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Resumo

Os fosfatos de calcio, representados por uma série de compostos inorganicos,
sdo de grande importincia para o homem. Além do uso como fertilizantes na
agricultura, estes compostos sdo os principais constituintes inorganicos dos tecidos
duros, os 0ssos e dentes.

As modificacdes que ocorrem na superficie dos fosfatos de caicio, tém sido
consideradas como um dos fatores determinantes na interacfio dos sistemas vivos
com estes materiais. Essas interagdes ocorrem, quer em processos de osteogénese
quer em processos que levam a adsorgfio e adesfo de células e proteinas sobre a
superficie de implantes constituidos ou revestidos com estes fosfatos.

Com o intuito de melhorar o entendimento da dissolugdo dos fosfatos de
calcio, o modelo da camada de célcio para a dissolugdo dos fosfatos foi adaptado
para tratar como pardmetro experimental 3 variagdo da concentracio de ions célcio
presentes na solucdo em funcdo do tempo. Este parimetro experimental foi
determinado por medidas com eletrodo de ion seletivo para célcio.

O numero de sitios disponiveis para a adsor¢dio de fons célcio na superficie
dos fosfatos de célcio (ns), foi determinado neste trabalho. A determinacdo de ns
nas cinéticas de dissolugio realizadas em Fluido Corpéreo Simulado (FCS), em
varios pH, com os fosfatos de célcio estudados, mostra que apesar da diferenca de
pH onde os fosfatos de calcio sdo dissolvidos, o valor de ns praticamente nio se
altera ao final da cinética de dissolugdo.

O trabalho desenvolvido permitiu também determinar valores numéricos para
os pardmetros K, relacionado com a forga da adsorgdo de ions célcio na superficie
do fosfato. Ao obter os valores de ns e K, este trabalho expande e generaliza o
modelo inicialmente proposto, ajudando de forma significativa a melhorar o

entendimento sobre a dissolucido dos fosfatos de calcio.



SOLUBILITY OF CALCIUM PHOSPHATES IN SIMULATED BODY FLUID
BIOCOMPATIBILITY AND PROPERTIES OF THE INTERFACE CALCIUM
PHOSPHATE/SOLUTION.

The changes that occur at the surface of calcium phosphates along the dissolution process
have been considered as one of the key factors in the interaction between living systems
and these materials. This is true for osteogenesis as well as for processes that lead to the
adsorption and adhesion of cells and proteins to the surface of implants composed of or
coated with these phosphates.

With a view to improving comprehension of the dissolution process of calcium
phosphates, the calcium layer model for the dissolution of calcium phosphates was adapted
to treat the variation of the calcium ion concentration in the solution as an experimental
parameter. This parameter was determined by a calcium ion selective electrode.

The determination of ng, number of sites available for adsorption at the surface of
the phosphates, in Simulated Body Fluid (SBF) for the phosphates studied, indicate that in
spite of the difference in medium (pH) where the phosphate is dissolved and the differences
existing among the calcium phosphates, the value of n, is similar for all the calcium
phosphates at the end of the dissolution process, indicating the formation of a similar
surface for the different calcium phosphates.

In this work, numeric values for the parameters K, related to the adsorption of
calcium ions on the surface of the phosphate, and ns values were determined without
previous knowledge either of the stoichiometry of the calcium phosphate, or of the pH of
the solution used in the dissolution of the materials. This work expands and generalizes the
initially proposed model by obtaining the values of n, and K, which help to improve the
understanding of the dissolution of calcium phosphates.

The conclusions presented in this work are remarkable when compared with the

results of the literature, most of which are merely qualitative.
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Siglas utilizadas

Cl

Ew

Fémur

A

Cranio

Significado e caracteristicas dos fosfatos de cilcio sintetizados

€I sistemas organizados.

Identifica os fosfatos de calcio sintetizados em sistemas
organizados formados por microemulsdo de dgua em Sleo assim
como os resultados experimentais e graficos referentes a este

fosfato.

Identifica os fosfatos de calcio sintetizados em sistemas
organizados formados por cristal liquido assim como os

resultados experimentais e graficos referentes a este fosfato.

Identifica os fosfatos de calcio sintetizados em sistemas
organizados formados por emulsdo 4gua em 6leo assim como os

resuitados experimentais e graficos referentes a este fosfato.

Identifica o fosfato de calcio precipitada na forma de
hidroxyapatita assim como os resultados experimentais e

graficos referentes a este fosfato.

Identifica o fosfato de calcio da fase éssea inorganica
proveniente da matriz 6ssea fémur assim como os resultados

experimentais e graficos referentes a este fosfato.

Identifica o fosfato de calcio da fase ossea inorginica
proveniente da matriz éssea crinio assim como os resultados

experimentais e graficos referentes a este fosfato.



KCl

FCS

PH 6,35

PH 7,00

PH 7,40

MES

Cr

Cb

Cs

Identifica a solugdo de KCl1 0,008 MoV/L utilizada nas cinéticas
de dissolugdo assim como os resultados experimentais e graficos

a ela referentes.

Identifica a solugéio de Fluido Corpéreo Simulado utilizada nas
cinéticas de dissolugfio assim como os resultados experimentais

¢ graficos a ela referentes.

Identifica o pH utilizado nas cinéticas de dissolucdo de fosfatos

de calcio realizados em pH 6,35.

Identifica o pH utilizado nas cinéticas de dissoluggo de fosfatos

de calcio realizados em pH 7,00.

Identifica o pH utilizado nas cinéticas de dissolugio de fosfatos
de calcio realizados em pH 7,40.

Equilibrio Meta Estavel.

Area superficial do fosfato de calcio utilizado na cinética de

dissoluggo.

Massa utilizada de fosfato de célcio na cinética de dissolugéo.
Volume de solugdo utilizada nas cinéticas de dissolug3o.
Concentragfio de ions Ca* corrigida (mol.cm™).

Concentragio de jons Ca™ determinada experimentalmente
(mol.L'h).

Concentragio de cdlcio na camada de Nernst (mol.L™).



jea

Jo

Fluxo de ions Ca'’ da superficie do fosfato de célcio para a

solugdio (mol.cm™.s™).

Fluxo de fons Ca'? da superficie do fosfato de cilcio para a

solugdo (mol.g™.s™).

Coeficiente de difusio para os ions Ca.

Constante relativa a isoterma de adsor¢o de Langmuir.
Niimero de ions adsorvidos na superficie do fosfato.

Numero de Avogrado.

Nimero de de sitios disponiveis para a adsorgdo de fons cilcio.
Concentragdo de ions calcio na superficie do material.
Representa a fragio da superficie disponivel para a adsor¢o.

Area total da superficie da massa de fosfato de célcio utilizada

na cinética de dissolugdo.
Raio dos discos que recobrem a superficie do material.
Area total da superficie da massa de fosfato utilizada na cinética.

Fator que representa varias constantes.
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1 - Introducdo

Os fosfatos de calcio, representados por uma série de compostos, sdo de
grande importancia para 0 homem. Além do uso como fertilizantes na agricultura,
estes compostos sf0 0s principais constituintes inorginicos dos tecidos duros, os
0ssos e dentes.

A estrutura éssea humana estd sujeita a diversas enfermidades, entre elas a
osteoporose, e outras situagGes que resultam em perda da massa éssea. O aumento
da expectativa de vida, como conseqiiéncia dos avangos da medicina, da maior
preocupagdo com a alimentagdo e do conforto gerado pela assim denominada “vida
moderna”, ¥m resultado no aumento da populagfio de idosos e consegiientemente,
das doengas relacionadas a velhice. Porém, os problemas de estrutura éssea nio sio
apenas “doenca de velhos”, atingem também individuos jovens em sua fase mais
produtiva principalmente em decorréncia de acidentes automobilisticos e de
trabalho.

A magnitude dos problemas de safide junto 4 populagio delineados acima
tém levado pesquisadores & procura de materiais que possam substituir de forma
adequada ossos danificados.

O interesse médico pelos fosfatos de cilcio data de 19261, quando De Jong
observou a semelhanga entre os padrdes de difracfio de raios-X da fase éssea
inorganica e da hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),]. Apesar da fase inorgénica dos
ossos ndo apresentar composicdo totalmente constante, ocorrem variacdes de
acordo com a idade e maturagdo dos tecidos € sua estrutura cristalina. A razio Ca/P
assemelha-se 2 da hidroxiapatita, apresentando ainda a presenca dos fons Na’,

Mg2+, CO,7, citratos etc.. 2



A partir das publicagdes pioneiras De Jong e De Groot ? tratando das
propriedades dos fosfatos de célcio, principalmente a hidroxiapatita, o nimero de
trabalhos tratando da sintese e propriedades destes materiais cresceu bastante,
permitindo afirmar que os fosfatos de cilcio representam hoje um dos materiais
inorglnicos mais estudados. Pode-se ter a dimens3o do niimero de publicacbes
sobre este material, por exemplo, através do livro “Structure and Chemistry of the
Apatites and Other Calcium Ortrophosphates” de J.C Elliott contendo 1059
referéncias > a maioria delas situadas no periodo entre 1960 e 1990.

E importante salientar que embora as metodologias empregadas para estudar
o comportamento de fosfatos de célcio em equilibrio com diversas solugdes estejam
bem descritas na literatura, elas ndo foram aplicadas para fosfatos com as
caracteristicas dos materiais estudados neste trabatho e tampouco para solugdes
com composicdo semelhante & do fluido bioldgico, onde os ions presentes no
tampdo hidrogenocarbonato/acido carbdnico, que controla o pH do fluide, podem
produzir modificaces importantes na superficie dos fosfatos de calcio.



1.1 — Estudo dos Fosfatos de Calcio.

De forma geral, as biocerdmicas de fosfato de céaicio tém sido estudadas
segundo os seguintes aspectos: comportamento em estudos “in vivo” e
comportamento da interface fosfato de calcio/solugdes ibnicas. Estes estudos tém
por objetivo investigar o comportamento destes materiais quando em contato com
os fluidos presentes no organismo humano e finalmente, aspectos relacionados as
variagdes da estrutura cristalina e da composi¢do destes materiais, representados
principalmente pela razio Ca/P, cristalinidade e presenca de outros fons além dos
fons calcio e fosfato.

Nos estudos “in vivo”, corpos cerdmicos porosos ou densos formados por
estes materiais s3o implantados em animais e efeitos relacionados a resposta
osteogénica do material sdo avaliados. Neste conjunto também podemos incluir os
estudos feitos com culturas de células. **

Como resultado destes estudos, o uso de alguns fosfatos de calcio,
principalmente hidroxiapatita, em determinados procedimentos ortopédicos e
odontoldgicos estd bem estabelecido e o material est4 disponivel comercialmente.

Outros estudos tém sido realizados com a finalidade principal de estabelecer
modelos que permitam compreender o comportamento destes materiais no corpo
humano. No caso dos implantes, pretende-se estabelecer os fatores que determinam
0 seu sucesso. No caso do material presente naturalmente nos dentes e ossos, sdo
estudados os fatores que levam ao aparecimento de céries, perda de massa ossea,
osteoporose, consolidagdo Ossea apos fraturas ou intervengdes cirirgicas, etc.

Dada a complexidade dos processos naturais relacionados com os fosfatos de
calcio, os estudos envolvendo o comportamento da interface fosfato de
calcio/fluido corpdreo tém sido realizados em sistemas simples. Assim, com grande

freqiiéncia, sdo estudados fosfatos de célcio com razio Ca/P préxima de 1,67 (valor
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correspondente a hidroxiapatita estequiométrica), com uma cristalinidade
geralmente maior do que a tipica da fase dssea inorgénica e formados por particulas
maiores do que as presentes na fase dssea inorgénica. Quanto 3 solugfio em contato
com os fosfatos, tém sido freqiientemente empregadas solucdes de Ca™* e de ions
fosfato (HPO?, PO,”). Estas investigagdes se concentram particularmente na
dissolucdo destes fosfatos em meios 4cidos, com o objetivo de entender os
processos de degradac@o e regeneragdo que estes materiais sofrem nos organismos
vivos.

Nos sistemas vivos o processo de degradagdo e regeneragdo é dindmico, onde
constantemente ocorre a modelagem dos ossos, na qual os ossos removidos pelos
osteoclatos s3o substituidos pelo tecido dsseo produzido pelos osteoblastos. ® No
nivel celular, a reabsor¢do ocorre quando os componentes minerais dos ossos
(fosfatos de cilcio) sdo dissolvidos por uma producdo de 4cido localizada,

proveniente de uma célula osteclastica ligada ao osso. ”"*



1.2 — Modelos da Dissolucio dos Fosfatos de Calcio.

Hidroxiapatita, fluorapatita, e apatitas carbonatadas apresentam o fenémeno
denominado “Equilibrioc Metaestavel de Solubilidade” (MES) caracterizado pela
néo concordancia do valor do produto de solubilidade idnica (Kps), 2 com o valor
do produto das atividades iénicas para os jons presentes em uma solugdo mantida
em contato com o solido por um longo periodo. As discrepancias entre o valor de
Kps tedorico e experimental, tém sido tratadas como funcdo da quantidade de
solido que se dissolve até que o equilibrio metaestavel seja alcangado, do pH da
solugfio e também da concentragdio inicial de Ca', ions fosfatos e outros ions
presentes na solugfo. *1°

A solubilidade atipica de alguns fosfatos de calcio segundo o seu
comportamento t€ém sido atribuida a diversas causas. Uma destas causas tém sido as
modifica¢des na superficie destes fosfatos, que ocorrem pela agédo da solugdo sobre
a superficie destes, '¢241314

Para investigar a ocorréncia do MES e as modificagdes causadas pela
solugdo na superficie dos fosfatos de calcio, dois pardmetros tém sido
determinados: as concentragdes e as respectivas atividades dos jons presentes na
solugdo em equilibrio com o sélido e a quantidade de sélido que se dissolve até que
o MES seja alcangado. De forma sucinta, a metodologia utilizada para estes estudos
pode ser descrita por: uma massa reduzida do fosfato de calcio s6lido & suspensa
em um tampdo contendo jon Ca™ e HPO,> Apés um periodo suficiente para o
equilibrio ser alcangado, as concentragdes de Ca'? e PO, sio determinadas por
métodos analiticos classicos.

