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STUDY OF THE INFLUENCE OF K*, Mg*, SO,> AND CO,* IONS IN THE BIOMIMETIC CRYSTALLIZATION OF
AMORPHOUS CALCIUM PHOSPHATE (ACP) AND CONVERSION INTO OCTACALCIUM PHOSPHATE (OCP). The
crystallization of hydroxyapatite (HA) in aqueous solution can be described by the mechanism ACP — OCP — HA. In this work,
it was studied the influence of K*, Mg*, SO 42' and C032' ions in the formation of ACP and in its conversion to OCP, using biomimetic
coatings on metallic substrates of commercially pure titanium (Ti c.p.). The results showed that Mg and CO,> ions favored both
the formation of ACP and its conversion to OCP. Differently, K* and SO,* ions did not influence the formation of ACP and,

consequently, interfered in the conversion to OCP.
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INTRODUCAO

Durantes as décadas passadas, as bioceramicas de fosfato de cdl-
cio tém sido amplamente utilizadas em aplicacdes médicas, ortopédi-
cas e odontoldgicas, como recobrimentos ou materiais densos para a
reposicdo e reparacdo do tecido 6sseo, devido a similaridade quimica
e estrutural com a apatita bioldgica, que propicia a interacdo direta
com o tecido Gsseo'. Uma forma conveniente de classificar os fosfatos
de célcio € através da razdo molar entre os dtomos de cilcio e fosforo
- Ca/P, a qual varia de 0,5 a 2,0 conforme mostra a Tabela 1. Os fosfatos
de cdlcio podem ser sintetizados por precipitac@o a partir de solugdes
contendo fons Ca* e PO,*, sob condigdes alcalinas ou dcidas.

A hidroxiapatita — HA, por constituir o principal componente
mineral dos ossos, € o fosfato de calcio mais utilizado como
biocerdmica, seja como recobrimento ou material denso'. Contu-
do, além da HA, varios outros fosfatos de cdlcio também ocorrem
em calcifica¢cdes normais e patoldgicas, o que vem despertando

Tabela 1. Relagdo Ca/P das fases de apatita

interesse significativo nas possibilidades de utilizagdo destes ma-
teriais como bioceramicas’. A Tabela 2 relaciona diversos fosfatos
de cdlcio e suas ocorréncias em sistemas bioldgicos.

A utiliza¢do de HA em recobrimentos tornou-se popular em
implantes dentdrios e ortopédicos devido as seguintes vantagens:
rapida adaptagdo dssea, ndo formagdo de tecido fibroso, intima
adesdo implante/tecido, tempo de cicatrizacido reduzido e maior
tolerancia a imprecisdes cirdrgicas. A estas vantagens podem estar
associadas outras caracteristicas, como um sistema de manutencio
do osso ao redor da drea recoberta que aumenta a tolerancia as
mudancas Gsseas naturais inevitdveis®. Apesar de todas estas van-
tagens, o uso clinico da HA € limitado devido a sua lenta
biodegradagdo. Estudos efetuados por longos periodos de tempo
tém mostrado que a HA comega a ser reabsorvida gradualmente
ap6s 4 a 5 anos de implantagdo. A reabsorcdo € uma caracteristica
desejada para biomateriais nos quais o processo de degradagdo ¢
concomitante com a reposi¢do do osso em formacéo’.

Fosfato de Cilcio Foérmula Quimica Ca/P
Fosfato Tetracalcico (TeCP) Ca,0(PO,), 2,0
Hidroxiapatita (HA) Ca,(PO,)(OH), 1,67
Fosfato de Calcio Amorfo (ACP) Ca,(PO,), . nH,O 1,5
Fosfato tricélcico (o, o”, B, 7) (TCP) Ca,(PO,), 1,5
Fosfato octacalcico (OCP) Ca,H,(PO,),.5H,0 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de cdlcio diidratado (DCPD) CaHPO,.2H,0 1,0
Mono-hidrogénio fosfato de calcio (DCP) CaHPO, 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) Ca,P O, 1,0
Pirofosfato de calcio diidratado (CPPD) Ca,P,0,2H,0 1,0
Fosfato Heptacélcico (HCP) Ca, (PO, 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracdlcico (TDHP) CaH,P O, 0,67
Fosfato Monocélcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H,PO,),.-H,, 0,5
Metafosfato de cdlcio (o, B, y) (CMP) Ca(PO,), 0,5

