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Resumo

Os fosfatos de calcio possuem propriedades biocompativeis e apresentam
composi¢ao semelhante a da matriz dssea inorganica dos vertebrados. Devido a
estas propriedades, os fosfatos de célcio t€ém sido largamente estudados, mas ainda
hoje ndo hd um completo consenso sobre as caracteristicas destes materiais.

Neste trabalho procuramos estudar alguns dos fendOmenos que ocorrem na
superficie dos fosfatos de célcio quando imersos em solucdes aquosas, com pH
entre 6,0 e 7,4, e caracterizar de forma completa a matriz §ssea inorganica.

Os resultados mostraram que a matriz 0ssea inorganica modifica sua
composi¢do e cristalinidade apenas até o sexto més de vida dos animais estudados.
Quanto a nanoestrutura dos 0ssos, os resultados mostraram que estes sao formados
por fibras de colageno recobertas pela matriz dssea inorganica.

Os estudos das propriedades da superficie dos fosfatos de cdlcio
demonstraram que ao serem imersos em solu¢des aquosas, sua superficie €
transformada em CaHPO,. A modificacdo da superficie dos fosfatos de calcio e a
formacdo de um novo equilibrio entre esta nova superficie formada e as solugdes
aquosas, explicam a caracteristicas peculiares apresentadas pelos fosfatos de célcio
em solucdes aquosas.

O entendimento dos processos pelas quais a superficie dos fosfatos de calcio
passa ao serem imersos em solucdes aquosas € de suma importancia para o

entendimento dos processos biocompativeis caracteristicos destes materiais.
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Abstract

Bone Mineral And Properties of the Interface Calcium Phophates/Aqueous

Solutions.

Calcium phosphates have good biocompatible properties and are similar in
composition to the bone mineral of vertebrates. Owing to these properties, calcium
phosphates have been extensively studied, yet a complete consensus on the
characteristics of these materials 1s hitherto absent.

In this work we have studied some of the surface phenomena that take place
when calcium phosphates are immersed in aqueous solutions, and sought to offer a
comprehensive characterization of the bone mineral.

Results show that the bone mineral modifies its composition and crystallinity
only up to the sixth month of age for the animals studied. As for bone
nanostructure, results show that these are formed from collagen fibers coated with
bone mineral.

Our studies on the surface properties of calcium phosphates have
demonstrated that their surface transforms into CaHPO, when immersed in
aqueous solutions. Calcium phosphate surface modification and the formation of a
new equilibrium between this new surface and aqueous solutions account for the
distinctive characteristics presented by calcium phosphates in aqueous solutions
with pH between 6.0 and 7.4.

Knowledge of the processes that happen to calcium phosphates immersed in
aqueous solutions is of utmost importance for an complete understanding of

biocompatible processes characteristic of these materials.
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1 - Introducao

Fosfatos de cdlcio t€m sido estudados nos udltimos 50 anos de forma intensa
e abrangente. O grande interesse nestes materiais se justifica primeiramente pelo
fato de que a matéria inorganica dos ossos € formada por fosfatos de cédlcio. Assim
estes materiais apresentam propriedades biocompativeis surpreendentes.

Estas propriedades sdo demonstradas em estudos “in vivo™” onde proteses ou
corpos de prova formados por estes materiais, a0 serem implantados, apresentam
osteointegracdo e osteocondutividade.

Apesar da importancia e da grande quantidade de estudos sobre os fosfatos
de célcio, ainda hoje, ndo hd um completo consenso sobre as caracteristicas fisico-
quimicas, mecanicas e morfoldgicas destes materiais. As principais questdes ainda

insatisfatoriamente respondidas sobre os fosfatos de célcio sdo:

o Qual € a composi¢do, cristalinidade e morfologia da matriz dssea
inorganica?
o Como os parametros: composi¢ao, cristalinidade e morfologia da

matriz 0ssea inorganica, variam ao longo da vida dos animais?

o Quais as reacdes e fenOmenos que controlam a dissolu¢do e o
equilibrio de solubilidade dos fosfatos de cédlcio em solu¢des aquosas?

o Quais sdo as caracteristicas dos fosfatos de calcio que determinam as
suas propriedades biocompativeis?

Este trabalho foi concebido com o objetivo de avangar no conhecimento
sobre os fosfatos de cdlcio procurando contribuir para o esclarecimento de algumas
das questdes apresentadas acima.

Foi dada especial aten¢do a caracterizagdo da matriz dssea inorganica, sendo

caracterizadas matrizes Osseas inorganicas provenientes de ratos Wistar com



diferentes idades compreendendo todo o periodo de vida dos mesmos.

Neste trabalho também foram estudados os fendOmenos e caracteristicas
fisico-quimicas dos fosfatos de cédlcio quando imersos em solu¢des aquosas com
forca i0nica controlada ou em Fluido Corpdreo Simulado (SBF). A partir do estudo
do equilibrio nestes sistemas foram avaliados modelos existentes que procuram
explicar a dissoluc¢do e a solubilidade dos fosfatos de célcio. A partir destes estudos
fo1 possivel formular uma nova hipétese para explicar os fendOmenos que ocorrem
com os fosfatos de cdlcio em solucdo. Esta hipétese, coerente com os dados
experimentais obtidos neste trabalho e com os trabalhos publicados na literatura,
sugere que a superficie dos fosfatos de célcio € modificada quanto eles sao imersos

em solucdes aquosas.

1.1 —Ossos

1.1.1- Matriz Ossea Inorgénica.

A matriz 6ssea inorganica é formada por fosfatos de cédlcio com reduzida
. .. 1- - . 2- - .
cristalinidade,'” concentracio variada de CO5> e uma razdo molar Ca/P que varia

6, 7 :
a medida que os

com a idade dos animais (se aproximando do valor 1,67
animais envelhecem). Além dos ions Ca**, fosfatos e carbonatos a matriz éssea
inorganica apresenta em sua composi¢io,outros fons como Mg>*, Na*, K*, Cl e F.
Apesar da cristalinidade e composi¢ao da matriz dssea inorganica terem sido
largamente estudadas, at€é o momento ndo foi possivel estabelecer claramente a

relacdo entre estas duas propriedades. Outro fato ainda sem consenso diz respeito a



composicdo da matriz dssea inorganica, principalmente quanto a presenga ou nao,
de hidroxilas em sua composicio® °.

Quanto a morfologia da matriz dssea inorganica, € aceito que 0s 0ss0S Sao
formados por particulas nanométricas de fosfatos de célcio dispersos em uma
matriz amorfa de coldgeno. Apesar de existir um grande nimero de estudos sobre a
matriz 0ssea inorgdnica a nanoarquitetura dos ossos ¢ freqiientemente

: : . 10-12
negligenciada nos trabalhos e modelos dsseos

. Dessa forma, ainda hoje, apesar
dos estudos, um modelo definitivo da organizacdo e nanoestrutura dos 0ssos nao

existe.

1.1.1.1 — Composicdo da Matriz Ossea Inorganica.

A da composi¢do da matriz Ossea inorganica tem sido relatada em vérios
trabalhos na literatura. De forma geral, a composicdo da matriz dssea inorganica €
determinada por métodos indiretos de andlise (através de consideragdes
estequiométricas) ou diretamente, pela determinacdo dos elementos nas cinzas de

. 13-16
0ssos calcinados

. Entretanto, as determinacdes diretas apresentam o
inconveniente de que os fons CO5> e HPO,” sio decompostos na calcinagio.

Neste trabalho, a concentragdo de Ca, Py, Na, Mg fo1 determinada por
ICP-OES diretamente da matriz 6ssea inorganica obtidas por desproteinacdo com
hidrazina. As concentragdes de CO;* e HPO,” foram determinadas diretamente na
matriz 6ssea inorganica por Analise Termogravimétrica (TGA). Ja a concentracdo

de OH foi obtida a partir do balanco de cargas realizada a partir dos resultados da

andlise dos outros fons presentes na matriz 6ssea inorganica.



1.1.1.2 — Composicdo e Cristalinidade da Matriz Ossea Inorgdnica.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que mostram que a cristalinidade da
hidroxiapatita (modelo da matriz dssea inorganica) decresce a medida que aumenta
a concentracio de fons carbonato em seu reticulo cristalino aumenta.'” Por outro
lado, estudos sobre a matriz dssea inorganica mostraram que a medida que os

. - . 6 18
animais envelhecem, a concentracio de i{ons carbonato aumenta”

simultaneamente com a cristalinidade. ™

Essa diferenca de comportamento entre
a matriz 6ssea inorgénica e a hidroxiapatita ndo foi esclarecida até o momento.'®

Estudos espectroscpicos” sobre o aumento da concentracio de fons
carbonato demonstraram que a incorporacdo destes fons ocorre preferencialmente
pela substituicio dos fons PO, no reticulo cristalino da matriz éssea inorganica.*”
23

Nos trabalhos realizados por Burnell'®, foi demonstrado que existe de fato
uma correlacdo entre o tamanho dos cristais perpendicular ao eixo cristalografico
ab e a razdo molar CO;*/PO,” da matriz Gssea inorganica. Apesar de ter
demonstrado essa correlacdo, Burnell ndo demonstrou completamente quais

parametros cristalograficos da matriz Ossea inorganica sdo alterados pela

incorporag¢do dos ions carbonatos ao longo da vida dos animais.

1.1.2- Nanoestrutura dos Ossos

Os modelos mais aceitos que descrevem a nanoestrutura dos 0ssos assumem

que a formacdo da matriz dssea inorganica ocorre preferencialmente dentro das

.y . 2 2 24-31
fibrilas de coldgeno, entre as moléculas de tropocoldgeno®*>".



Estes modelos sdo baseados principalmente em micrografias de transmissao

A 26,27, 30, 32-34 : : , A
eletronica (TEM) ’ e mais recentemente em micrografias de for¢a atdmica
O diagrama apresentado na Figura 1 representa o modelo da nanoestrutura

dos 0ssos mais aceito até o momento.

Fibras de Colégno

Matriz Ossea Inorganica

1.23 nm \
CFvvee

—a= T — - —_—
e /‘":‘T"—‘“‘-ww-:

27nfn 40nm 300 nm Moleculas de tropocolageno

Figura 1: Diagrama representativo do modelo de nanoestrutura¢do dos 0ssos mais aceito até o

momento.

De acordo com o modelo apresentado na Figura 1, é esperado que
micrografias de transmissdo eletronica de cortes longitudinais dos 0ssos mostrem
filas de cristais de fosfatos de cdlcio, com dimensdes de 40 nm de largura, 1,71 nm
de espessura e comprimentos varidveis. As fileiras de cristais devem apresentar
(segundo o modelo) um espacamento de aproximadamente 5 nm entre os cristais o
que corresponde a espessura de 4 moléculas de tropocoldgeno.

Apesar destes modelo ser o mais aceito para a nanoarquitetura dos 0ssos as
estruturas preditas pelos modelos, até o momento ndo foram observadas de forma
incontestdvel nas diversas micrografias obtidas por diferentes técnicas de diversos

ossos provenientes de diferentes animais.



Uma vez que o modelo existente ndo é capaz de descrever as micrografias
observadas dos ossos, neste trabalho apresentamos um novo modelo de
nanoestruturacdo dos 0ssos, consistente com todos os fatos experimentais de
caracterizacdo da matriz O0ssea. Esse modelo é baseado e confirmado pela
dimensao das fibrilas de coldgeno e pelas dimensdes dos cristais observados em

diferentes micrografias.

1.1.3- Dificuldades na Caracterizacio da Matriz Ossea Inorgédnica.

Como afirmado anteriormente, apesar da grande quantidade de trabalhos
existentes na literatura sobre a caracterizacdo da matriz 6ssea inorganica ndo existe
consenso total sobre a composicao, cristalinidade e morfologia destes materiais.

Uma das razdes pela qual ndo ha consenso sobre as caracteristicas da matriz
Ossea inorganica é o fato de que os trabalhos existentes na literatura utilizam
diferentes animais (desde peixes até mamiferos passando por todo o reino animal),
o que dificulta uma compara¢do mais refinada dos resultados experimentais.

Contudo a principal dificuldade na caracterizagdo da matriz dssea inorganica
€ a obtencdo da matriz dssea inorganica livre dos interferentes organicos presentes

L, L . L, . . .o 21,
nos 0ssos. Até o momento varias técnicas foram desenvolvidas com esse objetivo
13, 39-46

1.1.4- Desproteinacao dos Ossos.



O grande desafio para os procedimentos de desproteinacdo sempre foi a
eficiéncia na desproteinacdo associada a manutenc¢ao das caracteristica da matriz
Ossea inorganica. A maioria dos procedimentos existentes de desproteinagdo altera
a matriz 6ssea inorganica devido ou a reagdes quimicas entre os reagentes € a
matriz Ossea inorgianica ou a transformacOes neste material, causadas pela
utilizagdo de temperaturas elevadas.

A eliminagdo da matriz organica é um fator crucial para um estudo seguro da
matriz 6ssea inorganica devido ao fato de que a matriz orginica interfere
principalmente em medidas onde se utilizam técnicas como difratometria de raios
X, espectroscopia de infravermelho e outras técnicas que utilizam da radiacdo para
a andlise das amostras. Essa interferéncia ocorre principalmente devido a absorcao
e ao espalhamento da radiacio pela matriz Gssea organica’’*®. Além da
interferéncia nos estudos que utilizam de radiacdo, a matriz organica pode,
também, interferir significativamente no estudo da morfologia da matriz Gssea
inorganica, uma vez que a presenca desta matriz pode alterar as dimensoes
observadas pelas técnicas de microscopia.

Em 1973 Termine propds um método de desproteinacao dos ossos utilizando
hidrazina®™. Este processo se tornou um dos processos de desproteinacdo mais
utilizados para o estudo da matriz dssea inorganica.

Desde a criagdo do processo de desproteinagdao com hidrazina este tem sido

49'53) principalmente devido

largamente discutido na literatura (nos ultimos 30 anos
a possiveis alteracdes que o processo possa causar na matriz dssea inorganica.
Apesar da existéncia das criticas ao procedimento de deproteinacdo existe
um numero significativo de pesquisadores que, ao utilizar o procedimento,
concluiram que ele ndo causa alteracio na matriz 6ssea inorganica™ '*>*>> ou na
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pior das hipdteses, causa apenas alteragdes insignificantes.



Como afirmado anteriormente, apesar da falta de consenso, acerca do
processo proposto por Termine, este continua sendo largamente utilizado por
vérios pesquisadores que estudam a matriz Gssea inorgdnica® ' e a questdo: “A
desproteinacdo com hidrazina pelo método de Termine altera de fato, a fase dssea
mineral?” permanece sem resposta.

Como a resposta a esta questdo € fundamental para a validade dos resultados
e conclusoes deste trabalho, os efeitos do processo de desproteina¢ao por hidrazina
foram avaliados de forma ampla tanto na matriz 6ssea inorginica quanto em
materiais que tém importincia biolégica como hidroxiapatita, CaHPO,” e

CaCO;%.

1.2 — Fosfatos de Cdlcio

1.2.1 — Estudo de Propriedades de Superficie dos Fosfatos de Calcio

Embora os estudos realizados sobre os fosfatos de célcio, até o momento,
tenham resultado em um grande volume de informagdes sobre biocerdmicas por
eles constituidas, ainda ndo foi possivel explicar quais sdo os fendmenos e
caracteristicas que determinam a biocompatibilidade destes materiais. Tem sido
reportado com freqii€ncia que as propriedades ligadas a biocompatibilidade destas
bioceramicas, devem-se mais a propriedades de sua superficie e de como ela se

modifica ao longo do tempo apds ser implantada, do que as caracteristicas do

67
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A interacdo dos fosfatos de célcio com os fluidos bioldgicos, nos organismos
vivos, ocorre de forma particular na superficie destes materiais, em processos que
resultam na sua degradacdo ou na sua formacdo. A degradacdo da matriz Gssea
inorganica contida nos ossos ocorre através dos osteoclatos que liberam 4cido de
forma localizada em um determinado ponto do osso causando a sua dissolugdo. A
formacdo dos fosfatos de cdlcio, nos organismos vivos, ocorre pela acdo das
células conhecidas como osteoblastos®®®7°,

A acdo conjunta destes mecanismos (dissolu¢cdo e cristalizagao) dentro €
responsdvel pelo “turnover” de célcio no organismo, ligado a todo processo de
modelagem Ossea, assim como ocorréncia de diversas enfermidades, dentre estas a
osteoporose.

Os processos de dissolu¢do e formagdo de diversos fosfatos de calcio tdo
importantes para as propriedades biocompativeis destes materiais tém sido

estudados através de medidas de cinética de dissolu¢do e também através de
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estudos que envolvem o equilibrio entre o fosfato s6lido e uma solucdo aquosa.
78

1.2.2 — Modelos de Dissolucdo e Solubilidade dos Fosfatos de Calcio.

Hidroxiapatita (Cas(PO4);0OH) e apatitas (Ca;o(PO4)¢CO;, Cas(POy)sF,...)
ndo apresentam uma constante de solubilidade (K,) definida. A literatura tem
reportado que o valor da constante de solubilidade para a hidroxiapatita, calculada

a partir da Equacio 1, apresenta valores entre 10" a 10,7

K, =(ca” ) (PO4'3 )3 (omr) Equacio 1



Além da variacdo da constante de solubilidade, a cinética de dissolu¢cdo da
hidroxiapatita ndo ocorre de forma usual. Ao se acompanhar a concentracdo de
fons Ca®* e fosfatos em uma solucio onde esteja ocorrendo a dissolucdo de
hidroxiapatita € observado que esta ndo se dissolve seguindo a estequiometria do
composto.

Para se tentar explicar estes fendmenos de solubilidade e dissolugdo atipicos
tem-se criado varios modelos que tentam descrever os fendmenos que ocorrem
com as apatitas quando elas sdo imersos em solucdes. Alguns destes modelos t€ém
atribuido a solubilidade atipica a adsorcdo de ions na superficie destes materiais
quando imersos em solucdes aquosas. ' 11

Os modelos existentes podem ser divididos em modelos que tratam do
equilibrio de solubilidade dos fosfatos de calcio e em modelos que tratam da
dissolucdo ndo estequiométrica dos mesmos. Dentre os modelos que tratam do
equilibrio de solubilidade dos fosfatos de cdlcio podemos citar os modelos de
Equilibrio Meta Estavel (MES)79’ %0 ¢ 0 modelo Polinuclear ®'. Dentre os modelos
que tratam da dissolu¢do ndo estequiométrica dos fosfatos de célcio podemos citar
o modelo da camada de adsor¢io de fons célcio proposto por Gramain.”* "

O modelo do equilibrio meta-estdvel considera que a solubilidade das
apatitas € controlada pela competicdo entre a velocidade de dissolu¢do e a
velocidade de cristalizagdo do material na superficie, at€é que esses dois fendmenos
ocorram com velocidades iguais. No caso das apatitas, essa igualdade ocorre antes
que seja atingido o Kp, teérico. "> '***

No modelo polinuclear assume-se que a superficie das apatitas € composta
por varios sitios onde ocorre a dissolugdo. Neste modelo a dissolu¢do se encerra a

medida que os sitios de dissolu¢do sdo consumidos ao longo do processo de

solubilizacdo.

10



O modelo da camada de adsorcdo afirma que a medida que o fosfato de
cdlcio se dissolve hd um aumento da concentracio de Ca' na solugio e na
vizinhanga do s6lido e simultaneamente ocorre a adsor¢do destes fons na superficie
formando uma camada de Ca** adsorvida no material.

O estudo do modelo de adsor¢do de ions calcio na superficie dos fosfatos de
célcio proposto por Gramain foi tema de dissertacdo de mestrado realizado
recentemente neste grupo de pesquisa®’. Os resultados dessa dissertacdo
levantaram novas questdes sobre a adsorcdo de fons Ca®*, portanto um dos
objetivos deste trabalho foi avaliar se existe de fato a adsor¢do de ions cdlcio na

superficie dos fosfatos de calcio quando estes sao imersos em solugdes aquosas.

1.2.2.1 - Adsor¢do de Ions Cdlcio na Superficie dos Fosfatos de Cdlcio.

Durante vdarios anos foi sugerido na literatura que a explicacdo para o
comportamento observado na dissolucdo de hidroxiapatita, matriz dssea inorganica
e esmalte dentdrio passaria pela determinacdo da adsorcdo de ions cdlcio na
superficie destes materiais®™ ** ®. Apesar das varias indicacdes na literatura da
ocorréncia da adsorcdo dos ions cdlcio € interessante notar que estes trabalhos
sempre indicaram a necessidade da realizacdo de um estudo completo do processo
de adsorcao.

Gramain utilizou em seu modelo de dissolu¢cdo a hipdtese de adsor¢cdao de
fons calcio na superficie dos fosfatos de célcio para explicar a dissolu¢do dos
fosfatos de célcio. O modelo é representado de forma sucinta na Figura 2 onde €
demonstrado que a medida que a apatita se dissolve hd um aumento da

~ 2 ~ . . P .
concentra¢io de Ca™ na solu¢do e na vizinhanga do sélido e simultaneamente

11
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ocorre a adsorcdo destes fons na superficie formando uma camada de Ca*

adsorvida no material.

Carmada de
adsorc:So

Carmada de
Hermnst Soluciao
Fo=Tasta e
e CEALsIho
T | —
Ca+2 - T
=
[}
o S o ::-

Figura 2: Modelo proposto por Gramain para a dissolucao de hidroxiapatita, onde temos uma
camada de adsor¢do, seguida de uma camada de troca idnica. A linha inclinada representa a

varia¢do da concentracio de ions cdlcio ao longo da camada de Nernst.

Neste trabalho com o objetivo de confirmar se de fato ocorre a adsorcdo de
ions cdlcio na superficie dos fosfatos de célcio, o que por conseqiiéncia validaria
em parte o modelo de Gramain, foram feitas isotermas para a adsor¢do de ions
célcio na superficie de diferentes fosfatos de célcio.

