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RESUMO

O contato de metais, usados como biomateriais, em solu¢bes que simulam a parte inorgéanica e
acelular do plasma sanguineo (SBF) permite avaliar sua capacidade de precipitar fosfatos de calcio. Estes
fosfatos podem se formar na interface material-tecido, sendo importantes quando o material é implantado in
vivo. Para tanto, varias soluc@es que possibilitam a deposicdo biomimética, como as de KOKUBO,
NEUMAN e RINGER s8o usadas na promocéo da precipitacdo de fosfatos. Estas solugdes utilizam diversos
reagentes, sendo que muitos deles ndo sdo necessarios na estequiometria dos principais fosfatos de calcio. A
partir de um estudo tedrico que prevé a estabilidade termodinamica de solucdes, houve a motivacdo para
projetar e experimentar in vitro uma solucdo simplificada. Desta forma, amostras de Ti foram lixadas,
tratadas com NaOH 1M e posteriormente submetidas a exposicdo na solucdo simplificada. Apds esta
exposicdo por varios dias as superficies foram analisadas por MEV/EDS e DRX para avaliar a ocorréncia e
as caracteristicas do depdsito. Pelos resultados experimentais é possivel afirmar que a fase precipitada é o
fosfato octacalcico, o que esta de acordo com os resultados tedricos.
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Theoretical and experimental study of the
Bioactivity Testing Solution (BTS)

ABSTRACT

The contact of materials such as metals used as biomaterials in simulated body solutions (SBF) that
mimetize the inorganic and acellular part of blood plasma allows the evaluation of its capacity of calcium
phosphate precipitation. These phosphates can precipitate by biomimetic route in the interface material-
tissue, being important when the material is in vivo implanted. In addition, there are several solutions that
favor this biomimetic deposition such as named as KOKUBO, NEUMAN and RINGER, and they are used in
the promotion of precipitation. These solutions employed several reagents; some of them are not necessary in
the stoichiometry of the main calcium phosphates. From a theoretical study that showed the possibility of
using a simplified solution, we decide to investigate this solution in vitro precipitation conditions. In this
way, samples of Ti were grinding, treated with 1M NaOH and subsequently exposed to simplified SBF. After
the exposure of surfaces, they were analyzed by SEM/EDS and XRD to characterize the deposits. The
experimental results show that the precipitated phase is octacalcium phosphate, which corroborate theoretical
findings.

Keywords: Titanium, bioactivity, SBE.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de solugdes que simulam o fluido corpéreo acelular tem se intensificado nos Gltimos
anos, principalmente depois que KOKUBO e colaboradores definiram bioatividade como sendo a capacidade
de alguns materiais tem de desenvolverem uma camada de apatita sobre sua superficie ap6s imersao nestas
solugdes. Esta camada de apatita formada pode atuar como sinalizadora das células que se proliferam e se
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diferenciam para produzir coldgeno e hidroxiapatita. Desde entdo, vérias solugbes simuladoras, que diferem
entre si pela composi¢do quimica, tém sido propostas com esta finalidade. Em KOKUBO et al. (2006) [5]
estes autores apresentam um balanco da previsdo do comportamento in vivo a partir do emprego de teste in
vitro.

Existem vérias formulagBes possiveis capazes de promover a deposi¢ao biomimética de fosfatos de
calcio sobre substratos metalicos. Alguns autores [6, 1] desprezam certos ions nas suas formulagdes, pois
acreditam que eles ndo sdo importantes durante o processo de nucleacdo dos fosfatos de calcio. No trabalho
de PLATT et al. (2005) [10] foi proposta uma solucdo simuladora do fluido corpéreo simplificada, SAB, que
foi avaliada teoricamente por meio de um programa computacional e comparada com a SBF de KOKUBO et
al. (2006) [5]. Assim, PLATT et al. [10] obtiveram alguns pardmetros como variacdo da energia livre de
Gibbs (entre a solugdo supersaturada e uma solucdo saturada) e as atividades das espécies ibnicas. Os
resultados demonstraram que a solucdo simplificada favoreceu a precipitagdo do fosfato de calcio, pois
apresenta estabilidade termodinamica superior a da solugdo SBF de KOKUBO. Além disto, a maior
simplicidade composicional apresenta interesse pratico evidente. Diante do exposto, houve a necessidade de
se avaliar experimentalmente o potencial desta solucdo para revestir materiais metalicos para fins
biomédicos.

