficies das ceramicas foram caracterizadas antes e apos
imersdo em SBF. Micrografias representativas das superficies sdo apresentadas na

Figura 3.
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Figura 3 — Micrografias das superficies das ceramicas antes da imersdo em SBF;
(@) H, (b) 7H, (c) 5H e (d)T.

As variacGes de pH das solugbes que mantiveram contato com as ceramicas
gue apresentam a HAp como fase majoritaria ndo levaram a grandes variacdes de
massa, dificultando a formacédo de precipitados na superficie no estagio inicial,

comportamento que pode ser observado nas micrografias (Figura 4).
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Figura 4 —Micrografias das ceramicas apés imersao em SBF; (a) HAp, (b) 7H, (c)
5H, (d) TCP; em periodo de 12 horas e, (e)HAp, (f)7H, (g)5H e (h)TCP, apés 3

semanas.

Apés 3 semanas todas as amostras apresentam formacdo de uma camada
superficial de fosfato de calcio. As ceramicas que j& apresentam precipitacdo em 12
horas, sdo as mesmas que apresentam ganho de massa (TCP, 5H e 6H), na Figura
1.

A ceramica 5H apresenta comportamento semelhante a ceramica reabsorvivel,
TCP, Figuras: 1, 2-(b) e 4. A maior solubilidade desta fase acelera a saturacao da
solucdo e consequente precipitacdo sobre a superficie. As composicdes bifasicas
apresentam maior rugosidade que pode atuar como defeitos que servem como
nucleos para dissolucdo ©©.

A fase depositada sobre as superficies das ceramicas, na formacéao in vitro, é
inicialmente amorfa, podendo ser cristalizada sob a forma de HCA em tempos mais
longos ©. Os espectros de infravermelho, Figura 5, revelam uma camada de
natureza amorfa e de pequena espessura, dificultando a obtencdo dos espectros.

Este comportamento indica que a camada formada ndo apresenta uma
microestrutura totalmente definida, sendo permeavel aos transportes de massa e
também nado apresenta completa estabilidade, observada pelas oscilagbes de pH e
massa, Figura 2. Estas caracteristicas facilitam as transformacdes de fase, que sao
muito sensiveis a variagcbes de pH, podendo mudar o aspecto morfolégico da
camada depositada, mesmo em condicbes de armazenamento da amostra, apés

término do ensaio.
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Figura 5 — Espectros de infravermelho das superficies das ceramicas, (H, 5H,7H

e T) antes da imersdao em SBF e (H-7, 5H-7, 7H-7 eT-7 ) apds 3 semanas.

Pela morfologia da camada pode ser observado que os precipitados constituem
uma camada com porosidade e microestrutura lamelar, permitindo, mesmo apos 3
semanas de ensaio, a continuidade para os processos de dissolucéo/reprecipitacao
e cristalizacdo. O precipitado amorfo formado em todas as amostras apresenta-se na
forma de agregados planos, forma caracteristica dos precipitados de fosfato
octacalcico (OCP), que sdo caracterizados como precursores diretos da
hidroxiapatita, nestas condicdes .

Os espectros de infravermelho apresentam bandas de dificil distincdo, com
modos vibracionais ativos em mesma frequéncia, podendo ser identificados
diferentes grupos funcionais em posicdes idénticas.

A estabilidade da fase TCP pode ter sido comprometida durante o ensaio
devido a presenca de modos vibracionais caracteristicos da agua nas amostras T-7.
Alguns autores consideram que o TCP na presenca de agua ou de solucdes
aquosas é instavel, podendo se converter em hidroxiapatita deficiente em céalcio ©.

A presenca de bandas caracteristicas de grupos CO52 (670, 864 e 1374 cm 1),
HPO, 2 (865, 957, 1069, 1140 cm™), além das bandas caracteristicas das fases de
HAp e TCP, indicam que o mecanismo para formacao da camada, segue o modelo
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de dissolucéo incongruente ou ndo estequiométrico. Fases diferentes da composicao
inicial das ceramicas, como: fosfato dicalcico - DCPD ou DCPA (566, 1053, 1137
cm™), fosfato octacélcico - OCP ( 1053, 1131, 1182, 1191 cm™) e apatitas
deficientes em célcio puderam ser identificadas neste periodo ¢ %%,

O tempo para formacdo da camada esta associado a composicdo das
amostras e textura das superficies. Este periodo foi insuficiente para promover a
cristalizacdo total da camada depositada, dificultando a caracterizacdo destas
ceramicas quanto ao comportamento bioativo.

Neste trabalho, uma série de transformacdes de fases estd envolvida na
formacdo da camada de apatita, 0 que esta de acordo com a literatura, sendo as

fases presentes, identificadas como precursoras da apatita biolégica V.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

As técnicas utilizadas neste trabalho permitiram avaliar a reatividade no que diz
respeito ao comportamento de dissolucéo/precipitacdo envolvidas na formacéo da
camada de fosfato de calcio, mas ndo quanto a bioatividade.