A avaliacido do modelo de Gramain consistiu em a partir dos dados
fornecidos pelas isotermas de adsorcdo avaliar se de fato ocorre uma adsor¢do de
ions célcio na superficie dos fosfatos de cdlcio e se essa adsor¢dao pode ser tratada
de acordo com o modelo de adsor¢io proposto por Langmuir ou Freundlich. *°

O modelo de isoterma de adsorcdo de Langmuir, inicialmente incorporado
ao modelo de dissolucdo dos fosfatos de calcio por Gramain, assume que a
adsorcao ocorre na forma de uma monocamada de fons adsorvidos na superficie.
Assume também que todos os sitios de adsor¢ao na superficie sdo equivalentes e
que a adsorcdo de uma espécie em um sitio de adsorcdo € independente da

ocupacdo dos sitios vizinhos.
12



A 1soterma de Langmuir pode ser representada pela equagao seguinte:

S
_Nyq

N
N, a,

k Equacio 2

Onde k € a constante de equilibrio para o equilibrio de adsor¢do, a, e a; s@o
os coeficientes de atividade do solvente e do soluto, respectivamente, e N e N°,
sdo as fracoes molares do solvente e do soluto. Para solucdes onde a forca iOnica
ndo varia, podemos escrever b = k/a; (a; = atividade do soluto) e st + NSI = 1.

Assim, a Equacdo 2 torna-se:

S
n ba
N} =—2=0=—2 Equacio 3
n 1+ba,

z ~ "/ . S z e Z4°
Onde 9 € a fragdo da superficie ocupada pelo soluto e n” é o nlimero de sitios
~ S 7 pa pR
de adsor¢do por grama e n,” € o numero de sitios ocupados . A constante b pode ser

relacionada com o calor de adsorcao (Q) através da Equacdo 4.

b=ber" Equacio 4

Onde b’ é uma constante.
Utilizando o modelo de Langmuir, podemos relacionar as varidveis

anteriores através da Equacao 5.

13



G

N
2

G
s

na
n’b n

Equacao 5
n

Dessa forma, se uma isoterma de adsor¢do segue o modelo de Langmuir o
grifico de C»/n*, em fungio de C, é uma reta com coeficiente angular igual a 1/n° e
coeficiente linear igual a 1/n°b.

Ja a adsorc@o descrita pelo modelo de Freundlich ndo ocorre como uma
monocamada de espécies adsorvidas € ndo impdoem um limite de saturacdo da
superficie.

O tratamento matemdtico de uma isoterma de Freundlich inicia-se com a

Equacgdo 6, que representa uma isoterma de adsor¢do experimental. Erro! Indicador

nao definido.

O(C,.T)= [ f(b)AC,.b,T)db Equagio 6

Onde f(b) é a funcdo de distribuicdo para b, e 8 (C,, b, T) é a funcdo da
1soterma de adsor¢do. Essa abordagem é um método alternativo onde nao €
necessario obter os coeficientes de atividade das espécies na superficie.

Assumindo-se que as variacdes de b e € sdo atribuidas apenas a variagdo do
calor de adsor¢do Q, temos:

0
f(0)=ae Equacio 7

Utilizando a Equacgao 7 e resolvendo a Equacao 6 temos:
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O = Z—S = aRTnb'Cy = aC} Equaciio 8

Onde a e n sdo constantes para uma determinada solucao.

As constantes a, n° e n podem ser obtidas a partir dos graficos de logn®, em
func¢do de logC,, determinando assim a adsor¢ao das espécies.

Além de avaliar o modelo de Gramain procuramos também relacionar os
estudos de adsorcdo com as condi¢Oes fisioldgicas pelas quais os implantes de
fosfatos de cdlcio passam ao serem implantados, os estudos foram realizados em
sistemas que simulam algumas caracteristicas encontradas nos organismos Vivos.
Para simular as condi¢des dos organismos vivos os estudos foram realizados em

sistemas compostos por fluido corpéreo simulado (SBF), com pH controlado pelo

tampdo HCO;/CO;” a 37° C.

1.3 — Propriedade de Superficie e Biocompatibilidade.

As modificagdes que ocorrem na superficie dos fosfatos de calcio quando
estes sdo 1mersos em solucdes aquosas, ou mesmo implantado, tém sido
consideradas como um dos fatores determinantes na interacdo dos sistemas vivos
com estes materiais. ***!>

Estas modificagcdes sao decorrentes das reagdes de dissolucdo, reprecipitacdo
e troca de ions, principalmente na superficie dos fosfatos de cdlcio que se
encontram em contato com as solugdes ou fluidos bioldgicos presentes no
organismo. Ao final destes processos a superficie do fosfato de calcio encontra-se

, e . . . s . 7
alterada, sendo formada uma superficie conhecida como “apatita biolégica”.®
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O resultado mais interessante destes estudos sobre a modificacdo de
superficie € que as superficies formadas sdo semelhantes para os diversos tipos de
implantes 6sseos, desde biovidros a todos os tipos de fosfatos de calcio. ¥’

O fato de que todas as superficies serem modificadas para uma apatita
bioldgica comum indica que o estudo das modificacdes na superficie dos fosfatos
de célcio, e principalmente a descoberta de como essa superficie € formada e a sua
composi¢ao, pode permitir avangar consideravelmente no entendimento dos fatores

que determinam o sucesso ou ndo de implantes 4sseos.
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2 — Objetivos.

I-  Caracterizar a matriz dssea inorganica quanto a composi¢ao,
cristalinidade e morfologia

2-  Caracterizar as modificacdes que ocorrem na matriz §ssea inorgaica
ao longo da vida dos animais estudados.

3- Estudar modificacdes que ocorrem com a matriz dssea inorganica,
hidroxiapatita, monetita (CaHPQO,) e fosfatos de célcio sintéticos quando imersos
em solucdes aquosas tais como fluido bioldgico simulado.

4-  Avaliar a validade do modelo de adsorcao de ions célcio na superficie
de fosfatos de calcio quando imersos em solu¢des aquosas de acordo com o
modelo proposto por Gramain.

5-  Propor novos modelos para os fendmenos que ocorrem com o0s

fosfatos de célcio em equilibrio com solu¢des aquosas.
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3 — Materiais

3.1 — Materiais e Equipamentos Utilizados.

pHmetro Digital PG2000 — Gehaka

Eletrodo de Vidro Digimed

Microeletrodo de Vidro Digimed
Termo-compensador

Banho Dubnoff - Quimis

Banho Ultratermostatico — Cientec

Difratdmetro Shimadzu XDR- 7000
Espectrofotometro FT-IR Bomen da série MB-100
EDS - JSM6360 — LV — Noran Systen Six.
Microscopio Eletronico de Varredura — Jeol/EO - JSM-6360
Metalizador Bal-Tec Med 020

TGA - Universal V2.3C TA instruments

Espectrometro de Emissdo Otica por Plasma com Acoplamento

Induzido Optima 3000 DV

Microfiltro de 0,2 pum Milipore
Microfiltro de 3 um Milipore
18



- Almofariz e pistilo
- Agitador magnético

- Vidraria

Reagentes

- Matriz dssea inorganica proveniente de fémur e cranio de ratos Wistar

- Fosfato de célcio (Hidroxiapatita) — Sintetizada em nosso grupo de
pesquisa

- KH,PO, — Synth

- HCI — Nuclear

- Hidrazina — 90%

- Hidrazina — Aldrich 64%

- Hidrazina — Aldrich 25%

- Etanol — Synth

- NaHCO; — Nuclear

- KCl - Carlo Erba

- CO, — White Martins

- N, — White Martins

- NaOH - Merck

- Na,HPO,.2H,0 — Synth

- CaCl,.2H,0O — Mallinckrodt

- CaHPOj, - Synth

- CaHPO,.H,O - ECIBRA

- NH,OH — Merck
19



- K>H,PO, — Cinética Quimica
- NaCl — Mallinckrodt
- H3PO4 - Synth

3.2 - Materiais Estudados.

3.2.1 - Fosfatos de cdlcio.

3.2.1.1 - Fosfato Sintetizado por Precipitacao.

Hidroxiapatita (HA) foi sintetizada por precipitagdo direta de acordo com o
procedimento desenvolvido por Macipe et al.*, partindo das solucdes aquosas de
Ca’** e PO,

Resumidamente o procedimento consiste: em um baldo de fundo redondo
foram adicionados 250 mL da solu¢ao de K,;HPO, (2,295 mol/L) a velocidade de
0,1 mL/min em 1500 mL de solu¢dao de CaCl, (0,510 mol/L). O sistema foi
mantido a temperatura de 85° C, sob atmosfera de nitrogénio, agitacdo de 1960
RPM e o pH da soluc¢do foi controlado adicionando-se quando necessario solugoes
de KOH (3 mol/L) e HCI (1 mol/L).

Ao final da adi¢ao de 250 mL da solu¢do de K,HPO, o sistema foi deixado
em agitacdo sob atmosfera de nitrogénio por cinco dias. Apds este periodo o
material resultante foi filtrado.

Ap0s seco, o material foi tratado a 300°C por 2 horas.
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3.2.1.2 - Fosfatos Sintetizados em Sistemas Organizados.

A metodologia para a sintese dos fosfatos de cdalcio nanoparticulados foi
desenvolvida como parte de projeto de Doutorado conduzido em nosso
laboratério.*

Estes fosfatos de calcio foram sintetizados em sistemas formados por
microemulsdes reversas, cristal liquido e emulsdao de dgua em 6leo. Os sistemas
eram compostos por um sistema trifisico: Renex 100°, ciclohexano e solucdo
aquosa contendo fons Ca** e HPO,” ou solugio de aménia.

Para a sintese dos fosfatos de célcio as misturas dos sistemas trifasicos
foram estocadas por 10 dias em geladeira a temperatura de 2°C. Apés este periodo,
a mistura foi retirada da geladeira, e centrifugada a 2500 rpm. O material foi entao
lavado com etanol, seco ao ar e triturado. Por fim o material foi lavado em acetona
quente em extrator sohxlet.

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

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

utilizado para as sinteses sdo indicadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Siglas que representam os fosfatos de cdlcio sintetizados em sistemas organizados e

seu respectivo significado.

Siglas utilizadas Significado das Siglas.
ME Fosfato de célcio sintetizado em microemulsdo de 4gua em 6leo.
CL Fosfato de célcio sintetizado em cristal liquido.
EW Fosfato de célcio sintetizado em emulsdo de 4gua em 6leo.

3.2.2 - Matriz Ossea Inorgénica.

A matriz dssea inorganica foi obtida de 30 ratos Wistar provenientes do
Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas. Os animais foram divididos em grupos (formados por 5
individuos) de 15 dias, um més, seis meses, um ano, um ano e meio e dois anos. A
dieta e os estimulos fisicos ao longo da vida de todos os animais foram

rigorosamente iguais.

3.2.3 - Fluido Corporeo Simulado Modificado (SBF) e Solucoes de NaCl.

A solu¢do denominada de fluido corpéreo simulado (SBF), com composi¢ao
10nica semelhante ao do plasma sanguineo, € utilizada para simular as condi¢Oes
existentes nos organismos vivos. A utilizacdo do SBF in vitro possibilita o estudo
das modificacdes e fendmenos que ocorrem na interface fosfato de célcio/fluido
bioldgico quando este material € implantado, e também dos fendmenos que

ocorrem na superficie da matriz 6ssea inorganica ao longo da vida dos animais.
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O SBF mais utilizado na literatura apresenta uma concentracdo de ions
semelhante a composi¢ao do fluido bioldgico, diferindo apenas na concentracdo de
Cl e CO;?, e utiliza os tampdes Tris ou HEPES. Essa pequena diferenca de
composi¢do, principalmente no que se refere ao carbonato, possivelmente altera a
composi¢ao e morfologia dos fosfatos de calcio formados em diversas superficies
quando estas estdo em contato com este fluido.

Dessa forma, ao longo dos anos, foram criados diferentes fluidos biologicos
simulados com o objetivo de se aproximar ao miximo da composi¢do idnica
presente no fluido biolégico humano. Apesar destas alteracbes na composicao
10nica, estes fluidos modificados sempre cont€ém os tampdes Tris ou HEPES e a
concentracdo de carbonato ou ndo € idéntica a do fluido biolégico ou varia com o
tempo.

Neste trabalho, desenvolvemos uma nova metodologia de preparacdo e
controle do pH no SBF, onde o controle do pH é realizado com o tampdo HCO5> /
CO,” obtido pelo borbulhamento dos sistemas com CO, gasoso. Desta forma o
SBF apresenta a mesma composicdo idnica do fluido biolégico humano, e
paralelamente, mantém as concentracdes de HCOj3;™ constante ao longo do tempo.

Além da manutencdo do pH pela saturacio com CO,, a metodologia
empregada permite a variacdo do pH de maneira semelhante ao que ocorre nos
organismos Vivos.

A estabilidade do pH nos sistemas tamponados com HCO;> / CO5> foi
avaliada em fun¢do do tempo e os resultados mostraram que solu¢cdes com pH em
torno de 7,4 a 37°C apresentam uma variagdo de +0,2 por periodos superiores a
uma semana. Em solu¢des com pH por volta de 6,6 a 37° C o pH da solucdo se

mantém constante por periodos superiores a meses.
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A Tabela 2 mostra a composi¢ao inorganica do fluido corpéreo simulado

modificado (SBF-M) e do fluido corpéreo real (BF).

Tabela 2: Composic@o inorgéanica do Fluido Corpéreo Simulado Modificado (SBF-M) e fluido

biolégico real (BF). Concentragao dos fons em mmol/l.

fons | BF |SBF-M
Na* [142,0] 142,0
K* | 50 | 50
Mg™ | 1,5 1,5
Ca™ | 25 2,5
Cr [103,0] 103,0
HCO™ | 27,0 | 27,0
HPO, | 1,0 1,0
SO | 05 0,5

Ao longo deste trabalho o fluido bioldgico modificado serd denominado

SBF, a menos que seja informado o contrario.
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4 — Procedimentos

4.1- Obtengdo da Matriz Ossea Inorgdnica

Para a obtenc¢do da matriz dssea inorganica, os ossos dos animais foram
extraidos e os tecidos moles foram eliminados na medida do possivel com bisturi.
Apo6s a lavagem dos ossos com solucdo fisioldgica, estes foram fragmentados e foi
iniciado o processo de desproteinacdo com hidrazina.

De forma resumida, o procedimento de desproteinagio com hidrazina™
consiste em: imergir os fragmentos dos ossos em hidrazina 25% por 1 hora. Apos
este periodo, a hidrazina € trocada por uma hidrazina a 95% por 1 hora. Apds este
periodo, a hidrazina é trocada e a temperatura do sistema é ajustada para 55° C. A
hidrazina € trocada novamente apds 1, 15 e 24 horas, mantendo-se a temperatura a
55° C. Ap6s a ultima troca de hidrazina, o material restante € lavado um vez com
etanol 80% e cinco vezes com etanol absoluto. Por fim, a matriz dssea inorgénica €
seca a temperatura ambiente e de acordo com a necessidade triturada em almofariz
manual.

A Figura 3 apresenta um diagrama detalhando o procedimento de

desproteinacao.
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Figura 3: Fluxograma do procedimento de desproteinagcdo de ossos com hidrazina.

4.2 — Caracterizacdo dos Materiais Estudados

4.2.1 — Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelhoforam obtidos a partir de pastilhas de KBr,
contendo o material disperso na proporcdo de 100 partes de KBr para uma de
material. Os espectros foram obtidos no intervalo de 4000 a 400 cm™ apés 32

~ ~ -1
acumulacdes e com resolucao de 4 cm.

4.2.2— Difratometria de Raios X (XRD)
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Os difratogramas de raios x foram obtidos em um difratdbmetro Shimadzu
7000, operado a 40 kV e 30 mA, usando filtro de niquel para a radiacdo o (A =
1,5418 A) de CuK.

Os difratogramas para a caracterizacdo dos fosfatos de calcio sintético
utilizaram velocidade de varredura de 2°/min e os difratogramas da matriz éssea
inorganica foram obtidos com velocidade de varredura de 0,2°/min.

O desvio padrao associado as medidas obtidas a partir dos difratogramas
foram determinados a partir de seis difratogramas obtidos de uma mesma amostra
e respeitando o mesmo intervalo de tempo utilizado para a obtencdo dos
difratogramas de todas as amostras estudadas. O desvio padrdo dos parametros
determinados a partir dos difratogramas de raios X para o intervalo dos
difratogramas de 24° - 27.5° (20) foram: largura a meia altura (FWHM) + 0.02
(20); posicdo dos picos + 0.01 (20); intensidade dos picos = 27; intensidade da
linha de base + 34. Para o pico compreendido entre o intervalo de 37° - 43° 20 o
desvio padrdo dos parametros analisados foram: largura a meia altura £ 0.04 (26);
posicao dos picos: + 0.04 (20); intensidade dos picos + 10; intensidade da linha de
base: +£7.

O tamanho médio dos cristalitos de alguns fosfatos de calcio foi determinado
pela equacio de Debye-Scherrer” '* '* > ! diretamente dos picos 25.8° (20) (plano
002) e do pico 39.9° (20) (plano 310). Foi considerado que o pico 39.9° (20)
corresponde apenas ao plano de difracdo 310. Também foram determinadas as

distancias interplanares entre planos de difracdo pela equacdo de Bragg’>.

4.2.3- Microscopia Eletronica

As micrografias apresentadas neste trabalho foram obtidas por Microscéopio

Eletronico de Varredura com voltagem de aceleracdo do feixe de elétrons entre
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20kV e 30 kV. As amostras foram metalizadas com carbono e ouro utilizando-se
um metalizador Bal-Tec Med 020. Apo6s a metalizacdo as amostras foram presas ao
porta-amostra empregando-se fita de carbono, pasta de carbono e pasta de prata.
As micrografias apresentadas correspondem a regides de superficie de fratura da
matriz 0ssea inorganica ou do p6 dos fosfatos de célcio sintéticos.

Foram obtidas, também, micrografias de ossos completos apds serem

fixados em tampao fosfato com 1% de acido tanico.

4.2.4- Espectrometria de Emissdo Otica por Plasma com Acoplamento Induzido

(ICP/OES)

A razdo molar Ca/P para os fosfatos de cdlcio foram obtidas, pela analise
com Espectrometro de Emissdo Otica por Plasma com Acoplamento Induzido.

Para a obtencdo da razdo molar Ca/P os fosfatos foram secos e dissolvidos
em aproximadamente 100 ml de 4dgua com a adi¢do de HCl (36% m/m) até a
dissolugcdo completa.

As curvas de calibracdo necessdrias para a determinacdo da razdo molar

Ca/P foram obtidas a partir de solucdes que continham simultaneamente os fons
Ca* e PO,”".
4.2.5- Anadlise Termogravimétrica

As andlises termogravimétricas foram feitas em um Universal V2.3C TA
Instruments TGA na faixa de temperatura entre 25° e 1000° C, com taxa de

aquecimento de 10° C/minuto em atmosfera oxidante (ar sintético).
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4.2.6 - Determinagdao dos tamanhos dos cristalitos da fase mineral pelo método

de Debye-Scherrer

A equagdo de Debye-Scherrer pode ser escrita da forma:

_573K.A
B,,,.cos 8

khl

Equacao 9

Onde:

Dy € o tamanho do cristal determinado em um plano cristalografico, 57,3 é
o fator de conversdo de graus para radianos, K € uma constante dependente do
cristal com valor de 0,9, A é o comprimento de onda da radiacdo raios x com o
valor de 1,5418 A no equipamento utilizado, Bis € a diferenca entre a largura a
meia altura do pico da amostra e do pico de um padrao (hidroxiapatita cristalina foi
utilizada como padrdo) e cos@ € o cosseno do angulo do pico do difratograma da

amostra correspondente ao plano cristalino que determina o tamanho do cristal.
4.2.7 — Método de Rietveld

O método de Rietveld é aceito como sendo um dos métodos de estudo

. o L, . 93 , . .
cristalografico com melhor embasamento tedrico . Este método permite a partir
de difratogramas de pd, obter parametros dos materiais estudados como tamanho
de cela cristalina, posicdo dos atomos no reticulo cristalino, concentracao de fases

presentes no material, entre outros. O método apresenta grande sensibilidade na
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determinacdo da composi¢do dos materiais, além de apresentar a vantagem de nao
ser necessario a utilizagdo de um padrdo interno ou mesmo uma calibragdo para se
obter as concentracoes.

Para o estudo utilizando-se o método de Rietveld foi utilizado o programa

GSAS™.

4.3 — Equilibrio de Solubilidade / Isotermas de Adsor¢cdo

Para o estudo do equilibrio de solubilidade e/ou a determinacdo de isotermas
de adsorcio de Ca** dos diversos fosfatos de cilcio o seguinte procedimento foi
adotado:

Cerca de 0,03g de fosfato de cdlcio sintético ou 0,015g de matriz dssea
inorganica pesada em balancga analitica, foram adicionados a 5 mL de solugdo de
NaCl 1,42 x 10" mol/L ou SBF com concentracdes varidveis de Ca*.

Apo6s a adicdo do fosfato sélido sobre a solucdo, o pH foi ajustado com o
auxilio de um micro eletrodo de pH e pelo borbulhamento de CO, gasoso. Apds o
ajuste do pH o frasco foi hermeticamente fechado e colocado em banho
termostatizado tipo Dubnoff com agitacdo pendular a 37° C. O pH das solucdes foi

monitorado e corrigido, quando necessario, de oito em oito horas.

4.4 — Tratamentos Estatisticos.
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Os resultados das medidas realizadas para a caracterizacdo da matriz 6ssea
inorganica foram submetidos a tratamento estatistico quando necessario. Este
tratamento foi realizado utilizando-se o método de andlise de varidncia (ANOVA)
realizado pelo programa GraphPad Prism. A partir desta andlise foi possivel obter a
significancia dos resultados (p) que foi apresentada nas figuras e texto, quando
necessario. Foram considerados significativos resultados abaixo de 0,05.