O mecanismo de nucleacéo dos fosfatos de calcio sobre a superficie do titanio ativada com solucao
de NaOH pelo método de imersdo ainda nao ¢ totalmente compreendido, principalmente porque varias fases
de fosfatos podem co-precipitar dependendo de algumas condi¢es do meio, como composicdo e pH da
solucéo. O foco principal deste trabalho foi avaliar a capacidade da SAB para revestir superficies metélicas, a
base de titanio, utilizando o processo biomimético. Este processo tem se destacado dos demais por apresentar
algumas vantagens, tais como a possibilidade de revestir implantes com forma geométrica complexa, baixa
temperatura do processo, espessura uniforme, boa adesao e baixo custo [7], o que justifica o grande ndmero
de trabalhos cientificos que o utiliza. Este trabalho foi ainda complementado com simulages computacionais
executadas com o cddigo SimSE (2006)[13] para obtencéo de resultados tedricos.

2 METODOLOGIA

2.1 Modelagem Computacional

Para realizacdo de um estudo tedrico da solucdo foi utilizado um programa computacional ja
descrito em PLATT et al. (2005) [10]. O objetivo deste estudo foi determinar a estabilidade da fase de fosfato
de calcio precipitada (via variacdo de energia livre de Gibbs na precipitacdo) sobre o substrato metélico ap6s
imersdo em SAB, além do célculo de outros pardmetros termodindmicos (por exemplo, concentracBes e
atividades de espécies quimicas na solucdo). Nesta simulacdo empregou-se a solucdo simplificada
considerando pela primeira vez, para este sistema, o efeito do TRIS (trishidroximetil-aminometano) como
tamponante e complexante do calcio. Utilizou-se na simulagdo tedrica o simulador SimSE versdol.1 (2006)

[13].

2.2 Tratamento Alcalino

Placas de titanio de dimenséo (8x8x1) mm? foram lixadas e depois imersas em etanol durante 10min
sob agitagao ultra-sonica para serem limpas. Estas amostras foram imersas em uma solucdo de NaOH 1,0 M
e deixadas no banho termostatizado durante 24 horas a 60°C. Depois disto, as amostras foram lavadas com
agua bidestilada e submetidas a tratamento térmico a 600°C em forno tipo mufla.

2.3 Preparacdo da SAB

Os reagentes utilizados para preparar a solucdo simuladora do fluido corpdreo simplificada estdo
apresentados na Tabela 1. O pH da solugéo foi ajustado com 50 mmolL™ de trishidroximetil-aminometano
(TRIS - (CH,OH)3CNHy) e gotas de acido cloridrico 1M para ajustar o pH em 7,4.

Tabela 1: Reagentes utilizados para preparar 1 litro da solucdo de SBF simplificada.

Reagentes Quantidade (g) Pureza (%)
CaCl, 0,2890 96,0
NaHCO; 0,3525 99,7
K;HPO, 0,2305 99,0
HCI 99,0

(CH,OH);CNH, 6,118 99,0
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Desta forma, as concentracdes das espécies envolvidas s&o: [Ca®*]= 2,5 mmolL™?, [CI]= 5,0 mmolL"
! [Na']= 4,2 mmolL™?, [HCO5]= 4,2 mmolL?, [K*]= 2,0 mmolL™ e [HPO,*]= 1,0 mmolL™. Como a solugéo
¢ supersaturada em relacdo a alguns fosfatos, como previsto nos resultados de simulagdo, deve-se evitar a
precipitacdo durante a preparacéo, e caso isto ocorra, ela deve ser descartada.

2.4 Imersdo das Amostras na SAB

As amostras foram imersas na SAB em condicoes fisioldgicas de temperatura e pH durante tempos
de 1, 3 e 7 dias. Depois de atingido os tempos determinados elas foram lavadas com agua bidestilada e
analisadas. As analises incluiram microscopia eletrénica de varredura (MEV) dotada de sensor de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), e também por difragdo de raios X (DRX) a fim de obter
informacGes sobre as mudancas ocorridas na superficie do titanio apds o tratamento quimico e imersao na
SAB. Todos os ensaios foram realizados em triplicata para testar a reprodutibilidade do procedimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia das amostras de titanio, antes e apds os tratamentos com solucdo alcalina e
subseqliente tratamento em SAB, foi analisada com microscopia eletronica de varredura, conforme
apresentada na Figura 1.

