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RESUMO

Polifosfato ¢ um polimero inorganico que em meio aquoso apresenta-se como um
conjunto de polidnions que contém um numero varidvel de grupos fosfato por cadeia. A
presente pesquisa apresenta o polifosfato (PoliP) de s6dio — [NaPO3]n —, como fonte mineral
alternativa de fosforo para uso em duas distintas aplicacdes no campo da saude: nutrigdo
parenteral e como precursor para formacao de ceramicas para cimentos 0sseos injetaveis. A
formacdo de precipitados de fosfato de célcio ¢ um dos maiores problemas enfrentados na
preparacdo de formulagdes para nutri¢do parenteral (NP). Neste sentido o presente estudo
mostra a viabilidade do uso de PoliP como fonte de fosforo e como estabilizante de formulagdes
nutricionais parenterais 2-em-1. Com outro foco, os sistemas constituidos por PoliP-Ca que
separaram fase nas formulagdes parenterais levaram a ideia de usar esta fonte de fosfato de
calcio como precursores de ceramicas sintéticas. Foram estudadas misturas coloidais contendo
PoliP e Ca*/Mg*" e todos os outros componentes da NP para encontrar as regides de
concentragio onde ions Ca’' e os polidnions podem ser misturados sem formagio de
precipitados. Este processo foi monitorado por espectroscopia de absorcao eletronica e por
Ressonancia Magnética de 'P. Para a produgio das cerdmicas, diferentes fontes de Ca?* foram
testadas e os materiais obtidos em fase aquosa foram secos e posteriormente calcinados em trés
diferentes temperaturas (300, 500 e 700 °C), sendo caracterizados em seguida. Foram testadas
ainda formulagdes contendo PoliP, alginato de sodio e Ca?" com relagdo a seus aspectos
morfologicos e de escoamento. Também foram desenvolvidas novas composi¢des voltadas para
uso como cimento Osseo injetdvel misturando-se as ceramicas sintéticas preparadas
anteriormente com CaCOs3 ou ZnO. A fase semi-sélida foi constituida por um gel de alginato
de sddio em meio aquoso contendo glicerol. Os cimentos 0sseos foram avaliados quanto a
injetabilidade por meio de um planejamento fatorial 2°. A técnica de Microscopia Confocal
Raman foi utilizada para avaliagdo da uniformidade dos cimentos. A pesquisa comprovou a
viabilidade de aplicagdo do polifosfato de sddio no preparo de misturas para NP, através da
avaliacdo fisico-quimica do mesmo e de sua interacdo com calcio e outros componentes da NP.
Os resultados indicam que foram obtidas ceramicas baseadas em fosfato de céalcio (P/Ca = 0,6
—2,0) e com morfologia na forma de graos de tamanho micrométrico (< 250 pm). Constatou-
se mudancas de fases com o aumento da temperatura. Verificou-se a presenga das fases
cristalinas monetita, brushita, hidroxiapatita e outras nao identificadas nas ceramicas obtidas.
Verificou-se que o fator concentragdo do gel de alginato ¢ o que exerce efeito negativo mais

significativo sobre a injetabilidade, em intervalo de confianca de 95%. Os dados permitem



afirmar que o PoliP consegue estabilizar o Ca?>" em quantidades equivalentes aquelas
normalmente indicadas em NP, na propor¢ao molar P:Ca em torno de 1. O PoliP nao alterou as
os parametros de normalidade de hemacias, mostrando sua viabilidade para uso parenteral. Por
um método simples e de baixo custo, foi possivel a obtengdo de promissoras ceramicas

biocompativeis que podem constituir cimentos dsseos injetaveis.

Palavras-chave: Polifosfato. Calcio. Nutri¢ao parenteral. Coloides. Ceramicas.



