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Resumo. Dentre os biomateriais aplicados como substitutos 6sseos, os baseados nos fosfatos de calcio tem
revolucionado tanto a ortopedia quanto a odontologia atuais o reparo de partes danificadas. Um modo de
aplicacdo é na forma de cimentos, que apresentam uma série de atrativos, como excelente biocompatibilidade e
bioatividade, além do endurecimento "in situ", adequando-se a pequenas cavidades sem a necessidade de dar
formas a elas. Entre os cimentos de fosfato de célcio, o baseado no sistema alfa-fosfato tricalcico (a-TCP) tem
despertado bastante interesse, devido & sua biorreabsorbilidade e conversdo em hidroxiapatita deficiente em
calcio (CDHA), material com estrutura muito similar a fase mineral dssea. O objetivo deste trabalho foi
analisar a evolucéo do pH e avaliar a citotoxicidade de dois cimentos de fosfato de célcio apds sete dias de
reacdo: um sem aditivos e outro com Na,HPO, e acido citrico como aditivos no liquido. As varia¢bes no pH
foram medidas em intervalos de 12h durante os sete dias de reacdo; entretanto, nas primeiras horas de reagéo o
espacamento entre as medic¢des de pH foi mais curto, chegando a ser de 15 minutos na primeira hora de reagéo.
O teste de citotoxicidade foi realizado segundo a Norma ISO (10993-5, 1992): Biological evaluation of medical
devices — Part5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods. O cimento sem aditivos apresentou mudancas mais
bruscas no pH, chegando proximo a 11, e ndo estabilizou-se mesmo apés 7 dias de reac¢do, enquanto que o
cimento com aditivos teve seu pH estabilizado no periodo avaliado. Quanto a citotoxicidade, o cimento com
aditivos nao foi citotoxico e o sem aditivos apresentou citotoxicidade com concentragdo do extrato de 100%. O
cimento sem aditivos ndo apresentou caracteristicas apropriadas para aplicacdo como biomaterial
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1. INTRODUCAO

Desde épocas remotas, 0 homem tem estudado diversas alternativas para o reparo ou
substituicdo de tecidos 0sseos no corpo humano. As primeiras tentativas de implantacao
provavelmente datam de periodos pré-historicos. S&o varias as evidéncias de substitui¢do de
dentes, em virtude de sua facil acessibilidade, de sua fungéo nutricional e de seu papel social.
Encontram-se vestigios também de tentativas cirurgicas em esqueletos, principalmente nas
civilizagdes que tinham como tradicdo mumificar seus mortos (Boch, et al., 2007).

Atualmente, diversos materiais tem sido estudados e/ou desenvolvidos para aplicacdo
como substituto 6sseo, desde tecidos 6sseos retirados do préoprio individuo (auto-enxertos) a
materiais naturais ou sintéticos desenvolvidos em laboratorio que sejam suportados pelo
corpo humano durante o periodo para o qual foi projetado, os biomateriais.

Dentre os biomateriais aplicados como substitutos 0sseos, os baseados nos fosfatos de
calcio tem revolucionado tanto a ortopedia quanto a odontologia no reparo das partes
danificadas. Podem ser aplicados na forma de blocos, mas uma das principais aplicacdes dos
fosfatos de célcio se da na forma de cimentos.

Os cimentos de fosfato de calcio tem despertado grande interesse em fungdo de sua
excelente biocompatibilidade e bioatividade, além de seu endurecimento “in situ”,



adequando-se a pequenas cavidades sem a necessidade de dar forma as mesmas. Eles séo
materiais bioativos e biodegradaveis aplicaveis como enxerto 6sseo através da mistura de uma
fase sélida na forma de p6 com um liquido. Ap6s misturadas, essas fases formam uma pasta
viscosa a ser implantada, que tem sua reacao de pega e endurece dentro do corpo na forma de
CDHA (hidroxiapatita deficiente em calcio) ou brushita, podendo ser posteriormente
reabsorvidos pelo organismo (Bohner, 2000).