Em determinados casos foi necessario avaliar a correlacdo entre as
propriedades estudadas. Para isso foi utilizado o0 mesmo programa usando-se o
teste Kruskal-Wallis. O teste Kruskal-Wallis € um teste ndo paramétrico que
compara a media de trés ou mais grupos ndo pareados. Nos experimentos com a
matriz 6ssea inorganica a heterogeneidade das amostras € tdo acentuada (devido a
propria complexidade dos organismos vivos) que o teste Kruskal-Wallis € o mais

recomendado, como o préprio programa GraphPad Prism sugere.

31



5- Resultados e Discussdo

5.1— Efeitos do Processo de Desproteinacdo

Um dos objetivos deste trabalho foi caracterizar as modificacdes que
ocorrem na matriz 6ssea inorganica ao longo da vida dos animais. Para isso, os
ossos e fosfatos de célcio sintéticos passaram pelo processo de desproteinacdo de
acordo com o procedimento descrito no item 4.2.

A avaliacdo do efeito do tratamento da hidrazina nas propriedades dos
materiais foi realizada pela caracterizacdo dos materiais antes e apds a
desproteinacdo utilizando-se espectroscopia de infravermelho, difratometria de
raios X, andlise termogravimétrica, anélise elementar e microscopia. Os materiais
sintéticos submetidos ao tratamento com hidrazina foram escolhidos devido a sua
composicdo, uma vez que, apresentam a composi¢ao da hidroxiapatita ou contém
fons que também sdo encontrados na matriz Gssea inorganica (HPO, e CO;™).
Além dos materiais nos quais haviam a presenca de fons em comum com a matriz
Ossea inorganica foram analisados os compostos CaHPO, e CaCO; devido ao fato
de que uma das criticas mais recorrentes a este procedimento afirma que a
desproteinacio com hidrazina solubiliza os fons HPO, e CO;> presentes na matriz

dssea inorganica.

5.1.1- Espectroscopia de Infravermelho

A determinagio das espécies HPO,> e CO5™ é particularmente importante
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para o estudo dos efeitos do processo de desproteinagao.
A Figura 4 apresenta os espectros de infravermelho de ossos, hidroxiapatita,

monetita e carbonato de célcio antes e apds o tratamento com hidrazina.
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Figura 4: Espectros de Infravermelho de osso (a), hidroxiapatita (b), CaHPOy (c¢) e CaCOj3 antes

e apds o tratamento com hidrazina.

Os espectros de FTIR de hidroxiapatita e carbonato de cdlcio ndo mostram

nenhuma alteracdo apdés o tratamento com hidrazina. J4 o espectro de
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infravermelho de CaHPQO,, ap6s o procedimento sofre uma significativa alteracdo.

Os espectros de FTIR dos ossos antes e apOs a desproteinacdo mostram um
estreitamento de todas os bandas, o desaparecimento das bandas 2920, 2860 e 1250
cm’ e o aumento da intensidade dos picos 870 e 961 cm™. O estreitamento das
bandas pode ser relacionado com a eliminacdo da matriz dssea organica, que
espalha a radiacdo infravermelha e provoca o alargamento das bandas. A
confirmagdo da eliminacdo da matriz Ossea organica é demonstrada pela
diminuicdo da intensidade das bandas 2920, 2860 e 1250 cm™, que corresponde a
compostos presentes nesta matriz organica .

A banda a 961 cm’' (presente nos espectros apresentados nas Figuras 4b e
4¢) é atribuido ao grupo HPO,> e a banda 870 cm™ (presente nas Figuras 4b e 4d)
ao grupo CO;” existente em hidroxiapatitas carbonatadas’.

A observacgdo destas bandas nos espectros dos 0ssos tanto antes quanto apos
a desproteinacdo mostra que o processo de desproteinacdio ndo elimina

e e . , 2. 2. ..
significativamente os ions HPO," e CO;” dos materiais estudados.

5.1.2- Difratometria de Raios X

A técnica de difratometria de raios x permite observar se o processo de
desproteinacdo forma novos compostos e também se modifica a cristalinidade da
matriz 6ssea inorganica. A Figura 5 apresenta os difratogramas obtidos antes e

apos o processo de desproteinacdo para os diferentes materiais.
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Figura 5: Difratogramas de raios x de osso (a), hidroxiapatita (b), CaHPO, (c¢) e CaCOs (d),

antes e apds a desproteinagdo.

Os difratogramas 5b e 5d mostram que o tratamento com hidrazina nao
causa modificacdes nos compostos hidroxiapatita e carbonato de célcio. Porém
para composto CaHPO, observa-se no difratograma (Figura 5c) o aparecimento de
vérios picos novos na regido de 31° (20). Estes novos picos indicam possivelmente
que ao longo do tratamento com hidrazina é formado hidroxiapatita neste sistema
ou que ocorre uma diminui¢do da cristalinidade do material causando um
alargamento dos picos.

O difratograma obtido para o osso antes da desproteinagdo, de forma geral,
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apresenta uma intensidade reduzida e um ruido maior quando comparado com o
difratograma do osso desproteinado. O difratograma do osso antes da
desproteinagdo também apresenta um halo (localizado aproximadamente entre 15°
e 30°) que ndo é observado no difratograma do osso apds a desproteinagdo. Esse
halo é referente a matéria organica que ao espalhar o feixe de raios x aparece no
difratograma como uma fase amorfa.

Apesar das diferencas de intensidade entre os picos dos difratogramas do
0sso € da matriz 4ssea inorgénica, ndo se observa, apds a desproteinagdo, novos
picos no difratograma da matriz dssea inorgénica.

A largura da meia altura (FWHM) do pico principal dos difratogramas (~31°
20) do osso e da matriz dssea inorganica foi avaliada com o objetivo de se verificar
se ocorreram transformagdes na estrutura cristalina da matriz éssea inorganica
causadas pelo tratamento com hidrazina. Os resultados mostram que ocorreu uma
leve diminuicdo do FWHM do pico principal apds a desproteinagdo. O valor do
FWHM foi alterado de 1,95° (antes de desproteina¢do) para 1,85° (apds a
desproteinacdo). Contudo deve-se considerar que devido intensidade reduzida e o
ruido associado ao pico 31° 20 nos difratogramas dos ossos, causados pela
interferéncia da matriz organica, a determinacdo dos valores de FWHM dos
difratogramas dos ossos antes da desproteinacdo € pouco precisa € a pequena
variagao observada no valor de FWHM pode ser conseqii€éncia desta imprecisao.
Assim, esta variacdo de FWHM nao permite afirmar, de forma definitiva, que
ocorre uma modificacdo significativa da cristalinidade da matriz dssea inorganica

causada pelo processo de desproteinagao.

5.1.3- Anadlise Termogravimétrica (TGA)
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Derivada

Os resultados de TGA, assim como a quantidade de material organico
eliminado dos ossos com o processo de desproteina¢do, permitiram avaliar a
presenca de matéria organica residual apds o processo de desproteinagdo dos 0ssos.
Os resultados de TGA permitiram também averiguar as possiveis transformacoes
quimicas que possam ter ocorrido ao longo do processo. As Figuras 6 e 7
apresentam os termogramas obtidos a partir dos materiais antes e apos o tratamento

com hidrazina, juntamente com as suas derivadas.
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Figura 6: Termogramas de osso (a, b) e hidroxiapatita (c, d) antes (a, c¢) e apés a desproteinacao
(b, d).
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Figura 7: Termogramas de CaHPO, (a, b) e CaCO; (c, d) antes (a, ¢) e apds a desproteinacdo
(b, d).

Considerando como perda de massa referente a alguma espécie o intervalo
compreendido entre o inicio e fim do pico da derivada da perda de massa. A perda
consideravel de massa (~20%) entre 200° ¢ 440° C apresentada pelo termograma

dos ossos (Figura 6a) antes da desproteinagdo, foi causada pela decomposicao da
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matriz organica. Além da perda de massa de matéria organica, € possivel observar
também uma perda de massa referente & decomposicio dos fons HPO,? (300° -
500° C) e uma perda de massa referente 2 decomposi¢io do fon CO5™ (700° - 800°
O).

O termograma dos 0ssos apds a desproteina¢do, Figura 6b, mostra também
uma perda de massa de 4%, entre as temperaturas de 200° e 440° C, que novamente
pode ser atribuida a decomposicio do fon HPO,>. Apesar da expressiva
diminuicdo de perda de massa devida a eliminacdo da matriz orginica pelo
processo de desproteinacdo, a perda de massa devida a decomposi¢cao dos fons
HPO,” e CO5” ainda estd presente nos termogramas, confirmando os resultados
obtidos por espectroscopia de infravermelho.

A comparacdo dos termogramas dos compostos hidroxiapatita e CaCO;
obtidos antes e depois do tratamento com hidrazina (Figuras 6c, 6d, 7c, 7d)
mostram que eles ndo apresentam alteragdes. A comparagdo entre os termogramas
de CaHPO, (Figuras 7a e 7b) antes e depois do tratamento com hidrazina mostrou
que, apesar do carater basico da hidrazina, a reacio com CaHPO, sob as condi¢des
experimentais deste trabalho € pouco eficiente. Observa-se que a perda de massa
correspondente 3 decomposicdo do fon HPO,™ entre 300 e 500 °C é um pouco
menor no termograma realizado apds o tratamento com hidrazina, indicando que
apenas uma pequena fracdo do composto CaHPO, foi convertido em
hidroxiapatita. Nao foi possivel determinar precisamente a origem da perda de
massa apresentada no termograma de CaHPO, depois do tratamento com
hidrazina, entre 100 e 330 °C é provavelmente devida a dgua adsorvida pelo

composto.

5.1.4- ICP-OES
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A Tabela 3 apresenta a concentracdo de Ca e P e a razdo molar Ca/P para os

materiais estudados antes e apds a desproteinacgao.

Tabela 3: Concentracdo de Ca e P e razdo molar Ca/P para os materiais estudados antes e apds o
processo de desproteinacdo. Os resultados sdo medias de trés medidas independentes realizadas

com trés amostras distintas.

Amostra Ca (mol. g")/10° | P (mol.g") /107 Ca/P
Osso antes da
6,6 £0,1 3,8+0,1 1,751 0,01
desproteinacdo
Osso apds a
7,8 +0,1 4,5+ 0,1 1,731 0,01
desproteinacdo
Ha 9,104 4,810,2 1,82 £0,01
Ha-Hi* 9,4+0,3 49+0,1 1,81 £0,01
CaHPO, 6,4+0,7 6,1 0,7 1,05 £ 0,01
CaHPO,-Hi* 6,2+0,2 5,6 £0,1 1,10 £ 0,01
CaCoO; 9,240,3 - -
CaCO;-Hi* 9,3%+0,3 - -

* materiais apds o tratamento com hidrazina

De maneira consistente com os resultados anteriores, a Tabela 3 mostra que
apenas o composto CaHPO, apresentou alguma alteracdo significativa em sua
razdo molar Ca/P, apos o tratamento com hidrazina. Neste caso, € possivel notar
que ocorre uma pequena diminui¢do da concentragdo de P, o que resulta em um

ligeiro aumento da razao Ca/P.
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5.1.5- Microscopia Eletronica de Varredura

Para analisar as possiveis modificacdes morfolégicas causadas pelo processo
de desproteinacdo com hidrazina, foram obtidas micrografias dos materiais
estudados antes e apds o processo de desproteinacdo. A Figura 8 apresenta as

micrografias obtidas.

41



ZekY 19,388 1 mirn

Figura 8: Micrografias de osso (a, b), hidroxiapatita (c, d), CaHPOq (e, f) e CaCO; (g, h) antes

(a, c, e, g) e apos adesproteinagdo(b, d, f, h).
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As micrografias dos ossos mostram que o processo de desproteinagdo
elimina o material amorfo, expondo de forma clara os globulos da matriz Ossea
inorganica. Tais estruturas sdo também observadas em micrografias de 0ssos
obtidos apds a desproteinacdo por outros métodos, diferentes do usado neste
trabalho °* 7. As micrografias mostram também que as estruturas observadas no
0ss0, que sdo recobertas pelo material amorfo, continuam presentes apds a
desproteinacao, sem alteracdo de morfologia. Desta forma, pode-se concluir que o
processo de desproteinacdo apenas remove a matriz organica (material amorfo)
sem alterar a morfologia da matriz inorganica (glébulos observados).

A comparacao entre as micrografias obtidas antes e apOs o tratamento com
hidrazina para os demais materiais mostra que apenas as microscopias
correspondentes ao CaHPO, apresentam uma modificagdo significativa na
morfologia do composto. Essa modificacio de morfologia deve-se a formacao de

pequenos cristais em sua superficie.

5.1.6- Consideragoes sobre os Resultados do Processo de Desproteinacdo.

De forma geral, as criticas ao processo de desproteinacdo com hidrazina sao
baseadas em trés argumentos: primeiro, a possibilidade de que o processo de
desproteinacdo com hidrazina possa de alguma forma alterar a composicdo
quimica e a morfologia da matriz 6ssea inorganica. Segundo, a possivel
ineficiéncia do processo de desproteinacdo na elimina¢do da matriz organica dos
ossos. E terceiro, a possivel modificacdo da cristalinidade da matriz Ossea

inorganica, causada pelo tratamento a 55° C.
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De acordo com o primeiro argumento, as alteracdes quimicas na matriz
Ossea inorganica seriam causadas pelo processo de desproteinacdo com hidrazina,
devido a reacdes quimicas ou mesmo a dissolucdo de constituintes do matriz dssea
inorganica ao longo do procedimento de desproteinacdo. Tal argumento se baseia
principalmente no fato de que existem fosfatos de calcio com elevada solubilidade
ou reatividade, tais como CaHPQ,, ou mesmo fosfatos de célcio amorfos*. Caso
estes compostos estivessem presentes na matriz 0ssea inorganica, poderiam se
dissolver ou serem convertidos em fosfatos de calcio mais estaveis, tais como
hidroxiapatita, ao longo do processo de desproteinacgao.

O trabalho original de Termine mostra que ocorre uma perda de
aproximadamente 20% do total de HPO,” e de 12% de CO;* em relacdo a
composi¢do original da matriz dssea inorganica. Estes resultados foram obtidos por
Termine pela andlise dos espectros de FTIR dos ossos, obtidos antes e apds a
desproteinacdo. Na literatura had trabalhos que mostram tais alteracdes para
desproteinacdes conduzidas a temperaturas menores (~25° C) do que a proposta no
trabalho de Termine. O préprio Termine aponta que a perda dos fons HPO,” e
CO;” que estejam na superficie é provavelmente decorrente da excessiva lavagem
com H,0 ao final do processo de desproteinacao.

Em nosso trabalho, utilizamos hidrazina 95% e a lavagem foi feita
predominantemente com etanol 100%, dessa forma ndo foi observada uma
diminuicdo na quantidade de CO;> apés o processo. Para o fon HPO,”, foi
observada uma pequena perda de massa, apenas nos resultados da andlise
termogravimétrica. Este resultado € reforcado pelos espectros de infravermelho do
composto puro onde os picos referentes ao HPO,” ¢ CO;> continuam presentes
ap6s o tratamento. Tais resultados mostram que ndo ocorre uma solubilizacio

significativa destes ions ao longo do processo de desproteinagdo e a reacao da
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hidrazina com o fon HPO,> é pouco eficiente sob as condicdes experimentais
propostas. Quanto aos resultados de ICP-OES, estes também mostram que o
tratamento com hidrazina altera apenas a razdo molar Ca/P do composto CaHPO,
indicando que apenas neste composto ocorre uma alteracdo significativa de sua
composi¢ao.

Da mesma forma, os resultados de XDR do osso e da matriz dssea
inorganica também ndo indicaram que o processo de desproteina¢do forma uma
nova fase na matriz dssea inorganica.

Apesar dos difratogramas ndo indicarem a formac¢do de uma nova fase na
matriz 6ssea inorganica pelo processo de desproteinagao, € possivel observar uma
ligeira diminuicdo do FWHM para o pico em 31° (20) apds a desproteinagao, o que
poderia ser conseqii€éncia de um possivel aumento da cristalinidade da matriz dssea
inorganica. Este aumento do FWHM € uma das criticas mais recorrentes
relacionadas a modificacdo da matriz Ossea inorganica pelo processo de
desproteinacdo com hidrazina®. Essa alteracdo, como citada anteriormente, seria
causada pela temperatura na qual o procedimento € realizado. Esta hip6tese de
variacdo da cristalinidade em func¢io da temperatura € derivada inicialmente da
comparagao entre a matriz 6ssea inorganica e os fosfatos de célcio sintetizados por
Posner et. al °” . Nos trabalhos de Posner, foi observado que fosfatos de célcio
recém sintetizados e amorfos sdao extremamente instaveis, se transformado
espontaneamente em hidroxiapatita, mesmo a temperatura ambiente. Alguns
autores™ afirmam que parte da matriz Gssea inorgénica apresentaria as mesmas
caracteristicas de instabilidade apresentada pelos fosfatos de cdlcio sintéticos
estudados por Posner, uma vez que a matriz dssea inorganica também € composta

por fosfatos de célcio amorfos.
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Apesar da semelhanca da cristalinidade apresentada entre a matriz Gssea
inorganica e os fosfatos de caélcio sintéticos de Posner, ndo existe comprovacgao
experimental alguma e nem mesmo uma base tedrica que sustente a afirmacdo de
que a matriz dssea inorganica se comportaria da mesma forma que fosfatos de
célcio amorfos recém sintetizados. A falta de sustentacdo para esta hipotese deve-
se principalmente pelo fato de que, até o momento, ndo hd um consenso sobre a
composi¢cao da matriz dssea inorganica, ndo sendo possivel afirmar que ela seja
formada pelos mesmos fosfatos de cdlcio amorfos sintetizados por Posner. Além
disso, cada vez mais trabalhos na literatura’ chegam a conclusdo de que a matriz
Ossea inorganica é composta por fosfatos de célcio de natureza tunica, que ainda
nao foram completamente reproduzidos em sistemas sintéticos.

Um dos fatos experimentais que sustentam a hipdtese de que temperaturas
da ordem de 55° C nido alteram a cristalinidade da matriz 6ssea inorgéanica foi
apresentado pelo proprio Termine. Em seu trabalho, sdo discutidos diferentes
métodos de desproteinacdo a diferentes temperaturas. Analisando seus resultados €
possivel observar que nem a composi¢ao e tampouco a cristalinidade do material
se alteram quando um mesmo método de desproteinacdo € realizado a diferentes
temperaturas.

Por fim, a critica a eficiéncia da desproteinacdo nos ossos € claramente
improcedente, quando observados os resultados de TGA apresentados neste
trabalho. Estes resultados mostram que a desproteinagdo foi muito eficiente uma
vez que menos de 3% da fase orginica permaneceu no 0sso, 0 que pode ser
confirmado pelas micrografias obtidas apds a desproteinagao.

A critica a eficiéncia do processo de desproteinacdo com hidrazina foi
originada de estudos onde a propor¢ao entre a massa de hidrazina para a massa de

osso tratado € relativamente pequena. Nestes, estudos a desproteinacdo de ossos foi
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realizada mantendo-se a quantidade de hidrazina constante, mas variando-se a
1dade dos o0ssos, 0 que resulta na variagdo da concentragdo de matéria organica. Os
resultados destes trabalhos mostraram que a desproteinacdo mais eficiente ocorre
em ossos velhos, 0ssos que contém uma menor concentragdo de matéria organica.
Embora ossos velhos apresentem uma menor concentracdo de matéria organica, a
compactagdo da matriz Ossea inorganica nestes 0ssos € maior do que em 0ssSOS
mais novos, o que dificulta o acesso da hidrazina a matriz organica. Por
conseqiiéncia, dessa dificuldade de acesso da hidrazina a matéria organica nos
ossos mais velhos, era de se esperar uma desproteinacao mais eficaz para os 0ssos
mais jovens. Porém a ndo observacdo deste resultado pode ser explicado pela
manutencdo da mesma quantidade de hidrazina para o processo de desproteinacao
dos ossos de diferentes idades.

A eficiéncia da desproteinagdo foi aumentada neste trabalho pela utilizacao
de uma proporc¢do de aproximadamente dez vezes maior de hidrazina que a massa

de osso a ser desproteinado (10 ml de hidrazina por g de 0sso).

5.2 — Caracterizagdo da Matriz Ossea Inorgdnica

5.2.1- Composigao
5.2.1.1 — Espectroscopia de FTIR

As Figuras 9 e 10 apresentam espectros de FTIR obtidos das matrizes Osseas

inorganicas estudadas. Os cinco espectros apresentados em cores diferentes,
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agrupados para cada tipo de osso e idade, correspondem aos cinco animais dos

quais as matrizes 6sseas foram obtidas.

T T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 0 4000 3000 2000 1000 0

Figura 9: Espectros de FTIR obtidos das matrizes ¢sseas inorganicas obtidas de cranio (a, c) e

fémures (b, h) de ratos Wistar com: 15 dias (a, b) e 1 més (c, d).
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Figura 10: Espectros de FTIR obtidos das matrizes ésseas inorganicas obtidas de cranio (a, c) e

fémures (b, d) de ratos Wistar com: 1 ano (a, b) e 1 ano e meio (c, d).