ABSTRACT

Polyphosphate is an inorganic polymer which in aqueous media is presented as a set of
polyanions containing a variable number of phosphate groups per chain. The present research
presents sodium polyphosphate (PolyP) - [NaPOs]n - as an alternative mineral source of
phosphorus for use in two different health applications: parenteral nutrition and as a precursor
for the formation of ceramics for injectable bone cements. The formation of calcium phosphate
precipitates is one of the major problems faced in the preparation of formulations for parenteral
nutrition (PN). In this sense, the present study shows the feasibility of using PolyP as a source
of phosphorus and as a stabilizer of 2-in-1 parenteral nutritional formulations. With another
focus, PolyP-Ca systems that separated phase in the parenteral formulations led to the idea of
using this source of calcium phosphate as precursors of synthetic ceramics. Colloidal mixtures
containing PolyP and Ca?" / Mg?" and all other PN components were studied to find
concentration regions where Ca®" ions and polyanions can be mixed without precipitate
formation. This process was monitored by electronic absorption spectroscopy and *'P Magnetic
Resonance. For the production of the ceramics, different sources of Ca>" were tested and the
materials obtained in the aqueous phase were dried and subsequently calcined at three different
temperatures (300, 500 and 700 °C). Further formulations containing PolyP, sodium alginate
and Ca*" were also tested for their morphological and flow characteristics. Also developed were
novel compositions intended for use as injectable bone cement by mixing the previously
prepared synthetic ceramics with CaCO3 or ZnO. The semi-solid phase consisted of a sodium
alginate gel in an aqueous medium containing glycerol. Bone cements were evaluated for
instability by means of a factorial design 2°. The Confocal Raman Microscopy technique was
used to evaluate the uniformity of the cements. The research proved the feasibility of applying
sodium polyphosphate in the preparation of mixtures for PN, through the physical-chemical
evaluation of the same and its interaction with calcium and other components of NP. The results
indicated that calcium phosphate based ceramics (P / Ca = 0.6 - 2.0) and morphology in the
form of micron size (<250 um) grains were obtained. It was observed changes of phases with
the increase of temperature. The presence of the crystalline phases monetite, brushite,
hydroxyapatite and others not identified in the obtained ceramics was verified. It was verified
that the concentration factor of the alginate gel is the one that exerts the most significant
negative effect on the injectability, in the 95% confidence interval. The data allow us to state
that PolyP can stabilize Ca?" in amounts equivalent to those normally indicated in PN, in the

molar ratio P: Ca around 1. PolyP did not alter the normality parameters of red blood cells,



showing its viability for parenteral use. By a simple and low cost method, it was possible to

obtain promising biocompatible ceramics that may constitute injectable bone cements.

Key words: Polyphosphate. Calcium. Parenteral nutrition. Colloids. Ceramics.
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1 INTRODUCAO

Os polifosfatos sdo compostos amplamente estudados por possuirem importantes
propriedades de interesse cientifico e tecnoldgico. As caracteristicas basicas que determinam a
aplicacdo comercial dos polifosfatos sdo as seguintes: apresentam menor custo comparado as
fontes de fosforo inorganico para nutri¢do parenteral disponiveis no comércio; sdo carregados
negativamente; podem formar complexos com diferentes cations metalicos; sao capazes de unir
e manter quantidades consideraveis de agua devido a capacidade de ligacao de hidrogénio; sdo
atoxicos e biodegradaveis (SHANJANI et al., 2013). A habilidade dos polifosfatos em previnir
a precipitacdo ou dissolver precipitados de metais alcalinos terrosos ¢ bem conhecida. O
fenomeno ¢ atribuido a formagao de complexos soluveis relativamente estaveis entre o metal e
o fosfato. Para o ion Ca®’, a capacidade de complexacio do polifosfato aumenta
proporcionalmente com o tamanho de cadeia (RASHCHI; FINCH, 2000). A capacidade
tamponante, antioxidante, antibacteriana e estabilizante dos polifosfatos ja vem sendo
explorada industrialmente no processamento e conservagao de diversos alimentos, cosméticos
e medicamentos.