O modelo do equilibrio meta estivel, considera que a solubilidade dos

fosfatos € controlada pela competicio entre a velocidade de dissolucdo e a

velocidade de cristalizagdo de fosfato de calcio na superficie, até que esses dois
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fendmenos ocorram com velocidades iguais. No caso dos fosfatos de célcio, esse
equilibrio ocorre antes que seja atingido o Kp; teérico.’ 1*

Outra possibilidade que t€ém sido considerada para explicar a dissolugdo dos
fosfatos de célcio € a adsorgdo de jons Ca™ e H' na superficie dos fosfatos de
calcio, dependendo do pH e da composi¢io da solugiio em contato com o sélido.
Como conseqii€ncia da formagdo deste “filme de ions adsorvidos”, os processos de
difusdo dos ions, tanto do sélido para a solugdo quanto da solucfio para o s6lido,
seriam modificados.

Os trabalhos que tratam da adsorg3o de ions na superficie do fosfato sélido
tém sido conduzidos sob um enfoque cinético, investigando os processos que
ocorrem durante a dissolugfio do sélido. *!™%°

Nos estudos de cinética de dissolugio, os fluxos ibnicos que se estabelecem
entre a superficie do sé6lido e a solugdo até que o equilibrio seja atingido tm sido
obtidos pela determinagio do fluxo de H'. O Fluxo de Ca** tem sido determinado
indiretamente, a partir da estequiometria do solido que se dissolve. Nestes estudos,
o pH do sistema ¢ mantido constante pela utilizagio de um sistema denominado
“pHstato”, que injeta uma quantidade de HCl conhecida para compensar o
consumo de H' ao longo da dissolucéo do fosfato de célcio.””>°

Os resultados dos estudos de cinética de dissoluggo tém permitido entender
as diferentes etapas de hidratago e de dissolugdio dos fons superficiais e propor
modelos de adsorgdo para o processo de formagio da camada de Ca*?, assim como
estabelecer o mecanismo de dissolugio dos fosfatos de célcio. 3%:3%3°

O estabelecimento do MES resultante da ac8o da solugdo sobre a superficie
do fosfato de célcio provoca uma modificacio das caracteristicas desta superficie.
Estas modifica¢des t€ém sido consideradas como um dos fatores determinantes na
interagdo dos sistemas vivos com estes materiais, quer em processos de

osteogénese, quer em processos que levam 3 adsorciio e adesio de células e
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proteinas sobre a superficie de implantes constituidos ou revestidos com fosfatos.
045 Contudo, apesar da importéncia dos fendmenos que ocorrem nas superficies
destes materiais, um modelo adequado para o fenémeno do MES e da dissolugdo
ainda ndo foi bem estabelecido.*?*

Além dos fatores acima relatados, recentemente tem-se investigado as
relagbes entre propriedades da superficie dos fosfatos de calcio sélidos e o seu

1. »* Os resultados destes estudos mostram que

comportamento como Biomateria
as caracteristicas da superficie dos fosfatos de célcio sdo uns dos principais fatores
que determinam o sucesso ou falha dos implantes formados por estes materiais.’®

Tem-se estudado também a influéncia da composigdo destes fosfatos sobre o
seu comportamento tanto in vifro como in vivo. Assim: cristalinidade, razio Ca/P,
morfologia, porosidade, tamanho das particulas e a presenca de ions como
pirofosfato, carbonato, fluoreto etc, tém sido relacionados ao comportamento dos
fosfatos de calcijo tanto em estudos "in vitro" como em estudos "ir vivo”. >’

A partir do que foi exposto, é clara a dependéncia das propriedades
relacionadas & biocompatibilidade dos fosfatos de calcio e o comportamento da
superficie destes materiais sob a agdo dos fluidos biolégicos. Avangar, portanto, na
compreensio deste comportamento representa a possibilidade de controla-lo e de

estender este controle para amenizar situacSes adversas, como a cirie e a

osteoporose ou estimular processos desejaveis, como a osteogénese.



1.3 — Modelo da Camada de Calcio.

Um dos principais modelos de dissolugdo para os fosfatos de célcio é o
modelo da camada de calcio. Este modelo tem por objetivo explicar a dissolugéo
dos fosfatos de calcio, e tém o mérito de ser um dos poucos modelos matematicos
que, além de descrever a dissolugio destes materiais, chega a resultados
quantitativos relacionados a solubilidade e cinética de dissolugdo dos fosfatos de
calcio.

Este modelo, desenvolvido a partir de modelos matematicos que descrevem a
adsor¢do de ions em superficies e modelos para superficies, considera que ao longo
da dissolucdo dos fosfatos de calcio ocorre a adsorgéo de ions cdlcio na superficie
destes fosfatos, impedindo que a dissolugdo dos fosfatos de célcio continue a
ocorrer ao final do processo.

A Figura 1 representa a premissa basica do modelo proposto por Gramain.

Camada de

adsorgao
Camada de
Nemst Solugio
Ca
=
—> D
L
c 5 d t

Figura 1: Modelo da camada de calcio proposto por Gramain para a dissolugéio de hidroxiapatita
que representa um determinado instante da cinética de dissolugdo, onde temos uma camada de
adsors3o seguida da camada de Nerst. A linha inclinada representa a variagfio da concentragiio de
ions calcio ao longo desta camada de Nernst.



A Figura 1 representa um instante qualquer ao longo da cinética de
dissolugéo dos fosfatos de cilcio. Na Figura 1 sdo mostradas a interface fosfato de
calcio e solugdo circundante, e a superficie do fosfato de calcio com fons calcio
adsorvidos. Adjacente & camada de adsor¢do existe a camada de Nerst, na qual
ocorre a variagio da concentragdo de ions célcio ao longo da distancia em relacdo a
superficie do fosfato de calcio. Como é possivel observar na Figura 1, a
concentragdo de ions célcio diminui & medida que a distancia da superficie do
fosfato de calcio aumenta.

O modelo da camada de célcio considera que, 3 medida que o fosfato se
dissolve, hd um aumento da concentragdio de Ca™ na solucdo e simultaneamente
ocorre a formacédo de uma camada de Ca** adsorvida na superficie do material. Por
nossa vez, recorrendo as medidas da concentracdo de calcio na solugdo, buscamos
implementar algumas simplificacées nas aproximacdes utilizadas por Gramain no
desenvolvimento do seu modelo para a dissolugdo da hidroxiapatita, que realizou
todas as determinagBes experimentais a partir de medidas de pH.

No modelo da camada de célcio ¢ imposto que a adsorc¢éo de ions calcio na
superficie dos fosfatos de célcio deve ocorrer de acordo com uma camada de
adsor¢fio de Langmuir. Assim, a adsor¢o dos ions Ca* na superficie dos fosfatos
de calcio ocorre formando uma monocamada e ndo existem sitios de adsor¢do
preferenciais, ou seja, todos os sitios de adsor¢do sdo iguais. A imposig¢do do
modelo da adsor¢io de Langmuir é um artificio utilizado para tornar possivel o
tratamento dos dados da cinética de dissolugdio dos fosfatos de calcio.

O modelo também desconsidera a formagdo da dupla camada elétrica na
superficie dos fosfatos de calcio, e também admite que ndo ocorre a formagdo de
um gradiente de potencial elétrico nessa superficie (para tornar validas estas

condi¢es, as medidas sdo realizadas em sistemas onde a forga ibnica é alta).



Com a imposigdo do modelo da isoterma de Langmuir, é possivel determinar
quantitativamente o nimero de ions célcio adsorvidos "N", assim como a constante
relativa 4 isoterma de adsorsdo "K", relacionada 3 intensidade da interagdo entre o
adsorbato (ions célcio) e o adsorvente (ions fosfato, protonados ou nfo, existentes

na superficie do solido que est4 se dissolvendo).
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1.4 — Fase Ossea Inorginica.

.Ossos sdo formados predominantemente por duas fases distintas: a fase
orgénica, composta principalmente por colégeno, e a fase inorginica, composta
principalmente por fosfato de calcio. A fase inorgénica dos 0ssos juntamente com a
fase orgénica, formando um compdsito, é responsavel pela dureza e caracteristicas
mecanicas e estruturais dos 0ssos.

As primeiras tentativas de caracterizagio de ossos foram realizadas
determinando-se a razio entre a fase orgénica e a fase inorganica neles presentes. A
determinagdo desta fragio foi realizada a partir das cinzas provenientes de ossos
calcinados.***

Recentemente, novos estudos de caracterizagio dos ossos tém sido realizados
nao apenas com o objetivo de caracterizar a composi¢do elementar, principalmente
a razdo Ca/P. Nestes estudos tém-se procurado caracterizar os ossos quanto 3
cristalinidade e composigdo idnica através de técnicas como difratometria de raios-
X, espectroscopia de Infravermelho e Ramn com transformada de Fourier.”>®

Estes novos estudos também tém a preocupagdo de caracterizar os ossos da
forma como sdo encontrados nos organismos vivos, sem alteragdes causadas pelos
procedimentos analiticos. Para realizar tais caracteriza¢Ses, novas técnicas foram
desenvolvidas para a remoc¢io da fase orginica dos ossos. Entre estas varias
técnicas, a desproteinagdo com hidrazina € uma das mais utilizadas e também a que
tem apresentado melhores resultados.

Apesar dos novos trabalhos caracterizando a fase 6ssea inorganica dos ossos,
ainda hoje nenhum trabalho realizou caracterizagdes quimicas e fisicas
quantitativas definitivas da fase 4ssea inorginica de ossos saudaveis, nos quais

foram comparados individuos com diferentes idades.
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1.5 — Osteogénese e Propriedades do Sistema de Dissolucio dos

Fosfatos de Calcio.

A osteogénese se refere a formagdo dos 0ssos nos organismos vivos. Esses
ossos podem ser formados na fase embriondria do organismo e ao longo da vida,
através de um processo conhecido como modelagem, onde os ossos passam por
sucessivas etapas de formacdo e absor¢do ao longo do tempo. Nos organismos
Vivos a osteogénese pode ser estimulada por diversos fatores, entre estes, o
implante de préteses que podem ser formadas por fosfatos de célcio.

Assim, quando implantes formados por fosfatos de célcio sdo realizados,
varios processos passam a ocorrer na superficie deste implante e no organismo

hospedeiro.

Sd‘UQéO - .

Figura 2: Diagrama mostrando os eventos que ocorrem na interface fosfato de célcio/ meio

biolégico.
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A Figura 2 ® representa de forma esquematica os eventos que ocorrem na
interface fosfato de calcio e meio biolégico ap6s o implante em organismos de
vertebrados. De acordo com o diagrama, ocorrem os seguintes eventos: (1)
dissolu¢fo do fosfato de calcio; (2) precipitagdo do fosfato de célcio na superficie
do implante a partir da solugfo circundante; (3) troca iénica da superficie com a
solugdo e rearranjo estrutural do fosfato de calcio na interface deste com a solugio;
(4) difusdo da superficie da interface para o interior da matriz de fosfato de calcio;
(5) efeitos na atividade celular causados pela solugio com fosfato de calcio
dissolvido; (6) deposi¢io da fase mineral (a), ou deposicio da fase orgénica, que
sdo integradas & superficie do fosfato de célcio (b); (7) deposi¢io com integracdo
na superficie do fosfato (7a e 7b); (8) quimiotaxia na superficie do fosfato; (9)
adesZo de células na superficie do fosfato e proliferagio destas; (10) diferenciacio
celular; (11) formagdo de uma matriz extracelular.

Como mostrado no diagrama na Figura 2, os processos que ocorrem nos
implantes em contato com o meio biolégico estdo intimamente relacionados ¢ com
as propriedades de dissolugio destes implantes e particularmente com as

propriedades da sua superficie.

13



2 — Objetivos.

Esta Dissertacdo de Mestrado teve por objetivos:

Obter e caracterizar a fase Ossea inorgéanica de fémures e crinios de ratos
Wistar com diferentes idades, determinando para estas fases: cristalinidade, razdo
Ca/P, morfologia e area superficial.

Sintetizar e caracterizar fosfatos de calcio em sistemas organizados e por
precipitacdo em solug@o aquosa, caracterizando-os quanto a: cristalinidade, razio
Ca/P, morfologia e area superficial.

Realizar medidas de solubilidade e cinética de dissolucdo de fosfatos de
calcio sintéticos e da fase Ossea inorgénica, em solu¢do de fluido corpéreo

simulado, em pH 6,35; 7,00 e 7,40 a 37°C.
25,26

2

Tratar os resultados da cinética de dissolu¢do segundo modelo proposto
e desenvolvido como parte deste trabalho para obter os parimetros “niimeros de
sitios disponiveis para adsorcdo de ions calcio na superficie do fosfato de calcio”
(ns) e “K” relativos a isoterma de adsorsdo de ions célcio sobre a superficie dos
vérios tipos de fosfato de calcio solido.

Os resultados permitiram:

Avaliar os modelos propostos para a dissolugdo de fosfatos de calcio.

Correlacionar e avaliar os modelos propostos por Gramain € por Baig para a
dissolucdo e solubilizagdo dos fosfatos de calcio.

Relacionar os estudos realizados com os fosfatos de cédlcio com resultados de

trabalhos publicados na literatura realizados com fosfatos de célcio in vivo.
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3 — Materiais.

3.1 — Materiais e Equipamentos Utilizados.

- pHmetro Digimed DM20
- pHmetro Digital PG2000 — Gehaka
- Eletrodo de fon Seletivo para Calcio — Cole-Parmer 27502-08-09
- Eletrodo de Vidro Digimed
- Eletrodo de referéncia
- Termo-compensador
- Almofariz e pistilo
- Agitador mecanico — Fisatom
- Agitador magnético
- Banho Ultratermostatico — Cientec
- Vidraria
- = Difratdmetro Shimadzu DRX-6000
- Espectrofotdmetro FT-IR Bomen da série MB-100

- Sistema para determinacio de 4rea superficial Micromeritcs Flow Sorb II

2300 conectado a um controlador de fluxo (BET)

- Fase Ossea Inorganica de ratos Wistar provenientes de fémur e calota

craniana
- Fosfatos de célcio — Sintetizados em nosso grupo de pesquisa
- KH,PO, — Synth
- HCl-Nuclear
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Hidrazina — doada pela faculdade de engenharia elétrica da UNICAMP

(concentragio desconhecida)
Hidrazina — Aldrich 64%
Hidrazina — Vetec 25%

Etanol — Synth

Bicarbonato de Sédio — Nuclear
KCl —Carlo Erba

Cilindro de CO, — White Martins
Cilindro de N, — White Martins
NaOH — Merck
Na,HPO,.2H,0 — Synth
CaCl,.2H,0 — Mallinckrodt
NH,OH —~ Merck

K;H,PO,4 — Cinética Quimica
NaCt — Mallinckrodt

H3;PO4— Synth
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3.2 - Materiais Estudados.

3.2.1-Solugdes Utilizadas nas Cinéticas de Dissolugio (Fluido Corporeo
Simulado (FCS) e KCI 0,08 mol.L).