\
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Figura 1: Micrografia obtida por MEV da superficie do titanio: (A) lixada;
(B) titénio ativado com NaOH 1,0 M ; (C) titanio ativado e imerso na SAB por 1 dia e (D) por 7 dias.

Pela anélise da Figura 1 é possivel visualizar as transformagdes ocorridas na superficie do titanio
guando submetida a diferentes tratamentos. Ap6s um dia de contato em SAB (Figura 1 (C)), a superficie do
titnio j& se encontra revestida com fosfato de calcio, que apresenta formato de agulhas. No terceiro dia de
imersdo a morfologia do fosfato é similar a do primeiro dia, e por isto ndo foi apresentado, enquanto que com
7 dias de imersdo (Figura 1 (D)) observa-se claramente a formagdo de uma segunda camada de fosfato de
calcio sobre a fase ja formada, como indicada pela seta.
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A formacdo dos nucleos de fosfato ocorre devido a precipitacdo dos ions calcio e fésforo presentes
na solucdo simplificada. Um dos mecanismos propostos € que ap06s a imersdo do material no fluido corpéreo
simulado haja troca i6nica dos ions Na* da camada amorfa com os fons H;O" presentes na solugio, o que
resultard na formagdo de uma camada de Ti-OH sobre a superficie do titanio. Em virtude da troca idnica, 0
pH da solugio aumenta, pois os ions HzO" sdo removidos da solugéo, o que favorece o processo de nucleagio
de alguns fosfatos. Os grupos Ti-OH reagem com os ions célcio da solucéo e estes extraem os ions fosforo e
carbonato dando origem a camada de apatita [3]. Na Figura 2 estdo apresentados os espectros de EDS do
substrato antes e apds imersdao em SAB, no qual nota-se a incorporagdo dos elementos calcio, fosforo e
oxigénio na superficie metalica.

Desde que KIM et al. (1996) [4] demonstraram que a modificacdo da superficie do titanio com
solucdo alcalina favorecia a formagdo da camada de apatita, varios tratamentos quimicos tém sido propostos
com o objetivo de formar alguns grupos especificos, sobre diversos tipos de materiais, como hidroxilas (Ti-
OH, Si-OH, Zr-OH, Nb-OH, Ta-OH), carboxilicos (-COOH) e ortofosfatos (H,PO,). Estes grupos possuem
pares de elétrons livres, que servem para atrair os ions calcio do fluido simulado, o que favorece a formacéo
dos nucleos de fosfato de calcio. Neste caso, a superficie do titanio foi submetida a um tratamento alcalino
para promover a formacao de fosfato de calcio apds imersdo na SAB. Ainda, segundo KIM et al. (1996) [4]
as possiveis reacoes da superficie passiva do titanio, TiO,, com a solucdo de NaOH pode ser descritas como:

TiO, +OH ™ — HTiO; )

Ti+30H™ > Ti(OH), +4e

)
Ti(OH), +&” >TiO, H,0+ ¥ H, 3)
Ti(OH), +OH™ - Ti(OH), @)
TiO,.nH,0+OH "~ — HTiO; .nH,0 (5)

Estas espécies carregadas negativamente se combinam com os ions alcalinos na solucdo aquosa,
resultando na formacéo de uma camada alcalina de hidrogel de titanato. Durante o tratamento térmico esta
camada de hidrogel é desidratada e estabilizada como titanato de sédio amorfo, Na,TisOy; (KIM et al., 1996)
[4]. Por estas razdes que as etapas de tratamento superficial de exposi¢do do titanio ao meio alcalino e a altas
temperaturas foram realizadas.

Por meio da andlise de EDS foi possivel verificar a presenca de alguns elementos na superficie das
amostras em diferentes tempos de contato com a SAB. No tempo inicial (Figura 2 — 0d) esta presente apenas
0 espectro do substrato de titAnio sem nenhum tratamento quimico. A auséncia do oxigénio se deve ao fato da
espessura do TiO, ser nanométrica e ndo foi detectada por EDS. Ja no primeiro dia de imersdo do substrato
na SAB (Figura 2-1d), surgem picos intensos de fosforo e célcio, o que provocou uma diminuicdo abrupta
dos picos de titdnio, que desaparecem totalmente ap6s o sétimo dia de contato, sugerindo assim a formacéo
de um revestimento uniforme e espesso.