*e-mail: aherrera@posgrad.iq.unesp.br
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Tabela 2. Ocorréncias de fosfatos de cdlcio em sistemas bioldgicos

Fosfato de Calcio Ocorréncias

Hidroxiapatita (HA) Esmalte, dentina, osso,
célculo dentdrio e urindrio, pedras,
calcificagdo de tecido mole
Fosfato de Calcio Calculo dentério e urinario

Amorfo (ACP)
Fosfato octacalcico Calculo dentario e urinario
(OCP)

Calculo dentario,
0sso0s decompostos

Mono-hidrogénio fosfato de
célcio dihidratado (DCPD)
Fosfato tricdlcico (TCP) Célculo dentdrio e urindrio,
pedras salivares, cdries dentdrias,
calcificagdo de tecido mole

Pirofosfato de célcio
diidratado (CPPD)

Depésitos de pseudo-gotas
em fluidos

Fosfato de Calcio Amorfo — ACP

Quando fosfatos de calcio sdo precipitados a partir de solugdes
aquosas supersaturadas, com pH neutro ou alcalino, uma fase amorfa
metaestdvel forma-se rapidamente nos estdgios iniciais da reagdo’®.
Esta fase € denominada fosfato de célcio amorfo — ACP, cuja férmula
€ Ca,(PO,),.nH,0, com n = 3 a 4,5, e que corresponde & hidroxiapatita
deficiente em cdlcio - HA j com composi¢do Ca,H,(PO,),.n"H,0.

Alguns autores descrevem que ACP se converte diretamente a
HA, contudo, a formagdo de fosfato octacdlcico — OCP — como
fase intermedidria pode ocorrer e € descrita por outros autores®®.

Embora ndo pareca existir em quantidade detectdvel nos teci-
dos duros dos vertebrados, o ACP tem sido encontrado em muitos
sistemas bioldgicos e como parte da composi¢do de recobrimentos
obtidos por aspersdo térmica (“plasma-spray”). Esta fase de apatita
tem sido relatada como responsdvel pela otimizacdo das proprie-
dades mecanicas destes recobrimentos, especialmente a adesdo a
superficies metdlicas, e das propriedades biolégicas. O aumento
da quantidade de ACP em recobrimentos melhora a osteocondu-
tividade, contudo pode ocasionar a degradacdo do material, danifi-
cando sua integracdo bioldgica com o tecido vivo'.

Fosfato Octacélcico — OCP

O fosfato octacdlcico (OCP) - Ca H,(PO,).5H,O - apresenta
importancia bioldgica tanto quanto o ACP e a HA, pois € um im-
portante precursor na formagdo de ossos e dentes. O OCP tem es-
trutura similar & HA e, freqlientemente, aparece como um interme-
didrio em sua formagdo. Em solu¢do aquosa, esta fase pode ser
considerada como uma fase de transicdo, pois € formada como
intermedidria na conversdo do ACP a HA, segundo o mecanismo
ACP—OCP—HA, que pode ser influenciado por diferentes fato-
res, tais como temperatura, pH e composicdo da solucdo®!!'2,

Entre as técnicas de recobrimento o método biomimético vem se
destacando entre os demais, pois possibilita a mimetizagio do proces-
so bioldgico de formagdo de tecidos rigidos. Inicialmente proposto
por Kokubo ef al.’®, este método utiliza uma solu¢do aquosa denomi-
nada “Simulated Body Fluid - SBF” de composicdo e pH similares ao
fluido corpéreo. Dentre as diversas vantagens apresentadas por este
método, pode-se destacar a possibilidade de controle de espessura da
camada, tamanho de grdos e diversidade de forma cristalina.
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Tanto no meio bioldgico quanto em soluc@o aquosa como a SBE,
a formagdo de apatitas ocorre em meio contendo, além de fons Ca** e
P043', fons-tragos essenciais tais como: Mg, HCO,, K* e Na*. Al-
guns destes fons apresentam propriedades especificas frente a forma-
¢do de HA e de outras fases de apatita®'*. O objetivo deste trabalho
foi estudar a influéncia dos fons K*, Mg*, SO,* e CO,* na formagio
da fase precursora ACP e na sua conversdo a OCP. Utilizaram-se neste
trabalho solugdes biomiméticas com composicdes variadas e substratos
metdlicos de titanio comercialmente puro - Ti c.p.