As medidas de dissolu¢do foram realizadas em duas solugSes, uma solugdo
de FCS e uma solucio de KCl mol.L™.

O Fluido Corpéreo Simulado (FCS) tem por objetivo simular a composicéo
ibnica do fluido extracelular dos organismos vivos. No organismo, o fluido
apresenta, além da composi¢do idnica, uma composi¢do organica formada por
proteinas e outras substancias.

Na Tabela 1 ¢ dada a composigéo inorganica do fluido corpéreo simulado.

Tabela 1: Composigéo inorgénica do Fluido Corpéreo Simulado.

FCS
Ion Concentragdo (m.mol.L™)
Na' 145
K" 5
cr 118
HCO, 30
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3.2.2 - Fosfatos de cdlcio.

Os fosfatos de célcio estudados podem ser divididos em trés classes: fosfatos
obtidos por precipitagio partindo de solugdes aquosas de ions Ca™” ¢ PO,” a
diversos pH e temperaturas, fosfatos de calcio sintetizados em sistemas organizados
compostos por micelas reversas tais como microemulsio, emulsdes ou cristal
liquido ¢ fosfatos de célcio constituintes da fase dssea inorginica, obtidos a partir

de ossos de rato Wistar com idade controlada.

3.2.2.1 - Fosfato Sintetizado por Precipitagio.

O fosfato hidroxiapatita foi sintetizado por precipitacdo partindo das
solugdes aquosas de fons Ca™? ¢ PO,”.
HA: hidroxiapatita [ Ca,(PO,),(OH),];

O procedimento de sintese esta descrito na referéncia 60.
3.2.2.2 - Fosfatos Sintetizados em Sistemas Organizados.

Os fosfatos de calcio sintetizados em sistemas organizados apresentam
particulas com tamanho da ordem de nanémetros, cristalinidade reduzida,
apresentando morfologia acicular, globular ou na forma de filme e com razio Ca/P
entre 1,3 e 1,8.

As siglas utilizadas para identificar os fosfatos a partir do tipo de sistema

utilizado para sintese destes s3o indicadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Siglas que representam os fosfatos de célcio sintetizados em sistemas

organizados e seu respectivo significado.

Siglas utilizadas Significado das Siglas.
Fosfato de calcio obtido a partir de microemulsio
ME de 4gua em Oleo.
CL Fosfato de célcio obtido a partir de cristal liquido.
EW Fosfato de calcio obtido a partir de emulsio dgua

em oleo.

3.2.2.3 - Fase Ossea Inorganica.

A fase dssea inorganica foi obtida a partir do fémur e da calota craniana de
ratos da raga Wistar, divididos em dois grupos. O primeiro grupo era formado por 5
ratos com idade de 1 més e o segundo grupo por 5 ratos com idade de 1 ano.

Os ossos foram obtidos em parceria com o Departamento de Anatomia do
Instituto de Biologia da UNICAMP e tratados com hidrazina para eliminacio dos
tecidos residuais € da matriz orgénica (principalmente colégeno), restando apés o

- . - - 14 - o 1
tratamento apenas os fosfatos de célcio, constituintes da fase éssea inorganica.
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4 — Procedimentos.

4.1- Sintese.
4.1.1- Sintese de Hidroxiapatita.

A hidroxiapatita (HA) foi sintetizada por precipitagio a partir de uma
suspensdo de hidréxido de célcio e uma solu¢@io de 4cido fosférico segundo a

reacio:
10Ca(OH), + 6H;PO,; — Ca;o(PO,)s(OH), + 18H,0

A sintese de HA descrita na referéncia 47 pode ser resumida por: a uma
solucdo de. H;PO4 0,3 mol.L"! foi adicionada uma suspenso contendo 0,5 mol de
Ca(OH), disperso em um litro de 4dgua, a uma velocidade de aproximadamente 7
mL/min, sob agitagio magnética e temperatura reacional de 60°C. O pH da reacéo
foi mantido em torno de 8 com adi¢do de NH,OH. Terminada a adic¢do, a suspensdo
foi mantida sob agitagio a 60°C por um dia. O precipitado formado foi filtrado,
lavado com 4gua destilada e seco em estufa a 60°C. Apds seca, a hidroxiapatita foi
entdio calcinada a 300°C. O material foi entéo triturado. |
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4.1.2- Precipitagdo em Sistemas Organizados. *°

Os materiais sintetizados em sistemas organizados utilizados nas medidas de
cinética foram, no caso do CL (cristal liquido) e EW (emulsdo reversa), obtidos em
outros projetos do nosso grupo de pesquisa. Para este projeto de tese foi necessario,
portanto, sintetizar apenas o material ME (micro emulsdo reversa).

Os fosfatos foram sintetizados em sistemas formados por microemulsdes
reversas, compostas pelo sistema trifisico: Renex 100%®, Cicloexano e solucdo
aquosa contendo ou fons Ca*? e HPO, ou aménia dissolvida.

Apos a mistura dos trés componentes, a mistura foi estocada por 10 dias
sendo mantida a temperatura de 2°C. Apés este periodo, a mistura foi retirada da
geladeira e apés atingir a temperatura ambiente, centrifugada a 2500 rpm. Ao
sistema foi acrescentado etanol, para a diminuigio da viscosidade e assim obter
uma maior eficiéncia da centrifugagfo. O material foi lavado com etanol, seco ao ar
e triturado. Para eliminac3o de residuos da mistura de solvente e surfactante, o
material foi submetido a extragio com acetona quente em extrator sohxlet.

Ao fim do processo de extracdo, os espectros de FTIR dos materiais ainda
indicavam a presenca do surfactante usado para preparar os sistemas organizados

no material.
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4.2- Obtencio da Fase Ossea Inorginica.

Para a obtengdo da fase Ossea inorgdnica foi realizado o seguinte
procedimento. Foram extraidos os 0ssos de cinco ratos com a idade de um més e
cinco ratos com idade de um ano. Os 0ssos “in natura” foram merguthados em
nitrogénio liquido e partidos em pequenos pedagos. Os fragmentos foram cobertos
com hidrazina (concentragdo de 25%) permanecendo em repouso por 1 hora. A
solugéo foi decantada e mais hidrazina foi acrescentada, permanecendo em repouso
por mais 2 horas. A solugfo foi novamente decantada e a hidrazina foi novamente
trocada. Apos a troca da hidrazina, o frasco foi mergulhado em banho Maria a 60°C
por 48 horas. Ap6s esse periodo, o material restante foi lavado com solugdes de 50,
75, 80 ¢ 100% de etanol e 4gua e seco em estufa. O material foi entdo tratado
novamente, utilizando-se o mesmo procedimento, porém utilizando-se a hidrazina a
64 %.

A hidrazina usada na obtengdo da fase dssea inorgénica rompe as ligages
peptidicas das proteinas, hidrolizando-as. A mesma reacdo € geralmente utilizada
para determinar a carboxila do aminoécido terminal em cadeias de peptidicas. ®

A fase Ossea inorganica resultante foi triturada ao final do procedimento.
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4.3 - Cinética de Dissolucio e Solubilidade.

Para a determinagdo da cinética de dissolucdo foi montado o sistema
representado na Figura 3. O sistema era constituido por uma camisa térmica onde
foram fixados um eletrodo de vidro, um termocompensador, um tubo de vidro
ligado a um cilindro de CO,, um agitador mecénico com controle de velocidade de
agitagdo e 250 ml de uma solugio de FCS ou KCl 0,08 mol.L”". Ao longo da
cinética, em intervalos de tempo regulares, foram inseridos na camisa térmica um

eletrodo de referéncia e o eletrodo de ion seletivo para célcio.

Eletrodo de Referencia

/:,/’ Eletrodo de Vidro

co - ,
3 = L\ [[225— Eletrodode fon seletivo de Céleic

(e H H

| E-! | jmld—-———Hgo

Figura 3: Sistema utilizado nas medidas das dissolugSes dos varios fosfatos de célcio.
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Depois de montado, o sistema foi termostatizado a 37° C. Em seguida, a
agitacdo foi regulada para a velocidade de 2100 rpm, o valor da velocidade de
rotagdo que faz com que a espessura camada de Nerst na superficie do fosfato de
calcio seja constante, apresentando o valor de 107 cm 2?6, A espessura da camada
de Nerst € um fator de grande importancia para o tratamento dos dados a partir do
modelo da camada de calcio.

O valor de pH no qual a cinética seria realizada foi ajustado mediante a
adequagdo do fluxo de gas CO, para o controle do pH.

A termostatizagdo em separado dos eletrodos, que foram inseridos no sistema
em intervalos regulares de tempo, principalmente no caso do eletrodo de ion
seletivo de calcio, mostrou-se muito importante para permitir respostas rapidas
durante as medidas.

Quando necessario, foi adicionado hidrogenocarbonato de sédio a solugdo
para um maior controle do pH. Os experimentos foram conduzidos a pH 6,35, 7,00
e 7,40. Para a realizagdo dos experimentos em pH 7,00 e 7,40, foi adicionado um
borbulhador ligado a um cilindro de N, dentro da camisa térmica. Para o ajuste dos
pH, a vazio do gas (N;) foi controlada, utilizando-se um controlador de fluxo.

Para a realizagdo da medida, o seguinte procedimento foi adotado. Com o pH
e velocidade de rotagdo estabilizada a 2100 rpm foi adicionada ao sistema uma
massa conhecida de fosfato de célcio. Apds cerca de 1 minuto, a rotagdo do
agitador foi reduzida para 390 rpm, o eletrodo de referéncia e o eletrodo de ion
seletivo previamente termostatizado foram introduzidos no sistema e foi entio feita
a leitura.

Apos a leitura, os eletrodos de referéncia e de ion seletivo foram rapidamente
retirados do sistema e a agitacdo retornada a 2100 rpm. Apds um intervalo de
tempo determinado, a velocidade de agitacdo foi novamente reduzida e o

procedimento de medida foi sucessivamente refeito.
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Para cada material estudado as medidas foram realizadas no minimo em

duplicata.
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4.4 — Avaliacdo dos Dados Experimentais.

Para uma avalia¢do da qualidade das medidas e das respostas do eletrodo de
ion seletivo para cadlcio, foram realizadas medidas nas quais o elétrodo de ion
seletivo para calcio foi lavado e deixado a temperatura ambiente entre as medidas
da concentragdo de calcio.

O teste das medidas consistiu em realizar a cinética de dissolugciio conforme
descrito em 4.3, coletando-se dados de concentragio de calcio na solugdo em
apenas trés momentos da cinética de dissolu¢do, com intervalos de tempo da ordem
de aproximadamente 3 horas entre as medidas.

No intervalo entre as medidas, o eletrodo de calcio foi lavado e estocado em
uma solugdo de CaCl, 102 Mol/L e o eletrodo de referéncia, mantido em uma
solucdo de KCl saturada (ambos procedimentos realizados conforme recomendado
pelo manual do fabricante). Antes das medidas serem realizadas, os eletrodos eram
novamente termostatizados.

Os valores de concentragdo de Ca'?, coletados nos trés instantes diferentes da
cinética foram comparados com os dados de concentragio de Ca™ determinados
nos mesmos instantes de tempo para a cinética de dissolugfio realizada segundo o

topico 4.3.
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4.5- Calibracio do Eletrodo de fon Seletivo para Cilcio.

A calibragéio do eletrodo de fon seletivo para célcio utilizada nas medidas das
cineticas de dissolugio em pH 6,35, foram realizadas utilizando-se solugdes de 107,
10° ¢ 107 Mol/L. Antes da calibrag@o, todas as solugbes foram termostatizadas a

37° C. A calibragdo foi realizada antes do inicio da cinética e repetida ao longo dela
a cada 1,5h.

Para as medidas em pH 7,00 e 7,40 a calibragfio do eletrodo foi realizada
com solugdes de 1, 6, 9,9, 2,9, 48 e 66 x 10°, moL.L"! de Ca*™. Antes da calibragio,
todas as solu¢Ses foram termostatizadas a 37°C, segundo 0 mesmo procedimento

usado para cinética a pH 6,35.

4.6- Tratamentos de Dados.

Foi utilizado para o tratamento de dados e criagio dos graficos, o programa

Origin nas \'rersc“)es 5.0e6.1.

4.7 — Caracterizagio dos Fosfatos de Cilcio e da Fase Ossea

Inorganica.

4.7.1 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR).

Os espectros de 1.V. foram obtidos a partir de pastilhas de KBr, contendo o
fosfato de célcio disperso na proporgdo de 100 partes de KBr para uma de fosfato.
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Os espectros foram obtidos no intervalo de 4000 2 400 cm’™ apos 32 acumulagdes e

« -1
com resolucdo de 4 cm™.

4.7.2— Difratometria de Raios-X.

Os difratogramas de Raios-X, em modo de varredura para as amostras na
forma de p6, foram obtidos em Difratometro Shimadzu, com radiagdo CuKa(A =
1,5418 A), filtro de niquel, voltagem de 40 kV, corrente de 30 mA para o tubo de

Raios-X e velocidade de varredura de 1°/min em 20.
4.7.3— Determinagdo de Area Superficial por BET.

Os materiais, apds trituragdo e secagem, tiveram sua area superficial
determinada por BET com multipontos em um equipamento Micromeritcs Flow

Sorb I 2300, conectado a um controlador de fluxo.
4.7.4- Microscopia Eletronica.

As micrografias foram obtidas por Microscopio Eletrénico de Varredura. A
condig@o de operagdo do microscopio foi a utilizagdo de voltagem de aceleracgio de
20kV. As amostras, metalizadas com carbono, utilizando-se um metalizador Bal-
Tec Med 020, foram presas ao porta-amostra empregando-se fita de carbono. As
micrografias foram obtidas a partir da superficie da fratura da fase dssea

inorgénica.
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4.7.5- Espectrometria de Emissiio Otica por Plasma com Acoplamento
Induzido (ICP/OES).

As razdes Ca/P para os fosfatos de célcio foram obtidas, pela andlise com
Espectrdmetro de Emissdo Otica por Plasma com Acoplamento Induzido.
Para a obtencdo da razio Ca/P, os fosfatos foram secos e dissolvidos em

aproximadamente 100 ml de 4gua com a adi¢do de um volume de HCI (36%) até a

dissolucdo destes.
As curvas de calibragéo necessdrias para a determinagio da razio Ca/P foram

feitas a partir de solugdes que continham simultaneamente os fons Ca* e PO,”.

4.7.6- Caracterizacdo do Material Solido Restante ao Final da Cinética

de Dissolugio.

Apds o final da cinética de dissolugfio, a soluciio presente no sistema de
medida foi centrifugada e o sobrenadante descartado. O sdlido residual foi
caracterizado por espectroscopia de FTIR. |
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5- Resultados e Discussao.

