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RESUMO

O Fosfato Tricalcico-B (TCP-B) é um material sintético que apresenta composi¢do quimica similar a do
tecido 6sseo, sendo, por essa razdo, frequentemente empregado como biomaterial. Nesta pesquisa, TCP-p foi
sintetizado por reagdo via estado sélido e caracterizado por Difragdo de Raios X (DRX), Espectroscopia de
Infravermelho (1V), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Raios X por Disperséo
de Energia (EDX). A é&rea superficial e a distribuicdo do tamanho de particulas foram determinadas pelo
método BET (Brunauer-Emmet-Teller). Também se realizou teste de citotoxicidade segundo as normas ISO
10993-5 e ISO 10993-12. As técnicas de DRX e IV permitiram confirmar a formacdo da fase fosfato
tricalcico-p, mediante seus padrbes de difracdo e dos grupos funcionais caracteristicos, respectivamente.
Através do BET, constatou-se o carater nanométrico das particulas sintetizadas. O MEV permitiu comparar a
evolucdo da morfologia microestrutural, antes e ap6s o tratamento térmico. Com os resultados de EDX,
calculou-se a razdo molar entre célcio e fosforo, parametro usualmente empregado para identificagdo das
diferentes fases de apatitas. No ensaio de citotoxicidade, as amostras ndo apresentaram alteracdes celulares
(morfologia) e nem inibi¢do do crescimento celular, indicando que, nas condig@es in vitro, o material ndo é
toxico. Todas essas caracterizacBes sugerem que o fosfato tricélcico-p obtido pode ser potencialmente
utilizado para aplicacdes biomédicas.
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ABSTRACT

The B-tricalcium phosphate (B-TCP) is a synthetic material that present similar chemical composition to bone
tissue and is frequently used as biomaterial. In this research, B-TCP was synthesized by solid state reaction
and characterized by X-ray Diffraction (XRD), Infrared (IR) Spectroscopy, Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX). The surface area and particle size distribution
were determined by BET method (Brunauer-Emmet-Teller). A cytotoxicity test was performed according to
ISO 10993-5 and 1SO 10993-12. Diffraction patterns (XRD) and characteristic functional groups (IR) of
material allowed to confirm the formation of the B-TCP phase. BET leaded to verification of the nanometric
character of the synthesized particles. SEM allowed to compare the evolution of the microstructural
morphology before and after heat treatment. Molar ratio of calcium phosphate nanoparticles, usually used to
identify the different phases of apatites, was calculated by EDX. In the cytotoxicity assay, the samples
showed no cellular morphological changes or inhibition of cell growth, indicating that the material is non-
toxic. All these characterizations suggest that the obtained p-tricalcium phosphate may be potentially used for
biomedical applications.
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1. INTRODUCAO

Biomateriais sdo materiais, de origem natural ou sintética, utilizados para o desenvolvimento de dispositivos
gue entram em contato com sistemas biologicos, visando reparar perdas teciduais ou restaurar fungdes
comprometidas por traumatismos e processos degenerativos. Apesar dos efeitos benéficos desses materiais, é
comum que eles proprios acabem provocando, em maior ou menor grau, alguma resposta imunologica
adversa do receptor [1]. Nesse contexto, os materiais biolégicos, principalmente enxertos de origem autégena
(do mesmo individuo), sdo os que apresentam maior potencial para uso como biomateriais gracas a
combinacédo favoravel de propriedades (osteogénese, osteocondugdo e osteoinducdo) e ao risco minimo de
rejeicdo. Entretanto, sua aplicacdo limita-se a adequacdo de certos fatores como localizagdo e tamanho do
defeito. Com a finalidade de superar tais limitagGes, diversos materiais sintéticos tém sido utilizados para a
substituicdo ou restauracdo de partes danificadas do tecido 6sseo, permitindo, em muitos casos, a redugdo ou
supressdo do uso de materiais de origem biol6gica [2].