PARTE EXPERIMENTAL

Amostras de Ti c.p., depois de cortadas nas dimensdes de 0,5
X 1,0 X 0,3 cm, foram lixadas com lixas d’dgua de granulometria
180 mesh, limpas em ultra-som por 15 min em mistura de acetona
e dlcool etilico e 15 min em dgua desmineralizada. Logo apds,
foram colocadas em solu¢do de NaOH 5M por 24 h em estufa a 60
°C e, entdo, secas por 3 h, também em estufa a 60 °C. Para analisar
o efeito da composicdo da solugdo SBF na obtencdo das fases ACP
e OCP, seis diferentes solucdes foram preparadas, com reagentes
de grau analitico e 4gua desmineralizada, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdes i0Onicas das solucdes SBF utilizadas (mmol
dm™)

Na- K Mg* Ca* CI HPOZ SO CO>
SBFO 1420 50 1,5 25 1478 10 05 42

SBF1 1404 - - 3,1 1429 1,86 - -
SBF2 1404 - 1,0 3,1 1429 1,86 - -
SBF3 1404 10 - 3,1 1429 1,86 - -
SBF4 1404 - - 3,1 1429 1,86 1,0 -
SBF5 1404 - - 3,1 1429 1,86 - 3,0
SBF6 1404 - - 3,1 1429 1,86 - 5,0

Na Tabela 3, a solugdo denominada SBF 0 € a solug@o padrio
utilizada pelo método biomimético, com a presenga de todos os
fons em sua composi¢do. Com a utilizacdo da solucdo modificada
SBF 1, avaliou-se o efeito da auséncia dos fons-tragos essenciais
na formacao das fases de apatita em estudo. Nas solucdes denomi-
nadas SBF 2, 3 e 4, os fons em estudo foram Mg*, K* e SO %,
respectivamente, todos na concentra¢do de 1mM. O comportamento
do ion COSZ’ foi avaliado em duas concentracdes, 3 ¢ 5 mM, utili-
zando-se as solucdes SBF 5 e 6, respectivamente.

As amostras foram mantidas em cada SBF a 37 °C por 7 dias,
efetuando-se a troca da solugdo a cada 48 h.

Os recobrimentos obtidos foram analisados utilizando-se as téc-
nicas de microscopia eletronica de varredura (MEV), usando micros-
cépio JEOL-JSM, modelo T-330 A acoplado a espectrometro de ener-
gia dispersiva de raios X - EDX e a camera fotografica; difratometria
de raios X — DRX, utilizando um difratdmetro de raios X Siemens
D5000 com varredura angular entre 10 e 70° com passo de 0,02 (26),
sendo que o tempo de passo foi de 1,0 s para cada amostra;
espectroscopia no infravermelho médio — IV (com nimero de ondas
de 4000 a 400 cm™), realizada com espectrometro Perkin Elmer, FT-
IR Spectrometer-Spectrum 2000 de reflectincia difusa Drift Collector.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Recobrimento por SBF 0

Por imersdo em SBF 0, obteve-se sobre a superficie do Ti c.p.
um recobrimento compacto e de graos esféricos com trincas de
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aproximadamente 10 pum. Por EDX, notou-se que o recobrimento
¢ composto somente pelos elementos Ca e P, em uma razdo Ca/P
de 1,45. A caracterizagdo por DRX mostrou que este recobrimento
€ composto por uma mistura de fases correspondentes ao fosfato
octacdlcico (OCP) e a hidroxiapatita deficiente em cdlcio (HA ) —
Ca,,,(PO)(OH) .. Figura 1. O espectro de IV mostrou bandas
caracteristicas de grupos PO, em 387, 646, 984 ¢ 1144 cm’!, P-OH
em 515 cm! e apatita carbonatada do tipo B em 1464 e 876 cm™,
que pode ser atribuida também ao grupo P-OH.

O - fosfato octacaélcico (OCP) B

HA,, - hidroxiapatita deficiente
em calcio

CB - apatita carbonatada B

Ti-Tic.p.

10 20 30 40 50 60 70
2 Theta

Figura 1. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 0

A formacdo de ACP a partir de uma solug¢do aquosa envolve
um perfodo de indugdo (t,.,), 0 qual pode ser alterado mediante as
condicoes de temperatura, pH e composicdo da solugdo. A presen-
ca de fons Mg*, CO,>, F, PO,* e poliacrilatos reduz significante-
mente este periodo. Diferentemente, a presenca de fons como Na*
e K* nido altera este periodo de inducédo’.