Neste trabalho foram realizados estudos das cinéticas de dissolugio de
fosfatos de célcio com as mais variadas caracteristicas. Desta forma, foram
estudados fosfatos de célicio sintéticos obtidos por precipitagdo em solugfio aquosa
e em meio organizado, assim como fases dsseas inorginicas provenientes de fémur
e calota craniana de ratos Wistar.

Para uma comparagdo dos resultados a partir dos experimentos realizados
com estes materiais e para que seja possivel uma avaliagio dos fenémenos que
ocoITem noOs Organismos vivos que possa ser relacionada com o processo de

dissolugdo, uma caracterizagdo detalhada destes materiais se faz necessaria.
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5.1- Caracterizacio dos Fosfatos de Calcio.

5.1.1- Espectroscopia FTIR

Os espectros de FTIR obtidos para as fases ésseas inorginicas sdo
apresentados nas Figuras 4 a 7. A semelhanga entre eles indica que a composigdo
das fases dsseas inorginicas provenientes dos diferentes ossos de ratos com idades
distintas sdo similares. Para uma melhor comparagio, as bandas e suas respectivas
atribui¢des sdo apresentadas na Tabela 3.

As numeragdes atribuidas aos espectros de FTIR correspondem & numeracéo
atribuida a cada rato pertencente a um grupo de cinco ratos com idade de um més

ou a um grupo de cinco ratos com idade de um ano.

Cranio-1 Meés

! 1 M 1 ' 1 1 M L] v I !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 5§00

Figura 4: Espectros de FTIR da fase dssea inorganica proveniente do cranio de ratos com um

més de idade.
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Figura 5: Espectros de FTIR da fase ssea inorginica proveniente do fémur de ratos com um
més de idade.

, Cranio-1 Ano 1

IV
I M AR

T T T T i T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm ™’

Figura 6: Espectros de FTIR da fase dssea inorgénica proveniente do crinio de ratos com um

ano de idade.
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Fémur-1 Ano

Lo 1V _““.
“

T T T T y T T ; T T T T y
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm '

Figura 7: Espectros de FTIR da fase dssea inorgdnica proveniente do fémur de ratos com um ano

de idade.

Os espectros de FTIR para os fosfatos de calcio sintéticos sAo mostrados na

Figura 8.
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cm’
Figura 8: Espectros de FTIR dos fosfatos de célcio sintéticos.
Os espectros de FTIR de ME, CL. e EW apresentam, além das bandas

descritas na Tabela 3, bandas referentes a tragos do surfactante empregado na

sintese destes materiais que ndo foi completamente eliminado, apesar da

prolongada extracdo com acetona.
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Tabela 3: Atribui¢dio dos picos dos espectros de FTIR. %

Banda / cm’!

Atribuicio

3580
3400

1645

1470-1420

1384

1128

1100, 1093, 1047

965
918
884

650

616, 581

535

v, estiramento OH de hidroxila
v, estiramento OH de H,O
deformac¢do H-O-H de H,O
v, estiramento simétrico de CO;>
estiramento NO;
v estiramento PO;” em HPO42'

v; estiramento assimétrico de PO, ou

Vg estiramento PO; em HPO42‘
v; estiramento simétrico PO,>
v; estiramento P-OH em HPO,*
v, estiramento antissimétrico de CO,”
Vibragdes OH de hidroxila

v4 deformacgdo O-P-O em PO, ou

v, deformagio O-P-O em HPO,*

v estiramento P-OH em HPO,>
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5.1.2- Difratometria de Raios-X.

Os difratogramas de Raios-X obtidos para as fases ésseas inorginicas sdo
apresentados nas Figuras 9 a 12. Como pode ser observado, todos os difratogramas
sdo semelhantes entre si, assim como sfio semelhantes ao difratograma da
hidroxiapatita. Todos os difratogramas apresentam picos referentes a apatitas. Os
picos presentes nos difratogramas das fases dsseas inorgénicas sdo largos, o que
indica serem formados por cristais de tamanho reduzido. As larguras de meia altura
(FWHM) dos picos dos difratogramas sdo semelhantes para todas as amostras. A
numeracao dos difratogramas corresponde & identificacfo do rato a partir do qual a

fase 0ssea inorganica foi obtida.
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Figura 9: Difratogramas de Raios-X das fases 6sseas inorginicas provenientes da calota craniana
de ratos com um més de idade.

P WON

r T T T T T v 1
10 20 30 40 50 60

29

Figura 10: Difratogramas de Raios-X das fases ésseas inorganicas provenientes do fémur de

ratos com um més de idade.
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Figura 11: Difratogramas de Raios-X das fases Gsseas inorganicas provenientes da calota

craniana de ratos com um ano de idade.

AP WN -

T
10 20 3a 40 50 GID
2 o

Figura 12: Difratogramas de Raios-X das fases ésseas inorgénicas provenientes do fémur de

ratos com um ano de idade.
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Com o objetivo de obter uma comparagio mais detalhada entre os
difratogramas de Raios-X das amostras de fase éssea inorginica, foram realizados
difratogramas destes materiais nas condi¢des reportadas por Baig , nos quais o
pico centrado em 26° 20 foi analisado alterando-se a varredura dos difratogramas
para 0,002° /min entre 23° e 29° 20. Tal procedimento permite uma maior acumulo
de contagens por segundo correspondente 4 intensidade do pico e uma melhor
resolugdo da largura 4 meia altura. Os difratogramas obtidos sio apresentados na
Figura 13.

Os difratogramas da Figura 13 apresentam uma variagio no angulo 26
correspondente aos méaximos. Esta variagdo ndo pode ser atribuida a diferengas de
cristalinidade ou a distancia entre os planos cristalinos dos fosfatos de cilcio que
constituem a fase dssea inorgédnica, devido ao fato de que esta mesma variagdo &
observada entre fases dsseas obtidas do mesmo tipo de osso para ratos diferentes
com a mesma idade, como pode ser observado nas Figuras 9 a 12.

Conforme foi descrito, os difratogramas obtidos com maior resolugio e
maior tempo de acumulagio/passo, realizados como proposto por Baig, também
ndo apresentaram diferencas entre as fases Osseas obtidas de ossos diferentes de
ratos com idades diferentes.

Desta forma, as diferencas nas propriedades estruturais dos ossos ndo podem
ser atribuidas a diferenca de cristalinidade das fases 6sseas inorganicas dos
diferentes ossos, fato que contradiz o censo comum de que as diferengas nas
propriedades estruturais dos ossos s3o resultantes de uma diferenca de

cristalinidade entre as fases dsseas inorganicas.

39



Um Més

Fémur
Um Ano
Um Més
Cranio
Um Ano
23 24 28 28 21 2 28

2e
Figura 13: Difratogramas de Raios-X de quatro amostras de fase 0ssea inorgénica focalizando
um pico especifico. Os difratogramas foram obtidos com varredura 0,002° /min.

Os difratogramas de Raios-X obtidos para os fosfatos de calcio sintéticos sio

apresentados nas Figuras 14 a 17.
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Figura 16: Difratogramas de Raios-X para o fosfato de calcio CL.

] EW

-

1 T T T T

10 20 30 40 50
290

Figura 17: Difratogramas de Raios-X para o fosfato de calcio EW.
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Os difratogramas dos fosfatos de calcio estudados neste trabalho indicam que
eles apresentam um padrdo de difragdo aos Raios-X semelhante ao padrdo descrito
na literatura como sendo o da hidroxiapatita 3 apesar da cristalinidade reduzida,
como € indicado pela largura dos picos.

Os difratogramas dos fosfatos sintetizados em sistemas organizados se
assemelham aos difratogramas da fase dssea inorgénica, indicando uma semelhanga
entre a cristalinidade dos fosfatos de célcio sintetizados em sistemas organizados e

a cristalinidade da fase dssea inorganica.

5.1.3- Microscopia Eletronica.

As Figuras 18 a 21 mostram as micrografias de fase dssea inorginica obtidas
de fraturas de fémur e de cranio. As figuras mostram que os dois tipos de fase 0ssea
inorginica s3o compostos por um material formado por camadas. E possivel
também notar a presenga de pequenas estruturas arredondadas. Essas estruturas
estdo presentes em outras regides das amostras e também podem ser encontradas
tanto na fase ¢ssea inorganica do fémur, quanto na fase dssea inorginica do cranio
obtidas a partir de ratos com um més de idade.

Comparando-se as microscopias das fases Osseas do fémur e do cranio que
foram fraturados depois da desproteinagdo é possivel observar que apesar de ambos
serem formados por camadas, a morfologia destes materiais € diferente.

Nas microscopias, € possivel notar que as amostras que passaram pela
desproteinagdo depois de serem fraturadas apresentam uma superficie mais
uniforme (Figuras 18 e 20) indicando uma possivel lixiviagdo causada pelo

tratamento com a hidrazina.
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Figura 18: Microscopia de varredura eletronica da fratura (realizada antes da desproteinagfo) da

fase Ossea inorgénica proveniente do crinio de rato com um ano de idade.
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Figura 19: Microscopia de varredura eletronica da fratura (realizada depois da desproteinag3o)

da fasc Ossea inorgdnica proveniente do cranio de rato com um ano de idade.
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Figura 20: Microscopia de varredura eletronica da fratura (realizada antes da desproteinagdo) da

fase 6ssea inorgdnica proveniente do fémur de rato com um ano de idade.
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Figura 21: Microscopia de varredura eletronica da fratura (realizada depois da desproteina¢do)

da fase 6ssea inorgdnica proveniente do fémur de rato com um ano de idade.
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5.1.4- Determinaco da Razdo Ca/P por Espectrometria de Emissdo

Otica por Plasma com Acoplamento Induzido (ICP/OES).

As razdes Ca/P obtidas pela analise por ICP/OES para os fosfatos de célcio

sinteticos e para a fase ssea inorganica sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Razio Ca/P dos fosfatos de calcio obtidos pela técnica de ICP/OES.

Fosfato de Calcio | Razdo Ca/P
Fémur 1,7
Crianio 1,7

HA 1,6
ME 1,5
EW 1,4
CL 1,2

As razBes Ca/P apresentadas pelos fosfatos sintéticos e pela fase ossea
inorganica variaram de 1,2 a 1,7. A razdo Ca/P pode ser alterada pela presencga de
carbonatos (também detectada nos espectros de FTIR de alguns dos materiais), pela
presenga de HPO,?, P,O;* ou outros fosfatos. A razio Ca/P indica que os materiais
sintetizados e a fase 6ssea inorgénica apresentam uma mistura de diversos tipos de
fosfatos e sua estrutura cristalina pode conter vacancias ou substituigdes de grupos,
particularmente a fase 6ssea inorgénica, que pode conter Na* e Mg?*.

A razdo Ca/P da fase dssea inorganica é praticamente idéntica para as duas
fases Osseas provenientes do crinio ¢ do fémur, estando muito préxima do valor

esperado da razdo Ca/P para a hidroxiapatita.
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5.1.5- Determinagio da Area Superficial por BET.

As areas superficiais dos fosfatos de célcio foram determinadas utilizando-se

a técnica de BET, cujos resultados so reportados na Tabela 5 e 6.

Tabela 5: Resultado da 4rea superficial B.E.T dos fosfatos de calcio sintéticos.
Fosfato de Cilcio | CL EW HA ME
Area superficial (m*/g) | 75 96 40 147

Tabela 6: Resuitados da drea superficial BET para as fases 6sseas inorganicas

provenientes de ratos com idade de um més e um ano.

Fémur um més Crinioum més | Fémurumano | Crinio um ano

Ratos (1|23 |4 |5(1|2{3|4|5]|1|2]|3[4|5}{1(2{3{4]|5
Area

Superficial {55| 74 | 62 {128 {89183 | 84 | 44 [102|99[17[97| 6 | 7 |31]49 {36!165|39] 80
(m*/g)

Pela Tabela 5 € possivel notar que os fosfatos de célcio sintetizados em
sistemas organizados apresentam uma 4rea superficial superior a4 4rea da
hidroxiapatita, que foi sintetizada por precipitagio simples. Isso ocorre porque os
fosfatos de célcio sintetizados em sistemas organizados sdo formados por particulas
com tamanho da ordem de nanOmetros e, em sua maioria, sdo amorfos,
diferentemente da hidroxiapatita, que apresenta tamanho de particulas
relativamente grande.

Os resultados obtidos pela determinagio da 4rea superficial da fase éssea

inorgénica proveniente do grupo de cinco ratos ndo tornaram possivel afirmar qual
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fase oOssea inorgénica apresenta maior ou menor 4rea, j4 que a dispersio dos

resultados apresentados pelas varias amostras foi consideravel.
5.1.6 - Desproteinacio da Fase Ossea Inorgénica.

Apds a obtengdo dos ossos de ratos Wistar, esses foram lavados e o
procedimento para a desproteinagdo utilizando hidrazina foi realizado (vide
procedimento 4.2). Duas amostras de ossos distintas foram preparadas: uma
submetida apenas a um procedimento de desproteinacio (utilizando-se hidrazina
25%) e outra amostra na qual duas desproteinagdes foram realizadas (a primeira
utilizando hidrazina 25% e a segunda utilizando hidrazina 64%). Estas amostras
foram caracterizadas ap6s a desproteinagio por espectroscopia FTIR.

A técnica de FTIR, reconhecidamente sensivel a compostos organicos, foi
escolhida para verificar se os compostos orginicos formadores da matriz dssea
(principalmente colageno) haviam sido eliminados pelo tratamento com hidrazina.

As Figuras 22 e 23 mostram os espectros de FTIR obtidos a partir da fase
ossea inorgénica de fémures, provenientes de um rato com a idade de um més e de
um rato com idade de um ano, que foram submetidos a uma ou duas

desproteinagdes.
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Figura 22 : Espectros de IV da fase éssea inorganica proveniente do fémur de rato com idade de

um més: (a) apés uma desproteinagdo e (b) apés duas desproteinagdes.
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Figura 23: Espectros de IV da fase 6ssea inorgénica proveniente do fémur de rato com um ano

de idade: (a) apés uma desproteinacio e (b) apés duas desproteinagdes.
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Os espectros de FTIR permitem avaliar a eficiéncia dos processos de
desproteinagdo. Os espectros correspondentes as fases Osseas inorgénicas
resultantes dos ossos submetidos tanto a uma desproteinagdo, como a duas
desproteinagdes (Figura 21), mostram bandas que podem ser atribuidas a
compostos orginicos que ndo foram totalmente eliminados. Esses resultados
mostram que, dentro da limitagdo da técnica, a desproteinag@o foi eficiente. Estes
compostos podem ser relacionados as bandas proximas de 2900 cm’, que

corresponde a grupos C-H.