Para determinar a composicéo do revestimento obtido no processo biomimético a amostra de titanio
imersa na SAB durante 7 dias foi analisada por DRX, Figura 3. Com 0 espectro de DRX da amostra e com 0
auxilio dos dados de referéncia de difracdo JCPDS (44-0778 e 44-1294) referentes, respectivamente, ao
fosfato octacélcico (OCP) e ao titdnio puro (Ti) foi possivel determinar a fase formada. O pico de difracdo
mais intenso é referente ao OCP. Por estes resultados acredita-se que a fase formada seja o fosfato
octacalcico, pois a morfologia é bem similar ao OCP obtido no trabalho de BARRERE et al. (2001) [2] que
utilizaram uma solucéo simulada também isenta dos ions magnésio. Os ions magnésio foram excluidos da
SAB, pois ele é conhecido como inibidor do processo de crescimento dos fosfatos de calcio. Além disto,
estes ions tendem a estabilizar a fase de fosfato de calcio amorfo, inibindo ou retardando a sua transformagéo
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em fosfato octacélcico e/ou hidroxiapatita [11]. Desta forma, acredita-se que a auséncia dos fons Mg, na
SAB, possa favorecer a formagao do fosfato octacalcico e/ ou hidroxiapatita.

O OCP é mencionado por BARRERE et al. (2001) [2] como uma das fases precursoras da
hidroxiapatita, HA, durante o processo de mineralizagdo 0ssea, 0 que torna esta fase promissora quando se
objetiva revestir implantes metalicos. Contudo, a conversdo do OCP em HA né&o foi observada neste trabalho,
0 que pode estar relacionado com o curto periodo de imersdo, insuficiente para favorecer o processo de
conversdo na temperatura de 37°C, e principalmente a auséncia de outros constituintes capazes de alterar a
estabilidade das fases OCP e HA em pH 7,4.

Figura 2: Espectros de EDS da superficie do titanio lixado (inicio do processo) e do titanio ativado com
NaOH e exposto na SAB por 1 dia, 3 dias e 7 dias de exposicao.
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Figura 3: Difratograma de raios X da superficie do titanio ap6s 7 dias de imersdo em SAB.
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A precipitagdo do fosfato octacélcico a partir dos ions em solugdo é mostrada pela seguinte reacéo:

8Ca’" +6P0O} +2H* —=Ca,H, (PO,), ©

e a da hidroxiapatita pela reagdo quimica:

10Ca** +6PQ;” +20H ——=Ca,(PO,),(OH), @)

De posse destas reac@es e das constantes de equilibrio é possivel calcular a variagdo da energia de
Gibbs na precipitacéo, onde PIA significa o produto iénico das atividades.

PIA
AG (J/mol)=-RT In[K—j ®)

sol

Adicionalmente aos experimentos foi realizado um estudo tedrico via modelagem computacional
com o objetivo de determinar a estabilidade das fases passiveis de precipitacdo. Para tanto, levou-se em
consideracdo a influéncia dos seguintes parametros: pH, efeitos tamponante e complexante do TRIS, além
das reacOes quimicas e suas constantes de equilibrio. Como resposta destas simulag@es foi obtida a variacdo
da energia livre de Gibbs (AG) entre a solu¢do supersaturada e uma solugdo saturada (uma vez que a
supersaturacdo é a forca motriz para a precipitacdo) e o indice de supersaturagdo. O parametro AG é uma
medida da estabilidade termodinamica dos compostos. Na Figura 4 esta apresentada a variacdo da energia
livre obtida para a hidroxiapatita, e na Figura5 para 0 OCP. Nota-se que para a hidroxiapatita, quanto maior o
pH, mais estavel é esta fase, ja para o octacalcico existe uma inflexdo de forma que a maior propensédo a
precipitacdo ocorre para pH em torno de 7,5.

Além disto, o tampdo TRIS forma complexos estaveis com os fons Na*, K*, Ca*", sendo que a
estabilidade do complexo formado aumenta na ordem Na*, K*, Ca?* [12]. No caso da SAB, parte dos ions
calcio sdo complexados pelo TRIS, pois este apresenta grupos hidroxilas e aminas, que sao responsaveis pela
formacdo do complexo. Desta forma, ha uma diminuicdo da quantidade de ions célcio disponiveis na solucéo
o0 que dificulta a formacdo da HA. A complexacgdo do sodio pelo TRIS foi descartada nas simulagdes, pois é
bem menos intensa que o do célcio; e, além disto, o0 sédio ndo participa da reacdo de precipitacdo dos fosfatos
envolvidos.