Esta Tese apresenta o estudo de dois usos do polifosfato de sodio no desenvolvimento
de sistemas voltados para o campo da saiude: Nutricdo Parenteral e substitutos 6sseos. Numa
delas, o polifosfato de sodio ¢ utilizado para manter ions Ca* em meio coloidal complexo,
através da formagdo de estruturas supramoleculares estdveis, enquanto que no outro, o uso de
coacervatos de polifosfato de célcio sdo utilizados para uso como novos materiais voltados para
substitutos 0sseos.

O uso de polifosfato de calcio como substituto dsseo vem ganhando cada vez mais
destaque em pesquisas cientificas. As perdas Osseas extensas representam grande desafio para
os profissionais da area da saude, principalmente, cirurgides ortopedistas e dentistas. Para a
regeneracdo e recuperacdo de tecidos 0sseos que passaram por grandes traumas, onde o reparo
espontaneo ndo € possivel, deve-se fazer a aplicagdo de materiais substitutos 6sseos. Em razao
disso, cada vez mais buscam-se biomateriais, sintéticos ou naturais, que possam ser
adequadamente utilizados para essa funcdo. Em especial, os estudos com ceramicas a base de
fosfato de calcio vém se destacando em razdo da sua similaridade estrutural com as apatitas da
estrutura 6ssea do esqueleto humano e por favorecerem a biocompatibilidade, a bioatividade e
regeneragao de tecidos duros (ossos e dentes) (ROCHA, 2010). Os cimentos 0sseos injetaveis
a base de ceramicas de fosfatos de célcio t€ém uso cada vez mais disseminado na prética clinica.

Sao materiais constituidos por duas fases, a solida e a liquida, que s@o misturadas para uso
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extemporaneo, levando a formagdo de uma pasta que pode ser facilmente injetada no local
desejado de forma menos invasiva. O material endurece espontaneamente a temperatura
ambiente ou corporal como resultado da precipitacdo de um ou vdrios fosfatos de calcio
(DRIESSENS et al., 1997). A facilidade de manipulacao e moldagem, adaptando-se totalmente
a forma da cavidade 6ssea, sem necessidade de dar forma prévia, sdo as caracteristicas que
promovem os cimentos de fosfatos de cdlcio injetdveis como biomateriais para a reconstru¢ao
ou remodelacao 6ssea (LOW et al., 2010). Essa forma de aplicagao favorece um intimo contato

entre 0 0sso € o cimento desde os primeiros estagios da implantacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Utilizar o polifosfato de soédio ((NaPO3),) como uma nova fonte inorgénica alternativa de

fosforo em nutricao parenteral e como precursor para obtencao pelo método de coacervagdo de

ceramicas a base de polifosfato de calcio, para serem aplicadas no desenvolvimento de cimento

Osseo injetavel.

2.2 Objetivos Especificos

Para o estudo de aplicagdo do polifosfato (PoliP) em Nutrigdo parenteral (NP):

1.

ii.

1il.

1v.

V.

Delimitar as regides de concentragdes em que a mistura entre solu¢des de PoliP e
solugdes de calcio formam complexos soluveis estaveis;

Avaliar o grau de compatibilidade de sistemas constituidos de PoliP e célcio com
alguns constituintes presentes em misturas para NP (aminoacidos, glicose e
oligoelementos);

Monitorar variacdes de pH das misturas em estudo;

Confirmar a ocorréncia de interagdes entre PoliP e componentes da NP,
principalmente cations metalicos, através da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear de *'P;

Testar a biocompatibilidade do PoliP em contato com células sanguineas.

Para o estudo da aplicagdo de PoliP na produc¢do de cimento 6sseo:

1.

ii.

1il.

1v.