As ceramicas estudadas apresentam reatividades diferentes na presenca de
SBF; as com maiores quantidades da fase TCP apresentam cinética de dissolucao
acelerada, devido a maior solubilidade desta fase, facilitando a precipitacdo, em
periodos de até12 horas em SBF.

O comportamento oscilante para valores de pH e massa num periodo de 21
dias corresponde a variagcbes de estados de insaturacdo/supersaturacdo das
solucdes que sdo decorrentes de processos difusionais e superficiais envolvidos nos
mecanismos de dissolugao e precipitacao.

O tempo para formacdo da camada depende da taxa de dissolucdo das
ceramicas, a qual esta intimamente associada & composicao e textura da superficie.

Durante o periodo adotado, a camada nao é totalmente cristalina e sua
microestrutura ndo esta totalmente definida, j& que os espectros de infravermelho
revelam a formacdo de uma camada amorfa de apatita ndo estequiométrica, com
presenca de poucos grupos COs;?, ndo sendo possivel ainda caracterizar o

comportamento bioativo das ceramicas.



Anais do 47° Congresso Brasileiro de Ceramica 2203
Proceedings of the 47" Annual Meeting of the Brazilian Ceramic Society

15-18/junho/2003 — Jodo Pessoa - PB - Brasil

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem a Fapesp pelo apoio financeiro.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Hench, L. L. Bioceramics: from concept to clinic. Journal of the American Ceramic
Society, v. 74, n. 7, p. 1487-1510, 1991.

2. T. Kokubo; H. Kushitami, S. Sakka, T. Kitsugi and T. Yamamuro. Solutions able to
reproduce in vivo surface-structure changes in bioctive glass-ceramic A-W.
Journal of Biom. Mater. Res.v-24, 721-734, 1990.

3. Dorozhkin, S.V. A Review on the dissolution models of calcium apatites. Progress
in Crystal Growth and Characterization of Material. 45-61, 2002.

4. Greenspan, D.C.; Zhong, J.P.; La Torre, G.P. Effect of surface area to volume ratio
on in vitro surface reactions os bioactive glass particulates, Bioceramics,V.7,
edited by O. H. Andersson and Yli Urpo, Turku, Filand, jully, p.55-60, 1994.

5. Ribeiro, C.; Sepulveda, P.; Bressiani, J. C.; Bressiani, A. H. Processamento de
ceramicas bifasicas de fosfatos de célcio. 46° Congresso Brasileiro de Ceramica,
26-29 de maio de 2002, Sdo Paulo-SP. Anais do 46° Congresso Brasileiro de
Ceramica. p.842-853, 2002.

6. Li Yubao, C.P.A.T. Klein, Zhang Xingdong and K. de Groot. Formation of bone
apatite-like layer on the surface of porous hydroxyapatite ceramics. Biomaterials
10, v.15, 835-841, 1994.

7. Hankermeyer, C.R; Ohashi, L. K; Delaney, C. D; Ross, J; Constantz, R. B.
Dissolution rates of carbonated hydroxyapatite in hydrochloric acid. Biomaterials
23, p. 743-750; 2002

8. L. Horvath et al. Effect of cationic surfactant on the transformation of octacalcium
phosphate. Journal of Crystal Growth 219, p. 91-97; 2000.

9. Feng-Huei Lin, Chun-Jen Liao, Ko-Shao Chen, Jui-Sheng Sun, Chun-Pin Lin.
Petal-like apatite formed on the surface of tricalcium phosphate ceramic after
soaking in distiled water. Biomaterials 22, 2981-2992, 2001.

10. S. Koutsopoulos. Synthesis and characterization of hydroxyapatite crystals: A
review study on the analytical methods. Journal of Biomedical Materials Research.
v.62, 600-612, 2002.



Anais do 47° Congresso Brasileiro de Ceramica 2204
Proceedings of the 47" Annual Meeting of the Brazilian Ceramic Society

15-18/junho/2003 — Jodo Pessoa - PB - Brasil

11. R. Z. LEGEROS, Calcium phosphates in oral biology and medicine. Monographs
in Oral. v. 15, 1991.

IN VITRO EVALUATION OF THE REACTIVITY OF CALCIUM PHOSPHATE
CERAMICS

ABSTRACT

Biactive and reabsorbable ceramics have a number of applications in the
orthopedy and odonthology, such as simple bone substitutes and complex drugs
delivery systems. Studies of in vitro reactivity with hydroxyapatite and tricalcium
phosphate dissolution in simulated environment is of prime importance for preliminar
evaluation. This can indicate the interaction with biological environment. In this
work ceramics of differents reactivities were prepared using hydroxyapatite and
tricalcium phosphate in differents proportions. The sintered samples were
characterized by DRX and SEM. The dissolution kinetics and in vitro reactivity of
ceramics were investigated using immersion in simulated body fluid (SBF) at 37°C for
3 weeks. The dissolution effect was monitored by pH variation of the solutions in

contact with ceramics. The samples surfaces were analised by FTIR and SEM.

Key-words: bioactivity, dissolution, hydroxyapatite and tricalcium phosphate.