A Tabela 4 mostra as principais atribuicdes das bandas apresentadas nos

espectros de FTIR.
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Tabela 4: Atribuicio das bandas dos espectros de FTIR. **1%% 101

Banda / cm™ Atribuicao
3580 estiramento OH de hidroxila
3400 estiramento OH de H,O
1645 deformac¢dao H-O-H de H,O
1470-1420 estiramento simétrico de CO;”™
1384 estiramento NOs’
1128 estiramento PO;” em HPO,”
1100, 1093, 1047 estiramento assimétrico dezPOf' ou
estiramento PO; em HPO,~
965 estiramento simétrico PO,
918 estiramento P-OH em HPO,”
884 estiramento antissimétrico de CO5*
650 vibracdes OH de hidroxila
616, 581 deformacio O-P-O em PO, 2ou
deformacdao O-P-O em HPO,~
535 estiramento P-OH em HPO,”

Os espectros de FTIR das matrizes dssea inorganicas apresentam as mesmas

bandas, independentemente da idade e tipo de osso do animal. Essa semelhanca

mostra que todas as matrizes Osseas inorganicas sdo formadas pelas mesmas

espécies, independentemente do osso e idade dos animais de origem.
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5.2.1.2 — Composicdo Elementar

A concentra¢ao dos elementos Ca, P, Na e Mg e a razao Ca/P nas matrizes
Osseas inorganicas estudadas foram determinadas por ICP-OES. A Figura 11
apresenta os resultados da determinacdo da concentracdo de cada um dos
elementos por grama de matriz dssea inorganica e razao molar Ca/P, ao longo da

vida dos animais.
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Figura 11: Concentracdo de Ca (a) (p=0.0162), P (b) (p=0.0015), Mg (c) (p=0.0226), Na (d)

(p=0.0003) e razdo Ca/P (p<0.0001) (e) da matriz Gssea inorganica proveniente de cranio (H) ou

de fémur (M) ao longo da vida dos animais.
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: 2- s . A s . .
A quantidade de CO;™ por grama de matriz 6ssea inorganica foi determinada
por andlise termogravimétrica. As Figuras 12 e 13 apresentam os termogramas e as

respectivas derivadas.
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Figura 12: Termogramas de matriz éssea inorganica obtida de cranio (a, ¢) e fémur (b, d) com
15 dias (a, b), 1 més (c, d) de idade. Cada termograma foi obtido a partir de uma amostra

formada pela mistura de matriz dssea inorganica proveniente de diferentes animais da mesma

idade.
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Figura 13: Termogramas de matriz ¢ssea inorganica obtida de cranio (a, ¢) e fémur (b, d) com 1
ano (a, b) e 1 ano e meio (c, d) de idade. Cada termograma foi obtido a partir de uma amostra

formada pela mistura de matriz dssea inorganica proveniente de diferentes animais da mesma
idade.

Considerando que os carbonatos presentes na matriz dssea inorganica se
decompdem por volta de 800 °C, a quantidade de CO5> por grama de matriz 6ssea
inorganica foi determinada a partir da perda de massa a esta temperatura. A Figura

14 apresenta a variacio da concentragio de CO;” ao longo da vida dos animais.
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Figura 14: Nimero de mols de COs> na fase ssea obtida de cranio (W) e fémur (M) ao longo da

vida dos animais. Concentragao obtida por andlise termogravimétrica.

. 2- . . , P e .
A quantidade de HPO,~ foi estimada também por andlise termogravimétrica.
Os termogramas da matriz 6ssea inorganica indicam uma decomposi¢ao por volta

de 440° C. Essa perda de massa pode ser atribuida 2 decomposi¢io do HPO,”

(@N

conforme observado nos termogramas de CaHPO,. A partir destes resultados

(%

possivel estimar uma perda de massa de aproximadamente 2% referente
decomposicio do HPO,”, nos termogramas.

A Tabela 5 apresenta a formula elementar da matriz dssea inorganica dos
diferentes ossos, obtida por ICP-OES e termogravimétrica.

Para a determinacdo da quantidade de OH na fase Ossea inorganica,
considerou-se que os cations Mg**, Na* e Ca®* sdo responsdveis pelo nimero total

de cargas positivas, uma vez que estes fons estdo presentes em todas as amostras.
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Considerou-se, analogamente, que as cargas negativas sao provenientes dos ions

OH’, CO;*, PO, e HPO,*.

Tabela 5: Férmulas elementares determinadas para a matriz dssea inorganica proveniente de
cranio (C) e fémur (F) de ratos Wistar com idades de 15 dias (D), 1 més (M) 1 ano (AN) e 1 ano
e meio (A6).

Osso Formula Elementar

CD Ca&l Mgo,29 Nao,z (HPO4)2,2* (CO3)0,4 (POy)3 (OH-)Z,S

FD | Ca;o | Mgy | Nags | (HPOy),s (CO3)os | (POg)o | (OH)333

CM Cags | Mgos | Nagy (HPO4)2,2* (CO3)o4 (PO4)29 (OH )35

FM Ca&l Mgo,30 NaO,6 (HPO4)2,2* (CO3)0,3 (PO4)2,9 (OH-)3,8

CAN Ca7,9 Mgo,zs Nao,s (HPO4)2,2* (CO3)0,8 (PO4)2,3 (OH_)4,1

FAN | Ca;y | Mgoos | Nags | (HPOy),, (CO3)o7 | (POg)21 | (OH)s6

CA6 | Cag, | Mgoy | Nagy | (HPOy)., (CO3)og | (PO4)2s | (OH )39

FA6 Ca7,6 Mgo,zs NaO,l (HPO4)2,2* (CO3)0,7 (PO4)2,3 (OH_)3,1

3 ~ . N " . .
concentracao maxima de HPO,* estimada por andlise termogravimétrica.

A quantidade de OH na formula elementar determinada neste trabalho é
maior que a reportada nos resultados apresentados na literatura. Essa diferenca
ocorre em conseqiiéncia de uma sub-estimativa pelos trabalhos da literatura da
quantidade do HPO,” presente na matriz Gssea inorganica, em func¢io dos métodos
analiticos utilizados. Essa sub-estimativa da concentracio de HPO,> resulta em
uma concentracio maior de PO, contribuindo para a soma total de cargas

negativas, o que por conseqiiéncia, resulta em uma menor quantidade de OH'.
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Os valores da quantidade de OH sdo também freqiientemente subestimados

~ - . - . 2 . - L,
em funcdo da ndo inclusdo dos fons Mg”" e Na" na determinacdo da férmula

elementar da fase 6ssea inorganica.

5.2.2 - Difratometria de Raios X e Cristalinidade da Matriz Ossea Inorgénica

As Figuras 15, 16 e 17 apresentam as variagOes de tamanho dos cristais,

distancia interplanar, razao da intensidade dos picos e razao da intensidade da linha

de base dos picos 25,8° (20) e 39,9° (20) referentes aos planos de difragdo 002 e

310, da matriz dssea inorganica.

130 4
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o

Figura 15: Variacdo do tamanho dos cristais da matriz éssea inorganica perpendicular ao plano

002 (a) (p<0.0001) e perpendicular ao plano 310 (b) (p<0.0001) obtidas de cranio (®) e fémur

(4) ao longo da vida dos animais.
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Figura 16: Variacdo da distancia interplanar dos planos 002 (a) (p=0.0012) e 310 (b)
(p<0.0001)das matriz éssea inorganica obtidas de cranio (®) e fémur (4) ao longo da vida dos

animais.
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Figura 17: Variacao da razdo da intensidade dos picos de difracdo referentes aos planos 002 e
310 (a) (p=0.0012) e da razdo da intensidade das linhas de base (b) (p=0.2045) referentes a estes
mesmos dois picos obtidos dos difratogramas da matriz 6ssea inorganica proveniente de cranio

(®) e fémur (4 ) ao longo da vida dos animais.

Os difratogramas foram analisados pico a pico, uma vez que um estudo
onde todos os picos dos difratogramas sdo avaliados de forma conjunta perde
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informacdes importantes sobre o material, tal como tem sido demonstrado em
trabalhos na literatura'’. Uma avaliacdo dos picos de forma individualizada é
particularmente interessante quando tratamos dos picos referentes ao plano 002
(24° - 27.5° 20) e 310 (37° e 43° 20) pois tais picos apresentam uma
particularidade: os planos referentes a estes picos (planos 002 e 310) ndo

compartilham dtomo algum, como demonstrado na Figura 18.

Plano 310

Plano 002 %

Figura 18: Representacdo da célula unitdria de hidroxiapatita com a indicac¢do dos planos 310 e

002 indicados obtida pelo programa Diamond 3.1.

O fato dos planos 310 e 002 nido compartilharem dtomos faz com que as
variacdes observadas nos picos referentes a estes planos sejam relativamente
independentes entre si. Assim, como estes dois planos respondem de forma
diferente a variacdo da composi¢cdo do reticulo cristalino da matriz dssea
inorganica, seu estudo pode ser relacionado a variacdo da concentragdo de ions
CO;5™.

Além do estudo dos picos de forma independente, também € interessante que

a variacdo da intensidade dos picos seja estudada de forma independente da
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correspondente intensidade da linha base e largura a meia altura a eles associadas.
O estudo destes parametros de forma independente deve-se primeiro, ao fato
de que a intensidade de um pico de um difratograma pode ser relacionada ao
numero de planos cristalinos que difratam naquele determinado pico. Segundo, a
intensidade da linha base pode ser relacionada a concentracdo de uma fase amorfa
que espalha a radiacdo, ndo difratando em nenhum plano em particular. Por fim, a
largura a meia altura pode ser relacionada ndo s6 com a distribui¢do de tamanho
dos cristais, mas também com a desordem dos planos cristalinos presentes no

cristal.

5.2.2.1 — Cristalinidade da Matriz Ossea Inorganica.

A existéncia de um fosfato de cdlcio amorfo presente na matriz Ossea
inorganica tem sido cogitada a partir da observacdo de que a linha de base dos
difratogramas de matrizes 6sseas inorganicas apresentam uma intensidade maior
que as observadas nos difratogramas de HA cristalina (sintética), como

apresentado na Figura 19.

20000

16000 — — Hidroxiapatita
— Matriz Ossea Inorgéanica

12000

Intensidade

8000 —

4000 -

Figura 19: Difratogramas de hidroxiapatita cristalina, matriz dssea inorganica, apresentando a

diferenca de intensidade na linha base.
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A possibilidade da existéncia de uma fase amorfa na matriz dssea inorganica
pode ser verificada utilizando-se o método de Rietveld.

Inicialmente o método de Rietveld foi utilizado para a obtengcdo dos
parametros cristalinos da hidroxiapatita sintética. A Figura 20 apresenta o grafico

de Rietveld obtido para este material.

1 cycle 225 Hist 1

hekgr
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20000 —dir
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10000
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Figura 20: Gréfico de Rietveld para hidroxiapatita sintética.

Nos graficos de Rietveld os x sdo os pontos obtidos experimentalmente, a
linha verde € a linha de base obtida pelo método, a linha vermelha € o ajuste
realizado pelo programa GSAS™ que utiliza 0 método de Rietveld para o ajuste do
difratograma experimental e a linha azul representa a diferenca obtida entre o

ajuste e os dados experimentais.

61



A Tabela 6 mostra os parametros obtidos pelo método de Rietiveld para a

hidroxiapatita.

Tabela 6: Parametros determinados utilizando-se o Método de Rietveld para a Hidroxiapatita

Volume da cela unitaria 531,530 A’
Densidade 3,135g/cm’
9,422-a A

Cela unitaria 9,422-b A
6,912-c A

Os resultados apresentados na Tabela 6 concordam razoavelmente com a
- 102 o~ <~ s
literatura . A pequena variacdo dos resultados em relacdo a literatura mostra que
a hidroxiapatita sintética, ndo € completamente cristalina.

O método de Rietveld também foi aplicado a matriz 6ssea inorganica de

fémur com um ano de idade. A Figura 21 apresenta o grafico de Rietveld

resultante.
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Figura 21: Gréfico de Rietveld para matriz dssea inorganica proveniente de fémur de um ano de
idade.

Os parametros cristalinos da matriz 6ssea inorganica sdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7: Parametros determinados utilizando-se o Método de Rietveld para matriz dssea

inorganica proveniente de fémur de um ano de idade.

Volume da cela unitaria 533,221 A’
Densidade 3,121g/cm’
9,453-a A

Cela unitaria 9,453-b A
6,889-c A
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Para a aplicacdo do método de Rietveld para a matriz dssea inorgénica, foi
considerado que ela contém apenas hidroxiapatita como fase de fosfato de célcio.

Tanto os resultados da literatura'®, quanto os resultados obtidos neste
trabalho, indicam que € possivel reproduzir o difratograma da matriz Ossea
inorganica sem a necessidade de se considerar a presenca de uma fase amorfa
nestes materiais.

Como os resultados de ICP-OES e TGA indicaram a presenca de ions
carbonato e fosfato na matriz 6ssea inorganica, foi feita uma tentativa de ajuste dos
difratogramas da fase Ossea inorganica pelo método de Rietveld, considerando a
presenca de CaCO;, CaHPO, e hidroxiapatita.

Em todas as simulacdes do difratograma da matriz Ossea inorganica,
considerando as vdarias composicdes possiveis para este material foi observado uma
boa concordincia entre a simulacdo e os resultados experimentais. A boa
concordancia da simulacdo dos difratogramas da matriz Ossea inorganica,
independente da composicdo imposta na simulagdo indica que o método de
Rietveld ndo consegue distinguir as possiveis fases cristalinas presentes na matriz
dssea inorganica.

Com o objetivo de se melhorar a qualidade dos difratogramas e assim
possibilitar que o programa GSAS executasse a simulagdo de forma mais correta,
foram realizados difratogramas em um grande nimero condicdes distintas (tais
como fendas com aberturas reduzidas e tempos de acumulacdo maiores, entre
outras).

Em todos os procedimentos experimentais, o método de Rietveld continuou
apontando que a matriz 6ssea inorganica ¢ formada por apenas uma fase. Portanto,
as variagOes observadas na matriz dssea inorganica ao longo da vida dos animais é

conseqiiéncia de modificacdes que ocorrem nesta fase tinica e nao pela variacao da
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quantidade de fases diferentes que podem estar presentes na matriz Ossea

inorganica.

5.2.3- Relacdo entre Composigao e Cristalinidade

Os resultados das andlises de composi¢do mostram que a variagdo de
composi¢ao da matriz 6ssea inorganica ocorre até o 6° més de vida dos animais. Os
resultados de difratometria de raios x também indicam que a matriz Ossea
inorganica modifica suas propriedades cristalograficas até o 6° més de vida dos
animais. Uma vez que as modificagdes de composi¢ao e cristalinidade ocorrem no
mesmo intervalo de idade € possivel que exista uma relacdo entre estas duas
propriedades.

A existéncia de uma relacdo entre a variacdo da cristalinidade e a
composicdo da matriz 6ssea inorganica pode ser avaliada a partir de gréficos da
concentracdo das espécies estudadas em funcdo dos parametros cristalograficos
determinados a partir dos difratogramas de raios-x. A Figura 22 mostra os graficos

resultantes.
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Figura 22: Correlacdes entre a concentragdo de {ons COs> (0) e razao Ca/P (®) com os

parametros cristalograficos ao longo da vida dos animais.

A andlise da possivel correlacdo entre as medidas mostradas nos graficos da
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Figura 22 foi realizada pelo programa GraphPad Prism. Os resultados desta analise

sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado da andlise de correlagdo entre a concentracdo de ions C032', razdo Ca/P e

parametros cristalograficos.

Existe correlagdo?

Propriedade 5
CO;™ (p) Ca/P (p)
Tamanho de cristalito 002 Nao (0,0866) Sim (0,0001)
Sim
Tamanho de cristalito 310 Sim (0,0003)
(p<0.0001)
Distancia interplanar 002 Nao (0,3225) Nao (0,6182)
Sim
Distancia interplanar 310 Sim (0,0004)
(p<0.0001)
Sim

Razao entre a intensidade dos picos 002/310 | Sim (0,0007)
(p<0.0001)

Razao entre a intensidade da linha de base
002/310

Nao (0,0657) Sim (0,0200)

A partir da Tabela 8, € possivel observar que existe uma clara correlacdo
entre os parametros cristalograficos correspondentes ao plano 310 (distancia
interplanar e tamanho de cristal) e a concentracdo de ions carbonato na matriz
6ssea inorganica. Esta mesma correlacio entre a concentracdo de fons CO;™ e
parametros cristalograficos nao € observada para o plano 002.

Com relacdo a razdo Ca/P existe correlacdo entre todos os parametros
cristalograficos estudados para os dois planos cristalograficos.

Outro fato interessante mostrado pela andlise dos dados da Tabela 8 € que a
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variacdo da razdo entre as intensidades da linha de base dos picos correspondentes
aos planos 002 e 310 ndo pode ser correlacionada com a concentracdo de carbonato
e apresenta apenas uma leve indicacdo, de que pode ser relacionada a variagdo da
razdo Ca/P. Esses resultados indicam que apesar da presenca de ions carbonato em
hidroxiapatita ser geralmente relacionada a diminui¢ao da cristalinidade na matriz

Ossea inorganica essa relagdo nao pode ser estabelecida.

5.2.3.1- Consideragoes sobre a Relagdo entre a Composicdo e Cristalinidade

Os resultados de composi¢ao e parametros cristalograficos da matriz 6ssea
inorganica mostram que estes parametros variam de forma significativa ao longo
da vida dos animais.

Aplicando o teste estatistico t de student (utilizando o programa Graphpad
Prism) aos resultados das caracterizacOes de matriz 6ssea inorganica proveniente
de cranios e fémures de animais de mesma idade, nao € encontrada nenhuma
variacdo significativa. Os resultados deste teste estatistico mostram que as
caracteristicas estudadas da matriz dssea inorganica nao diferem entre 0s 0ssSOS
estudados.

A andlise dos graficos (Figuras 15 a 17) onde sdo apresentados os
parametros cristalograficos para matriz 0ssea inorganica demonstra os seguintes
resultados: A variagdo do tamanho dos cristais e da distancia interplanar no eixo ab
(plano 310) é maior ao longo da vida dos animais do que a variagdo no eixo ¢
(plano 002). E possivel observar também na Figura 17 que a razdo da intensidade
dos picos varia significativamente, o que nao ocorre com a razao da intensidade da

linha base destes picos.
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A distancia entre os planos cristalinos € determinada, entre outros fatores,
pelo tamanho dos dtomos ou fons que formam aquele determinado plano. Como
mencionado anteriormente, os planos 310 e 002 ndo compartilham atomo algum e,
a distancia inter-planar varia de forma independente. Os resultados apresentados na
Figura 22 e na Tabela 8 mostram que a distancia inter-planar entre os planos 310
pode ser correlacionada com o aumento da concentracio de fons CO;> e com a
variacdo da razdo Ca/P na matriz éssea inorganica. A distincia inter-planar entre os
planos 002, por outro lado, pode ser relacionada apenas com a variacdo da razao
Ca/P. Apesar destes resultados serem esperados, eles ndo tinham sido
demonstrados para a matriz dssea inorganica até o momento.

Uma vez que a técnica de difratometria de raios-x € uma técnica pouco
sensivel e analisa a amostra como um todo (e ndo apena a superficie) a existéncia
de correlacdo entre a variagdo dos parametros cristalograficos do plano 310
demonstra que a incorporacio dos fons CO;> ocorre pela substituicdo dos fons
PO,” ou OH na rede cristalina da matriz Gssea inorganica (como demonstrado em
outros trabalhos na literatura) e ndo ocorre apenas na superficie dos materiais.

Em relacdo a intensidade dos picos dos difratogramas, € esperado que esta
varie de acordo com a quantidade de fases que difratam naquele angulo. E
esperado também que na medida em que os cristais crescem, a intensidade dos
picos cres¢a, uma vez que o numero de planos que difratam naquele determinado
angulo aumenta.

Os resultados de FWHM mostraram que o tamanho dos cristais cresce
simultaneamente para os dois planos de difracdo, e os resultados apresentados na
Figura 17 mostram que a razdo 002/310 da intensidade dos picos diminui na

medida em que os animais envelhecem. Dessa forma, € possivel afirmar que existe
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uma maior varia¢do do tamanho dos cristais no eixo ab (310) do que no eixo c
(002).

Os resultados ndo mostram variacdo alguma na razdo da intensidade das
linhas de base dos picos estudados, ao longo da vida dos animais. A ausé€ncia desta
varia¢do, combinada com a variacdo significativa da concentracio de fons CO;™
nas amostras, permite afirmar que a presenca, ou a variacao da quantidade de uma
possivel fase amorfa na matriz dssea inorganica responsavel pela linha base nao
pode ser relacionada a presenca do fon CO5>. Este resultado em particular vai de
encontro aos resultados da literatura gerados a partir de estudos em fosfatos de
célcio sintéticos e extrapolados para a matriz 6ssea inorganica, uma vez que nestes
trabalhos a concentracdo de ions carbonato € freqiientemente relacionada com a
presenca de um fosfato de calcio amorfo. Uma vez mais estes resultados
demonstram que a incorporacdo dos ions carbonato ocorre na rede cristalina da
matriz dssea inorganica € nao na superficie ou mesmo em uma nova fase presente

na matriz 6ssea inorganica.

5.2.4 — Microscopia Eletronica de Varredura.

Foram obtidas micrografias por Microscopia Eletronica de Varredura da
matriz 0ssea inorganica com o objetivo de se estudar a morfologia deste material
tanto no nivel de microestrutura quanto no nivel de nanoestrutura Com estes
resultados foi possivel avancar no conhecimento da nanoarquitetura dos 0ssos. As
micrografias apresentadas neste trabalho sdo micrografias representativas de mais
de 700 micrografias obtidas de diferentes amostras de matriz dssea inorganica.

As Figuras 23 a 26 apresentam micrografias com aumentos de 1.000x e

10.000x da matriz 6ssea inorganica.
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Figura 23: Micrografias de matriz dssea inorginica de cranios (a, ¢) e fémures (b, d) com 15

dias (a, b), 1 més (c, d) de idade, aumento de 1.000x.
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Figura 24: Micrografias de matriz 6ssea inorgénica de cranios (a, c¢) e fémures (b, d) com 1 ano

(a, b) e 1 ano e meio (¢, d) de idade, aumento de 1.000x.
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Figura 25: Micrografias de matriz dssea inorganica de cranios (a, ¢) e fémures (b, d) com 15

dias (a, b), 1 més (c, d) de idade, aumento de 10.000x.
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Figura 26: Micrografias de matriz dssea inorganica de cranios (a, c) e fémures (b, d) com 1 ano

(a, b) e 1 ano e meio (c, d) de idade, aumento de 10.000x.