De um modo geral, os biomateriais devem ser biofuncionais e biocompativeis. De acordo com a ISO
10993-5 [3], o ensaio de citotoxicidade in vitro constitui um teste inicial que permite avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso como biomaterial. Através desse resultado preliminar, é
possivel observar a interacdo entre o material e o corpo bioldgico, de forma répida e eficaz [4, 5]. Os estudos
de citotoxicidade, que envolvem testes com culturas celulares, caracterizam-se por serem métodos rapidos,
sensiveis, reprodutiveis e de baixo custo [6,7,8]. Por isso, o cultivo de células in vitro constitui valiosa
técnica para se estudar os mecanismos pelos quais biomateriais podem ou ndo produzir reacdes adversas em
nivel celular [9].

No presente trabalho, realizou-se teste de citotoxicidade para o fosfato tricélcico-p sintetizado via

reacdo em estado solido, empregando-se MTT como corante e células fibroblastos murinos (linhagem Clone
NCTC L929), segundo as normas 1SO 10993-5 e ISO 10993-12.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os precursores empregados para a sintese de TCP- foram hidréxido de calcio [Ca(OH), 96% - FLUKA®] e
hidrogeno fosfato de calcio [CaHPO, 98% - DINAMICA®)].

2.2 Métodos

2.2.1 Sintese de Fosfato Tricalcico-B
Para a sintese do TCP-p, os reagentes foram pesados segundo a estequiometria da Equacao 1.

Ca(OH), + 2CaHPO, S Cas(P0O,), + 2H,0 (1)

Em um almofariz de 4gata, hidréxido de célcio e hidrogeno fosfato de calcio foram homogeneizados
e, em seguida, calcinados em forno mufla a 1000 °C com taxa de aquecimento de 5 °C/min durante 1 hora,
tempo suficiente para a ocorréncia da reacdo. Apos caracterizagdes preliminares e confirmacdo da fase
desejada, os precursores foram misturados, prensados e calcinados a fim de se obter corpos de prova para
caracterizacdes subsequentes. Foram produzidos corpos de prova cilindricos de 6 mm de altura e 12 mm de
diametro, mediante aplicacdo de uma forca de 1 T (tonelada) durante vinte segundos, em prensa uniaxial.

2.2.2 Difracdo de Raios X (DRX)

A anélise de difracdo de raios X foi realizada em difratdbmetro da marca Panalytical modelo XPERT Pro
MPD, empregando-se tubo de cobalto. O intervalo angular (em 260) utilizado foi de 20 a 60° com uma
velocidade de varredura de 0,5°/min.

Os difratogramas obtidos foram comparados a padres encontrados na literatura através do banco de
dados JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards), com auxilio do programa X’Pert
HighScore Plus. A amostra calcinada passou por um processo chamado de refinamento de estrutura Rietveld
[10] utilizando-se o programa DBWSTools [11].
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2.2.3 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Para a identificacdo dos grupamentos funcionais presentes no pd sintetizado, empregou-se espectrometro
ABB, modelo FTLA 2000. O p6 foi misturado em KBr, prensado na forma de pastilha e analisado por
técnica de transmitancia, adotando intervalos de 4000 — 400 cm™.

2.2.4 Determinacdo do Tamanho Médio de Particulas (BET)

A determinacdo da area superficial especifica do po sintetizado foi realizada pelo método de Brunauer,
Emmet e Teller (BET) que consiste na adsorcao fisica de um gas pela amostra. Empregou-se o equipamento
Quantachrome Instruments modelo Autosorb-1C e gas N, como adsorvedor.

Com o valor de area obtido, estimou-se o tamanho médio das particulas utilizando a Equacéo 2.

6

@

Dgpr= ————
BET™ or. AEggt

Onde:

Dger - didmetro médio das particulas (nm);
pr - densidade teodrica do material;

AEger - area superficial (m?/g).