5.1.7- Caracterizagio da Hidroxiapatita apos Cinética de Dissolugéo.

A Figura 24 mostra os espectros de FTIR obtidos para o p6 de hidroxiapatita,

antes de ser submetido a medidas de cinética de dissolucgéio e apos esse processo.
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Figura 24: Espectros de FTIR de hidroxiapatita antes (a) e apds (b) a cinética de dissolucdo.

Observando os espectros apresentados na Figura 24 € possivel notar que a
banda referente a carbonato (1450 cm™) é mais intensa no espectro de FTIR da

amostra apos a cinética de dissolugdo, indicando a formagfo de carbonatos de
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calcio no fosfato ao longo da cinética de dissoluciio, o que era de se esperar uma
vez que o controle do pH € realizado com o sistema tampio 4icido carbénico/

bicarbonato.
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5.2 — Cinética de Dissolucio e Solubilidade.

5.2.1 - Determinagéo da Cinética de Dissolugéo.

Para as medidas de cinética de dissolugdo e de solubilidade (equilibrio) dos
fosfatos de calcio, foi necessario determinar a quantidade de ions calcio liberada
para a solug#o ao longo do tempo. Como a cinética de dissolugio € lenta, diversas
técnicas de andlise podem ser utilizadas para esta determinacdo, tais como:
Absor¢io Atémica, Espectrometria de Emiss#o, entre outras.

Porém, para a maioria dos métodos de analise, é necessario que sejam
retiradas aliquotas ao longo do tempo para posterior determinac¢fo. Neste caso as
aliquotas devem estar livres de particulas do fosfato de calcio, que continuariam a
se dissolver ao longo do tempo. Os fosfatos de célcio sintetizados em sistemas
organizados, como os que sdo objeto de estudo deste projeto, apresentam particulas
com tamanho da ordem de nan6metros. Mesmo havendo aglomerados destas
particulas, a agitacdo intensa pode desagregar estes materiais. Devido a estas
dimensGes apenas microfiltros poderiam ser empregados para realizar este tipo de
separagdo com uma certa eficiéncia. Assim, técnicas de andlise onde é necessaria a
coleta de aliquotas que estejam livres de particulas ao longo da cinética de
dissolugdo seriam de dificil implementacio neste trabalho.

O método utilizado por Gramain >> ?® para determinar a quantidade de calcio
presente na solugdo ao longo da cinética de dissolugdo utiliza como paridmetro de
calculo a equagdo quimica da dissolugdo do fosfato de célcio com estequiometria
definida. Com esta equag@o de dissolugéo € possivel, utilizando a estequiometria do
material e sabendo a quantidade de H' consumido ao longo da dissolugso,

determinar a quantidade de calcio presente na solug3o.
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Como os fosfatos de célcio de interesse neste projeto ndo apresentam uma
estequiometria fixa, pois sdo provaveimente misturas de diversos fosfatos, fica
inviabilizada a possibilidade da medida do consumo de H'. Desta forma, foi feita a
op¢do da determinacdo da cinética de dissolugdo pela medida direta da
concentragio de ions Ca™” através de um eletrodo de ion seletivo para calcio ao

longo do processo de dissolugdo.

5.2.1.1 — Ensaios Preliminares e Determinagcdo de Condigdes de Medidas para a

Cinética de Dissolug3o.

Foram realizados alguns testes preliminares para estimar a velocidade de
resposta do eletrodo. Como na cinética de dissolugdo temos respostas em fungdo do
tempo, a velocidade de resposta do eletrodo tem grande importincia para a
confiabilidade das medidas.

O eletrodo foi imerso em A4gua (sob agitagdo de 390 rpm) e apés
estabilizacdo da leitura foi adicionada rapidamente uma pequena massa de cloreto
de calcio, determinando-se o tempo para que o eletrodo estabilizasse o seu sinal. Os
tempos para a estabiliza¢do foram menores do que 20 segundos.

Segundo o manual do eletrodo para ions seletivo para célcio, a faixa de pH
de utilizacdo do eletrodo estd compreendida entre pH 3 e pH 9. As medidas
realizadas neste trabalho foram realizadas na faixa de pH entre 6,35 a 7,40, faixa
que estd, portanto, dentro dos limites de utilizaco do eletrodo.
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5.2.2- Determinagiio da Concentracdo de Ca™ Durante a Cinética de

Dissoluggio com o Eletrodo de fon Seletivo.

As medidas da concentracéo de calcio na solugdo, realizadas com o eletrodo
de ion seletivo para calcio durante o processo de dissolugdo dos fosfatos de calcio,
sdo apresentadas nas Figuras 27 a 30. Observando as figuras, é possivel notar que
muitas vezes os resultados apresentados pelo eletrodo de ion seletivo para a
primeira medida da concentragdo de calcio na solugdo diferem um pouco dos
resuitados da duplicata.

Com a finalidade de avaliar a origem destas diferencas, um teste da
qualidade das medidas foi realizado (vide item 4.3). Os resultados dessas
determinagdes, apresentados na Figura 24 como “medidas independentes” mostram
flutuagdes que se assemelham as medidas realizadas ao longo da cinética de
dissolugcdo, mostrando que as diferengas observadas sdo inerentes ao método
utilizado para a determinagdo da cinética de dissolugdo, nio podendo ser atribuidas

apenas a resposta do eletrodo de ion seletivo.
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Figura 25: Graficos apresentando as medidas independentes para a dissolugdo da fase dssea

inorgdnica do crdnio em pH 7,00, sem corregio de unidades (a) e com corre¢do de unidades (b).

5.2.3- Tampdo de CO,/HCO; para Controle do pH Durante a Cinética de

Dissolugao.

Entre as formas de controle de pH dos fluidos biolégicos nos vertebrados, o

tampdo CO,/HCO; ¢ importante. Variagdes de pH em torno de 7,0 podem ser

obtidas variando-se a concentragdo de CO, dissolvido nos fluidos presentes nestes

organismos. Devido a essa caracteristica, este tampdo foi escolhido para o controle

de pH nos estudos de cinética de dissolugio.

O sistema H,CO;/HCO; tem pK=6,35. Neste valor de pH ocorre a

capacidade maxima de tamponamento da solugdo, razdo pela qual foi escolhido

para ser o pH inicial das medidas de dissolugdo. Além do pH 6,35, foram

escolhidos para a realizacdo da cinética de dissolucdo os pH 7,00 e 7,40. Estes

valores foram escolhidos por serem os pH compativeis com os sistemas dos

vertebrados, principalmente o dos mamiferos, que se situa entre 6,50 e 7,40. Os pH

escolhidos para o estudo de cinética de dissolugdo de todos os fosfatos de célcio
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contemplam os valores normais dos pH dos fluidos corpéreos (» 7,2) assim como

6
os valores que OCOoITeIn CIIl Casos de trauma.

5.2.4- Velocidade de Agitacdo e Temperatura.

Durante as medidas de cinética o sistema foi agitado a 2100 rpm. Esta
velocidade de agitagiio foi escolhida porque sabe-se que nesta velocidade a
espessura da camada de Nerst € constante na superficie dos fosfatos que estdo se

26, 27

dissolvendo . A determinagdo da espessura da camada de Nerst foi realizada em

trabalhos de Gramain ** %

, que observou a relacdo entre a espessura desta camada e
a velocidade de agitacdo no sistema onde ¢ realizada a dissolu¢do do fosfato de
célcio. Gramain observou que a partir de uma velocidade de agitagdo de 1860 rpm
a camada de Nerst permanece constante na superficie do fosfato de célcio com o
valor de 10” cm > 2%,

A temperatura de 37° C é semelhante 4 temperatura dos organismos vivos, e
para uma melhor comparagdo entre testes in vivo e testes in vitro, esta temperatura

fot a escolhida para serem realizadas as medidas de solubilidade e cinética.

5.2.5- Calibracdo do Eletrodo.

A Figura 26 apresenta exemplos de calibragles realizadas ao longo das
medidas de cinética de dissolugdo de hidroxiapatita para pH 6,35, 7,00 e 7,40. Os
valores representados nos graficos sdo as médias das calibragdes realizadas ao

longo da cinética de dissolugdo dos diversos fosfatos de calcio nos respectivos pH.
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Figura 26: CalibragBes realizadas ao longo da cinética de dissolucio da HA, em pH 6,35 (a),
7,00 (b) e 7,40 (c). As barras representam o desvio padrio das medidas.

A solubilidade dos fosfatos de calcio é maior quanto menor for o pH da
solugdo onde este fosfato estd se dissolvendo. Essa dissolugdo é mais pronunciada
em pH baixos, pois quanto menor o pH ocorre um maior ataque de H' & superficie
do fosfato.

A faixa de concentragio de Ca'” a qual o eletrodo responde, segundo o

manual, é de 10° a 107 mol.I_jl. A partir dos gréficos, pode-se concluir que a



resposta dentro deste intervalo de concentragio € bastante linear.

Para a determinagdo do desvio padrdo das medidas na cinética de dissolugio,
foi utilizado o desvio padrdo da calibragio em mV. Este erro foi transformado em
mol.L"", utilizando-se a mesma curva de calibragdo das medidas. A variagio em
mol.L" foi entdo atribuida como sendo o desvio padrdo para os pontos da cinética.

De forma geral, os maiores erros apresentados pelas medidas de
concentragio de Ca™ ao longo da cinética de dissolugdo dos fosfatos de célcio
ocorreram em concentragdes proximas ao limite inferior de detecgdo do eletrodo
(por volta de 10°° mol.L'").

Com base nos graficos apresentados os etros nio sdo preocupantes,
principalmente se for considerado que estes erros foram obtidos ao longo da
cinética de dissolugdo, que tem duragdo de 10 horas, e as medidas foram feitas

utilizando-se calibrago ponto a ponto ao longo da cinética de dissolu¢io.
5.2.6- Modelo para Tratamento dos Dados da Cinética de Dissolugéo.

O modelo para a cinética de dissolugio de fosfatos de calcio * *® foi
originalmente desenvolvido para explicar especificamente a dissolucio de
hidroxiapatita, um dos fosfatos de calcio mais estudados.

No modelo proposto e usado por Gramain e seu grupo, a dissolugio de
hidroxiapatita ¢ determinada por medidas de pH e volumes de acido e base,
adicionados ao sistema para manter o pH constante durante a dissolugdo do fosfato.
*® Para a transformagdo da quantidade de H" adicionado em fungao do tempo para a
quantidade de fosfato de calcio que se dissolve, é necessdrio conhecer a
estequiometria do material, sendo este um dos motivos do estudo ter sido realizado
apenas com fosfatos como a hidroxiapatita, cuja composigdo estequiométrica é bem

determinada.’
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O modelo considera que a medida que o fosfato se dissolve, hd um aumento
da concentracdio de Ca™ na solugdo e simultaneamente ocorre a formagdo de uma
camada de Ca®" adsorvida na superficie do material. Por nossa vez, recorrendo as
medidas da concentracdo de calcio na solugdo, buscamos implementar algumas
simplificagdes nas aproximagdes utilizadas por Gramain no desenvolvimento do

seu modelo para a dissolugdo da hidroxiapatita.

5.2.7- Resultados da Cinética de Dissolucdo dos Fosfatos de Célcio a 37
°C.

As Figuras 27 a 30 mostram a variagdo da concentragdo de cdlcio em fungéo
do tempo de dissolugio a véarios pH, para os fosfatos de calcio estudados. Nos
graficos, os ponfos vermelhos e pretos correspondem aos valores das medidas feitas
em duplicata, sendo que os pontos pretos correspondem aos valores do conjunto de
medidas que foi feito primeiro.

Para uma methor comparagido entre os graficos da variagdo da concentracdo
de célcio em fung@io do tempo, os graficos foram padronizados em relagio aos
eixos X e y mantendo-se para eles a mesma escala. Também para facilitar a
visualizacdo e descricio dos graficos, a Tabela 7 apresenta as siglas utilizadas para

identificacdo dos fosfatos correspondentes & cada grafico.
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Tabela 7: Siglas utilizadas nos graficos apresentados ao longo da discussdo da

cinética de dissolugdo dos fosfatos de calcio.

Siglas utilizadas

Significado e caracteristicas dos fosfatos de célcio sintetizados

em sistemas organizados.

Graficos referentes ao experimento de cinética de dissoluggo
em FCS que utilizou o fosfato de célcio sintetizado em
sistemas organizados formados por microemulsdo de dgua em

oleo.

CL

Graficos referentes ao experimento de cinética de dissoluggo
em FCS que utilizou o fosfato de calcio sintetizado em

sistemas organizados formados por cristal liquido.

EW

Graficos referentes ao experimento de cinética de dissoluggo
em FCS que utilizou o fosfato de calcio sintetizado em

sistemas organizados formados por emulsdo igua em 6leo.

Graficos referentes ao experimento de cinética de dissolugio

em FCS que utilizou a hidroxiapatita.

Fémur

Graficos referentes ao experimento de cinética de dissolugio
em FCS que utilizou o fosfato de cilcio proveniente da fase

Ossea inorgénica extraida da matriz dssea do fémur.

A

Cranio

Gréficos referentes ao experimento de cinética de dissolugio
em FCS que utilizou o fosfato de célcio proveniente da fase

Ossea inorganica extraida da matriz éssea do cranio.
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= Graficos referentes a cinéticas de dissolucdo realizadas em
solu¢do de KCI 0,08 Mol/L
Tt Graficos referentes ao experimento de cinética de dissolugdo
prlL 0,
em I'CS dos fosfatos de célcio realizado em pH 6,35.
£ an Graficos referentes ao experimento de cinética de dissolucdo
s em FCS dos fosfatos de célcio realizado em pH 7,00.
g Graficos referentes ao experimento de cinética de dissolugdo
p/,
em FCS dos fosfatos de calcio realizado em pH 7,40.
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Os graficos mostram que a velocidade de dissoluc@o no inicio da cinética é
grande, diminuindo no final do processo. Podemos notar, a0 compararmos os
diversos grificos de cinética de dissolugdo, que existe uma variacdo consideravel
na concentragio de Ca'? presente na solugéo ao final da dissolugdo para as diversas
cinéticas realizadas com os diversos fosfatos estudados. Além das diferencas nas
concentragbes proximas do equilibrio, pode-se notar também diferencas
significativas entre as formas apresentadas pelos graficos que ilustram o
comportamento cinético da dissolugfo dos fosfatos de cilcio.

Comparando-se a solubilidade dos fosfatos de célcio nos diferentes pH pode-
se notar que a solubilidade destes fosfatos diminui ao se aumentar o valor do pH,
porém os fosfatos que apresentam maior solubilidade no pH 6,35 continuam sendo
os fosfatos mais solveis nos pH 7,00 e 7,40.