Dos cimentos de fosfato de calcio, o baseado no sistema alfa-fosfato tricalcico (a-TCP)
reline diversas caracteristicas interessantes, dentre as quais se destaca a biorreabsorbilidade. O
produto final do cimento de a-TCP € a hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA), material
com estrutura muito similar a fase mineral 6ssea, utilizado pelo organismo na formacéo de
tecido Osseo. Porém, a dificuldade na obtengdo de a-TCP com pureza elevada tem sido
reportada em literatura, devido a fatores como a presenca de magnésio nos reagentes
precursores, conhecido estabilizador da fase de beta-fosfato tricalcico (B-TCP) (Motisuke, et
al., 2008; Enderle, et al., 2005; Carrodeguas, et al., 2008).

Apesar de varias caracteristicas atrativas, 0s cimentos de fosfato de célcio tem seus usos
limitados a aplicacGes de baixa carga, devido principalmente a sua baixa resisténcia mecanica,
além da cineética lenta da reacdo de cura. O desenvolvimento de cimentos mais resistentes
expandiria o uso desses materiais (Bohner, 2000).

Diversos tem sido os esforcos a fim de se melhorar a resisténcia mecanica e acelerar a
cinética desses materiais. Os cimentos de fosfato de calcio tem sido modificados
constantemente na busca de propriedades mais atrativas. Uma das alteragdes mais comuns que
retorna resultados satisfatrios no aumento da resisténcia mecénica e aceleracdo da reacdo de
pega é a utilizacdo de aditivos na solucdo de pega.

Essa metodologia tem se mostrado eficaz na melhoria das propriedades dos cimentos de
fosfato de calcio, pela simplicidade e pelos bons resultados conseguidos. Alguns aditivos tem
seu uso mais difundido, como o hidrogeno fosfato de sddio e o &cido citrico. O hidrogeno
fosfato de sodio (Na;HPQO,), por exemplo, acelera a hidrolise do a-TCP e a formacdo da
CDHA (Ginebra, et al., 1998), com um continuo aumento da resisténcia mecanica durante
toda a reacdo. O 4&cido citrico tem efeito fluidificante, diminuindo a relacdo liquido/pd
necessaria e aumentando a resisténcia mecénica final do cimento (Sarda, et al., 2002). Porém,
melhorias nas propriedades mecénicas e cinéticas do material ndo implicam em consequentes
melhorias no desempenho biolégico.

O objetivo principal deste trabalho é avaliar as alteracdes no pH e a biocompatibilidade
de dois cimentos de fosfato de célcio: um sem aditivos e o outro com hidrogenofosfato de
sodio e acido citrico como aditivos no liquido. As alteracdes no pH serdo avaliadas através de
medi¢cbes do pH em intervalos determinados durante 7 dias de reacdo, enquanto que a
biocompatibilidade sera avaliada por um método de citotoxicidade in vitro indireta dos dois
cimentos apds 0s mesmos 7 dias.

2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho baseou-se no desenvolvimento das etapas e atividades descritas na Fig. 1.
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Figura 1: Organograma das atividades desenvolvidas no trabalho.

2.1 P6de a-TCP

Os reagentes utilizados para a obten¢do do a-TCP, tanto a Monetita (Hidrogenofosfato de
Célcio, CaHPO4) quanto o Carbonato de Calcio (CaCO3), foram obtidos de acordo com
Motisuke (Motisuke, et al., 2008).

O o—TCP foi obtido através de reacdo no estado sélido dos reagentes. Os reagentes foram
misturados em proporcdes especificas, de acordo com a Eq. (1). Sendo entdo aquecidos até
1300°C numa taxa de 5°C por minuto e mantidos nesta temperatura num periodo de seis
horas. Ao final do aquecimento, foram resfriados gradativamente até a temperatura ambiente
ainda dentro do forno de sinterizacao.