2.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Raios X por Dispersédo de
Energia (EDX)

A andlise foi realizada em um microscopio de varredura FEG Quanta 450 ambiental com EDX/EBSD. A
amostra foi fixada em um suporte com fita de carbono dupla-face e recoberta com carbono, utilizando-se um
sistema de deposi¢do a vacuo Bal-Tec. A microscopia permitiu obter dados sobre a morfologia e tamanho das
particulas formadas. A espectroscopia teve como finalidade quantificar a relagdo molar Ca/P ap6s 0 processo
de sintese.

Para determinacdo do tamanho das particulas dos corpos de prova calcinados, as micrografias foram
analisadas através do ImajeJ, programa de dominio publico desenvolvido pelo National Institute of Health,
NIH, Estados Unidos. Realizaram-se aproximadamente 100 medi¢des considerando-se particulas aleatdrias
da imagem.

2.2.6 Ensaio de Citotoxicidade

A andlise de citotoxicidade in vitro do po6 sintetizado foi realizada de acordo com a norma 1SO 10993-5 [3].
A amostra de referéncia Zdec (dietilditiocarbamato de zinco) e a sintetizada foram extraidas em meio de
cultura durante 24 horas a 37 °C com 5% de CO,, conforme a norma I1SO 10993-12 [12]. O extrato foi
testado a uma concentragcdo maxima de 100% e as demais em diluicdo seriada de 50%; 25%; 12,50%; 6,25%;
3,12% e 1,56%.

As células (linhagem NCTC clone L929) foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 10*
células/100 pL e cultivadas em meio de cultura MEM (meio minimo de Eagle) suplementado com 10% de
soro e 1% de solucdo composta dos antibidticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As
placas de 96 pocos foram incubadas (37 °C) em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO, por 24 horas,
a fim de permitir a sedimentagdo e a adesao celular. Ap0s esse periodo, a amostra produzida e a substancia de
referéncia foram adicionadas as culturas celulares.

Apos exposicdo de 24 horas, o meio foi retirado e adicionado a cada pogo - 50 uL de solucdo com o
corante MTT [brometo de 3 - (4,5 - dimetil - 2 - tiazolil) - 2,5 - difenil - 2H - tetrazdlio] (1 mg/mL). As
placas foram incubadas (37 °C) em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO, por 2 horas. Logo apés, a
solucdo de MTT foi removida e o precipitado de sal reduzido (Formazan) ressuspendido em 100 pL de alcool
isopropilico. Para a quantificacdo do Formazan, as absorbancias de cada pogo foram obtidas com o auxilio do
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 570 nm.

Os calculos de viabilidade celular foram feitos a partir da Equacéo 3 (norma I1SO 10993-5).

100 x OD57¢e

Viab.% =
0Ds570p

@)

Onde:
Viab. % - viabilidade em porcentagem;


http://www.abb.com/product/us/9AAC202329.aspx
http://www.abb.com/product/us/9AAC202329.aspx
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ODs7¢e - valor médio de densidade 6ptica na amostra com 100% do extrato;

ODs7qp - valor médio de densidade optica medida no pogo de controle com as células NCTC Clone
L929.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Difracdo de Raios X (DRX)

Antes do processo de sintese, 0s precursores quimicos foram misturados, homogeneizados e caracterizados
por difracdo de raios X, a fim de se verificar a pureza dos reagentes e auséncia de contaminantes (Figura 1).
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Figura 1: Difracéo de raios X da amostra antes da calcinagéo.

Uma vez constatada a pureza desses compostos, procedeu-se a sintese, de acordo com a Equacéo 1,
em estado sélido. Em geral, os processos usuais de precipitagdo quimica, para sintese de hidroxiapatita e do
fosfato tricalcico-p, envolvem a preparacédo de uma solucdo homogénea de sais, contendo um dos fons de
interesse, e a sua mistura com um agente precipitante (contendo o outro ion), resultando em um precipitado
que é separado por filtracdo. Contudo, nem sempre esse precipitado € o material desejado, mas um
intermediario que somente se converte ao produto esperado, ap06s tratamento térmico [13,14]. Na rota de
precipitagdo quimica, é preciso ainda um controle rigoroso dos pardmetros do processo (temperatura, pH,
tempo de reacdo etc), de tal modo que qualquer alteracdo pode levar a modificagbes da composicdo do
produto final, revelando fases de outros fosfatos, principalmente para o TCP-f [15].