Observando-se as micrografias (Figuras 23 a 26) é possivel notar que a
morfologia da matriz 6ssea inorganica proveniente do fémur e do cranio sdo muito
semelhantes no nivel microscépico. E possivel observar, também, que esta
morfologia varia com a idade mas que essa varia¢ao € praticamente a mesma para
os dois tipos de 0ssos.

A matriz éssea inorganica tanto de fémur como cranio com 15 dias de idade

se apresenta na forma de uma sobreposi¢cdo de pequenas placas de fosfato de
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célcio. Entre os aglomerados dessas placas had sulcos, que eram ocupados pela
matriz organica. Com um meés as placas sdo claramente visiveis € 0s espacos
deixados pela matriz orginica sdo menores. Com idade de um ano fica evidente a
maior agregacdo das placas com a formacdo de pequenos espagos, o que confere
um aspecto compacto a essa fase 6ssea mineral.

Estes resultados demonstraram que apesar das diferencas quanto a origem
embrioldgica, microarquitetura e estimulos mecanicos recebidos durante a vida, as
caracteristicas microestruturais da matriz dssea inorganica de fémur e de cranio sao
semelhantes. Por fim, podemos dizer que existe um processo de modificacdo da
morfologia da matriz 6ssea inorganica com o aumento da idade dos animais, e que
tal processo leva a formacgdo de estruturas mais compactas, 0 que vai ao encontro
dos dados de densitometria 6ssea encontrados na literatura.

Com o objetivo de estudar a morfologia da matriz dssea inorganica no nivel
nanoscopico foram obtidas microscopias com aumento de 50.000x. Estas

microscopias sao apresentadas na Figura 27.
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Figura 27: Micrografias de fratura de matriz éssea inorganica proveniente de cranio: 1 ano (a),

superficie de cranio 1 ano (b, ¢), fratura de fémur 15 dias (d), 1 més (e) e 1 ano (f).




Com aumento de 50.000x € possivel observar que a matriz 6ssea inorganica
€ formada por particulas globulares da ordem de 70 nm, e que estas particulas sdo,
por sua vez, formadas por particulas menores da ordem de 20 nm. Foram também
obtidas micrografias com aumento de 100.000x e 150.000x, que podem ser

observadas nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28: Microscopias da matriz 6ssea inorganica proveniente de cranio de 1 ano de idade
com aumento de 100.000x (a,b, c, d, e) e 150.000x (f ).
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Figura 29: Microscopias da matriz dssea inorganica proveniente de cranio de animais com idade

de um ano e meio. Aumentos de 100.000x.

E possivel observar nas micrografias, com aumento de 100.000x, que a
matriz 6ssea inorganica € formada por particulas globulares da ordem de 70 nm, e
que estas particulas sdo, por sua vez, formadas por particulas menores da ordem de
20 nm. As dimensdes das particulas que formam a matriz Ossea inorganica,
observadas nas micrografias sdo concordantes com as dimensdes determinadas a

partir dos difratogramas de raios x usando a equacdo de Debye-Scherer.
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5.2.5- Organizagdo da Matriz Ossea Inorgénica nos Ossos

Neste trabalho procuramos estudar e propor um modelo para a nanoestrutura
da matriz 6ssea. Esse modelo serd apresentado adiante.

A Figura 1 mostra esquematicamente o modelo mais aceito para a
nanoestrutura dos ossos. Segundo este modelo espera-se que micrografias obtidas
de cortes longitudinais de ossos, com dimensdes de 40 nm de largura, 1,71 nm de
espessura € comprimentos variaveis.

Como afirmado anteriormente, estas estruturas nao foram observadas de
forma incontestavel at€é o momento em micrografias de matriz dssea inorganica.
Deve-se acrescentar que alguns autores afirmam que o tamanho dos cristais de
matriz 6ssea inorganica de 67nm € uma prova de que os cristais se encontram entre
as moléculas de colageno.

A afirmac¢do de que o tamanho de cristais da matriz 6ssea inorgéanica de 67
nm é conseqiiéncia de sua formacdo entre as moléculas de coldgeno contradiz o
fato experimental estabelecido de que o espacamento entre as fibrilas de coldgeno
¢ de 40 nm. A distancia de 67 nm observada nestas micrografias €, na verdade,
referente a soma do espaco entre o final de uma molécula e o comeco de outra
(40nm) e a sobreposicdo de partes das moléculas adjacentes (27nm), como ¢é
possivel observar no diagrama apresentado na Figura 1.

De forma geral € possivel afirmar que os 0ssos apresentam apenas algumas
estruturas bésicas. Estas estruturas aparecem em todos os trabalhos, sobre a
nanoestrutura dos ossos, independente da técnica utilizada ou origem dos o0ssos >
28, 3436, 37, 38, 57, %6 A estruturas apresentadas em todos estes trabalhos sdo

semelhantes as estruturas apresentadas nas Figuras 23 a 29 deste trabalho.
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As micrografias da matriz 6ssea inorganica mostram fibras recobertas por
estruturas globulares com aproximadamente 70 nm de didmetro e em alguns casos
também se observa estruturas formadas por glébulos com didmetros menores que 5
nm. Observa-se também, em algumas micrografias, estruturas formadas por placas
com aproximadamente 10 nm de espessura e comprimentos variaveis.

As placas existentes na matriz dssea inorganica sao em sua maioria ligadas
as estruturas globulares, mas em alguns casos € possivel notar placas
independentes das estruturas globulares.

Uma vez que as estruturas apresentadas nas micrografias apresentadas neste
trabalho e as micrografias existentes na literatura ndo apresentam rigorosamente as
dimensdes preditas pelo modelo aceito da nanoestrutura dos ossos, € razodvel
considerar que o modelo existente deve sofrer profundos aprimoramentos. Este
novo modelo deve necessariamente ser capaz de descrever rigorosamente as
estruturas observadas nas micrografias e, a0 mesmo tempo, deve ser capaz de
reproduzir as propor¢oes de volume e massa observadas entre a matriz organica e
inorganica presente nos ossos. Apesar da necessidade de que o modelo represente
de forma rigorosa a propor¢do entre as matrizes formadoras dos 0ssos, essa
propor¢ao € raramente considerada nos trabalhos da literatura, sendo geralmente
negligenciada nos modelos existente.

Analisando as micrografias apresentadas da matriz 0ssea inorganica neste
trabalho assim como as micrografias existentes na literatura, é possivel afirmar que
a matriz organica € formada por fibras recobertas por estruturas globulares ou por
placas, as quais sdo formadas a partir destas estruturas globulares. Estas fibras
recobertas apresentam aproximadamente 100nm de didmetro e as placas

apresentam aproximadamente 10 nm de espessura.
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E bem estabelecido que os ossos sdo formados por fibras de coldgeno (como
demonstrado nas inimeras microscopias de transmissdao presentes na literatura) e
fosfatos de célcio. Desta forma, acreditamos que seja possivel afirmar que as fibras
observadas nas micrografias sdo fibras de coldgeno recobertas por matriz
inorganica, e que as placas observadas sdao também parte da matriz inorganica, que
se forma entre as fibras de coldgeno.

Esta hipotese permite realizar previsdOes sobre as caracteristicas e
propriedades dos ossos. A primeira, € que micrografias de ossos descalcificados
devem apresentam fibras com didmetros menores do que os observados nas
micrografias de ossos completos ou mesmo desproteinados (uma vez que pela
nossa hipétese, a superficie das fibras de coldgeno € recoberta com a matriz
inorganica).

Essa hipdtese pode ser testada determinando-se o didmetro das fibras
observadas em ossos frescos e descalcificados. Desta forma, utilizando o programa
Image Pro Plus, determinamos o didmetro de fibras de ossos intactos € 0ssos
descalcificados a partir de micrografias apresentadas na literatura obtidas por
TEM, SEM e AFM. Foram analisadas mais de 25 micrografias de o0ssos,
provenientes de trabalhos publicados nos dltimos 20 anos® ** ** 3759 o que

totalizou mais de 550 medidas de didmetros de fibras. Um histograma com a

distribuicdo dos diametros de fibras € apresentado na Figura 30.

82



Distribuicao do diametros das fibras
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Figura 30: Distribuicdo dos didmetros das fibras observadas nas micrografias de 0ssos

descalcificados e 0ssos frescos.

Analisando o histograma apresentado na Figura 30, é possivel observar que
o grupo com didmetros menores foi formado pelos didmetros determinados nas
micrografias de ossos descalcificados e que o grupo com maiores didmetros é
formado pelos diametros obtidos das micrografias de ossos intactos. O valor médio

para as fibras descalcificadas é de 68 + 22 nm e para as fibras calcificadas é de 95

+ 13 nm.
E possivel também notar na Figura 30 que o histograma dos didmetros das

fibras descalcificadas se sobrepde ao histograma das fibras calcificadas. Esse fato
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condiz com a hipétese de que a calcificagdo das fibras de coldgeno ocorre na
superficie. Uma vez que as micrografias foram obtidas a partir de amostras de
ossos de animais com diferentes idades, era esperada a existéncia de fibras em
diferentes estigios de calcificacdo, o que explica o fato de que a variacdo no
diametro das fibras calcificadas compreende os valores no intervalo do didmetro
das fibras totalmente descalcificadas até totalmente calcificadas.

Os resultados das andlises de diametro de fibras reportados na literatura
confirmam desta forma, a primeira hipétese do novo modelo proposto.

A média do didmetro das fibras calcificadas permite realizar outra previsao.
Baseado no fato bem estabelecido de que a propor¢cdo entre massa da matriz
inorganica e massa da matriz orginica presente nos o0ssos ¢ de aproximadamente
70/30%, a densidade do coldgeno (1,35 g/cm’) e da hidroxiapatita (3,1 g/cm’)*’ e
que o arranjo destas matrizes seja na forma de dois cilindros concéntricos €
possivel prever que o diametro das fibras de colageno seja de aproximadamente 67
nm. Este valor estd em perfeita concordancia com os resultados experimentais
obtidos para o diametro das fibras descalcificadas, e mostra que mais de 95% da
matriz inorganica dssea se encontra na superficie das fibras de colageno.

Por fim, para que o modelo da calcificagdo externa das fibras de coldgeno
seja confirmado, € essencial que as micrografias existentes sejam reproduzidas
considerando-se as premissas do modelo. De acordo com o modelo proposto €
possivel reconstruir a morfologia observada nas micrografias recobrindo fibras
com estruturas globulares e os espacgos entre as fibras com placas. Tais estruturas
globulares devem ser arranjadas regularmente na superficie das fibras os quais
devem apresentar didmetros de aproximadamente 67 nm.

Para a reconstruc¢ao das estruturas observadas nas micrografias € necessario

que as estruturas globulares sejam distribuidas uniformemente na superficie das
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fibras de coldgeno, de forma a reproduzir a organizacdo das moléculas de
tropocolageno existentes na superficie. Essa organizacdo pode representar pontos
de nucleagdo para o crescimento dos glébulos de fosfato de célcio.

Apesar do padrdo de organizacdo das moléculas de tropocoldgeno ser
utilizado para se reconstruir as estruturas observadas nas micrografias, essa
reconstrucdo nao requer em momento algum que seja assumido a existéncia de
alguma calcifica¢ao no interior das fibras, entre as moléculas de tropocoldgeno.

A Figura 31 apresenta a reconstrucdo das estruturas observadas segundo as
premissas delineadas acima, assim como, a sobreposicio do modelo de

reconstru¢ao com as micrografias da matriz ossea.
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Figura 31: Estruturas recriadas de acordo com o modelo proposto. Sobreposicdo destas

estruturas em micrografias de matriz dssea.

As estruturas apresentadas na Figura 31, construidas de acordo com o
modelo proposto, reproduzem perfeitamente as estruturas observadas nas

micrografias. Quando as estruturas criadas segundo as premissas do modelo
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proposto sdo sobrepostas, € possivel notar a localizagdo das fibras entre as placas
de matriz Ossea inorganica. As fibras desenhadas sobre as micrografias,
representando as fibras originais da matriz dssea, t€ém aproximadamente 68 nm,
diametros estes concordantes com os didmetros apresentados nos histogramas.
Uma vez que todas as previsOes derivadas deste novo modelo da
nanoestrutura dos ossos apresentado por nds sdo concordantes com os dados
experimentais, podemos com relativa segurancga, propor que o modelo descreve
adequadamente a nanoestrutura da matriz 6ssea. Podemos também considerar este
modelo bastante abrangente, uma vez que ele € capaz de descrever a morfologia
apresentada em todas as micrografias de ossos apresentadas na literatura,

independentemente do tipo de osso, idade e animal de origem.
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5.3- Estudo da Superficie dos Fosfatos de Cdlcio

5.3.1 - Tempo de Equilibrio

Para a realizagdo do estudo de isotermas de adsor¢do foi necessario
primeiramente se determinar o tempo para que o equilibrio entre fosfato de cdlcio e
solucdo aquosa seja atingido. A partir do grafico apresentado na Figura 32 que
mostra a variacdo da concentragio de Ca®* em solucio de NaCl a pH 7,0 = 0,2 na
qual foi suspensa a hidroxiapatita € possivel determinar que € necessario

aproximadamente 10 dias para que o equilibrio entre hidroxiapatita e a solucao seja

atingido.
0,124
oto4 ™
|
0,08
0,06 .
= | |
:
- n
0,04 _:. . . .
| - 1
0024 m Il. . = "
™ [ | [ |
"ga = ] ]
0,00 LS -
T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (dias)

Figura 32: Variacdo da concentracdo de Ca™ em solucdo de NaCl em contato com

hidroxiapatita ao longo do tempo a pH 7,0 £ 0,2.

Uma vez que o equilibrio € atingido apds 10 dias, os estudos de equilibrio

foram realizados por medida de seguranca utilizando-se em periodo de 14 dias
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apos a suspensao dos fosfatos de célcio nas solugdes.

5.3.2 = Isotermas

Para o estudo das propriedades de equilibrio entre fosfato de célcio/solug¢des
aquosas foram analisados sistemas contendo diferentes fosfatos de célcio
suspensos em solucdes de NaCl e SBF, tal como descrito no procedimento deste
trabalho. Nestes sistemas, apds o equilibrio, foram determinadas a concentracdo de
Ca® e a concentracio total de P (Pr) na solugio.

As Figuras 33 a 42 apresentam as concentracdes de Ca** e Pt nos sistemas
apos o equilibrio, em func¢io da concentracdo de calcio presentes inicialmente na

solucdo antes da suspensdo dos fosfato de célcio.
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Figura 33: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em solu¢des de NaCl a pH 6, 7 e 7,4 para hidroxiapatita.
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Figura 34: Graificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em solu¢des de NaCl a pH 6, 7 e 7,4 para matriz dssea inorganica proveniente de

animais de 1 ano.
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Figura 35: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em solu¢des de NaCl a pH 6 e 7,4 para fosfato de célcio sintetizado em micro

emulsdo.
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Figura 36: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em solu¢des de NaCl a pH 6 e 7,4 para fosfato de calcio sintetizado em emulsdao

agua/dleo.
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Figura 37: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo
inicial de Ca, em solu¢des de NaCl a pH 6 e 7,4 para fosfato de célcio sintetizado em cristal

liquido.
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Figura 38: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em SBF a pH 6, 7 e 7,4 para hidroxiapatita.

92



Matriz Ossea Inorganica - SBF 1410”7 L Ani
] Matriz Ossea Inorganica - SBF
= 4,0x10° " . \ .
s . S 1.2x10°
NS o 1,0x10°] o = pH6,0
o 3.0x10° . 8 | e ® pH7,0
© o - pH 7,4
2 S 8,0x10" H
8 . 2
% 3 " g— -
2,0x10° .
g X [] = pH6,0 g 6,0x10* - . []
3 ® pH7,0 ° .
8 . pH7.4 S, 4,0x10" .
T 1,0x10° - £ ° .
= n . 5 ) .
§ [ S 2,0x10*
8 2 8 - .
0.0 T T T T T T T T T T T T T 1 0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
00  1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 50x10° 6,0x10° 00  1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10° 6,0x10°
Concentragao inicial de Ca* (Mol/l) Concentragao inicial de Ca® (Mol/l)

Figura 39: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em SBF a pH 6, 7 e 7,4 para matriz dssea inorganica proveniente de animais de 1

ano.
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Figura 40: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em SBF a pH 6 e 7,4 para fosfato de célcio sintetizado em micro emulsao.
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Figura 41: Grificos das concentragdes de Ca e P no equilibrio em func¢do da concentracdo

inicial de Ca, em SBF a pH 6 e 7,4 para fosfato de célcio sintetizado em emulsdo dgua/dleo.
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liquido.
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A partir dos graficos apresentados nas Figuras 33 a 42 € possivel observar
que a medida que se aumenta a concentracdo inicial de célcio temos uma
diminui¢ao da concentracio de P no equilibrio.

Nos graficos dos sistemas fosfato de célcio solu¢do de NaCl € possivel
observar um comportamento linear para a concentracdo de ions cdlcio € um
comportamento de decaimento exponencial para a concentragdo de fosforo a
medida que a concentragdo de ions cdlcio iniciais aumenta. J4 para os sistemas
formados por solu¢des de SBF € possivel observar o comportamento aleatorio para
a concentracdo das espécies estudadas. O comportamento dos dois sistemas se
assemelha em pH proximos de 6.

E interessante notar também a semelhanca de comportamento entre os

fosfato de calcio sintetizados em sistemas organizados, hidroxiapatita e a matriz

dssea inorganica.

5.3.2- Adsorcao de Tons Ca’* na Superficie de Fosfatos de Cdlcio.

Como apresentado na introdugdo € possivel determinar se uma isoterma de
adsor¢do segue o modelo de Langmuir a partir de graficos de C»/n’, em fungao de
C.. A observagdo de retas nestes graficos com coeficiente angular igual a 1/n° e
coeficiente linear igual a I/n°b indica que o sistema pode ser descrito de acordo
com uma isoterma de Langmuir.

As Figuras 43 a 47 apresentam os grificos de C»/n*; em fungédo de C; obtidos

para as isotermas de adsorcao realizadas com os fosfatos de cdlcio.
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Figura 47: Isotermas de adsorcdo para fosfato de cdlcio obtido em sistema de cristal liquido a

diferentes pH em solucdo de NaCl e SBF construidas segundo uma isoterma de Langmuir.

Nos graficos apresentados nas Figuras 43 a 47 € possivel notar algumas

regides formadas por retas com coeficiente angular negativo. Este comportamento

indica que caso ocorresse uma adsorcao de fons cdlcio na superficie dos fosfatos de

célcio estudados esta ndo ocorre de acordo com uma isoterma de Langmuir em

nenhum dos casos estudados. Dessa forma, o modelo original de Gramain, que

considera que durante a dissolucdo dos fosfatos de célcio, ocorre uma adsorcao de

fons célcio segundo uma isoterma de Langmuir, ndo pode ser estendido para o
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equilibrio entre fosfato de calcio e solugdes aquosas.

Apesar de ndo ser possivel descrever o equilibrio entre os fosfatos de cdlcio
e solucdes contendo diferentes concentragdes de fons Ca>* por uma isoterma de
Langmuir, a hipétese de que os fosfatos de célcio adsorvem os fons cdlcio ndo
pode ser ainda descartada, uma vez que existem outros modelos de isotermas de
adsorcao.

Novamente, como apresentado na introducdo, a adsor¢do de ions pode
ocorrer também de acordo com o modelo de adsor¢ao de Freundlich. Neste modelo
é esperado que gréficos de logn®, em fungio de logC, apresentem retas. Exemplos
de graficos obtidos a partir destes parametros para as isotermas estudadas a

diferentes pH em solucdes de NaCl e SBF, sdo apresentados nas Figuras 48 e 49.
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Figura 48: Isotermas de adsor¢do de {fons Ca® segundo o modelo de Freundlich para

hidroxiapatita a diferentes pH em solu¢ao de NaCl e SBF.
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Figura 49: Isotermas de adsor¢do de fons Ca®* segundo o modelo de Freundlich para matriz

dssea inorganica a diferentes pH em solu¢do de NaCl e SBF.

Nao foi possivel tratar os dados de isotermas de adsorcdo a pH 6 devido ao

fato de que a maioria dos valores de n°, foram negativos, em funcio da acentuada

dissolucdo dos fosfatos de célcio neste pH.

Analisando os gréficos das isotermas de adsor¢do tratadas de acordo com o

modelo de Freundlich, € possivel observar que também neste caso o modelo de
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adsorcdo ndo consegue descrever satisfatoriamente o sistema fosfato de célcio/
solugdo aquosa.

Uma vez que ndo € possivel tratar os sistemas estudados por isotermas de
adsorcdo, podemos afirmar que no sistema niao ocorre de fato uma simples
adsor¢cdo dos ions cdalcio na superficie dos fosfatos de célcio. Estes resultados
mostram que o modelo de Gramain que tratam a dissolu¢do dos fosfatos de célcio
ndo pode ser estendido para a condi¢ao de equilibrio destes materiais.

Portanto, como ndo € possivel descrever o sistema em equilibrio fosfato de
célcio/solucdo aquosa por uma isoterma de adsorcdo e até o momento, ndo foi
comprovado que essa adsor¢do ocorra ao longo da dissolu¢do, € razoavel
considerar que o equilibrio de fosfatos de célcio (particularmente apatitas e matriz
Ossea inorganica) deve ser abordado por outro enfoque.

De forma geral, a solubilidade dos solidos € tratada pelo conceito de
equilibrio de solubilidade e descreve sistemas em equilibrio idénticos aos sistemas
utilizados aqui para se estudar a adsorcio de fons Ca®* por fosfatos de calcio
quando suspensos em solu¢des de NaCl e SBF.

Dessa forma o equilibrio entre os fosfatos de calcio e as solucdes foram
estudados assumindo-se um equilibrio termodindmico entre a superficie destes e a

solu¢cdo, como é demonstrado no item 5.3.3.

5.3.3 — Equilibrio de Solubilizacdo dos Fosfatos de Cdlcio

Os processos de dissolugdo e o equilibrio dos fosfatos de cdalcio com
solucdes aquosas podem ser tratados com o mesmo formalismo matemaético
comumente aplicado a uma rea¢ao quimica.