CaC03 + 2. CaHP04 i Ca3 (PO4)2 + H20 + COZ Eq (1)

Posteriormente, 0 p6 de a—TCP obtido foi moido em moinho de bolas a seco durante dois
dias, a fim de se chegar a uma distribui¢do granulométrica apropriada.

O p6 de o—TCP foi caracterizado pelas seguintes técnicas: espalhamento dindmico de luz
(EDL), fluorescéncia de raios-X (FRX), difracdo de raios-X (DRX) e microscopia eletrénica
de varredura (MEV).

O EDL permite avaliar a distribuicdo granulométrica do p0. Essa caracterizacdo €
importante porque o tamanho das particulas precursoras do cimento influencia diretamente na
relacdo liquido/pé. A FRX foi utilizada para determinar a presenca de elementos tracos,
principalmente do magnésio, e de elementos possivelmente toxicos no pé de o—TCP. O MEV
permite avaliar a morfologia e a homogeneidade do p6. J& a DRX foi utilizada tanto na forma
qualitativa como na forma quantitativa.

No método qualitativo, foi feita uma analise comparativa entre o difratograma obtido para
o p6 de a-TCP e os padrdes JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) do a-



TCP (09-0348), do B-TCP (09-0169) e da CDHA, com mesmo padrdo da HA, (09-0432). A
fim de se verificar a pureza do a-TCP obtido, bem como nenhuma transformacédo prematura
do p6 em CDHA antes da preparacao do cimento.

No método quantitativo, foi utilizado o método do padrdo interno, com a utilizacdo de
alumina (Al,O3) para quantificacdo da porcentagem de B-TCP presente como impureza.
Foram preparadas amostras com quantidades conhecidas de alumina e B-TCP, através da
mistura dos pos em almofariz de 4gata. Para cada uma das amostras preparada, foram feitas
medidas de difracdo em picos caracteristicos de B-TCP e CDHA, evitando interferéncia entre
si ¢ com o a-TCP. Para cada uma das difracdes, foi feita uma aproximacdo pelo método de
Lorentz e calculada a area de cada um desses picos. Com a relacdo entre as areas, através de
uma aproximagcao linear, foi levantada a reta de calibracdo em funcao da fracdo massica de -
TCP em cada uma das amostras (Fig. 2).
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Figura 2: Reta de calibracdo para a DRX quantitativa.

Apos o0 ajuste da reta, foi preparada uma amostra com quantidades conhecidas de alumina
e do po de a-TCP, sendo entdo medidos 0s mesmos picos utilizados no levantamento da reta.
Com a relacdo entre a rea dos mesmos, calculou-se a quantidade de B-TCP presente como
impureza no pé de a-TCP.

2.2 Escolha dos Aditivos

Os aditivos utilizados neste trabalho foram escolhidos atraves de uma analise dos aditivos
mais empregados na literatura. Decidiu-se pela utilizacdo do Hidrogeno Fosfato de Sodio
(Na,HPO,) e do Acido Citrico (CsHsO7). O Na,HPO, e o &cido citrico foram utilizados por
serem aditivos com caracteristicas especificas que otimizam as propriedades dos CFCs, como
a aceleracdo da reacdo de pega e 0 aumento da resisténcia mecanica, respectivamente.

As solugdes preparadas com as suas respectivas concentracdes encontram-se na Tabela 1.



Tabela 1: Solug@es utilizadas e seus respectivos cimentos.

Solucao Aditivos (% de massa Cimento
S1 100%H,0 CS1
S2 2,5% Na,HPO, + 1,5% CgHgO; + 96%H,0 CS2

Foram utilizadas essas solucdes, pois muitos autores trabalham com o cimento preparado
apenas com agua deionizada (S1, sem aditivos) ou com a combinacdo de Na,HPO, e acido
citrico.

Os lotes e as marcas de cada aditivo podem ser vistos na Tabela 2.