Seguindo uma andlise comparativa, 0 mecanismo de sintese adotado neste trabalho apresentou
vantagens em relagdo a técnica anteriormente descrita. Evidentemente, foram realizados alguns testes até a
combinacdo ideal entre quantidades de reagentes e pardmetros do processo (tempo, temperatura e taxa de
aquecimento), mas, uma vez determinadas as condi¢fes adequadas, ndo houve mais necessidade de controle
daqueles parametros. Além disso, obteve-se diretamente o produto desejado (TCP-B), sem a presenga de
fases concomitantes, conforme pode ser observado no difratograma da Figura 2.

e
lobs

TCP-B :

calc

R-WP = 14.54%

Intensidade (contagem)

T T T T T
20 30 40 50 60

20 (graus)

Figura 2: Difracdo de raios X da amostra calcinada a 1000 °C.
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A Figura 2 apresenta o padrdo de difragcdo observado (los), 0 padréo calculado (I¢,c) € 0 pardmetro R-
WP determinado ap6s refinamento Rietveld. Nesse tipo de refinamento, ha alguns dados quantitativos que
refletem seu progresso. Destes, o parametro R-WP é o fator estatisticamente mais significativo, tendo em
vista que sua expressdo analitica envolve o método dos minimos quadrados entre as intensidades calculadas e
a intensidades observadas [16]. Os resultados de R-WP sdo considerados bons na faixa de 2 a 10%, enquanto
os valores tipicos variam entre 10 e 20% [16]. Neste estudo, o valor obtido (14,54%) mostrou-se satisfatério.

Outros autores também utilizaram a caracterizacdo por DRX para comprovar a obtencdo do fosfato
tricalcico. OPRITA et al. [17] utilizando di-hidrogenofosfato de aménia (NH4H,PO,) e carbonato de calcio
(CaC0s) com razdo molar 2:3 e temperatura de calcinacdo de 1100 °C, obtiveram TCP-$ por decomposicao,
sendo o material posteriormente caracterizado por DRX. ZOU et al. [18], por sua vez, sintetizaram TCP-§
por precipitacdo em solucdo aquosa, seguida de calcinacdo a 900 °C, durante 3 horas. A analise DRX revelou
a presenca da fase cristalina TCP-p segundo a ficha padrdo (JCPDS 70-2065). Neste estudo, 0s picos
caracteristicos do TCP-p também foram identificados de acordo com a ficha JCPDS 70-2065, com auxilio do
programa X Pert HighScore Plus.

O padréo de difracdo permitiu ainda tecer algumas consideracbes com relacdo a cristalinidade do
material sintetizado. A cristalinidade pode ser avaliada qualitativamente pelos picos de difracdo. Amostras,
como a caracterizada, que apresentam picos acentuados e agudos, tém maior cristalinidade, ao passo que
amostras, contendo picos de difracdo largos e de baixa intensidade, séo consideradas pouco cristalinas [19,
20]. Efetivamente, o grau de cristalinidade foi calculado, aplicando-se a técnica descrita no trabalho de
LANDI et al. [21], e resultou no valor aproximado de 74,3%. Como a amostra ndo chegou a ser sinterizada, o
valor calculado esta de acordo com o esperado.

3.2 Espectroscopia de Infravermelho (IV)

A anélise de espectroscopia de infravermelho foi realizada com o objetivo de complementar as informagdes
obtidas pela técnica de DRX. A Figura 3 apresenta, na regido de 4000 — 400 cm™, as bandas mais
significativas referentes ao fosfato de calcio sintetizado.

Transmitancia (%)

- PO,

T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Nimero de onda (cm-l)

Figura 3: Infravermelho da amostra calcinada a 1000 °C.