Os fosfatos de célcio de interesse deste trabalho sdo: 2>

104



Cas(PO,4);(OH); Ca;o(PO4)s(CO3); Ca(H,PO,),.H,0; Ca(H,PO,),;
CagH,(POy4)6.5H,0; CaHPO,.2H,0; CaHPO,; Cas(PO,4),0; Caz;(PO,), e fosfato de
célcio amorfo, com diferentes estequiometrias e cristalinidade, semelhante a fase
dssea inorganica.

Assim, a dissolucdo de qualquer um dos fosfato de célcio pode ser

representada pela Equacao 10.

Ca,H,(H,PO,),(HPO,).(PO,),(C0O;),0H; S xCa**, + sH" + yPO, ) + zHPO,
%) + VH2POY (o) wCO3™ + kOH (4 Equacio 10

Onde: x, y, z, v, 5, w e k s@o os coeficientes estequiométricos dos respectivos
ions.
A constante de equilibrio para a dissolucdo dos fosfatos de calcio pode ser

escrita na forma:
y y

K =(ca” (1) (B,P0, ) (HPO,? J(PO,” ) (cO,? ) (OH ) Equacdo 11

onde (X) representa € a atividade da espécie X.
A Equacdo 11 pode ser reescrita de forma a representar todas as equagdes de

equilibrios para os diferentes tipos de fosfato de célcio, como apresentado abaixo:
K, =(ca” Y.V [P0, b, . J (0wl )

K oo, = ([Ca 2 ]7@” )qHPO 4_2 J7Hpo 2 )
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Ko = (ca” )" [P0, Yo S 02y, )

Onde [X] € a concentracdo dos ions na solu¢do apds o equilibrio e ¥ é o
coeficiente de atividade 10nica.

Com a concentragdo de Ca, Pt (obtida por ICP-OES), pH, solubilidade de
CO, em 4gua e as equagOes de equilibrio (tanto de equilibrio dos fosfatos:
Equacdes 12 a 15 como as equacdes de equilibrio dos carbonatos: Equagdes 21 a

24) € possivel determinar a concentracao de todas as espécies da solugao:

[PO,”] + [HPO4 ] + [H,PO, | + [H3PO4] = [Pr] Equacdo 12
H;PO, S H,PO, + H' pK,=2,19 Equacio 13
H,PO, S HPO,” + H' pK, =7,18 Equacio 14
HPO,” S PO,” + H' pKs =123 Equacio 15

Uma vez que as isotermas foram realizadas a pH 6; 7 e 7,4 podemos
considerar que a concentracao de H;PO, nas solugdes € zero.
O coeficiente de atividade i6nica pode ser calculado pela Equacao 16 (Lei de

Debye-Huckel estendida). '™

1
- ZI.ZAI 2

= i Equacao 16
n7 1+ Bal''* qua¢

Onde:
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z € a carga do ion, a € um parametro referente ao tamanho da esfera de

hidratacao dos ions e I € a forca i6nica do meio, expressa por:
1 b,
I =§sz(b—;j Equagio 17

Onde b é a molalidade e b? é a molalidade padrio da substincia e A e B sdo

obtidos a partir da teoria de Debye-Huckel onde:

A= 1,825x10%(e T)™" Equacio 18
B=50,3(eT)"" Equacao 19

€ ¢é a constante dielétrica do meio e T € a temperatura em Kelvin. Para a
agua, temos € = 78,30.

A partir do coeficiente de atividade dos ions na solu¢cdo e da respectiva
concentracdo € possivel determinar a constante de equilibrio.

Neste trabalho, para a obtencdo do coeficiente de atividade dos ions
presentes nas solugdes algumas consideracdes foram feitas:

1. A molalidade foi aproximada para molaridade, pois a conversdao da
molaridade dos ions para molalidade, usando-se a densidade das solu¢des observa
mostra que numericamente sao muito semelhantes.

2. As concentracdes de CO;> e HCO; nas solucdes provenientes do
tampao de controle de pH pelo borbulhamento de CO, foram estimadas a partir da
solubilidade do CO, em 4gua a 37° C e das equacoes de equilibrio para as espécies

10nicas presentes em solucdo (Equacoes 20 a 23).

[H,COs] + [HCO5] + [CO57]= [Cr] Equacio 20
C02 + HzO s H2C03 pKS =278 Equagﬁo 21
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H2C03 s HCO3_ +H"
HCO;'S COs% + HY

pK, = 6,35
pK, = 10,33

Equacao 22
Equacao 23

Nos sistemas estudados as concentracdes maximas de HCO5; e de CO57%,
provenientes do borbulhamento de CO,, conforme descrito no procedimento de
obtencdo de isotermas sio respectivamente 4,6 x 10* e 5 x 107 mol/l. As
concentracdes de HCO; e de CO5” ndo alteram de forma significativa a forca
16nica do meio e, portanto, tais ions foram desconsiderados nos célculos da forca
10nica das solugdes.

3. Uma vez que a variacdo das concentracdes de Ca e Pp devido a
dissolugdo dos fosfatos de cdlcio € relativamente pequena, foi considerado que esta
variacdo ndo altera de forma significativa a forca idnica do meio.

4. Como os equilibrios foram realizados a valores de pH préoximos de
sete foi considerado que a varia¢do da concentra¢do dos fons H e OH também nio
altera a forca idnica das solucoes.

A partir das equagdes e consideracOes apresentadas, os coeficientes de
atividade dos ions presentes nas solugdes foram determinados e sdo apresentados
na Tabela 9. Os célculos para a determinagdo dos coeficientes de atividade de

todos os ions na solucao sdo apresentados de forma detalhada no Apéndice 1.

Tabela 9: Coeficiente de atividade dos ions presentes nas solugdes estudadas.

Coeficientes de atividade
Solugbes Vi Yorr Ve Yeop s Virg? Y u,po;
SBF 0,912 0,866 0,638 0,616 0,307 0,591 0,877
NaCl 0,916 0,873 0,653 0,631 0,326 0,608 0,883
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Impondo a equacdo da constante de equilibrio para hidroxiapatita (Equagao

24) para todos os equilibrios estudados foram obtidos os valores de Ky, para todos

os fosfatos em equilibrio com as solucdes. As Tabelas 10 a 14 apresentam os

valores médios das constantes de equilibrio para cada pH estudado.

K =ca? by, o, by, JlonTy,, )

Equacao 24

Tabela 10. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 24 para o sistema

hidroxiapatita/solucdo.

Solucao pH K
6,6 (5 +5)x10”°
SBF 7 (1+3)x10™"
7.4 (2 £3)x10™
6 (4 +6)x10”’
NaCl 7 (1+2)x10™°
7,4 (2 +10) x10™"
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Tabela 11. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 24 para o sistema

matriz dssea inorganica/solucio.

Solucao pH K
6 (6+8)x 107
SBF 7 (1+1)x10™"
7.4 2+2)x10™
6 (8+10)x 10™
NaCl 7 (2+3)x 107
7.4 (3+3)x 107

Tabela 12. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 24 para o sistema

fosfato de cdlcio obtido a partir de micro-emulsao/solugao.

Solucao pH K
6 (1+3)x 107
SBF 1
7.4 2+3)x10”
6 (7+3)x10™°
NaCl -
7.4 (8+9)x 10

Tabela 13. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 24 para o sistema

fosfato de cdlcio obtido a partir de emulsio de dgua em Sleo/solucdo.

Solucao pH K
6 1+1x10™"
SBF :
7,4 6+7)x 107
6 (1+3)x10™
NaCl -
7.4 (5+6)x 10
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Tabela 14. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 24 para o sistema

fosfato de calcio obtido a partir de cristal liquido /solugao.

Solucao pH K
6 (1+1)x 10!
SBF .
7.4 6+6)x 10
6 (1+1)x 10
NaC(Cl -
7.4 Q2+4)x 10

Os resultados numéricos obtidos para Ky, nos pH estudados para todos os
fosfatos de calcio estudados sdo semelhantes aos resultados apresentados na
literatura (pK = 52 - 60) para hidroxiapatita®.

E possivel observar que 2 medida que o pH aumenta, temos um aumento
significativo no valor de Kys. Alguns valores de Ky, em pH maiores se
aproximam dos valores existentes na literatura para octacdlcio fosfato (pK = 48)*
que tem a formula elementar CagH,(PO,4)s.5H,0. Este composto € considerado um
dos precursores da hidroxiapatita®.

E interessante notar também que existe um padrio de aumento do valor da
constante de equilibrio com o aumento do pH, e que esse aumento € observado em
todos os fosfatos estudados, tanto nas solugdes de NaCl quanto nas de SBF.

A variacdo dos valores de Ky, confirmam as observagdes existentes na
literatura, de que o equilibrio de fosfatos de célcio (particularmente hidroxiapatita)
em solucdo aquosa nao pode ser descrito pela equacdo da constante de equilibrio
apresentada na Equacao 24.

Uma hipétese que pode ser levantada para se explicar a causa da variacdo da
constante de equilibrio para hidroxiapatita e fosfatos de cdlcio semelhantes é que,

ao se suspender a hidroxiapatita em uma solucdo aquosa, ocorre uma modificacio
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da superficie desta. Com a modificacdo da superficie, o equilibrio dessa nova
superficie e a solu¢do ndo pode ser mais descrito pela Equagao 24.

Um método possivel para avaliar a hipdtese da modificacdo na superficie
dos fosfatos de cdlcio € aplicar diferentes equacdes de equilibrio aos sistemas
estudados e avaliar os resultados obtidos para as constantes resultantes destas
equacdes. Desta forma € possivel determinar se alguma das equagdes € capaz de
descrever o sistema de forma satisfatoria.

As Tabelas 15 a 18 apresentam os resultados obtidos para hidroxiapatita e
matriz 6ssea inorganica em solucdes de SBF e NaCl em pH 6. As Tabelas 19 e 20
apresentam as médias das constantes de equilibrio obtidas para todos os fosfatos de
célcio de interesse deste trabalho aplicados aos equilibrios de hidroxiapatita e
matriz 6ssea suspensas nas solucdes estudadas nos diversos pH (exceto para a
féormula de equilibrio de composi¢cao CaHPO,).

As tabelas obtidas para todos os fosfatos de cédlcio com a constante de
equilibrio calculada para cada concentracao de célcio em cada pH sdo apresentadas

de forma completa no Apéndice 2.
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Tabela 15: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o
sistema hidroxiapatita pH 6 solu¢do de NaCl.

Concentracao

Cas(PO,4);OH | CaHPO, Ca y(POy)(CO3) | Ca(H,POy), CagH,(POy)s Caz(POy), difli(c:if;
(Mol/L)

le-56 1e-08 1e-96 6e-12 8e-104 Te-32 5,42e-03
le-56 1e-08 le-96 8e-12 le-103 Te-32 4,71e-03
Se-57 9e-09 2e-97 Te-12 3e-104 4e-32 4,01e-03
le-56 le-08 le-96 le-11 2e-103 8e-32 3,59e-03
3e-57 8e-09 8e-98 8e-12 le-104 3e-32 3,23e-03
8e-58 6e-09 6e-99 4e-12 le-105 le-32 2,75e-03
le-57 8e-09 2e-98 9e-12 6e-105 2e-32 2,21e-03
2e-57 9e-09 3e-98 le-11 le-104 3e-32 8,88e-05
4e-58 6e-09 2e-99 6e-12 8e-106 le-32 1,59e-03
7e-58 9e-09 6e-99 2e-11 Se-105 2e-32 8,14e-04
2e-58 7e-09 4e-100 2e-11 7e-106 8e-33 4,34e-04
3e-58 9e-09 1e-99 3e-11 3e-105 le-32 1,40e-04
5e-58 1e-08 2e-99 4e-11 6e-105 2e-32 1,23e-04
3e-58 9e-09 7e-100 3e-11 2e-105 le-32 8,59e-05
2e-56 le-08 7e-97 le-11 4e-103 le-31 4,86e-05
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Tabela 16: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita pH 6,6 solucao de SBF.

Concentracao

Cas(PO,4);OH | CaHPOy4 | Cay(POy4)s(CO3) | Ca(H,POy), CagH,(POy)s Caz(POy), difli(c:if;
(Mol/L)

le-51 8e-08 9e-88 4e-11 6e-96 7e-29 6,05e-03
le-51 le-07 le-87 6e-11 le-95 8e-29 5,15e-03
2e-51 le-07 2e-87 Oe-11 2e-95 9e-29 4,39e-03
4e-52 8e-08 le-88 Se-11 2e-96 4e-29 6,65e-04
6e-52 le-07 3e-88 le-10 6e-96 5e-29 3,48e-03
Te-52 le-07 3e-88 le-10 8e-96 6e-29 1,56e-03
4e-52 le-07 9e-89 le-10 3e-96 4e-29 2,57e-03
4e-54 4e-08 le-92 Se-11 2e-99 3e-30 1,82e-03
8e-54 6e-08 4e-92 le-10 le-98 4e-30 6,04e-04
le-55 3e-08 9e-96 6e-11 2e-101 4e-31 1,17e-04
2e-55 3e-08 3e-95 Te-11 Se-101 S5e-31 4,26e-05
le-55 3e-08 le-95 Te-11 3e-101 4e-31 4,01e-05
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Tabela 17: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o
sistema matriz 6ssea inorganica pH 6 solucdo de NaCl.

Concentracao

Cas(POy4);0H | CaHPO4 | Ca;g(POy4)s(CO3) | Ca(H,POy), CagH,(POy)6 Ca3(POy), difli(c:iil:
(Mol/L)

le-54 4e-08 le-92 8e-11 6e-100 le-30 6,49e-03
6e-55 4e-08 4e-93 8e-11 3e-100 le-30 5,82e-03
5e-55 4e-08 3e-93 9e-11 2e-100 9e-31 4,69e-03
2e-55 3e-08 3e-94 Te-11 3e-101 5e-31 3,76e-03
3e-55 4e-08 6e-94 2e-10 le-100 Te-31 2,65e-03
3e-55 4e-08 9e-94 2e-10 2e-100 8e-31 1,94e-03
le-55 4e-08 le-94 2e-10 4e-101 4e-31 1,04e-03
le-55 4e-08 le-94 4e-10 7e-101 5e-31 1,53e-04
6e-54 7e-08 le-91 4e-10 2e-98 4e-30 8,37e-05
2e-55 5e-08 2e-94 5e-10 2e-100 6e-31 7,93e-05
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Tabela 18: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o
sistema matriz 6ssea inorganica pH 6,6 solu¢ido de SBF.

Concentracao

Cas(POy4);0H | CaHPO4 | Ca;g(POy)s(CO3) | Ca(H,POy), CagH,(POy)6 Ca;(POy), difli(c:iil:
(Mol/L)

2e-51 le-07 2e-87 Te-11 2e-95 le-28 5,97e-03
2e-51 le-07 3e-87 9e-11 3e-95 le-28 5,17e-03
le-51 le-07 le-87 le-10 2e-95 8e-29 4,29e-03
6e-52 le-07 2e-88 le-10 7e-96 6e-29 3,37e-03
5e-52 le-07 2e-88 2e-10 Te-96 5e-29 2,60e-03
5e-53 8e-08 1e-90 le-10 2e-97 le-29 8,11e-04
Se-54 5e-08 2e-92 le-10 7e-99 4e-30 8,51e-04
3e-53 9e-08 Te-91 3e-10 2e-97 le-29 1,23e-04
4e-53 le-07 1e-90 3e-10 3e-97 le-29 7,90e-05
4e-56 9e-09 1e-96 3e-12 3e-103 le-31 4,29e-05
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Tabela 15: Valores das constantes de solubilidade obtidos a partir de diferentes férmulas

estequiométricas para o sistema hidroxiapatita /solugao.

Formula elementar do fosfato
de calcio utilizada para o Solucao pH K
calculo de K.
6,6 3+5x10™
SBF 7 5+10x10™
-87
Cao(POYK(CO;) = LN
NaCl 7 2+6x1077
7,4 2+7x10°
6,6 8+3x10"
SBF 7 1+1x10"
-12
CalH;F0); e Tareo”
NaCl 7 8+3x10™"
7,4 1+4x10™"
6,6 4+5x10™°
SBF 7 1 +£2x107°
-96
CagH,(PO,),.5H,0 e
NaCl 7 6+7x10"%"
7,4 2+8x1077
6,6 3+3x107%
SBF 7 4 +4x10%
-28
CHI L
NaCl 7 3+3x107"
7,4 1 +4x107%
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Tabela 16: Valores das constantes de solubilidade obtidos a partir de diferentes férmulas

estequiométricas para o sistema matriz ¢ssea inorganica/solugao.

Formula elementar do fosfato
de calcio utilizada para o Solucao pH K
calculo de K.
6,6 6+9x10™
SBF 7 2+2x10™
-87
Ca;(PO4)6(CO3) 7;4 Z i 2 28-92
NaCl 7 1+£4x10™
7,4 2+£3x10"
6,6 1£0,8x10™"
SBF 7 3+1x10"
+ 12
T
NaCl 7 1+1x10""
7,4 7+6x107"
6,6 8+ 10x10™
SBF 7 5+7x10%
-95
CasH,(POy4)e.5H,0 7;4 421 :r 2 28'99
NaCl 7 2+3x107"
74 2+£3x107™°
6,6 4+4x10”
SBF 7 5+3x10%
+ 28
Caz(POy), 7;4 1 ; i 28_30
NaCl 7 1£09x107
7,4 1+0,7x10”

Nas Tabelas 15 a 18, é possivel observar que a constante de equilibrio

proveniente da Equagdo 25 correspondente a formula elementar do CaHPO, € a
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que menos sofre variacdo nas diferentes solucdes e pHs estudados.
K cunpo, = (ca ]7Ca+2 )(lHPOf JyHP04,2 ) Equacao 25

A observacdo de que a constante de equilibrio obtida para os sistemas
estudados a partir da Equac@o 25 ndo se altera com o pH e com a concentra¢io
inicial de fons Ca®" indica que a essa equagio pode descrever de forma satisfatéria
esse sistema em equilibrio.

As Tabelas 21 a 25 apresentam os valores da constante de equilibrio obtidos

a partir da Equacao 25 para os sistemas estudados.

Tabela 17. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacgdo 25 para o sistema

hidroxiapatita/solucdo.

Solucio pH K/10°
6 7+3
SBF 7 442
7,4 3+2
6 0,9 +0,1
NaCl 7 0,2 +0,08
7,4 0,7+0, 4
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Tabela 18. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 25 para o sistema

matriz dssea inorganica /solugao.

Solucao pH K/10°
6 8+3
SBF 7 7+1
7,4 5+2
6 4+1
NaC(Cl 7 2+04
7,4 1+£0,3

Tabela 19. Valor médio da constante de equilibrio obtida a partir da Equacdo 25 para o sistema

fosfato de cdlcio obtido a partir de micro-emulsdo /solugao.

Solucao pH K/10°
6 5+£2
SBF
7.4 3+2
6 3+0,8
NaCl
7,4 0,7+0,1

Tabela 20. Valor médio da constante de equilibrio obtido a partir da Equacdo 25 para o sistema

fosfato de calcio obtido a partir de emulsdo dgua em 6leo /solugdo.

Solucao pH K/10°
6 10£0,6
SBF
7,4 6+4
6 9+3
NaCl
7,4 4+0,7
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Tabela 21. Valor médio da constante de equilibrio obtido a partir da Equacg@o 25 para o sistema

fosfato de calcio obtido a partir de micro-emulsao /solucao.

Solucao pH K/10°
6 8 £9
SBF
7.4 5+4
6 10+4
NaCl
7,4 2+3

Os resultados apresentados nas Tabelas 21 a 25 mostram que os valores da
constante de equilibrio ndo variam de forma significativa ao se utilizar a Equacao
25 para todos os materiais estudados confirmando os resultados apresentados nas
Tabelas 15 a 28.

Uma vez que a Equacgdo 25 representa o equilibrio do fosfato de cdlcio
monetita (CaHPO,) foram realizados experimentos de isotermas de equilibrio com
monetita (CaHPQO,), nas mesmas condicdes experimentais em que foram realizados
os equilibrios com os demais fosfatos de cdlcio. Os resultados da constante de

equilibrio calculados como CaHPQ, sdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 22: Constante de equilibrio de CaHPO,4 em solucdes de NaCl e SBF.

Solucio K/107
SBF 2+1
NaCl 1,9 +0,4

O valor da constante de equilibrio de solubilidade do composto CaHPO,

apresentado na Tabela 26 é o mesmo reportado na literatura para monetita®.
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7.

E interessante notar que, de forma geral, as constantes de equilibrio
determinadas para os materiais estudados apresentam a mesma ordem de grandeza
(10®). A formacio do composto CaHPO, apés a suspensio dos fosfatos de célcio
na superficie dos materiais ndo foi demonstrada até o momento por trabalhos na
literatura assim como pelas caracterizacdes realizadas neste trabalho (item 5.4). A
incapacidade de detectar essa nova fase superficial é uma indicacdo de que essa
nova superficie deve ser formada apenas por algumas camadas atomicas.

As novas tecnologias de estudo de superficies a partir de técnicas como
TOF-SIMS e espectroscopia de FTIR entre outras, t€m possibilitado avangos no
estudo das camadas superficiais dos compostos (primeira camada atdmica). A
partir destes avangos, € possivel esperar que trabalhos onde sejam realizadas novas
medidas possam confirmar ou refutar a hipotese da formacdo de uma superficie
composta predominantemente por fons Ca** e HPO,* na superficie dos fosfatos de

célcio, em equilibrio com uma solu¢do aquosa.

5.4— Caracterizagdo dos Fosfatos de Cdlcio Apos a Suspensdo dos

Solidos em Solugcoes de NaCl ou SBF.

Uma vez que os resultados dos estudos de equilibrio dos fosfatos de cdlcio
em solugdes aquosas mostraram que possivelmente ocorre uma modificacdo na
superficie destes soOlidos, hidroxiapatita e matriz Ossea inorganica foram
caracterizadas apos suspensao e equilibrio em SBF.