Tabela 2: Lotes e marcas dos aditivos utilizados.

Aditivo Marca Lote
Na,HPO, Synth 117366
CeHsO4 Synth 101707

2.3 Preparacao dos Cimentos

O principal desafio na preparagdo dos cimentos foi a determinacdo de uma relagédo
liquido/p6 que ndo comprometesse o comportamento de nenhum dos dois cimentos. Os
aditivos podem atuar reduzindo a quantidade de liquido necessaria para a obtencdo de uma
pasta com viscosidade ideal para sua utilizagdo como cimento. Os parametros utilizados
foram manuais e visuais, procurando-se obter pastas coesas, porém ndo liquidas,
possibilitando a moldagem dos corpos de prova.

A preparacdo do cimento se deu pela mistura das fases liquida e sélida durante um
minuto. Apos esse periodo, as pastas foram moldadas em moldes vazados de Teflon® com o
auxilio de uma espatula. Passados 15 minutos (tempo necessario para que as pastas tivessem
coesdo suficiente para ndo se dissolverem quando imersas num liquido), os moldes foram
imersos em solucdo de Ringer a 37°C.

Os moldes foram mantidos na horizontal durante todo o tempo de imersédo em solugéo de
Ringer, possibilitando que as duas faces dos corpos de prova estivessem em contato com a
solugéo, permitindo um avango simultaneo da reacdo pelas duas extremidades dos corpos de
prova. Os corpos de prova obtidos foram cilindros de 6mm de didmetro por 12mm de altura.

A solucdo de Ringer utilizada foi devidamente esterilizada em autoclave. As pastilhas
utilizadas para a obtencéo da solucdo de Ringer sdo da marca Oxoid, lote 15757201.

2.4 Evolucéo do pH

Para a analise do pH, 2g de p6 de a-TCP foram imersos em 10mL de cada uma das duas
solugdes (S1 e S2) e armazenados em estufa a 37°C, sendo agitados periodicamente. As
variagoes no pH foram medidas em intervalos de 12h durante os sete dias de reagéo.
Entretanto, como se sabe que as variagcfes mais bruscas no pH dos CFCs se dao nos instantes
iniciais, nas primeiras horas de reagéo o espacamento entre as medic¢des de pH foi mais curto,
chegando a ser de 15 minutos na primeira hora de reacdo. Além disso, foi medido o pH das
quatro solugdes utilizadas.

Este método para avaliar a evolugdo do pH € um método que simula a evolugdo do pH
dentro do corpo humano, entretanto, em uma condi¢do mais acelerada que a habitual, pois em
vez de se utilizar o corpo de prova para as medidas, utiliza-se o material na forma de pd. Isso
acontece devido a impossibilidade de se medir o pH com os corpos de prova, pois 0 pHmetro
faz medidas em meios liquidos e ndo em soélidos. Foi utilizada uma relacdo liquido/p6 muito
maior do que a comumente empregada na preparacdo do cimento, a fim de se evitar o



endurecimento do corpo de prova, o que impossibilitaria a medi¢do do pH durante a reacdo de
cura.

No corpo humano, primeiro tem-se uma alteracdo provocada pela alteracdo do pH
superficial, porém, como existem poros no material ¢ o p6 de a-TCP tem uma boa
molhabilidade, o liquido penetra continuamente nos poros e através do po, até que seja
atingida uma condicdo de equilibrio e a mudanca de pH aconteca de uma forma geral devido a
todo o material, e ndo apenas superficial. Enquanto que no teste de evolugdo do pH, admite-se
uma condicéo de equilibrio desde o inicio do teste, ndo levando em consideragdo o periodo
inicial da reacdo onde tem-se, na realidade, o pH superficial.

Logo, a condi¢do adotada simula a transformagdo de a-TCP em CDHA, porém de
maneira mais acelerada, uma vez que a quantidade de agua e a area superficial de po
disponivel estdo presentes em quantidades maiores. Porém, durante a cura in vivo, a
quantidade de fluido presente é também maior que a empregada no preparo da amostra.