E interessante também notar que os fosfatos com caracteristicas semelhantes
(area superficial, difratograma de Raios-X e espectro FTIR), apresentam
semelhangas no comportamento de cinética de dissolugdo. Assim, as fases dsseas
inorgénicas € ME apresentam caracteristicas semelhantes entre si, sendo os fosfatos
gue apresentam maior solubilidade em todos os pH. Por fim temos os fosfatos CL e
HA, que possuem caracteristicas semelhantes e apresentam solubilidade
semelhante.

Também nas Figuras 27 a 30 € possivel observar que as concentragdes de
Ca*? medidas ao final dos experimentos sdo diferentes para 0 mesmo material, em
cinéticas de dissolugfo realizadas em solugdes diferentes (KCl e FCS).

Em fungio da dispersdo das medidas feitas em duplicata observadas para
alguns dos fosfatos, os valores foram transformados em médias e ajustados por uma
curva utilizando-se o programa Origin 5.0. A curva ajustada foi utilizada para
determinar os valores de concentragdo de cilcio nos calculos da grandeza Cs

(concentragdo de fons Ca™ na camada de Nernst, camada imediatamente adjacente
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a superficie do fosfato sélido) como serd tratado no item 5.2.8 A média dos

valores medidos e a curva ajustada sfo mostradas nas Figuras 31 a 33.
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Figura 31: Graficos da cinética de dissolu¢do para pH 6,35. Curvas ajustadas pelo programa

Origin as médias das medidas experimentais para a cinética dos fosfatos de calcio CL (a), EW
(b), HA {c), ME (d), Fémur (e) e Cranio (f).
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5.2.8- Tratamento Matematico para o Modelo de Gramain.

O tratamento dos dados da cinética de dissolugdo foi aplicado de forma
idéntica a todos os fosfatos de célcio e suas respectivas cinéticas de dissolugdo a
diferentes pH, alterando-se apenas os dados intrinsecos de cada material e
experimento: drea superficial e massa de fosfato de cilcio.

O modelo de Gramain requer que os grificos das curvas da cinética de
dissolugdo, determinadas em mol.L™" em fungido do tempo, sejam transformadas em
curvas de variagio de mol.cm™ em fun¢do do tempo. Esta mudanga de variaveis de

concentragdo € obtida pela aplicagdo da Equagio 1.

Cby.V = Coy (1)
g. A

Onde Cb € a concentragio determinada em moles.L' medida
experimentalmente, Cr é a concentragdo corrigida em mol.cm™, V é o volume de
solugdo (o volume utilizado foi de 250 mL), g € a massa utilizada do fosfato e 4 a
area superficial. Os valores das massas dos fosfatos estudados sio apresentados nas

Tabela 8 ¢ 9 e as 4reas superficiais reportadas nas Tabelas 5 ¢ 6.
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Tabela 8: Massa dos fosfatos de calcio utilizada na cinética de dissolugfio em FCS.

PH CL/g Cranio/g Féemur/g EW/g HA/g ME/g

Primeira
6,35 0,0208 0,0206 0,0192 0,0207 0,0225 0,0205

medida
Duplicata 6,35 0,0208 0,0250 0,0208 0,0224 0,0207 0,0217

Primeira
7,00 0,0197 0,0193 0,0200 0,0196 0,0203 0,0199

medida
Duplicata 7,00 0,0198 0,0191 0,0209 0,0197 0,0218 0,0204

Primeira
7,40 0,0197 0,0208 0,0191 0,0201 0,0217 0,0193

medida
Duplicata 7,40 0,0205 0,0204 0,0253 0,0194 0,0194 0,0209
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Tabela 9: Massa dos fosfatos de calcio utilizada na cinética de dissolugio em

solugdo de KCL
pH 6,35 CL-KCl/g EW-KCl/g
Primeira medida 0,0198 0,0222
Duplicata 0,0193 0,0204
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A conversdo de unidades resulta em graficos como os representados na

Figura 34 para a cinética de dissolugdo do EW em KCl e CL em KCL.
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Figura 34: Griéficos apresentando as concentragdes corrigidas em fun¢io do tetnpo para EW-

KCl (a) e CL-KCI (b) .

Aos graficos Cr em funcéo do tempo, mostrados na Figura 34, também foram

ajustadas curvas utilizando-se o programa Origin 5.0. O ajuste destas curvas

permitiu atribuir a cada grafico uma fungio continua, a qual foi utilizada para a

determinag3o do pardmetro J¢, (fluxo de ions calcio da superficie do fosfato de

calcio para a solucdo) através da derivada da variagdo de Cr em fungio do tempo
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o
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dCr/dt, conforme serd mostrado no item 5.2.9 e exemplificado na Figura 35 para a
cinética de dissolugio de EW em KCl e CL em KCl.
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Figura 35: Os gréficos representam as derivadas da curva ajustada aos pontos experimentais de
[Ca™] transformados para concentragdo corrigida para EW-KCI (2) e CL-KCI (b).

5.2.9- Determinagdo dos Parimetros: Cs (Concentracdo de fons Cilcio
na Camada de Nerst adjacente a superficie dos fosfatos de cdlcio) e ns

(Numero de Sitios Disponiveis Para Adsor¢éo).

Conforme mostrado no item 5.2.6, 0 modelo da dissolugdo proposto por
Gramain trata da formacéo de uma camada de calcio adsorvida na superficie dos
fosfatos de célcio que impede a dissolugdo destes, evitando que jons H' ataquem a
superficie. Portanto, um dos principais pardmetros do modelo € a determinagdo da
quantidade de sitios disponiveis para a adsorgdo de ions calcio na superficie do
fosfato. Para a determinago da quantidade de sitios disponiveis para a adsorgio de
fons Ca®" na superficie dos fosfatos (ns) € necessaria a determinagdo de pardmetros
referentes ao sistema formado por solucdo/ fosfatos de calcio sélido como: a
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concentragdo de ions calcio na solugio (Cb) e na camada de Nerst (Cs), a espessura
da camada de Nerst (d), o coeficiente de difusdo de ions célcio (Dcy) e o fluxo de
fons célcio para a solugdo (Jc,), entre outros pardmetros apresentados ao longo da
discussdo do modelo.
A concentragdo de fons célcio adsorvidos na superficie do fosfato pode ser
determinada pela Equagdo 2.
Jeun. 10°.d + Chyy=Csg
Dc,

)

Onde Jc, € o fluxo de ions cilcio para a solugio obtido diretamente das
Figuras que representam dCr/dt (Figura 35), Dc, é o coeficiente de difusdo para os
ions Ca igual a aproximadamente 10” cm?/s 2>, e d nas condi¢des de temperatura
e agitagdo do experimento é igual a 107 cm > %,

Utilizando-se a Equagdo 2 foram determinados os valores de Cs em funcdo
do tempo para as vérias cinéticas de dissolugo dos fosfatos. As Figuras 36 a 39
mostram a variacio dos valores de Cs em fungio do tempo para as cinéticas de

dissolugdo dos varios fosfatos de calcio.
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Figura 36: As figuras mostram a varia¢io de Cs (concentragio de jons calcio na camada de
Nerst) em fungdo do tempo para CL-KCl (a) e EW-KCI (b).
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Figura 37: Variagio de Cs (concentragdo de {ons calcio na camada de Nernst) em fungdo do

tempo para a cinética dos fosfatos de calcio CL (a), EW (b), HA (c), ME (d), Fémur (e) e Cranio
(f) em pH 6,35 .
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Figura 38: Variagio de Cs (concentragio de ions cdlcio na camada de Nernst) em fungfio do

tempo para a cinética dos fosfatos de calcio CL (a), EW (b), HA (c), ME (d), Fémur (¢) ¢ Crinio

(f) em pH 7,00.
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Figura 39: Variagio de Cs (concentracio de ions cdlcio na camada de Nernst) em funcio do
tempo para a cin€tica dos fosfatos de cédlcio CL (a), EW (b), HA (c), ME (d), Fémur (¢) e Créinio

(f) em pH 7,40.
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Comparando os valores da variagéo da concentragdo de célcio na solugiio Cb
(Figuras 27 a 30) com os valores da variagdo de Cs ao longo do tempo (Figuras 36
a 39) ¢ possivel notar que os valores de Cs sdo semelhantes aos valores de Cb. Isso
ocorre porque a Equacdo 2 ¢ formada por dois pardmetros: um relativo a difusio de
ions calcio da superficie do material para a solugfo (Jea . 1000. d / D¢,) e outro
que representa a concentragdo de cdlcio na solugdo (Cb).

Nas condigBes experimentais utilizadas na cinética de dissolugdo, o primeiro
pardmetro (relativo a difusdo de ions) apresenta um valor da ordem de 107, Este
valor, somado ao valor de Cb da ordem de 10™, resulta em um valor de Cs muito
semelhante ao valor da concentragéo de célcio na soluggo.

A semelhanca entre os valores de Cb e Cs permite concluir que, sob as
condigdes experimentais utilizadas, a difusdo de ions cilcio da camada de Nernst
para a solugdo ocorre muito rapidamente, o que faz com que a concentragio da
solugo esteja praticamente em equilibrio com a concentracio da camada de Nernst
durante todo o processo de dissolucdo. Este fato mostra que o limitante da
dissolugdo ndo € a difusio dos ions pela camada de Nemst, e sim a difusdo dos ions
da superficie do s6lido para esta camada. Se esta difusfio de ions da superficie do
material para a camada de Nernst ndo é muito rapida ou € fortemente impedida ao
longo da dissolugdo, a velocidade de dissolucgo do sélido diminui lentamente. Esse
fato aparentemente ocorre com os fosfatos de cilcio que apés um determinado
tempo ndo mais se dissolvem, apesar do produto das atividades iénicas dos fons em
solugéio ser menor que o Kps para o equilibrio sélido/solugio %,

A determinagfio da concentragdo de Ca™ na camada de Nerst (Cs) e a
aproximagdo proposta por Gramain, considerando que durante a dissolugdo €
mantido o equilibrio de adsor¢do entre a superficie do s6lido e os ions na camada
de Nerst, permite o uso da equagfo da isoterma de Langmuir para a determina¢ﬁo

de K. No modelo de adsorsdo de Langmuir ** temos que K é a razio de K, por K,
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onde K, é a constante de velocidade da “reagido de adsorsdo (v = Ka[Ca2+])” eKsjéa
constante de velocidade da “reagdo de dessorsdo ( v = K4 [CaS])”, Ca™ é a
concentragio de ions na solugio e CaS ¢ a concentragdo de fons absorvidos na
superficie. Desta forma, a Equagdo para uma isoterma de Langmuir pode ser

reescrita como:

1/0 = {(1/K) x (1/Cs)} + 1 3)

A aproximagéo proposta no modelo de Gramain, considerando que a camada
de calcio adsorvida estd em equilibrio com a camada de Nerst durante toda a
dissolug@o, permite afirmar que todos os sitios de adsorg¢do ao final da dissolugéo
estdo ocupados, enquanto que no inicio da dissolugdo todos os sitios estdo
desocupados. A normalizagio dos valores de Cs pela razio Csy/Cs;, onde Css
representa o valor da concentragdo de ions cdlcio ao final do processo de
dissolucgéio, torna possivel determinar a variagdo de sitios ocupados ao longo da
dissolugéo (0).

A Equagdo 3 permite determinar o valor de K através de um grafico de 1/0
versus 1/Cs, como mostrado nas Figuras 40 a 43, a partir das quais os valores de K

foram obtidos.

79



1/0

5,0
30 Cl-KC 6.35 - Ew-KCI| pH 6,35
| pH©, ] |
2,84 - 4.5 - [
25 - ] 3 ‘
= 4.0+ _
' _ o 3,5
] K=3,4x10 : ,
] 3.0 L}ne-r Rogression for Datal_fnvtstaftt:
2,0+ 0770210103 10:32 . | T Y=A«BTK
18 _ u Linear Regrension for Oainl_invieiaft - 25 ’ Parameler  Valus Error
1 a - TRAnBTX - b . A 011798 DO073
1,6 = Parameter  Vaue Error 204 - 8 3IMIE4 15058458
T » " A 3.53828E-8  7.38311E-7 4 ™ -
1.4 " [ 290418E4  1.84993E-10 154 o R o N 3
] ' 0.99924 o093z s <0000t
1,24 R s N P 1
4 1.0+
104 1 12775E4 50 <0000 |
- 0,5 r T T T T T T
08 T ey T v T r T v T r T . y ! T T T T T T 1
3 4 : H 7 g s 10 2 4 8 8 10 12 14 16
v 4 3
cs'10° Cs .10

Figura 40: Gréficos de 1/0 em func¢fo de 1/Cs ao longo da dissolugfio para os fosfatos CL-KCl
(a) e EW-FCS (b).

80



1.7 4

CL pH 6,35

EW pH 6,35

| - 4,5 .
1.5 o 3 g 3 :
£ ol K=44x10
154 . K x 6,8 X 10 1 :
=1 I. 3.5+
1.4 LB 1dd 3.0-
Linear Regressiom for D jnvictalit ]
g 134 Y=A+A"X 2 o 2810110103 10:40
1 Paine . Mo e e Linear Regrassion for Dutal invistaft
1.2 A -.0217 (hpi23 Yah+B*X
| a 8 IATIE4 L7996 2,0 b ] P | Valow Siorwe
1.1 4 § e | A 414731 0.0085
| o . O 1,5 ] B 22501284  1.08306ES
0.5908 0,00233 it ~0.0001 p
1.0-j 104 /. R s nN P
3 0 98398 omes2 &0 <0.000
08 T T T - T T T T T | P
8 10' 4z 44 e 48T —oalEEios SEog 0.5 T T T LS ]
i e 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Cs .10 E
cs'.10°
; HA pH 6,35 i
30 : 1
2 i ME pH 6,35
K=8,3x10’ e
o] =0,0X 35 =
; 30+
14020103 1308 3
o 204 - Linaar Fisgraasmen tor Detal_jnvists: 1 K=3 9 X 1 0 " TRIIDS 1035
— C YekeBTR 2 25 ’ Lneer Regrassion for Daal_imvmtaiit
T Parammeter  Vaus  Emor 2 YaA«B*"X
] A A7HEES 1TEDED 2.0 e Eamw  |Velky: B
1.5 L] S R d J A -437142E7  4,8T4EBET
a " 8 258288E4  1,03018E-10
R 50 N P 1,5 1 e
/.. 1 2memES B0 <00 R M. ®
1,04 1 1L30188E8 60 <0.0001
1,04 :
T T T T T T T T ———————— . . ‘ — . . .
10 12 14 16 18 20 22 24 26 2 4 8 3 10 12 14 18
i Cranfd BH 6,35
35 = ran ;
] Fémur pH 6,35 . 25 ;
3 | *1  K=4,0x10
K=39x10 ,
) 22+
2,5+ e _ 2,0 - f
2573/0103 15:20 18 1 TII0D 15:18
Linear Regression for Dara1_invierant o i Linwar Regression for Datat_invistaflt
o 20 | Y=A+8°X = i Y=A+A"X
= ¥ - /
o Porameter  Value Emor Ao ] ] Paametec  Value Emor
o A 17443168 753503E-7 1.4 4 A 3.56288ET  G.4TIIIET
154 = B 2.38334E4 157972810 L » = 8 24B45E-4  2.10AOBE-10
. o -
| R so N P 1.2 R &5 W B
1 1.6146E-8 &0 «0.0001 1 1 1,38915E6 &0 <0.0001
1,0 4 104
i ” ] g L] M 1 * T L} 0'8 T T 1 T i T ¥ I . f X 1
4 6 8 10 12 14 4 8 8 £ 3 9 10 11
s | 3 -
Cs .10 cs'.10°
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Figura 42: Graficos de 1/60 em fun¢fio de 1/Cs para os fosfatos de célcio CL (a), EW (b), HA (¢),

ME (d), Fémur (e) e Cranio (f) em pH 7,00.
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Figura 43: Gréficos de 1/8 em fungdo de 1/Cs para os fosfatos de calcio CL (a), EW (b), HA (¢),

ME (d), Fémur (¢) e Cranio (f) em pH 7,40.