Os fosfatos de cdlcio sintéticos cristalinos apresentam as mesmas
caracteristicas dos materiais ja caracterizados na literatura. Nas figuras e tabelas

apresentadas no item 5.1, sdo reportados os difratogramas de raios x, espectros de
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infravermelho, micrografias de varredura eletronica, termogramas e razao Ca/P

obtida por ICP-OES destes materiais antes da suspensao.

As Figuras 50 a 53 apresentam os espectros de FTIR e difratogramas de

raios x obtidos apoés diferentes periodos de suspensdao dos materiais em SBF.

Tempo de imerséo (dias)
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Figura 50: Espectros de FTIR da matriz dssea inorgénica suspensos por diferentes periodos em

SBF.
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Figura 51: Espectros de FTIR de hidroxiapatita suspensos por diferentes periodos em SBF.
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Figura 52: Difratogramas de raios x de hidroxiapatita suspensos por diferentes periodos em

SBF.
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Figura 53: Difratogramas de raios x de hidroxiapatita suspensos por diferentes periodos em

SBF.

Os resultados apresentados mostram que ndo ocorre uma modificacdo
significativa que possam ser detectadas nos materiais apds a suspensao nas
solucdes.

Ao longo dos estudos realizados neste trabalho foi observado que
aproximadamente a metade da massa dos fosfatos é dissolvida apés o 1° dia de
suspensdo, e, portanto a auséncia de alteragdes significativas na composi¢ao
quimica destes fosfatos ndo pode ser atribuida a uma solubilidade reduzida destes

materiais.
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A ndo observancia de alteracdes novamente confirma a hipdtese de que as
modifica¢des observadas nos estudos de equilibrio sdo modificacdes que ocorrem

apenas na superficie dos fosfatos de cdlcio estudados.

5.5- Consideragoes Sobre os Modelos de Dissolucdo e Equilibrio

de Fosfatos de Cdlcio em Solucoes Aquosas

A observagdo do comportamento andmalo para os sistemas apatias/solug¢ao
aquosa tem sido reportada em varios trabalhos na literatura. Estes trabalhos
demonstram que para estes sistemas o processo de dissolugdo ndo ocorre
respeitando a estequiométrica dos materiais * '® ™7,

Uma vez que este fendOmeno € reportado em inumeros trabalhos realizados
por diferentes autores, nas mais diversas condi¢des experimentais, VAarios
pesquisadores, tém proposto modelos na tentativa de explicar esse comportamento
ndo usual das apatitas.

Até o momento os varios modelos propostos podem ser agrupados em oito
modelos’'. sobre a dissolucdo de apatitas em solucdes aquosas:

- Modelo do controle de dissolugdo por difusdo e cinética;

- Modelo de dissolucdo polinuclear;

- Modelos de formagdo da camada de calcio;

- Modelo de dissolugdo estequiométrica/nao estequiométrica;

- Modelo de dissolucdo quimica;

- Modelo de formagdo de defeitos na superficie;
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- Modelo de troca de ions;

- Modelo de catélise por hidrogénios.

De forma geral, € possivel afirmar que todos estes modelos apresentam
qualidades e defeitos, uma vez que nenhum destes € capaz de descrever de forma
completa todos os fendmenos que ocorrem na superficie das apatitas durante a
dissolu¢do ou equilibrio em solu¢do aquosa. Ainda assim, estes modelos t€ém o
mérito de serem capaz de tratar de forma relativamente satisfatoria os fendmenos
que ocorrem nas condi¢des para os quais foram propostos.

Apesar do aparente sucesso em descrever fendmenos observados na
dissolucdo ou equilibrio das apatitas em solucdes aquosas, grande parte destes
modelos ndo € capaz de explicar, ou ignora a falta da existéncia de uma constante
de solubilidade definida para as apatitas.

E possivel notar entre os modelos existentes, trés explicacdes diferentes para
este problema da constante de solubilidade. A primeira explicacdo afirma que as
apatitas apresentam o fendmeno de Equilibrio de Solubilidade Metaestavel
(MES)* ™, onde em vez de um equilibrio termodindmico, temos um sistema cuja
velocidade de dissolucdo das particulas € bem maior que a de
precipitagdo/crescimento das mesmas.

Outra explicacdo, da qual faz parte o modelo de Gramain afirma que, ao
longo da dissolugdo existe uma adsor¢do, ou mesmo desorcdo preferencial de
determinados fons na superficie dos materiais® .

E, por fim, a ultima explicacao afirma que a superficie dos fosfatos de cdlcio
€ composta por varios sitios a partir dos quais ocorre a dissolucdo. Neste modelo, a
dissolucdo se encerra a medida que os sitios de dissolu¢do sdo consumidos ao
longo do processo de solubilizacao.

Assim, € possivel concluir que nenhuma das explicacdes para o
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comportamento das apatitas, fornece uma explicacdo satisfatéria para a variacao
da constante de equilibrio destes materiais ( 107 a 10'60). Neste trabalho,
demonstramos que ndo € possivel descrever o comportamento do sistema por uma
adsorcao de ions cdlcio na superficie do material; por fim, a questdo dos sitios de
adsor¢do ndo é capaz de explicar a constante de equilibrio diferenciada, uma vez
que mesmo que os materiais se dissolvam através de sitios de dissolu¢io, ndo ha
relacao entre o processo de dissolugdo e a constante de equilibrio.

Alguns autores’' afirmam que a dissolucio das apatitas ndo pode ser descrita

pela Equacido 26.
Cas(PO,);0H,) S 5Ca* ) + 3P0, g + OH () Equacio 26

ao contrario afirmam que a dissolucdo das apatitas ocorre em quatro etapas,

segundo as Equacdes 27 a 30.

Cas(PO,);0H, + H'y S Cas(PO,);(H0) Equacdo 27
2Ca;s(PO,);(H,0)" o S 3Ca3(PO,)y ) + Ca™ g + 2H,00q) Equacio 28
Ca3(POy)y) + 2H' ) 5 Ca’* ) +2CaHPO,, Equacio 29
CaHPO,, + H' S Ca™ ) + HyPOy Equacio 30

A indicacdo de que as apatitas dissolvem-se de acordo com estas quatro
equacdes e de que a dissolucdo ocorre na superficie destes materiais permite
esperar que em algum momento da dissolugdo seja possivel encontrar na
superficie, os fons que tomam parte das equacdes. As Equacdes 29 e 30 podem
sofrer um deslocamento do equilibrio a medida que as concentracdes iOnicas sao

alteradas nas solugdes e dessa forma, € possivel esperar que a solugdo apresente
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uma determinada concentracio de fons Ca®™* e HPO,” ou PO,”, e que a superficie
formada pelos compostos apresentados nas Equagoes 29 e 30 estejam em equilibrio
com a solucdo.

Para solu¢des com pH préximo do valor do pH fisioldgico (pH =7,4) o ion
fosfato de maior concentraco na solucio é o HPO,>. Dessa forma, é esperado que
as Equacoes 29 e 30 (devido ao equilibrio dos ions HPO42' com os ions H,PO,)
sejam deslocadas para a formac¢ao do composto CaHPO, na superficie do material.
Portanto, € possivel esperar que o equilibrio entre esta nova superficie formada e a
solucdo aquosa seja muito semelhante ao equilibrio do composto puro CaHPO, e
solugdo aquosa.

Essa afirmacdo confirma os resultados apresentados neste trabalho onde
demonstramos que o sistema apatita/solucao aquosa pode ser descrito pela equacao

de equilibrio de acordo com a composi¢ao de CaHPO,.
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6 — Conclusoes

6.1- Caracterizacdo da Matriz Ossea Inorgdnica

Os resultados do efeito da desproteinacdo com hidrazina sobre a matriz
Ossea inorganica, permitem afirmar que o processo de desproteina¢ao desenvolvido
por Termine ndo altera de forma significativa a matriz 6ssea inorganica.

Em relacdo a caracterizacdo da matriz Ossea inorganica, os resultados
apresentados neste trabalho mostram que as modificacdes pelas quais a matriz
Ossea inorganica passa ao longo da vida dos animais ocorre apenas até€ o sexto més
de vida dos mesmos. Além disso, os resultados mostram que ndo existe uma
diferenca significativa das caracteristicas das matrizes Osseas para 0OS 0SSOS
estudados (cranio e fémur) apesar das diferencas anatomicas e de estimulo
mecanico aos quais estes 0ssos sao submetidos ao longo da vida dos animais.

Quanto a concentragdo das espécies presentes na matriz éssea inorganica, os
resultados demonstram que existe uma correlacio entre os parametros
cristalograficos do plano de difracdo 310 e a concentracdo de ions carbonato.
Demonstramos também que a linha de base dos difratogramas (comumente
relacionada a uma fase amorfa) ndo pode ser correlacionada com a concentracao
dos ions carbonato na matriz 6ssea inorganica.

Os resultados das microscopias de varredura eletronica da matriz Ossea
inorganica mostraram que esta ¢ formada por particulas da ordem de 20 nm que se
aglomeram em estruturas globulares da ordem de 70 nm de didmetro e por placas
com 5-10 nm de espessura e comprimentos variados.
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A partir destes resultados foi sugerido um modelo para a nanoarquitetura dos
0ssos. Este modelo € fundamental para a producdo de biomateriais com a
finalidade de substituicdo Ossea uma vez que, para se criar um material realmente
biomiméticos € primeiramente necessirio que se conheca a estrutura do material

que se deseja mimetizar.

6.2- Estudo da Superficie dos Fosfatos de Cdlcio

Os resultados apresentados permitiram demonstrar que o equilibrio fosfato
de célcio/solucdo aquosa ndo pode ser descrito como uma isoterma de adsorcao.
Desta forma, o modelo de Gramain onde a dissolu¢do das apatitas é descrita por
uma isoterma de adsor¢ao ndo pode ser estendido ao sistema em equilibrio.

A partir destes mesmos estudos de isotermas de adsorcdo foi possivel
verificar que o sistema formado por fosfato de célcio/ solu¢do aquosa pode ser
descrito pelo equilibrio entre o composto CaHPQ, sugerindo que a superficie dos
fosfatos de célcio se modifica formando este composto.

A modificacdo da superficie pode explicar de forma satisfatoria os
resultados de dissolu¢do ndo estequiométrica das apatitas e o comportamento
anomalo do equilibrio entre a superficie destas apatitas e a solugdo, reportados na
literatura.

O esclarecimento das transformagdes que ocorrem na superficie das apatitas,
dentre elas a matriz Ossea inorganica, sao de grande importancia para o
entendimento de todos os processos bioldgicos nos quais estes materiais tomam

parte. Essa importancia € confirmada pela afirmacdo comum nos trabalhos de que a
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biocompatibilidade dos materiais € uma propriedade da superficie, ao invés de uma

propriedade do “bulk™ do material.
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Apéndice 1

Calculo da constante de atividade dos ions presentes nas solucoes estudadas.

O coeficiente de atividade i6nica pode ser calculado pela Equacao 31 (Lei de

Debye-Huckel estendida). '

1
—Z,-2A12

=Nt E ao 31
1+ Bal'”? quagao 3

Iny,

Onde:
z € a carga do fon, a € um parametro referente ao tamanho da esfera de

hidratacao dos ions e I € a forca i6nica do meio, expressa por:
1 b,
I :EZz?(b—;j Equacao 32

onde b é a molalidade e b? é a molalidade padrio da substancia.

A e B sdo obtidos a partir da teoria de Debye-Hueckel onde:

A= 1,825x10°(e T)™"? Equacio 33
B=50,3(eT)"* Equacao 34

e ¢é a constante dielétrica do meio e T € a temperatura em Kelvin. Para a
agua, temos € = 78,30.

Desta forma primeiramente € necessario determinar a concentragao dos ions
presentes nas solucdes estudadas. Os ions e espécies presentes na solu¢do de SBF
sdo: Ca’*, Na*, Mg*, K*, CI', PO,”, HPO,*, H,PO, , H;PO,, H,CO;, HCO;, CO5”,
SO,%, HSO,, H,SO,. Uma vez que os estudos foram realizados em pH préximos a
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7, para a determinagdo da forca idnica na solucdo € possivel considerar zero a
concentracdo das espécies PO43', H;PO,, HCO5, SO42', HSO,, H,SO,4, H;PO, e
H,S0O,.

A concentracdo dos fons na solu¢do de SBF é:

Tabela 23: Concentrac¢io dos ions no SBF.

Ton Concentracao (mMol/L)
Na* 142,0
K" 5,0
Mg** 1,5
Ca™ 2,5
Cr 103,0
HCO5 27,0
HPO,” 1,0
SO~ 0,5

o y . ~ L . 2- .
E possivel estimar a concentracdo da espécie HPO,~. Para isso podemos

utilizar as equagdes de equilibrio e o balanco de massa.

H;PO, S H,PO, + H' pK,=2,19 Equacio 35
H,PO, S HPO,” + H" pK, =718 Equacdo 36
HPO,” 5 PO,” + H' pK; =123 Equacio 37
[PO,”] + [HPO, ] + [H,PO, | + [H3PO4] = [Pr] Equacdo 38

O valor de pK pode ser determinado pela equacao:
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-log K=pK Equacao 39

Com as equacdes anteriores € possivel obter as equagdes:

_ BHzPOg*Cy* ~

ay,po, = k. Equacao 40
AgPoy~0g+ ~

dy,po, = Tk Equacao 41
E!-Pg4><ﬂ-n+ ~

Qypo, = Tk Equacao 42

Como afirmado anteriormente é possivel assumir que a concentracdo do ion
H;PO, e PO, ¢ zero. Desta forma a Equacdo 40 pode ser descartada. E o balanco

de massa passa a scr entao:
[HPO,?] + [H,PO4] = [Pr] Equacio 43

Nos experimentos realizados a concentra¢ao de fosforo foi determinada por
ICP-OES. Esta técnica apresenta a concentracdo do elemento na solu¢io e nio a
atividade deste. Dessa forma devemos reescrever a Equacdo 41 e 42 em func¢do da

concentracao destes ions, assim:

[HFI:}4]KT[.[FH4}{II-H+
K3

[HzPO4] X Yu,po, = Equacao 44

onde y é o coeficiente de atividade da espécie. Com estas equacdes a

Equagdo 43 (balango de massa) pode ser reescrita da forma:
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HPO4]xyypo, K3

[
P; = [HPO,] + Equacao 45

R+

Para se resolver a Equacgdo 45 € necessdrio que seja assumido que:

[HzPO,4] X Yy, po, ® [HPO,] Equacao 46

Ao se assumir que a Equacdo 46 é verdadeira € possivel determinar a
concentracio de fons HPO, e H,PO,” pela Equacio 44 e 45. Na forca ibnica
estudada sabemos que a Equacdo 46 ndo € totalmente correta, mas ao usi-la €
possivel se ter uma estimativa da concentracdo destes ions na solucdo. Nos
sistemas estudados o grande responsdvel pela forca idnica sdo os fons Na" e CI sdo
os que determinam praticamente a forca i0nica pois estdo presentes em quantidade
muito superior aos outros ions, e portanto a utilizacdo da Equagao 45 € razodvel.

A partir da Equagao 44 e 45 temos:

Pr =[HPO,] x (1 + M) Equacio 47

ot

Assim a partir da Equacado 41 e 43 determina-se a concentracdo dos ions
HPO42' e H,PO,4 nas solugdes estudadas

Em relagdo aos fons H* ¢ OH a atividade € obtida diretamente do pH da
solu¢do. Foram utilizados pH de 6,0 6,6, 7,0 e 7,4 e portanto os valores de pOH

podem ser obtidos pela equagdo:
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pH+pOH =14 Equacao 48

A determinacdo da atividade € obtida pela equacao:

—log AH+ ou (OH-) = p(H ou OH) Equagﬁo 49

Dessa forma, sdo obtidos os valores das atividades dos fons OH e H™.

Por fim como nos sistemas estudados foi realizado o controle do pH por
meio de borbulhamento de CO, no sistema é necessario determinar se a
concetracdo de CO, dissolvido na solugdo nao € capaz de alterar a forca ionica do
meio.

A solubilidade do CO, em dgua a 35 °C (valor tabelado préximo a
temperatura de 37° C utilizado nos experimentos) é de 2,69 x 10> Mol/L '%. Com
este dado e utilizando as Equagdes 50 a 53 da mesma forma utilizada para a
determinacdo da concentracao dos fons fosfatos € possivel estimar a concentra¢ao

maxima de fons na solu¢do que sdo gerados devido ao borbulhamento de CO, na

solucao.

[H,COs] + [HCO5] + [CO571= [Cr] Equaciio 50
CO;, + H,O S H,CO; pK,=2,78 Equacao 51
H,CO; S HCO; + HY pK, = 6,35 Equacio 52
HCO;'S CO5° + HY pKs> = 10,33 Equacio 53

As concentragdes maximas encontradas de HCO; e de CO;7?, provenientes
do borbulhamento, sdo respectivamente 4,6 X 10* ¢ 5 x 107 Mol/L. As

concentracdes encontradas de HCO; e de CO;” ndo alteram de forma significativa
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a forca 16nica do meio e, portanto, tais fons foram desconsiderados nos calculos da
forca i6nica das solugdes.

Para o calculo da forca idnica devemos utilizar a Equacdo 32 que esta em
funcdo da molalidade das espécies. A molalidade pode ser expressa de acordo com

a equacao:

m =— Equacao 54

onde m é a molalidade, n; o numero de moles e W a massa do solvente. A
densidade de NaCl de 0,1 molal é de 1,000 ml/g a 30 °C e com concentragido de
0,25 molal é de 0,9943 ml/g a 30 °C. A partir destes dados é possivel determinar a
densidade de uma solugdo de 0,18 molal (concentragdo semelhante a concentracao
encontrada nas solucdes estudadas).

A partir destes dados € possivel determinar que a concentracao de 0,18 molal
terifamos a concentra¢do de 0,18080 molar. Como estas concentracdes sao muito

proximas neste trabalho € possivel considerar:

I molal = 1 molar Equacao 55

Assim a Equagdo 32 foi utilizada da forma como apresentada, mas
considerando-se que a concentracdo das espécies € dada em molaridade. Ao se
substituir as concentracdes determinadas na Equacdo 32 é possivel determinar que
a forca i6nica da solucdo de SBF € de 0,156 e de NaCL de 0,149.

Com os valores da forca iOnica para o sistema € possivel retornar as

Equacdes 35 e 36 utilizando-se a temperatura em kelvins de 310,15 K resta apenas
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o parametro a referente ao tamanho da esfera de hidratacdo dos fons para a

determinacdo do coeficiente de atividade das espécies presentes nas solugdes

estudadas. Os valores de a para os ions de interesse sdo apresentados na Tabela

28'%7.

Tabela 24: Parametro a

Ion |Parametroa
Ca* 6
PO, 4
HPO,” 4
H,PO," 4
CO;” 3
OH 9
H* 5

Com estes parametros e utilizando-se a Equacdo 1 € possivel portanto

determinar o coeficiente de atividade dos fons nas solugdes. Os resultados sio

apresentados na Tabela 29.

Tabela 25: Coeficiente de atividade dos fons presentes nas solucdes estudadas.

Solugdes

Coeficientes de atividade

7H+ 70H— 7Ca+2 7C03_2 7Pq3 }/HPQ;2 7H2P0;
SBF 0912 | 0,866 | 0,638 | 0,616 | 0,307 0,591 0,877
NaCl 0,916 | 0,873 0,653 | 0,631 0,326 0,608 0,883
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A determinacdo do coeficiente de atividade dos ions de interesse foram
determinados para a concentracdo de fons encontrada na solu¢do de SBF e NaCl
contendo concentragdes de Ca e P idénticas as concentra¢des encontradas no fluido
bioldgico. Em nosso trabalho a concentracdo de ions Ca e P na solucdo foi variada
ao longo da dissolugao dos fosfatos de cdlcio e dessa forma € necessario se avaliar
se a dissolucdo destes ndo altera de forma significativa a for¢a i6nica do meio e
portanto a atividade das espécies.

A concentracdo de ions Ca** na solucdo variou de 10* a 10° Mol/L e a
dissoluc¢io dos mesmo liberara apenas 10~ Mol/L de P na solugdo. Uma vez que a
concentracio de NaCl é de aproximadamente 1,8 x 10" é possivel afirmar com
seguranga que a variagdao da concentracio destas espécies nao altera a forca idnica
do meio e portanto a atividade dos ions.

Outro fato considerado, foi a variacdo da concentracio de H" ¢ OH uma vez
que o pH das solugdes variou de 6 a7,4 nos diferentes estudos. Novamente aqui a
variacao € insignificante para alterar a for¢a i6nica do meio. Essa mesma variacao
€ acompanhada pela variacdo da concentracdo de ions carbonato na solu¢do uma
vez que o pH foi controlado pelo borbulhamento de CO, na solug¢do. A variacdo
destes fons esta compreendida no intervalo de 107 a 10° o que é novamente

insignificante para a forca 106nica do meio.
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Apéndice 2

“Constantes de Equilibrio” determinadas a partir de diferentes composicoes de fosfatos de cdlcio para os

sistemas fosfato de célcio/solucao

142



Tabela 26: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita/solucdo de NaCl a pH 6,0.