Ap6s sua cristalizagdo, o ACP sofre hidrélise originando OCP
ou HA, segundo o mecanismo’:

ACP — OCP — HA  (Ca/P < 1,67) = HA (Ca/P=1,67) ou ACP — HA

O estudo do comportamento hidrolitico do ACP mostra que o
mecanismo da conversdo € governado por um processo de dissolu-
cdo-reprecipitagdo, devido a alta solubilidade da fase amorfa com-
parada a fase cristalina. Em pH fisioldgico (7,4), a hidrdlise do
ACP € descrita por um processo em duas etapas. Na primeira, ocorre
a diminuicdo da razdo Ca/P da fase sélida (inferior a 1,5) associada
ao aumento do pH e ao aumento da razdo Ca/P da solugdo (maior
que 1,5). Na segunda etapa, um aumento na razdo Ca/P do sélido é
observado devido ao consumo de fon OH™ da solugdo e uma dimi-
nuicio da razdo Ca/P da solugdo. Esta etapa € caracterizada como
hidrélise do OCP a hidroxiapatita'®.

A partir dos dados obtidos, pode-se notar que a composi¢do da
solucdo SBF 0 possibilitou a cristalizacdo completa do ACP, devido
a redugdo do t,, ocasionada pela presenca dos fons Mg** e CO.” e
sua total conversdo a OCP. Esta ultima fase converteu-se parcial-
mente a HA deficiente em calcio, conforme o mecanismo mostrado.

Recobrimento por SBF 1

O recobrimento obtido por imersdo em SBF 1 apresentou
morfologia caracteristica de fase amorfa de fosfato de cdlcio, com-
posta por grios esféricos’. A presenga dos elementos Ca e P deu-
se em uma razdo de 1,4. Por DRX, Figura 2, observou-se que
somente a fase ACP estava presente no recobrimento. O espectro
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de 1V, Figura 2cS, confirmou os resultados obtidos por DRX, pois
apresentou bandas caracteristicas dos grupos PO, (em 662 ¢ 1301
cm') e P-OH (em 1045 cm™) e da fase amorfa de fosfato de cél-
cio (em 573 cm™). Além destas bandas, o recobrimento apresen-
tou bandas referentes ao grupo CO,> da apatita carbonatada tanto
do tipo A (em 1557 cm™) quanto do tipo B (em 1409 e 1468 cm™),
caracterizando uma apatita carbonatada do tipo AB. Mesmo a
solugdo SBF 1 ndo contendo o fon CO* em sua composicio, a
presenca de apatita carbonatada no recobrimento € possivel pela
reacdo entre os fons OH™ da apatita com CO, do ar, durante o
periodo de imersdo, segundo a reacgio’:

20H . +CO, — COZ>

7(apmila) 2(ar) 3 (apatita) + H2O
=

A - apatita amorfa (ACP)
CA - apatita carbonatada A
CB - apatita carbonatada B
Ti-Tic.p.

=

2 Theta

Figura 2. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 1

O fato da solugdo SBF 1 conter, além dos fons Ca* e PO 7,
somente os fons Na* e Cl contribuiu para a obten¢@o majoritdria de
ACP no recobrimento, pois estes {fons ndo alteram t, ., ndo favore-
cendo sua conversao a OCP.

ACP?

Recobrimento por SBF 2

Por imersdo em SBF 2, obteve-se um recobrimento com
morfologia caracteristica das fases amorfa de fosfato de cédlcio e
OCP, este dltimo caracterizado por cristais orientados perpendicu-
larmente semelhante a agulhas (acuniformes)''*!>. Por DRX, ob-
servou-se somente a presenca destas fases, Figura 3. A razdo Ca/P
foi de 1,35. O espectro de IV apresentou bandas caracteristicas dos
grupos P-OH no intervalo de 1000-1104 cm™ e PO, em 573 cm’,
que pode ser também atribuida a fase amorfa de fosfato de calcio,
confirmando os resultados obtidos por DRX. Bandas de apatita
carbonatada do tipo A apareceram em 1457 e 1528 cm’'.

A presenga do fon Mg* na solugd@o possibilitou a obtengdo de
OCP, pois favoreceu a cristalizagdo completa do ACP, por diminui-
¢do do t, ., €, conseqiientemente, sua transformagao parcial a OCP.