Os valores de K para os vérios fosfatos estudados nas diversas condi¢des de

pH sdo apresentados na Tabela 10 e 11.

Tabela 10: Valores de K para as cinéticas de dissolucdo dos diversos fosfatos de

calcio em FCS .

pH CL/10° Crinio/10° Fémur/10° EW/10° HA/10® ME/10°
635 6,8 4,0 3,9 4,4 8,4 3,9
K|7,00 1,4x10 58 4,2 63 2,8x10 78
740 32x10 12x10 6,2 9,5 39x10 1,7x10

Tabela 11: Valores de K para as cinéticas de dissolucdo em KCL.
I CL-KCl EW-KCI
K | 34x10° 3,2x10°

Considerando que K estd relacionado com a interagdo entre {ons Ca™ e os
sitios de adsorgdo, as Tabelas 10 ¢ 11 mostram que a interacdo entre os ions Ca™ ¢
a superficie dos fosfatos aumentam com o aumento do pH, o que pode ser
correlacionado com a diminui¢io da protonagfio dos grupos fosfatos presentes na
superficie (H,PO,4 e H PO,™).

Para uma avaliagio do modelo do Gramain usado para descrever a
dissolugdo dos fosfatos estudados, curvas de Langmuir foram ajustadas pelo
programa Origin diretamente nos graficos correspondentes & variagio de Cs em
funcdo do tempo, portanto sem a normalizagdo pelo valor de Cs;.

Os resultados dos ajustes sfo mostrados nas Figuras 44 e 45 e os valores de

K calculados pela fungdo de Langmuir, sdo tabelados na Tabela 13.
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Figura 44: Grificos de Cs em fun¢do do tempo ajustados utilizando a equagio de Langmuir

fornecida pelo programa Origin 5.0 para os fosfatos de calcio HA pH 6,35 (a), Crénio pH 6,35

(b), ME pH 6,35 (¢) e Cranio pH 7,00 (d).
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86



Tabela 12 Valores de K para os diversos fosfatos de calcio obtidos a partir do
ajuste efetuado pelo programa Origin 5.0.

pH Crinio/10° HA/10® ME/N10°

6,35 3,7 7,2 3,3

K| 7,00 5,8 1,7x10 7,8

740 1,1x10 39x10 1,6x10

Comparando os valores de K obtidos com o ajuste do programas (Tabela 11)
e os valores obtidos a partir dos graficos de 1/6 em fungdo de 1/Cs (Tabela 12),
pode-se notar que os valores concordam razoavelmente entre si. Esta concordancia
indica que o modelo de Gramain, que pressupde um equilibrio de adsorgdo entre os
ions calcio adsorvidos na superficie e os ions na camada de Nernst durante o

processo de dissolugéo, € uma aproximacio razoavel.

5.2.10- Determinag¢do de ns.

A estimativa do niimero de ions adsorvidos na superficie do fosfato (N) pode

ser determinada pela Equacéio 4. 2%

N(t) =NA .S. ca(t) (4)

Onde N, € o numero de Avogrado, S € a drea total da superficie da massa de
fosfato utilizada na cinética e C, € a concentragdo de ions calcio na superficie do
material.

A partir do modelo de Langmuir para a adsorgdo e da expressio que

representa a Isoterma, C, pode ser expresso em fungfo de Cs resultando na
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Equacdo 5:
N(t) = NA .S. [ns(t) . K. CS(t) / (I+K . CS(t))] (5)

Para determinar a area disponivel para a adsorgdo dos fons célcio, pode-se
utilizar 0 modelo das esferas rigidas ** %, que trata os ions calcio como esferas
rigidas que ao adsorverem na superficie do fosfato, impedem que os ions H' reajam
com a superficie do mesmo. A partir do modelo dos discos rigidos, pode-se obter a

seguinte relagio:

8/Soey = (1) - exp{- (3-2) Jo/(d ‘f(t))z} (6)

Onde:

ﬁt) =T. ]'_41)2 - N(t)/S (7)

Na Equagdo 7, f; representa a fragéio da superficie disponivel para a adsorcéio
e Lp € o raio dos discos que recobrem a superficie do material 2> %, A partir do
trabatho de Gramain, no qual os ions Ca*? sdo considerados como adsorbatos, Lp
pode ser considerado igual a 11 A.

Substituindo N (Equagio 5), na Equaggo 7:

f=m.L1p>.Ns.ns@.K.Csg (8)
1+K . CS(t)

Para determinar o niimero de sitios de adsorsdo por centimetro quadrado

(ns), substitui-se na Equagfo 6 a expressdo para f (Equagéo 8). Portanto:
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S/Soy=(1 —m.Lp". Na.nsgy.K . Cs/1+K . Cs ) . exp { - (3 =2 ) n. Lp®. N, . nsg,
. (K. Csq/1+K . Csyy) / (1-m . Lp’ . Na.nsyy . K . Csgy/ 14K . Csp)’) 9)

A razdo S/S, representa a razdo entre a érea superficial total e a superficie
diéponivel para a reagdo com H' (Sy).

Para a determinagdo da éarea disponivel para a adsorgdo de ions célcio, foi
determinado o fluxo de ions célcio que deixam a superficie por unidade de massa
do fosfato em fungio do tempo (mol.g's™), que foi denominado de jc,. O
parametro jc, relaciona-se com o fluxo de ions calcio (Jc,) que deixam a superficie
do fosfato por unidade de drea em fungdo do tempo (em unidades de mol.cm™.s")

segundo a expressdo:

Jcaw = Jcaw X So (10)

Substituindo a Equacdo 2 na Equagdo 10 e muitiplicando a equagio
resultante por S/S obtém-se:

Jcawy = (Sowy/S) - { Dea - [(Csg—Cbg)/d]} . S (11)

Para a determinag@o do valor de jc, podemos substituir o fator (S¢/S) pela

Equacio 9, obtendo assim:
jean=[(1 —m.Lp*.Ns.nsg . K . Csqy/1+K . Csgy) . exp { - 1 .7 . Lp> . N, . nsgy -

(K.Csq/14K . Csgy)/ (I-m . Lp* . Na . ngy . K . Csg/ 14K . Csp)*}] x
(Dcs. ((Csgy—Cbyy)/d))x S (12)
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Para simplificar, pode-se escrever a Equacdo 12 na forma da Equagéo 13:

jeay= [(1 - Zgnsy ) exp { - 1 Zgnsgy / (1- Z(t)ns(,))z}] X JeayS (13)

Onde :

Zy=n.Lp’ . Na. K. Csey1+K . Csg (14)

Rearranjando a Equagédo 13 obtém-se:

jcaw-[(1 —Zgy -nsqy) . exp { - 1. Z.nsq/ (1- Z . 050} x Jeary - S =0  (15)

Para a determinacdo de ns € necessario encontrar solugSes que tornem a
Equacdo 15 verdadeira. Para tanto, pode-se atribuir valores de ns para cada valor
correspondente de jc, até que ela seja satisfeita, obtendo-se desta forma o valor
aproximado de ns. As Figuras 46 e¢ 47 apresentam os valores de ns para os diversos
_fosfatos de calcio nos diferentes pH em func¢fo do tempo.

Comparando-se os valores de ns obtidos ao final da dissolucdo para todos os
fosfatos estudados e em todos os valores de pH nos quais a cinética de dissolugéo
foi realizada, € possivel notar uma profunda semelhanga nestes valores ao final da
cinética de dissolugdio. Considerando a hipétese da transformacgio das superficies
dos fosfatos em um fosfato semelhante para todos eles devido a agdo da solugio
durante a dissolucgéo, foi decidido obter uma média dos valores de ns dos graficos
apresentados nas Figuras 46 e 47 nos respectivos pH.

As medidas correspondentes aos valores de ns dos diferentes fosfatos nos

diversos pH estudados estdo representados na Figura 48.
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Figura 46: Graficos de ns (nimero de sitios disponiveis para a adsorgdo) determinados para os

fosfatos de célcio em fungdo do tempo para os pH 6,35 (a) e 7,00 (b) .
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Figura 47: Graficos de ns (nimero de sitios disponiveis para a adsor¢éo) determinados para os
fosfatos de célcio em fungdo do tempo para o pH 7.,40.

91



3,54
3.0+

25+

2.0+ B Védia dos valores de ns obtidos em pH 7,40

| RE B Média dos valores de ns obtidos em pH 7,00
4 454 B védia dos valores de ns obtidos em pH 6,35
1,0-
0,5—-
T TN T
g T T T
o 1 2 3 4
t(s.10%

Figura 48: Graficos da média dos valores de ns dos fosfatos de calcio, determinados nos pH
6,35, 7,00 e 7,40 em funcéo do tempo.

A Figura 48 mostra que o niimero de sitios de adsorcio para ions célcio na
superficie dos fosfatos de célcio apresenta uma grande dispersdo nos valores
apresentados para os varios pH no inicio da cinética de dissolugio. Ao longo da
cinética de dissolugdo a quantidade de sitios disponiveis € alterada, de modo que ao
final da dissolugdo os valores sdo muito semelhantes para todos os fosfatos de
calcio nos vérios pH onde sdo realizadas as cinéticas de dissolugdo.

Os resultados mostrados na Figura 48 para os valores de ns proximos do final
do processo de dissolugdo para os fosfatos de cilcio estudados s3o semelhantes,
nio importando a origem do fosfato ou o pH em que foi realizada a cinética de
dissolugdo. Este fato indica que, apesar da diferenca de solubilidade apresentada
pelos varios fosfatos de calcio e da diferenga de solubilidade apresentada nos vérios
pH (uma variagdo consideravel), as superficies dos fosfatos ao final da dissolucio
sdo muito semelhantes.

Comparando-se os valores de ns obtidos ao final do processo de dissolucdo

neste trabalho, por volta de 2,6 x 107" mol.cm™, com os valores obtidos por

92



Gramain para a cinética de dissolugdo de HA em pH 6,5 em solugdo salina de KCl

-2 25,26

0,08 mol.L."! (ns igual a 2,6 x 10" mol.cm ), 0s resultados mostram-se iguais.

5.2.11- Avaliagio da Area Superficial da Fase Ossea Inorganica

Relacionada com a Cinética de Dissolugdo

A partir da caracterizagdo das fases Osseas inorganicas, foi observado que
entre as amostras estudadas houve variagdo significativa na area superficial destes
materiais. Esta variacdo pode ser conseqiiéncia das diferencas existentes entre os
ratos constituintes dos grupos, que eram formados por 5 ratos, € a partir dos quais
cada tipo de fase Ossea inorginica foi obtida. Outra hipdtese que pode ser
considerada € que esta variagdo pode ser causada por diferencas na eficiéncia da
desproteinagdo dos fragmentos 6sseos que formaram cada amostra.

Com o objetivo de avaliar o efeito desta variagdo, foi realizada uma cinética
de dissolugdo utilizando uma fase Ossea inorgénica proveniente do fémur em que
foram realizadas duas desproteinagdes. A area deste material é de 97 m*/g, e a drea
do material originalmente utilizado (que passou por uma desproteinagdo) ¢ de 17
m*/g. O resultado desta cinética de dissolugio realizada em pH 6,35 é mostrado na

Figura 49.
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Figura 49: Cinética de dissolugdo (pH 6,35) com fase ¢ssea inorgénica proveniente do fémur

com 4rea superficial de (a) 17 m%g e de (b) 97 m’/g.

Comparando as duas cinéticas de dissolugfo, € possivel notar que o material
com maior area superficial apresenta também a maior solubilidade.

25, 26

No modelo proposto por Gramain a concentragdo de interesse € de

mol.cm™. A Figura 50 mostra o grafico da cinética de dissolugdo apresentada na

Figura 49b com a concentragdo corrigida.
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Figura 50: Cinética de dissolugdo com fase Ossea inorgdnica proveniente do fémur com area

superficial de 97 cmZ/g, com concentragdo mol/cm?.

Foram também determinados os valores de K e ns para a fase Ossea

inorgénica com area de 97 m*/g. Os valores sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Valores de ns e K para cinética de dissolugdo realizada em pH 6,353,

utilizando a fase 6ssea inorganica com drea superficial de 97 m%/g.

Fase 6ssea inorganica/ drea = 97 m%/g
K 1,2 x 10°

ns (mol.cm™) 3,1x 10"

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 49b e 50 é possivel notar
que a dissolugdo e a solubilidade dos fosfatos de calcio sdo alteradas com a area

superficial. Apesar da solubilidade dos fosfatos de -célcio ser alterada com a area
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superficial, os dados apresentados na Tabela 13 mostram que os valores de ns ao

final da dissolugdo praticamente nio se alteram.
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6- Avaliacdo do Modelo de Dissolugio de Fosfatos de Cilcio
Proposto por A. A. Baig *™"* g Partir do Modelo de
Equilibrio Meta Estdvel.

No Modelo de Equilibrio Meta Estivel (MES) proposto por Baig e
colaboradores, o fendmeno MES ocorre quando o valor do produto i6nico das
atividades dos fons presentes em uma solugdio, mantida por um longo periodo em
contato com wuma substincia soélida, difere do valor de Kps calculado
termodinamicamente para esta substancia.