LA
W
/ ]

AG,,,(J/mol)

Figura 4: Variagdo da energia livre de Gibbs em funcéo do pH e log Kys para a hidroxiapatita.
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Para a faixa de pH estudada, 6,0-9,0, nota-se pelo perfil da AGya que a formagdo da HA é mais
favoravel quando o pH do meio esta proximo de 9,0 e o logaritmo da constante de complexacdo Ca/TRIS é
préximo de zero, ou seja, existe o efeito tamponante do TRIS, mas sua reacdo de complexacdo foi
desfavorecida, havendo nesta condi¢cdo mais ions calcio disponiveis na solugdo. Existe uma incerteza na
determinacdo da constante de complexagdo do TRIS com o Ca®*, entretanto, SIEGEL et al. (1982) [12]

relatam que esta variacdo estd compreendida entre o<|og(KCaz*)g0,7. Por esta razdo os graficos das

tris

Figura 4 e 5 estdo tracados em funcdo da faixa de valor desta constante de complexacdo. Nota-se que a
medida em que este valor torna-se mais elevado, menos negativo torna-se o valor do AG, embora esta
variacdo seja bastante sutil. O TRIS atua de forma intensa na sua acdo tamponante e é pouco efetivo como
complexante do célcio.

Quanto ao OCP, conforme a Figura 5, os resultados indicam que ele é mais estavel que a HA na
faixa de pH entre 7,0-7,5. A variagdo da energia livre de Gibbs é de aproximadamente —250 KJ/mol para o
OCP contra —170 KJ/mol para a HA. O uso da solugcdo proposta (SAB, com o tampdo TRIS), em pH~7,
favoreceu a precipitacdo do OCP e assim verificou-se uma boa coeréncia entre a previsdo tetrica e a
comprovacgao experimental.

R 08
<]
5] 06
26
6 0.2 logKigig)

pH

Figura 5: Variagéo da energia livre de Gibbs em funcédo do pH e log Ky
durante a precipitacdo do fosfato octacalcico.

A medida do grau de supersaturacéo pode ser estimado pelo indice S, . De modo anéalogo pode ser

obtida para o fosfato octacalcico. Nesta equacdo y representa o coeficiente de atividade da espécie e os

valores entre colchetes as concentraces sob equilibrio quimico. Os valores de produto de solubilidade
adotados foram HA (2,34x10>°) e para 0 OCP (2,51x10 %) segundo MCDOWELL et al. (1977) [8] e
MORENO et al. (1974) [9]. Os valores de supersaturacio para a hidroxiapatita sio 1,72x10° e 1,37x10°
respectivamente para a hidroxiapatita e o fosfato octacalcico. Assim, do ponto de vista da termodinamica da
solugdo pode-se afirmar que em pH 7,4 a propenséo de se formar octacalcico € maior que de se precipitar
hidroxiapatita, pois o grau de supersaturacdo é bem maior. Outros fatores, como efeito do substrato na etapa
de nucleacdo da nova fase, ndo foram considerados nesta abordagem.
Para a hidroxiapatita, o grau de supersaturacéo é dado pela equacgdo a seguir.
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. (Ve )S(J/Pogf (7, )[Ca* I°[PO; I°[OH"]
SR—HA = 2 34107 -1 )

onde y; refere-se ao coeficiente de atividade para a espécie i.

4  CONCLUSAO

O método proposto com uso da solugdo simplificada é mais simples se comparado com o de
KOKUBO et al. (2006) [5] pela menor quantidade de reagentes necessarios. Além disto, mostrou-se eficaz
uma vez que foi obtido um revestimento do substrato com apenas um dia de imersdo. O revestimento possui
aparéncia uniforme e aumentou de espessura com o tempo de imersdo do substrato na SAB. A fase de fosfato
de calcio formada foi o fosfato octacalcico. Este fosfato é considerado como uma das fases precursoras da
hidroxiapatita durante o processo de biomineralizacdo da formagdo 6ssea. Os resultados tedricos foram
capazes de descrever a fase de fosfato de calcio formada experimentalmente, pois a variacdo de energia livre
de Gibbs entre a solucdo saturada e a ndo-saturada do fosfato octacalcico € mais negativa que a da
hidroxiapatita, e conseqlientemente o OCP ¢é a fase mais estivel termodinamicamente nesta condicdo
experimental. O efeito tamponante e complexante do TRIS foi considerado nas simulagdes realizadas, ou
seja, as reacOes de protonacdo e complexacdo (com metal alcalino-terroso) participaram do sistema de
equacoes de equilibrio quimico.
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