Recobrimento por SBF 3

O recobrimento obtido por imersdo em SBF 3 apresentou
morfologia predominante de fosfato de célcio amorfo, resultado con-
firmado por DRX, Figura 4. A razio Ca/P foi de 1,42. O espectro de
IV apresentou bandas caracteristicas dos grupos P-OH em 944-1119
cm’, PO, em 573 cm, que pode ser atribuida também a fase amorfa
de fosfato de cdlcio, e apatita carbonatada do tipo A em 1457 e 1528
cm™.O comportamento desta solucdo assemelhou-se a solu¢do SBF
1, indicando a ndo interferéncia do fon K* em t, ..
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Figura 3. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 2
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Figura 4. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 3

Recobrimento por SBF 4

Por imersdo em SBF 4 obteve-se um recobrimento composto
por grdos esféricos caracteristicos de fosfato de célcio amorfo. A
razdo Ca/P foi de 1,5. Os resultados do DRX confirmaram a pre-
senca majoritdria ACP, Figura 5. O fendmeno de formacgao desta
fase € semelhante ao ocorrido pela imersdo das amostras em SBF 1
e 3, ou seja, a composicao da solugdo ndo possibilitou a reducgio de
tcps interferindo desta forma na sua conversdo a outras fases de
apatita. O espectro de IV exibiu bandas caracteristicas dos grupos
PO, (em 564 cm™), P-OH (em 944 -1119 cm™) e apatita carbonatada
do tipo A e B (em 1536 e 1468 cm’!, respectivamente).

Recobrimento por SBF 5

O recobrimento obtido pela imers@3o em SBF 5 apresentou
morfologia caracteristica das fases ACP e OCP, ou seja, composto
por grios esféricos e cristais em forma de agulhas. Estas observa-
¢des foram confirmadas pela andlise do DRX, o qual apresentou
picos caracteristicos destas fases, Figura 6. A presenga dos ele-
mentos Ca e P deu-se em uma razdo de 1,46. O espectro de IV
apresentou bandas dos grupos PO, em 465 e 593 cm™, P-OH em
944-1119 cm’!, apatita carbonatada do tipo A em 880 e 1457 cm™ e
apatita carbonatada do tipo B em 870 cm’!, que pode também ser
atribuida ao grupo PO,.

Pode-se notar que o fon CO,* na concentragio de 3 mM possi-
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Figura 5. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 4
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Figura 6. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 5

bilitou a cristalizacdo completa do ACP, favorecendo, dessa forma,
sua conversdo parcial a OCP.

Recobrimento por SBF 6

O recobrimento obtido por imersdo nesta solugdo apresentou
em sua morfologia aglomerados entre particulas esféricas maiores
que aquelas caracteristicas da fase ACP e agulhas caracteristicas
do OCP. A presenca dos elementos Ca e P deu-se em uma razio de
1,53. Os resultados de DRX confirmaram as observacdes anterio-
res, pois apresentaram picos caracteristicos somente da fase OCP
e de apatita carbonatada AB, Figura 7. Dessa forma, nota-se que
nesta concentragdo (5 mM) os fons CO,> apresentam maior efici-
éncia na diminuic¢éo do periodo de indugdo da cristalizacido do ACP.
As bandas exibidas por espectroscopia de IV foram caracteristicas
dos grupos PO, (em 454, 544 e 595 cm™), P-OH (em 879 e 944-
1095 cm™) e apatita carbonatada dos tipos A e B (em, respectiva-
mente, 1547 e 1311, 1468 cm™).

A elevada concentragio do fon CO,* nesta solugdo possibilitou,
além da cristalizagdo completa do ACP, sua conversio total a OCP.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a influéncia da
composi¢do da solucdo biomimética na obtencdo de diferentes fases
de apatita. A cristalizagdo de ACP foi possivel com a utilizagdo de
todas as solugdes em estudo, sendo que a composicio de tais solu-
¢oes determinou a presenca desta fase como majoritdria ou como
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Figura 7. DRX do recobrimento de apatita obtido por imersdo em SBF 6

mistura juntamente com OCP ou ainda na sua conversdo direta a
OCP. A presenga majoritdria de ACP no recobrimento s6 foi obser-
vada quando se utilizou solugdes contendo os fons K*e SO 7, tendo
em vista que estes fons ndo alteraram t, ... A conversdo desta fase a
OCP somente foi possivel com a presenca dos fons Mg* e CO,*. O
comportamento do fon CO,> tornou-se acentuado na concentragio
de 5 mM, onde foi observada a conversdo direta de ACP a OCP.

Quim. Nova

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br na forma de arquivo PDF, estdo contidas
as Figuras referentes a MEV, EDX e IV dos recobrimentos obti-
dos, Figuras 1S a 7S.
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