2.5 Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado segundo a Norma 1SO (10993-5, 1992): Biological
evaluation of medical devices — Part5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods. O teste seguiu
as seguintes especificacdes:

e Foi verificada a citotoxicidade dos cilindros de cimento a-fosfato tricalcico e medido
0 pH dos extratos ap6s 48 horas de extracdo, com fita indicadora;

e Linhagem celular: células CHO — k1 (Chinese Ovary Hamster cells), provenientes da
ATCC,;

e Meio de cultura: meio RPMI 1640, fornecido pela Gibco, nimero no catalogo:
23400-013;

e Metodologia empregada: CellTiter96® AQueous Non — Radioactive Cell Proliferation
Assay — Promega Corporation.

O teste de proliferacdo celular ndo radioativo € um método colorimétrico para
determinacdo do nimero de células vidveis em testes proliferativos ou quimiossensitivos. O
teste CellTiter96® AQueous é composto de solucGes de um composto tetrazélico (3-
(dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium, sal inerte; MTS)
e um reagente acoplador de elétrons (metasulfato de fenazida); PMS). O MTS € bioreduzido
pelas células a produto formazan que é soltvel no meio de cultura tecidual. A absorbancia do
formazan a 490 nm pode ser medida diretamente de placas de 96 pogos sem adi¢do de outros
processos. A conversdo do MTS em formazan solGvel aquoso, é executada pela enzima
desidrogenase encontrada em células metabolicamente ativas. A quantidade do produto de
formazan como medida da quantidade de absorbancia a 490 nm € diretamente proporcional ao
numero de células viaveis em cultura.

As amostras foram embaladas e irradiadas a 25kGy para esterilizagdo. Foi adicionado
meio de cultura (RPMI-1640) sem soro na preparacdo dos extratos para uma concentracao
final de 1 cm?/mL. Ap6s 48 horas a 37°C, 0 extrato de meio de cultura foi filtrado em filtro de
acetato de celulose para seringa esteril, com poro 0,45um (Corning), preparando-se dilui¢des
seriadas de 100% a 6,25% do extrato em meio RPMI estéril.

O controle positivo utilizado foi uma solucdo fenol a 0,5%. O controle negativo foi o
extrato de PEAD (polietileno de alta densidade). O controle positivo € um material que,
quando testado de acordo com a norma ISO 10993-5, promove resposta citotoxica. O controle
negativo é um material que, quando testado de acordo com a norma ISO 10993-5, ndo
promove resposta citotoxica. A propriedade avaliada foi o Indice de Citotoxicidade 50%
(ICs0(s)), valor referente a concentragdo do extrato que mata 50% da populagdo de células
viaveis.



Foi avaliada também a alteracdo do pH do meio de cultivo utilizando-se fitas medidoras
de pH, bem como uma andlise colorimétrica visual do meio.

2.6 Equipamentos

Para a Difracdo de Raios-X foi utilizado um equipamento da marca Rigaku, modelo
DMAX 2200, com radiacao CuKa, filtro de Ni, 20kV, 20mA. Foi utilizado passo de 0,02° ¢
tempo de integracdo de 2s (para as analises qualitativas) ou 5s (para as anélises quantitativas).

O equipamento utilizado para as medidas de Fluorescéncia de Raios-X é da marca
Rigaku, modelo RIX-3100. Foram realizadas analises semi-qualitativas.

Para a analise através de imagens o equipamento utilizado foi um Microscépio Eletronico
de Varredura da marca JEOL, modelo JXA-840A. Os corpos de prova foram previamente
metalizados com ouro através do equipamento Sputter Coater, marca BAL-TEC, modelo SCD
050.