A razdo da ocorréncia deste equilibrio meta estdvel ndo estd estabelecida,
podendo ser atribuida as diferengas nas velocidades de dissolugdo e precipitagdo do
fosfato de calcio, entre outras hipéteses. *

Os resultados apresentados por Baig mostram que ao se atingir o equilibrio
meta estavel no sistema fosfatos de cdlcio/solugdo, ocorre a formagiio de uma
superficie semelhante para todos os fosfatos (aparentemente hidroxiapatita). Esses
resultados vém ao encontro dos resultados apresentados neste trabalho que indicam
a formagdo de uma camada de cilcio, semelhante para todos os fosfatos, ao final da
cinética de dissolucdo. Os resultados apresentados mostram que todos os materiais
estudados, ao final da cinética de dissolugédo, apresentam o mesmo ntiimero de sitios
disponiveis para a adsor¢do na superficie. Esse fato € independente do pH
estudado, da composicdo e da cristalinidade do fosfato de calcio. Além disso, esse
resultado indica que a superficie dos fosfatos de célcio se altera & medida que estes
véo se dissolvendo, o que constitui uma explicagio plausivel para a semelhanca das
superficies ao final da dissolugdio como conseqiiéncia da existéncia de uma camada
de calcio na superficie destes materiais. Os trabalhos de Baig indicam que esta

superficie ¢ possivelmente formada por hidroxiapatita ou pelo mesmo material que
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se forma na superficie da hidroxiapatita, quando esta entra em equilibrio com uma
solucdo.

A aplicagdo do modelo proposto por Baig para descrever a cinética de
dissolugdo dos fosfatos de calcio apresenta resultados que também confirmam os
resultados apresentados neste trabalho. Baig utiliza o modelo do MES para
descrever o inicio da cinética de dissolugio para periodos da ordem de 60 minutos
e pH da ordem de 4,5. Neste intervalo de tempo e pH, a cinética de dissolugdo
possui um comportamento linear entre a variagdo da concentracio de Ca™ e o
tempo. A andlise dos resultados reportados nesta Dissertagio mostra que este
também € o comportamento da cinética de dissolugdo dos fosfatos estudados, no
periodo inicial da dissolugio.

E bem provavel que no inicio da dissolugdo dos fosfatos de calcio a
dissolucdo se ajuste de forma satisfatéria a um modelo que ndo considere a
formag:éd de uma camada de célcio na superficie do material. Isso porque no inicio
da dissolugdo dos fosfatos de calcio, é provavel que ainda nfio haja uma
concentragdo de calcio suficiente, presente na solugdo, para a formacio de uma
camada de célcio na superficie do fosfato que impega a dissolugéo deste.

Portanto, os resultados de Baig e Gramain se complementam e apontam em
uma mesma dire¢do que pode ser resumida da seguinte forma:

Os fosfatos de célcio apresentam o fenémeno conhecido como equilibrio
meta estavel. Ao final da cinética de dissolugdo, no importando a solugdo e a
origem do fosfato de célcio, uma superficie semelhante é formada para todos os

fosfatos de calcio.
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7- Comparacio e Correla¢do dos Resultados de Cinética de
Dissolugcao dos Fosfatos de Cadlcio com os Resultados de

Estudos in Vitros e in Vivo Reportados.

7.1- Estudos In Vitro dos Fosfatos de Calcio.

Os resultados dos estudos das cinéticas de dissolugdo dos fosfatos de célcio
realizados neste trabalho mostram que: fosfatos de calcio formados por cristais
menores {picos mais largos presentes nos difratogramas) apresentam uma
velocidade de dissolugdo maior; fosfatos de calcio com uma maior cristalinidade e
menor area superficial apresentam uma menor solubilidade. Por fim, os resultados
da cinética de dissolugdo, o tratamento dos dados a partir do modelo de Gramain ¢
o estudo do modelo de Baig mostram que ao final da dissolugéo dos fosfatos de
calcio temos a formagdo de uma superficie semelhante para todos os tipos de

fosfatos de calcio.
7.2- Area Superficial e Dissolug#o.

Os implantes realizados por Kawachi com hidroxiapatita densa e porosa vém
ao encontro de resultados apresentados por outros pesquisadores, mostrando que a
porosidade, tamanho de particulas ® e 4rea superficial dos materiais implantados
sao importantes para a dissolucdo, processo pelo qual esses materiais passam nos
organismos nos quais sio implantados. A partir dos estudos de cinética de
dissolucdo apresentados neste trabalho, € possivel dizer que o fator predominante

para a boa biodegradacio destes implantes € a area superficial.
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Materiais com maior 4rea superficial apresentam maior dissolu¢io e
solubilidade. E sabido que os organismos degradam os fosfatos de calcio
implantados através da absorgdo realizada pelos osteoblastos, que para essa
absorgdo (dissolugio) se utilizam de HCl ®. Assim quanto maior a drea superficial,
major sera a facilidade de dissolugéo dos fosfatos de célcio, o que representa uma
maior biodegradagdo. Portanto, fatores como porosidade, tamanho de particulas e
compactagdo, que muitas vezes séo referidos como sendo fatores importantes para
a determinagdo do sucesso de um implante 0sseo, nada mais sio que formas

indiretas de avaliar a area superficial do fosfato de célcio a ser implantado.
7.3 - Cristalinidade.

Como mostram os resultados da cinética de dissolugdo, o tamanho dos
cristais dos fosfatos de célcio ¢ de grande importincia para a dissolugio e
solubilidade dos mesmos. Assim, fosfatos de cdlcio formados por cristais menores
apresentam maior solubilidade. Estudos realizados in vivo mostram que fosfatos de
calcio formados por cristais menores sdo absorvidos e degradados de forma rapida
pelo organismo hospedeiro * %, Novamente aqui o fator de maior importincia € a
solubilidade do fosfato de célcio, que neste caso € relacionado com o tamanho dos

cristais do material.

100



7.4 - Formacgio da Camada de Cilcio na Superficie dos Fosfatos de

Calcio.

Estudos realizados in vivo com diferentes fosfatos de célcio ® mostram que ao
serem implantados, estes materiais passam por varias reagbes de dissolugdo,
reprecipitagdo e troca de ions, principalmente na sua interface com os fluidos
biologicos presentes no organismo. Ao final destes processos a superficie do
fosfato de calcio encontra-se alterada, sendo formada uma superficie conhecida

como “apatita biolégica” °

, que apresenta uma composicdo semelhante a da
hidroxiapatita. Este resultado vem ao encontro dos resultados de Baig, que sugerem
que a superficie formada ao final da dissolugio dos fosfatos de calcio é formada
por hidroxiapatita.

O resultado mais interessante destes estudos sobre a superficie formada nos
implantes € que as superficies sfo semelhantes para todos os tipos de implantes
6sseos, de biovidros a fosfatos de calcio °.

Os resultados das cinéticas de dissolugdo obtidos neste trabalho e os
resultados reportados pelos estudos realizados por Baig mostram que ao final da
dissolugdo dos fosfatos de cdlcio estes apresentam uma superficie semelhante, nfo
importando o tipo de fosfato nem o meio em que este material € dissolvido.

Outro resultado importante apresentado por estudos realizados com
implantes € a descoberta de que um dos fatores determinantes para a osteogénese
dos materiais implantados é a formagdo da camada de apatita biologica °. Assim,
materiais que apresentem dificuldade para a formagéo desta superficie de apatita
biologica podem apresentar dificuldades de integragdo ao organismo em que foram

implantados.
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7.5- Camada Positiva Adsorvida na Superficie dos Fosfatos de Calcio

¢ Atividade Celular na Superficie dos Materiais.

A Figura 51 %, mostra um esquema representando o ciclo de remodelagem
dos ossos. Pelo esquema € possivel observar que as células ésseas (osteoblastos e
osteoclastos), aderem a superficie mineral dos ossos através de proteinas (a ¢ b).

As cargas geradas na interface fase mineral/solugdo biolégica seriam
responsaveis pela adesdo destas proteinas e por suas vez, pela adesdo das células

Osseas como 0s osteoblastos e osteoclastos.
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Figuara 51: Esquema representando o ciclo de remodelagem dos ossos.

O modelo do Gramain para a cinética de dissolugdo, bem como resultados de

outros trabalhos sobre dissolugdo ** 77

, mostram que apos um pequeno periodo de
dissolugdo € possivel observar a formagio de cargas positivas na superficie dos

fosfatos de calcio.
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A formagdo destas cargas positivas provavelmente ocorre também na
superficie da fase Ossea inorgénica dos organismos vivos e dos implantes sintéticos
formados por fosfatos de célcio. Estas cargas positivas tém papel fundamental para
que um implante apresente propriedades biocompativeis, pois a partir da formagéo
destas cargas € que ocorre de fato a interagio entre a superficie dos fosfatos de

calcio e as células ésseas. ¢

7.6- Velocidade de Dissolucéo.

Como visto nos itens anteriores, a solubilidade dos fosfatos de célcio é de
grande importincia para o sucesso de implantes Osseos realizados com estes
materiais. Além da solubilidade, a velocidade de dissolugio parece ter grande
importéncia no sucesso dos implantes de fosfatos de célcio.

Alguns trabalhos ® mostram que implantes de fosfatos de calcio que
apresentam grande velocidade de dissolugdo entram em equilibrio com os fluidos
biolégicos de forma rapida, e assim a precipitacdo da “apatita bioldgica” na
superficie do implante ocorre de forma ripida, competindo cineticamente com
outros processos que interferem no processo de biointegragio. Fosfatos de calcio
com velocidade de dissolugdo baixa levam um longo tempo para entrar em
equilibrio com o fluido biolégico. Devido a esse tempo maior, processos paralelos
a2 reacdo de dissolugio e precipitagio da apatita biolégica podem se tomar
importantes.

Implantes formados por fosfatos cristalinos ou compactados nio apresentam
boa biocompatibilidade, pois possuem baixa solubilidade e velocidade de

dissolugdo reduzida ®,
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8 — Conclusdio

8.1 - Caracterizacio dos Fosfatos de Calcio.

Os fosfatos de calcio estudados (sintéticos e a fase Ossea inorgéinica)
mostram semelhangas na composi¢do e cristalinidade quando comparados entre si.

Os resultados da caracterizagdo das fases Osseas inorginicas mostram que
estas ndo apresentam diferencas significativas quanto ao tamanho de cristais,
morfologia e composi¢do, mesmo quando s3o obtidas de ossos diferentes de ratos
com diferentes idades. _

Os resultados da caracterizagdo por BET, difratometria de Raios-X e
microscopia eletrénica indicam que os ossos podem ser considerados como
nanocompositos, compostos por uma matriz inorganica conectada por uma matriz
orgdnica.

Os resultados de difratometria de Raios-X mostram que os 0ssos 530
formados por uma fase dssea inorganica que nio € formada por cristais grandes que
apresentam organizacdo a longas distincias, como € tipica de fosfatos de caicio
cristalinos.

Os testes para avaliagdo da desproteinacdo das fases Osseas com hidrazina
mostram que a metodologia proposta neste trabalho para a desproteinagéo
conseguiu realizar a eliminagdo dos compostos organicos da matriz ossea de forma

satisfatoria.
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8.2 - Cinética de Dissolucio.

O sistema construido para as medidas de cinética de dissolugio dos fosfatos
de cdlcio em solugdo de fluido corpéreo simulado, assim como a metodologia
desenvolvida, mostraram-se eficientes e reprodutiveis.

Os testes realizados para avaliar a qualidade das medidas mostram que,
apesar da determinagdo da concentragdo de calcio utilizando-se o eletrodo de ion
seletivo para célcio apresentar variagdes entre as medidas realizadas (primeira
medida e duplicata), estas variagbes nio comprometem a qualidade ¢ a
confiabilidade dos resultados.

Os resultados preliminares da caracterizagio da hidroxiapatita apos a cinética
de dissolugfio indicam que ocorrem algumas transformagdes nesse fosfato. Utna
maior caracterizagdo dos fosfatos de célcio apds a cinética de dissolugdo se faz
necessaria ¢ levara a um melhor entendimento deste processo.

Os testes realizados para avaliar o modelo empregado (modelo da camada de
célcio), mostram que ele descreve a cinética de dissolugdo dos fosfatos de célcio de
forma bem adequada.

A determinagdo dos valores de ns para os fosfatos estudados mostrou que,
apesar da diferenca de meio e da diferenca apresentada entre os fosfatos de céicio,
os valores de ns foram praticamente coincidentes ao final da cinética de dissolugdo,
indicando a formac¢fo de uma superficie semelhante para os varios fosfatos de

calcio.
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8.3 - Modelos Propostos para a Dissolucio dos Fosfatos de Calcio.

A analise do modelo proposto por Baig para o MES frente aos resultados
deste trabalho mostrou que ele descreve qualitativamente de forma satisfatoria a
solubilidade dos fosfatos de célcio, que resulta para todos eles na formagéo de uma
superficie semefhante ao final da dissolugdo, ndo importando a origem nem o meio
aquoso em que sdo dissolvidos.

Convém ressaltar que o tratamento de cinética de dissolugdo proposto por
Baig a partir do modelo de MES descreve apenas uma pequena parte da cinética de
dissolug@o, ndo podendo ser estendido para todo o processo de dissolugdo dos
fosfatos de calcio, até que seja atingido o equilibrio. Apesar desta restricdo, os
dados obtidos por este modelo para o inicio da dissolugdo concordam com os
resultados aqui apresentados para a cinética de dissolugdo dos fosfatos de calcio.

Por fim, os resultados apresentados nesta Dissertacdo de Mestrado tém o
meérito de contribuir para a generalizagdo do modelo da camada de calcio, que
descreve de forma satisfatoria a cinética e dissolugdo dos fosfatos de calcio. Além
de confirmar o modelo empregado, este trabalho expande e generaliza os resultados
apresentados por outros autores sobre a dissolugdo dos fosfatos de célcio.

O trabalho desenvolvido também determina valores numéricos para os
parametros K e ns sem a necessidade do conhecimento prévio da estequiometria do
fosfato de calcio, nem tdo pouco de informagdes sobre o pH da solugdo empregada
na dissolugdo destes materiais. Ao obter os valores de ns e K, este trabalho expande
e generaliza o modelo inicialmente proposto tornando-o quantitativo, o que
contribui de forma significativa a melhorar o entendimento sobre a dissolug@o dos

fosfatos de calcio.
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A conclusio apresentada no paragrafo anterior se destaca quando comparada
com os resultados publicados na literatura, que na sua grande maioria sdo apenas

qualitativos.
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