O espectro é semelhante ao descrito na literatura para os fosfatos de calcio. Segundo REYNAUD et
al. [22], as bandas 460, 550 — 600, 960, 1020 — 1120 cm™ sdo caracteristicas dos grupos fosfato e
correspondem & deformacdo assimétrica do O-P-O em PO, 2 Observa-se a presenca do pico 723 cm™,
caracteristico do modo simétrico v(P-O-P) e atribuido a harménicos de deformagdo. A visualizacdo das
bandas vibracionais préximas as de 960 — 1120 cm™ correspondem ao estiramento assimétrico do P-0 no
grupo PO;? [23, 24].

Nao foram encontradas bandas em 630 e 3540 cm™, relacionadas as hidroxilas (OH), que poderiam
indicar a presenca de hidroxiapatita. Também néo se identificaram bandas em 460, 740 cm™ e 600 cm™,
caracteristicas do TCP-o. Por outro lado, a banda de 900 — 1200 cm™ é representativa do TCP-p.

No mais, a banda mais larga na regi&o entre 3700 e 2600 cm™, apesar de pouco perceptivel, esta
associada a agua fisicamente adsorvida.
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3.3 Determinagdo do Tamanho Médio de Particulas (BET)

A érea superficial especifica calculada, via analise BET, foi de 24,17 m?/g. Este dado, quando inserido na
Equagdo 2, forneceu o valor aproximado de 81 nm para o didmetro das particulas. Segundo a literatura,
materiais que apresentam diamétro entre 1 e 100 nandmetros séo classificadas como nanomeétricos [25, 26,
27, 28, 29]. E relevante salientar que diferentes métodos de sintese vém sendo utilizados na producéo de pds
de fosfatos de cdlcio, na tentativa de se obter particulas com tamanhos nanométricos e &rea superficial

elevada, ja que estas caracteristicas sdo importantes para os estudos de reparacdo e reconstituicdo do tecido
0sseo.

3.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura e Espectroscopia de Raios X por Dispersado de Energia (MEV-
EDX)

As Figuras 4, 5 e 6 apresentam as imagens obtidas por MEV das amostras antes e apos a sintese do TCP-p.
Na Figura 4, representativa dos pés ndo calcinados, observam-se apenas grandes aglomerados.

Figura 4: Imagem da amostra antes da calcinagdo.

Ao se comparar a Figura 4 com a Figura 5, abaixo, evidencia-se uma mudanca radical de morfologia,
apos o tratamento térmico, com a formagdo de particulas globulares ou esféricas. Apesar de ndo ocorrer
sinterizacdo, é possivel notar a formagdo de pescocos entre as particulas.

Figura 5: Morfologia da amostra de TCP-3 com aumento de 2934x.

Constatou-se que a calcinacdo, realizada a 1000 °C, promoveu o crescimento das particulas levando a
uma densificacdo aparente do material. Através de medices realizadas a partir do programa ImageJ, obteve-
se didametro médio de 3,52 um.

Neste ponto, é interessante destacar a diferenca entre os métodos adotados para determinacdo do
tamanho de particulas. A analise de BET é feita para amostras pulverizadas, enquanto MEV faz uso de pegas
moldadas. Por isso, as amostras calcinadas, caracterizadas na forma de pds (BET) e na forma de corpos de
prova prensados (MEV), forneceram resultados distintos para tamanho das particulas. Nas amostras avaliadas
por MEV, embora néo tenha ocorrido a sinterizagdo propriamente dita, observaram-se fenémenos associados
a mesma, como a formacdo de pescocos, 0 crescimento de grdo e a densificagdo, razdes pelas quais, ao se
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analisar as micrografias, encontraram-se apenas estruturas micrométricas, diferente das nanoparticulas
identificadas no BET. Esse cardter micrométrico das particulas também é percebido visualmente,
principalmente, quando se considera o maior aumento (Figura 6). Vale ainda salientar que, devido a sua area
superficial elevada, amostras de apatitas constituidas de pds nanométricos densificam mais facilmente,
mesmo quando aquecidas a baixas temperaturas.