As medidas de evolucdo do pH foram realizadas com um pHmetro microprocessado da
marca Micronal, modelo B474.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 P6de a-TCP

A Tabela 3 apresenta o resultado da fluorescéncia de raios-X para os elementos
minoritarios presentes no p6 de a-TCP. Sdo poucos 0s elementos minoritarios presentes no pé
de o-TCP utilizado, e nenhum deles em quantidade superior a 850ppm. E, ainda assim, 0s
elementos em maiores quantidades ndo sdo prejudiciais a biocompatibilidade e
biofuncionalidade do material.

Tabela 3: Fluorescéncia de raios-X dos elementos minoritarios no p6 de a-TCP.

Elemento % em massa

Si 0,0850
Fe 0,0598
Sr 0,0094

A Fig. 3 apresenta o difratograma de raios-X do a-TCP. Nota-se que o po utilizado €
constituido basicamente de a-TCP como fase principal, apresentando a presenca de uma
pequena quantidade de B-TCP como fase indesejada, como se pode observar através do pico
de B-TCP proximo a 27,5°. No entanto, ndo se verifica a presenga de nenhuma outra
interferéncia nos picos do difratograma de raios X (sobreposic¢ao de picos de B-TCP e de a-
TCP), indicando que a quantidade de B-TCP presente € relativamente baixa e ndo ir4
influenciar de maneira significante na reacao de cura do cimento. Uma grande quantidade de
B-TCP como contaminante ndo é desejavel, uma vez que este ndo participa da reacdo de cura
(é praticamente insoltvel em agua ou solucdo aquosa) e levando assim a menores valores para
a resisténcia mecéanica e a uma cinética da reacdo possivelmente mais lenta.
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Figura 3: Difratograma de raios-X do p6 de a-TCP.

A andlise da difracdo de raios-X quantitativa, porém, revelou uma quantidade de 11% de
B-TCP como impureza no p6 de a-TCP, atendendo aos objetivos propostos e adequando-se ao
trabalho.

Apbs dois dias de moagem a seco em moinho de bolas, a distribuicdo granulométrica
obtida estd mostrada na Fig. 4. Os valores para tamanho médio e faixa de distribuicdo podem
ser observados na Tabela 4.
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Figura 4: Distribuicdo granulomatrica do p6 de a-TCP.



Tabela 4: Pardmteros de tamanho de particula.
D(10) um D(90) um Tamanho médio (um)
a-TCP 1,19 26,41 14,25

Tanto o tamanho médio de particula como a faixa de distribuicdo sdo maiores que 0s
reportados em literatura (Ginebra, et al., 2004; Santos, 2002), o que pode influenciar
diretamente na relacédo liquido/p6. Pode-se observar uma distribuicdo bimodal do tamanho de
particula, com dois picos: um menor entre 0,2 um e 1,1 um (apenas cerca de 10% do total da
amostra) e outro maior entre 1,2 um e 10,3 um aproximadamente. Na literatura, a distribuicao
geralmente é bimodal, porém o primeiro pico é mais expressivo que o segundo.

Na Fig. 5, atraves da microscopia eletronica de varredura, pode-se observar o formato das
particulas do po utilizado. As particulas ndo foram dispersas, a analise foi feita com o pé da
forma que o mesmo sera utilizado para a preparacao do cimento.

Figura 5: MEV do p6 de o-TCP.

Observa-se que o formato das particulas ndo é homogéneo, como seria o ideal. Pode-se
visualizar desde particulas com formato mais arredondado até particulas mais pontiagudas.
Isso implica na coexisténcia de particulas com volumes proximos, porém com diferentes areas
superficiais, levando a uma distribuicdo ampla da area superficial, fator determinante na
cinética da reacdo de cura dos cimentos, bem como na relagéo liquido/p6. Nota-se também a
aglomeracéo das particulas.