Concentracéo de Ca*
Cas(PO4);0H |CaHPO4 Ca o(PO4)s(CO3)| Ca(H,POy), |CagHy(POy)s| Caz(POy),
inicial (Mol/L)
le-56 le-08 le-96 6e-12 8e-104 Te-32 5,42e-03
le-56 le-08 le-96 8e-12 le-103 Te-32 4,71e-03
Se-57 9e-09 2e-97 Te-12 3e-104 4e-32 4,01e-03
le-56 le-08 le-96 le-11 2e-103 8e-32 3,59e-03
3e-57 8e-09 8e-98 8e-12 le-104 3e-32 3,23e-03
8e-58 6e-09 6e-99 4e-12 le-105 le-32 2,75e-03
le-57 8e-09 2e-98 Oe-12 6e-105 2e-32 2,21e-03
2e-57 9e-09 3e-98 le-11 le-104 3e-32 8,88e-05
4e-58 6e-09 2e-99 6e-12 8e-106 le-32 1,59¢-03
Te-58 9e-09 6e-99 2e-11 Se-105 2e-32 8,14e-04
2e-58 7e-09 4e-100 2e-11 7e-106 8e-33 4,34e-04
3e-58 9e-09 le-99 3e-11 3e-105 le-32 1,40e-04
Se-58 le-08 2e-99 4e-11 6e-105 2e-32 1,23e-04
3e-58 9e-09 7e-100 3e-11 2e-105 le-32 8,59¢-05
2e-56 le-08 7e-97 le-11 4e-103 le-31 4,86e-05
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Tabela 27: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita/solucdo de NaCl a pH 7,0.

Concentracao de

Cas(PO4);0H | CaHPO4 | Ca;9(PO4)6(CO3) | Ca(HyPOy), | CagH,y(POy)s | Caz(POy), P
Ca™ inicial (Mol/L)
Se-56 3e-09 2e-96 8e-14 2e-104 8e-32 5,50e-03
4e-56 4e-09 2e-96 le-13 2e-104 8e-32 4,76e-03
8e-57 2e-09 7e-98 Se-14 le-105 3e-32 3,88e-03
le-58 2e-09 7e-101 le-13 Se-108 3e-33 3,51e-03
le-58 le-09 3e-101 Se-14 3e-108 3e-33 3,08e-03
le-57 2e-09 1e-99 3e-14 4e-107 9e-33 2,74e-03
le-57 2e-09 1e-99 Se-14 Se-107 9e-33 2,14e-03
7e-57 2e-09 3e-98 Te-14 9e-106 3e-32 1,94e-03
9e-57 3e-09 5e-98 le-13 2e-105 3e-32 1,63e-03
7e-58 2e-09 3e-100 Te-14 4e-107 8e-33 8,12e-04
4e-58 2e-09 le-100 le-13 2e-107 6e-33 4,47e-04
2e-56 3e-09 4e-98 6e-14 4e-105 Se-32 1,10e-04
4e-56 4e-09 2e-97 le-13 2e-104 8e-32 8,39¢-05
3e-56 4e-09 le-97 le-13 le-104 Te-32 9,55e-05
3e-56 4e-09 8e-98 2e-13 2e-104 7e-32 5,97e-05
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Tabela 28: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita/solucdo de NaCl a pH 7.4.

Concentracao de
Cas(PO4);0H | CaHPO4 | Ca;9(PO4)6(CO3) | Ca(HyPOy), | CagH,y(POy)s | Caz(POy), P
Ca™ inicial (Mol/L)

4e-50 2e-08 3e-86 Se-14 3e-96 2e-28 6,00e-03
3e-53 7e-09 9e-92 3e-14 8e-101 3e-30 4,70e-03
2e-53 7e-09 4e-92 4e-14 6e-101 3e-30 3,97e-03
5e-53 7e-09 2e-91 3e-14 2e-100 4e-30 3,75e-03
le-56 8e-09 9e-97 3e-12 7e-104 7e-32 -

9e-53 6e-09 2e-91 le-14 le-100 5e-30 2,68e-03
le-53 6e-09 7e-93 3e-14 2e-101 2e-30 2,14e-03
2e-53 5e-09 1e-92 2e-14 2e-101 2e-30 2,13e-03
Te-54 4e-09 2e-93 2e-14 Se-102 le-30 1,56e-03
2e-56 7e-09 6e-97 2e-12 9e-104 9e-32 8,26e-04
Te-55 4e-09 2e-95 3e-14 4e-103 4e-31 4,12e-04
7e-56 2e-08 7e-96 2e-11 3e-102 2e-31 1,63e-04
3e-55 6e-09 7e-96 2e-13 6e-103 3e-31 9,07e-05
6e-55 7e-09 2e-95 2e-13 2e-102 4e-31 8,17e-05
le-55 8e-09 3e-96 8e-13 6e-103 2e-31 8,03e-05
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Tabela 29: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita/solucdo de SBF a pH 6,6.

Concentracao de
Cas(PO4);OH | CaHPO, | Cay(POy)(CO3) | Ca(H,POy4); | CagHy(POy)s | Caz(POy), P
Ca™ inicial (Mol/L)
le-51 8e-08 9e-88 4e-11 6e-96 Te-29 6,05e-03
le-51 le-07 le-87 6e-11 le-95 8e-29 5,15e-03
2e-51 le-07 2e-87 Oe-11 2e-95 9e-29 4,39¢-03
4e-52 8e-08 le-88 Se-11 2e-96 4e-29 6,65e-04
6e-52 le-07 3e-88 le-10 6e-96 5e-29 3,48e-03
Te-52 le-07 3e-88 le-10 8e-96 6e-29 1,56e-03
4e-52 le-07 9e-89 le-10 3e-96 4e-29 2,57e-03
4e-54 4e-08 le-92 Se-11 2e-99 3e-30 1,82e-03
8e-54 6e-08 4e-92 le-10 le-98 4e-30 6,04e-04
le-55 3e-08 9e-96 6e-11 2e-101 4e-31 1,17e-04
2e-55 3e-08 3e-95 Te-11 Se-101 Se-31 4,26e-05
le-55 3e-08 le-95 Te-11 3e-101 4e-31 4,01e-05
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Tabela 30: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita/solu¢cao de SBF a pH 7,0.

Concentracao de
Cas(PO4);OH | CaHPO4 | Ca(g(POy4)s(CO3) | Ca(H,POy); | CagHy(POy)s | Caz(POy), P
Ca“ inicial (Mol/L)
4e-51 3e-08 8e-88 6e-13 1e-96 8e-29 2,49¢e-03
le-51 3e-08 le-88 2e-12 3e-97 4e-29 2,67e-03
le-50 5e-08 Se-87 le-12 9e-96 le-28 2,29e-03
le-51 5e-08 2e-88 Se-12 1e-96 6e-29 1,93e-03
6e-52 4e-08 4e-89 4e-12 4e-97 3e-29 1,59¢e-03
2e-51 6¢e-08 3e-88 le-11 4e-96 7e-29 1,45e-03
le-51 7e-08 le-88 3e-11 4e-96 6e-29 8,46e-04
2e-52 7e-08 5e-90 4e-11 6e-97 3e-29 4,74e-04
le-54 3e-08 2e-94 2e-11 2e-100 le-30 1,54e-04
le-54 2e-08 le-94 2e-11 le-100 le-30 1,46e-04
le-54 2e-08 le-94 2e-11 le-100 le-30 1,50e-04
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Tabela 31: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema hidroxiapatita/solucao de SBF a pH 7 4.

Cas;(PO,);0H | CaHPO, | Ca o(POy)6(CO;z) | Ca(H,PO,) | CagH,(POy)s | Caz(POy), CZO neentragio de
Ca™ inicial (Mol/L)
4e-50 3e-08 S5e-87 le-13 5e-96 2e-28 9,80e-04
5e-50 3e-08 le-86 Oe-14 8e-96 2e-28 1,18e-03
4e-50 2e-08 Te-87 Oe-14 6e-96 2e-28 1,09e-03
le-49 2e-08 3e-86 6e-14 1e-95 3e-28 1,08e-03
le-51 2e-08 2e-89 2e-13 9e-98 3e-29 1,00e-03
2e-50 2e-08 le-87 le-13 le-96 le-28 9,31e-04
6e-51 5e-08 le-87 3e-12 8e-96 le-28 1,33e-03
2e-50 Te-08 Te-87 de-12 6e-95 3e-28 6,67e-04
6e-51 Te-08 5e-88 8e-12 2e-95 le-28 3,65e-04
2e-52 4e-08 1e-90 6e-12 1e-97 2e-29 1,65e-04
Te-54 2e-08 8e-94 3e-12 4e-100 2e-30 8,48e-05
7e-55 1e-08 8e-96 2e-12 le-101 6e-31 5,48e-05
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Tabela 32: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema matriz dssea inorganica/solucao de NaCl a pH 6,0.

Concentracao de
Cas(PO,);OH | CaHPO4 | Ca o(POy4)s(CO;3) | Ca(H,POy); | CagHy(POy)s | Caz(POy), P
Ca“ inicial (Mol/L)
le-54 4e-08 le-92 8e-11 6e-100 le-30 7,01e-03
6e-55 4e-08 4e-93 8e-11 3e-100 le-30 6,09¢e-03
S5e-55 4e-08 3e-93 9e-11 2e-100 9e-31 5,54e-03
2e-55 3e-08 3e-94 Te-11 3e-101 Se-31 4,24e-03
3e-55 4e-08 6e-94 2e-10 le-100 7e-31 3,55e-03
3e-55 4e-08 9e-94 2e-10 2e-100 8e-31 3,09¢e-03
le-55 4e-08 le-94 2e-10 4e-101 4e-31 2,33e-03
le-55 4e-08 le-94 4e-10 7e-101 Se-31 1,93e-03
6e-54 7e-08 le-91 4e-10 2e-98 4e-30 1,88e-03
2e-55 5e-08 2e-94 Se-10 2e-100 6e-31 1,85e-03
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Tabela 33: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema matriz 6ssea inorganica/solucao de NaCl a pH 7,0.

Concentracao de
Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;y(PO,)s(CO;), | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
le-51 2e-08 le-88 4e-13 le-97 3e-29 5,21e-03
5e-53 1e-08 4e-91 3e-13 1e-99 6e-30 3,47e-03
2e-52 2e-08 6e-90 Te-13 2e-98 2e-29 2,49e-03
7e-53 2e-08 5e-91 6e-13 3e-99 7e-30 1,87e-03
4e-53 2e-08 2e-91 le-12 3e-99 6e-30 1,17e-03
3e-53 2e-08 le-91 3e-12 4e-99 6e-30 7,49e-04
S5e-53 3e-08 3e-91 Se-12 1e-98 8e-30 7,01e-04
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Tabela 34: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema matriz 6ssea inorganica/solucao de NaCl a pH 7,4.

Cas(PO:0H | CaHPO, | Can(PO),(COs) | CaEPOp; | > 20 0V | Cay®Oy), CZO neentragao de
6 Ca™ inicial (Mol/L)
4e-52 1e-08 2¢-89 le-13 1e-98 2¢-29 5,80e-07
3e-52 1e-08 9¢-90 2e-13 8¢-99 1e-29 6,84¢-07
le-51 2¢-08 le-88 2e-13 1697 4e-29 9,93¢-07
7e-52 2¢-08 3¢-89 2e-13 4e-98 2e-29 1,11e-06
3e-52 2¢-08 4e-90 3e-13 1e-98 1e-29 1,58¢-06
4e-52 2¢-08 6¢-90 3e-13 2¢-98 2e-29 1,92¢-06
2e-52 2¢-08 2¢-90 8¢-13 2¢-98 1e-29 3,89¢-06
le-52 3¢-08 6c-91 2e-12 2¢-98 1e-29 7,79¢-06
9¢-53 2¢-08 3¢-91 2e-12 1e-98 1e-29 8,57¢-06
9¢-53 2¢-08 3¢-91 2e-12 1e-98 1e-29 8,72¢-06
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Tabela 35: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema matriz dssea inorganica/solu¢iao de SBF a pH 6,6.

Concentracao de
Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
2e-51 le-07 2e-87 Te-11 2e-95 le-28 4,02e-03
2e-51 1e-07 3e-87 Oe-11 3e-95 le-28 3,68e-03
le-51 le-07 le-87 le-10 2e-95 8e-29 2,96e-03
6e-52 1le-07 2e-88 le-10 7e-96 6e-29 2,27e-03
5e-52 le-07 2e-88 2e-10 7e-96 5e-29 1,87e-03
S5e-53 8e-08 1e-90 le-10 2e-97 le-29 1,08e-03
Se-54 5e-08 2e-92 le-10 7e-99 4e-30 6,23e-04
3e-53 9e-08 7e-91 3e-10 2e-97 le-29 7,08e-04
4e-53 le-07 1e-90 3e-10 3e-97 le-29 7,35e-04
4e-56 9e-09 le-96 3e-12 3e-103 le-31 7,39¢e-04
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Tabela 36: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema matriz dssea inorganica/solu¢ao de SBF a pH 7,0.

Concentracao de
Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
2e-51 5e-08 4e-88 4e-12 2e-96 7e-29 2,32e-03
2e-51 8e-08 S5e-88 2e-11 9e-96 9e-29 1,19e-03
3e-51 le-07 6e-88 4e-11 2e-95 le-28 8,78e-04
S5e-52 8e-08 2e-89 4e-11 2e-96 4e-29 5,35e-04
le-52 6e-08 1e-90 4e-11 2e-97 2e-29 3,57e-04
le-52 6e-08 1e-90 4e-11 3e-97 2e-29 3,57e-04
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Tabela 37: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema matriz dssea inorganica/solu¢ao de SBF a pH 7,4.

Cas(PO4)3OH

CaHPO4

Ca y(PO4)s(CO3)

Ca(H,PO,),

CagH,(POy)s

Ca;(PO,);

Concentracao de

Ca*" inicial (Mol/L)
8e-51 3e-08 le-87 5e-13 2e-96 le-28 1,37e-03
2e-50 4e-08 6e-87 4e-13 7e-96 2e-28 1,72¢-03
6e-50 4e-08 2e-86 3e-13 2e-95 3e-28 1,21e-03
le-50 4e-08 3e-87 le-12 le-95 2e-28 1,02e-03
3e-50 7e-08 2e-86 3e-12 9e-95 3e-28 8,86e-04
2e-50 8e-08 8e-87 6e-12 9e-95 3e-28 5,98¢-04
3e-50 le-07 le-86 le-11 2e-94 3e-28 4,73e-04
3e-51 6e-08 le-88 9e-12 6e-96 9e-29 2,69¢-04
8e-52 5e-08 le-89 Te-12 9e-97 4e-29 2,21e-04
2e-52 4e-08 7e-91 S5e-12 9e-98 2e-29 1,73e-04
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Tabela 38: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido por Microemulsdo /solu¢ao de NaCl a pH 6,0.

Concentracao de
Cas;(PO,);0H | CaHPQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
Se-56 2e-08 2e-95 2e-11 2e-102 2e-31 5,73e-03
le-55 3e-08 le-94 le-10 3e-101 4e-31 3,18e-03
Se-56 3e-08 2e-95 2e-10 le-101 3e-31 1,99¢-03
le-55 5e-08 le-94 Se-10 8e-101 4e-31 1,68e-03
9e-56 4e-08 8e-95 Se-10 7e-101 4e-31 1,59¢-03
6e-57 2e-08 4e-97 2e-10 8e-103 8e-32 1,15e-03
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Tabela 39: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes formulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido por Microemulsdo /solu¢ao de NaCl a pH 7,0.

Concentracao de
Cas;(PO,);0H | CaHPQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)

2e-55 4e-09 3e-95 Oe-14 2e-103 2e-31 5,28e-3
2e-54 8e-09 le-93 2e-13 le-101 9e-31 2,56e-3
4e-55 7e-09 3e-95 3e-13 le-102 3e-31 9,6-4e
2e-54 1e-08 le-94 Se-13 le-101 9e-31 3.e-4

3e-56 6e-09 8e-98 Te-13 Se-104 Oe-32 1,9e-4
Te-56 6e-09 2e-97 4e-13 le-103 le-31 1,3e-4
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Tabela 40: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido por Microemulsdo /solu¢ao de SBF a pH 6,6.

Concentracao de

Cas;(PO,);0H | CaHPQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
8e-52 9e-08 4e-88 6e-11 6e-96 6e-29 3,40e-03
le-53 7e-08 7e-92 2e-10 3e-98 6e-30 6,43e-04
le-54 4e-08 7e-94 le-10 7e-100 le-30 3,83e-04
le-54 4e-08 7e-94 le-10 8e-100 le-30 3,75e-04
9e-55 4e-08 S5e-94 le-10 6e-100 le-30 3,68e-04
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Tabela 41: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido por Microemulsdo /solu¢ao de SBF a pH 7.4.

Cas(PO4)3OH

CaHPO4

Ca y(PO4)s(CO3)

Ca(H,PO,),

CagH,(POy)s

Ca;(PO,);

Concentracao de

Ca* inicial (Mol/L)
le-51 2e-08 2e-89 2e-13 6e-98 3e-29 1,04e-03
9e-51 8e-08 le-87 le-11 4e-95 2e-28 3,62e-04
2e-52 4e-08 6e-91 6e-12 1e-97 2e-29 1,56e-04
le-52 3e-08 2e-91 Se-12 3e-98 le-29 1,34e-04
2e-54 2e-08 le-94 2e-12 9e-101 le-30 6,54e-05
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Tabela 42: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em emulsdao agua em 6leo /solugdo de NaCl a pH 6,0.

Cas(PO4)3OH

CaHPO4

Ca y(PO4)s(CO3)

Ca(H,PO,),

CagH,(POy)s

Ca;(PO,);

Concentracao de

Ca* inicial (Mol/L)
2e-56 5e-08 3e-95 2e-09 2e-101 2e-31 5,86e-03
3e-57 5e-08 2e-96 4e-09 4e-102 Oe-32 3,91e-03
6e-54 1le-07 4e-91 3e-09 2e-97 6e-30 2,51e-03
8e-55 le-07 7e-93 2e-09 7e-99 2e-30 1,56e-03
3e-55 8e-08 1e-93 2e-09 1e-99 le-30 1,38e-03
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Tabela 43: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em emulsao agua em 6leo /solugdo de NaCl a pH 7 4.

Cas(PO4)3OH

CaHPO4

Ca y(PO4)s(CO3)

Ca(H,PO,),

CagH,(POy)s

Ca;(PO,);

Concentracao de

Ca*" inicial (Mol/L)
4e-56 8e-08 2e-94 6e-09 2e-100 4e-31 6,75¢-03
2e-57 4e-08 5e-97 3e-09 le-102 6e-32 3,73e-03
le-57 4e-08 le-97 2e-09 5e-103 4e-32 2,27e-03
le-55 6e-08 9e-95 le-09 2e-100 5e-31 1,20e-03
le-56 4e-08 2e-96 6e-10 S5e-102 le-31 8,32e-04
2e-55 4e-08 6e-95 3e-10 le-100 5e-31 5,95¢-04
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Tabela 44: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em emulsao agua em 6leo /solu¢do de SBF a pH 6,6.

Cas(PO4)3OH

CaHPO4

Ca y(PO4)s(CO3)

Ca(H,PO,),

CagH,(POy)s

Ca;(PO,);

Concentracao de

Ca* inicial (Mol/L)
3e-51 2e-07 6e-87 3e-10 le-94 2e-28 2,61e-03
le-53 8e-08 7e-92 3e-10 5e-98 6e-30 4,77e-04
Te-52 2e-07 3e-88 1e-09 6e-95 8e-29 8,73e-04
8e-52 2e-07 4e-88 1e-09 8e-95 9e-29 8,91e-04
le-51 3e-07 le-87 2e-09 2e-94 le-28 1,00e-03
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Tabela 45: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em emulsao agua em 6leo /solug¢do de SBF a pH 7,4.

Concentracao de

Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), et
Ca“" inicial (Mol/L)
8e-51 4e-08 le-87 le-12 5e-96 le-28 8,72e-04
2e-50 1le-07 Te-87 3e-11 3e-94 3e-28 2,77e-04
3e-51 9e-08 1e-88 3e-11 2e-95 le-28 1,80e-04
8e-52 7e-08 1e-89 2e-11 2e-96 Se-29 1,35e-04
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Tabela 46: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em cristal liquido /solu¢do de NaCl a pH 6,0.

Concentracao de
Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
4e-55 le-07 2e-92 9e-09 7e-99 le-30 7,04e-03
2e-55 le-07 4e-93 7e-09 3e-99 le-30 4,28e-03
4e-53 2e-07 le-89 6e-09 3e-96 2e-29 3,10e-03
2e-53 2e-07 5e-90 6e-09 2e-96 le-29 2,63e-03
Se-54 le-07 3e-91 4e-09 2e-97 6e-30 2,13e-03
3e-54 le-07 8e-92 3e-09 5e-98 4e-30 1,89e-03
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Tabela 47: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em cristal liquido /solu¢do de NaCl a pH 7,4.

Concentracao de
Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
3e-56 4e-08 Te-96 Te-10 2e-101 2e-31 9,51e-04
6e-56 9e-08 S5e-94 8e-09 4e-100 Se-31 6,69¢-03
le-56 6e-08 le-95 4e-09 2e-101 2e-31 3,71e-03
le-47 8e-07 1e-80 9e-10 4e-89 2e-26 2,44e-03
4e-56 5e-08 2e-95 le-09 Se-101 3e-31 1,33e-03
9e-55 8e-08 5e-93 1e-09 5e-99 2e-30 1,28e-03
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Tabela 48: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em cristal liquido /solu¢do de SBF a pH 6,6.

Concentracao de

Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO;) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
4e-51 2e-07 le-86 3e-10 2e-94 2e-28 2,65e-03
2e-61 2e-09 3e-107 3e-12 Te-111 le-34 2,33e-05
8e-52 2e-07 4e-88 1e-09 7e-95 9e-29 9,58e-04

Tabela 49: Valores das constantes de solubilidade obtidas a partir de diferentes férmulas estequiométricas para o

sistema fosfato de cdlcio obtido em cristal liquido /solu¢do de SBF a pH 7.4.

Concentracao de

Cas(PO,);0H | CaHPOQO, | Ca;((PO4)s(CO3) | Ca(H,POy), | CagH,(POy)s | Caz(POy), e
Ca“" inicial (Mol/L)
9e-51 4e-08 le-87 le-12 6e-96 le-28 9,27e-04
2e-50 le-07 Se-87 3e-11 2e-94 3e-28 2,85e-04
6e-51 9e-08 6e-88 2e-11 4e-95 2e-28 2,39e-04
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