Figura 6: Morfologia da amostra de TCP-f com aumento de 5.000x.

A composicdo elementar das amostras calcinadas de TCP-f foi determinada por meio de EDS (Figura
7), confirmando, mais uma vez, a presenga dos elementos caracteristicos das apatitas.

P Spectun 2|
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Figura 7: Mapeamento dos grupos funcionais do TCP-p.

A Tabela 1 apresenta a analise quantitativa feita por MEV/EDX.

Tabela 1: Andlise quantitativa da amostra de TCP-f.

ELEMENTO PESO (%) ATOMICO (%)
Fosforo 19,776 15,256
Calcio 39,084 23,301
Oxigénio 41,139 61,442

A razdo molar de Ca/P, calculada através do percentual atbmico (Tabela 1), foi de 1,52. Segundo a
literatura, o TCP-p apresenta razdo molar de 1,50 [30, 31, 32, 33, 34], o que corrobora a formacdo da amostra
desejada.

3.5 Avaliacdo do Potencial Citotoxico

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagio (International Standard Organization), ISO 10993, o
ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material
para uso em dispositivos biomédicos. Somente depois de comprovada a sua nao toxicidade, é que o estudo da
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biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se 0s ensaios necessarios em animais de
laboratorio [35].

Os testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato com
uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteragdes celulares por diferentes mecanismos, como
a incorporacgdo de corantes vitais ou a inibicdo da formacao de col6nias celulares. O parametro mais utilizado
para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, que pode ser evidenciada com auxilio dos corantes vitais ja
mencionados (a intensidade de cor da cultura permite distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas)
[36].

A citotoxicidade pode ser determinada através de avaliacdo qualitativa ou quantitativa. A avaliacéo
qualitativa é realizada pelo exame microscdpico das células para verificagdo de mudangas na morfologia
geral, vacuolizagdo, destacamento, lise celular ou de membrana e o resultado é relatado como: atdxica, leve,
moderada ou severa citotoxicidade. Na avaliagdo quantitativa, é realizada medida de morte celular,
proliferacdo celular ou formagdo de coldnias celulares. O nimero de células, quantidade de proteinas,
liberagdo de enzimas, liberacdo ou reducdo de corante vital ou outro pardmetro de medida pode ser
quantificado por meios objetivos.

Para mensurar o potencial citotoxico da amostra em estudo, realizaram-se analises qualitativa e
guantitativa de acordo com a norma ISO 10993-5. Como controle positivo da analise, empregou-se a amostra
de referéncia Zdec (dietilditiocarbamato de zinco). O poco de controle com as células (NCTC Clone L929),
em meio de cultura MEM, foi usado como controle negativo. A amostra escolhida para controle negativo nao
pode causar prejuizo as células (atéxica), ao passo que o controle positivo deve ser um material que apresente
nocividade celular (téxico) [36].

Na andlise qualitativa, a amostra de fosfato ndo apresentou alteracdes celulares morfolégicas, como
também ndo inibiu o crescimento celular, conforme as Figuras 8 e 9.

Figura 8: Imagem representativa do poco de controle com as células (NCTC Clone L929), em meio de cultura MEM.
Aumento de 10x.

Figura 9: Imagem representativa do pogo de células (NCTC clone L929) incubadas com a substancia de TCP-p.
Aumento de 10x.
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De acordo com os resultados, as amostras ndo apresentaram nenhuma reatividade nem reducdo do
crescimento celular, sendo classificadas como grau 0 [3]. O resultado foi considerado promissor, pois as
amostras apresentaram comportamento semelhante ao pogo de controle (Figura 8) em todas as concentragdes
testadas.

Para a amostra de referéncia Zdec, observou-se completa destruicdo da camada de células, com
inibicdo do crescimento celular, conforme comparacdo entre as Figuras 10 e 11. A amostra foi classificada
como grau 4, por apresentar reatividade severa.

Figura 10: Imagem representativa do poco de controle com as células (NCTC Clone L929) em meio de cultura MEM.