3.2 Preparacéo dos Cimentos

Como se trabalhou com dois tipos de solucdo para a obtengdo dos cimentos, foi
necessario determinar uma relacao liquido/pé que ndo comprometesse a pega de nenhum dos
dois cimentos. Sabe-se que 0 &cido citrico atua como agente redutor da quantidade de liquido,
logo para trabalhar com o cimento sem aditivos (CS1) seria necessaria uma quantidade maior



de liquido, quando comparado com as solucBes que apresentavam acido citrico na sua
composi¢cdo. Além do mais, a distribuicdo granulométrica maior que a encontrada em
literatura, também pode influenciar no aumento dessa relacdo. A relacédo considerada ideal foi
de 0,38 mL/g, dentro dos valores encontrados na literatura.

Valores menores que 0,38mL/g ndo possibilitavam o manuseio adequado do CS1, que
ficava com uma consisténcia ndo pastosa. Valores maiores deixavam o cimento com aditivos,
CS2, com uma consisténcia muito liquida, o que inviabiliza também seu manuseio.

3.3 Evolucéo do pH
O pH inicial das solucGes pode ser visto na Tabela 5.
Tabela 5 : pH das solucbes

Sl 6,2
S2 5,7

Os resultados das medidas da evolucdo do pH durante a reagdo nos cimentos podem ser
observados na Fig. 6.
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Figura 6: Evolucdo do pH durante as 168h de reacéo para os dois cimentos.
Os dois cimentos analisados sofreram variagOes consideraveis no pH durante o periodo

analisado e tiveram seu pH inicial proximo ao da solugdo ainda sem o pd. Apds seis horas de
reacdo, o pH das solucdes ndo subiram mais, dando inicio a sua estabilizagdo. Entretanto,



mesmo apos os 7 dias de reacdo, o pH do CS1 continuou a cair. Ja o pH do CS2 estabilizou-se
em valores proximos a 7, 6timos para a aplicacdo de um material como biomaterial.

As alteracdes mais bruscas no pH acontecem nos instantes iniciais da reacdo, como pode-
se observar na Fig. 7.
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Figura 7: Evolucdo do pH durante as primeiras 24h de reacéo.

Utilizam-se aceleradores de reacdo, como o Na;HPO,, na composi¢do dos cimentos de
fosfato de célcio a fim de diminuir o tempo de pega. Eles atuam na solubilizacdo dos cristais
de fosfato de célcio, permitindo uma saturacdo mais rapida do meio e conseqiente formacéo
da CDHA. Na auséncia de aceleradores, 0 meio demora a atingir os valores de saturacao
necessarios para a formacdo da CDHA. Tal constatacdo, justifica o valor de pH tdo elevado
assumido pelo CS1, chegando préximo a 11, extremamente tdxico.

Quanto menor a variacdo do pH, melhor para a aplicacdo de um material como
biomaterial. Varia¢des bruscas no pH podem matar células proximas a aplicacdo do implante.
Porém, a analise feita neste trabalho é feita sem a circulacéo de fluidos, o que ndo simula com
total veracidade o sitio de implantacdo dos cimentos.

3.2 Citotoxicidade

A alteracdo na coloracdo do meio de cultura ap0s o ensaio de citotoxicidade esta
mostrado na Fig. 8 com suas respectivas fitas indicadoras de pH.
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Figura 8: Coloracdo do meio de cultura apds 48h de extracdo com as respectivas fitas
indicadoras de pH.

Os valores de pH indicados pelas fitas de ambos os cimentos foram entre 7 e 8. As
amostras de cimento de o-TCP alteraram a coloracdo do meio de cultura, indicando
teoricamente uma mudanca de pH do meio. Como mostra a Fig. 8, inicialmente 0 meio RPMI
1640 (liquido extrator) possui uma coloracdo vermelho réseo devido ao indicador fenol red,
ajustado para um pH de 7,4. O esmaecimento da coloracdo do liquido extrator de todas as
amostras indica que o meio ficou mais &acido, neste caso, a fita indicadora de pH teria se
mostrado inadequada para a quantificacdo da variacdo de pH, ja que todas as fitas indicaram
um pH entre 7 e 8 ap0s as 48h de extracao.

Entretanto, 0 CS2 retornou valor de pH igual a 7 apds 7 dias os 7 dias de imersdo em
fluido corpéreo simulado, sugerindo que a fita indicadora tenha apresentado valores
condizentes.

Na avaliacéo da viabilidade celular dos extratos e suas diluicdes, comparou-se os valores
do |C50(%) (Flg 9)
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Figura 9: Viabilidade celular dos dois cimentos em diferentes concentragdes dos extratos.

Analisando a Fig. 9, observa-se que o CS2 apresentou ICsoee > 100, assim como o
controle negativo, ja o CS1 apresentou 1Cso)=100. Pelo resultado do teste de citotoxicidade
indireta, apenas o CS2 teve desempenho satisfatorio, pois os valores considerados ideais sdo
0S que se aproximam do controle negativo, 0 que ndo promove resposta citotoxica. Porém,
esse teste isoladamente n&o pode ser considerado conclusivo, uma vez que ele ndo simula com
fidelidade o meio fisiolégico humano, onde os fluidos estdo em circulacdo constante.

4. CONCLUSOES

O po6 de a-TCP utilizado para a obtengdo do cimento de fosfato de calcio ndo apresentou
0 magnésio como impureza, conhecido estabilizador da fase de B-TCP. O a-TCP obtido
apresentou 11% de B-TCP como fase indesejada, alcangando o objetivo da sintese dos
reagentes em laboratdrio. Entretanto, a faixa de tamanho de particula obtida foi maior do que
a reportada na literatura.

Quanto a variacdo do pH, constatou-se que as principais variacdes ocorreram nas
primeiras horas de reacéo, sendo que o valor mais basico foi encontrado apds 6h de reacdo. E
0 cimento sem aditivos permaneceu se acidificando mesmo apds os 7 dias de reacdo
observados, enquanto que o cimento com aditivos estabilizou-se.

Ja o teste de citotoxicidade in vitro indireto indicou que o cimento com aditivos ndo
apresenta citotoxicidade mesmo com concentracdo de extrato de 100%.

Apenas o cimento com Na,HPO, e é&cido citrico apresentou propriedades de pH e
citotoxicas adequadas para aplicacdo como biomaterial.
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pH EVOLUTION AND CYTOTOXICITY EVALUATION OF TWO
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Abstract. Among the biomaterials used as bone substitutes, those based on calcium phosphates have caused a
radical change on both orthopedic and dentistry in the repair of damaged parts. An application is as bone
cements, which have a number of benefits such as excellent biocompatibility and bioactivity, in addition, those



materials are capable of hardening in situ and the ability to be molded into complex and small cavities. Among
the calcium phosphate cements, the system based on alpha-tricalcium phosphate (a-TCP) has attracted
considerable interest because of its resorbability and conversion to calcium deficient hydroxyapatite (CDHA), a
synthetic calcium phosphate compound which presents a very similar structure to the mineral part of bones and
teeth. The aim of this study was to analyze the pH evolution and to evaluate the cytotoxicity of two calcium
phosphate cements after seven days of setting reaction: one without additives and the other with Na,HPO, and
citric acid as additives in the liquid phase. Variations on the pH were measured at 12h intervals during the
seven days of reaction; however, in the early hours of reaction the spacing between the pH measurements was
shorter, 15 minutes in the first hour of reaction. Cytotoxicity test was performed according to 1SO (10993-5,
1992): Biological evaluation of medical devices - Part5: Tests for cytotoxicity: in vitro methods. The cement
without additives exhibited more abrupt changes in pH, close to 11, and did not stabilize even after 7 days of
reaction. The cement with additives had the pH stabilized in the same period. With regard to cytotoxicity, the
cement with additives was not cytotoxic and the material without additives showed cytotoxicity with the extract
concentration of 100%.

Keywords: Bioceramics, Calcium Phosphate Cements, Cytotoxicity, pH