Figura 11: Imagem representativa do pogo de células (NCTC clone L929) incubadas com a substancia de referéncia
Zdec.

A eficacia da analise também pdde ser verificada visualmente pela aparéncia das imagens nos pocos
das placas usadas, contendo células tratadas com diferentes dilui¢cdes do extrato de cada amostra. Onde
ocorreu maior morte celular (controle positivo em concentracdo de extrato 100%), a imagem nédo permitiu a
visualizagdo das células, indicando que ndo houve precipitagdo do MTT (Figura 11). Por outro lado, para os
micropogos nos quais as células permaneceram vivas, 0 meio apresentou um aspecto rugoso, indicando
auséncia de reatividade na presenca do fosfato tricdlcico. Desta forma, é possivel afirmar que o fosfato de
célcio, utilizado no ensaio in vitro de citotoxicidade, demonstrou biocompatibilidade, ndo apresentando efeito
toxico. Tal resultado é indicativo de que o material seja adequado para aplicacdes biomédicas [38].

Na andlise quantitativa da apatita (Equacdo 3), a viabililidade apresentou valor de 100%, enquanto a
amostra de referéncia, Zdec, ficou com 0,012%.

Segundo os resultados, a amostra de fosfato tricalcico-f é atdxica, uma vez que, nas condi¢Oes
laboratoriais testadas, apresentou valor de viabilidade celular maior do que 90%. A amostra Zdec, por sua
vez, apresentou viabilidade menor do que 50%, o que caracteriza o material como toxico [3].

Tal qual esta pesquisa, varios autores mencionam a biocompatibilidade das bioceramicas de fosfato de
célcio. De acordo com ZOU [18], o TCP-B sintetizado por precipitacdo em solucdo aquosa e calcinado a 900
°C, durante 3 horas, apresentou resultados satisfatorios de biocompatibilidade. GENG [37], utilizando uma
linhagem celular semelhante a osteoblastos (MG63), mostrou que o magnésio revestido com TCP-B é ndo
toxico e biocompativel. ALCAIDE et al. [39], ao analisarem uma mistura de hidroxiapatita (27%) e TCP-
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Blagarose (73%), utilizando uma linhagem celular de fibroblastos e osteoblastos, constataram que o
biomaterial é biocompativel para utilizacdo em processos de reparacdo 6ssea. CHEN et al. [40] verificaram a
citotoxicidade em trés fases de fosfato de calcio: TCP-B puro, bifasico (hidroxiapatita/TCP-B) e
hidroxiapatita pura. Como ndo ocorreram alteracdes significativas dos tratamentos em relagdo ao controle, no
teste MTT, a ndo toxicidade das amostras foi novamente comprovada.

4. CONCLUSOES

As caracterizacBes de difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho e microscopia eletrdnica de
varredura com espectroscopia de raios X por dispersao de energia comprovaram que a sintese adotada, via
reacdo em estado solido, levou a formagdo de um material homogéneo, tendo como fase cristalina o fosfato
tricalcico-p.

Através do BET, o material sintetizado foi caracterizado como nanométrico. Ap6s calcinagdo a 1000
°C das pecas conformadas, as micrografias mostraram que a amostra ceramica assumiu um carater mais
micrométrico, em funcdo dos fendmenos fisicos usualmente observados em temperaturas elevadas para essa
classe de materiais, como crescimento de particulas e densificagao.

Os resultados de citotoxicidade in vitro indicaram que a exposicdo das células a amostra de TCP-j,
nas concentracdes avaliadas, ndo apresentaram alteracGes celulares morfoldgicas, como também nao inibiram
o crescimento celular.

Por fim, todas as caracterizagdes realizadas demonstraram que a reacdo em fase solida de hidroxido de
calcio e hidrogeno fosfato de calcio permite a obtencdo de TCP-f3 monofasico, desde que seja empregada a
combinacdo adequada dos pardmetros de sintese. O material obtido ndo apresenta toxicidade, é
biocompativel e se mostra um forte candidato para aplicages biomédicas.
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