Determinar a natureza estrutural de precipitados formado pela mistura de PoliP com
calcio;

Preparar diferentes materiais ceramicos baseados em polifosfato de célcio;
Caracterizar o material obtido, através de diversas andlises fisico-quimicas, e
identificar propriedades similares aos fosfatos de calcio conhecidos;

Desenvolver e avaliar compdsitos, constituidos pelo polimero alginato, visando sua
aplicagdo como matriz polimérica de cimentos Osseos injetdveis contendo a
ceramica;

Avaliar o parametro de injetabilidade dos cimentos 6sseos desenvolvidos por meio

de planejamento fatorial 2°.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Classificacao e caracteristicas quimicas dos polifosfatos

Os fosfatos inorganicos sdo uma classe de compostos quimicos nos quais os atomos de
fosforo estdo cercados por 4 atomos de Oxigénio em conformacdo espacial tetraédrica. No
inicio do século 19, Graham estudou o acido fosforico e seus sais e os classificou em
basicamente trés tipos: ortofosfatos, pirofosfatos e metafostatos (CORBRIDGE, 1990).

Os ortofosfatos sdo compostos que contém apenas um tnico ion PO4>. Os pirofosfatos
e metafosfatos sdo conhecidos como fosfatos condensados (polifosfatos), os quais sdo formados
pela polimerizacdo de unidades tetraédricas de fosfato. A polimerizagdo ¢ resultante do
compartilhamento de oxigénio em um ou nos dois lados do tetraedro fosfato. Em suma, estes
compostos tratam-se de sais de acidos polifosforicos lineares, constituidos por unidades basicas
de ion ortofosfato (PO4>"). Uma representagio esquemética das principais estruturas da familia
de fosfatos encontra-se na Figura 1.1. Os polifosfatos de metais alcalinos e alcalinos terrosos
sdo os mais bem conhecidos e estudados. Pirofosfato (difosfato) ¢ o anion fosfato condensado
mais simples (P,07*), formado pela condensacdo de dois anions ortofosfato. O grau de
polimerizacdo dos compostos ¢ estabelecido pela varidvel n. Compostos com n < 10 e
variedades altamente polimerizadas (n igual ou maior que 50), formam sais bem cristalizados.
Por outro lado, variedades com tamanhos de cadeia intermediarios (n = 10 ~ 50) podem
usualmente ser obtidas apenas como misturas em vidros. De acordo com a classificagdo original
de Graham, os polifosfatos de cadeia linear eram chamados de metafosfatos. Atualmente, o
termo metafosfato ¢ utilizada para denominar os compostos ciclicos. Quando o niimero de
unidades no polimero (n) se torna muito grande, a formula de um polifosfato de cadeia linear,
Mm+2)PnOg@n+1), torna-se indistinguivel daquele de um metafosfato verdadeiro, que ¢ um
composto ciclico com a formula exata (MPO3),, onde M normalmente ¢ um metal alcalino (Na
e K) ou alcalino terroso (Ca, Mg) (GREENWOOD & EARNSHAW, 1998).

Em virtude das varias aplicagdes, os fosfatos condensados foram objetos de muitas
investigacoes ao longo do século passado. Atualmente, os estudos envolvendo estes compostos
os classificam em trés grandes classes: polifosfatos lineares, ciclofosfatos (metafosfatos) e
ultrafosfatos (cadeias, folhas e estruturas 3-D) (RASHCHI; FINCK, 2000). A Figura 1

apresenta as estruturas mais conhecidas da familia de grupos fosfatos.
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Figura 1 — Familia de fosfatos existentes: ortofosfato e fosfatos condensados.
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Os polifosfatos apresentam diversas denominagdes, que variam de acordo com a origem

historica, processo de sintese e grau de polimerizagdo. Por tradicdo, o polifosfato de sodio

comercial também ¢é conhecido como hexametafosfato de sédio. O nome hexametafosfato de

sodio induz enganosamente a pensar que se trata de um fosfato condensado ciclico com n igual

a 6, como podemos ver representado na Figura 1. Entretanto, a apresentacdo comercial do

polifosfato de sddio contém uma mistura de polifosfatos lineares com diferentes tamanhos de

cadeia em distribuicdo quasi-normal, onde n médio esta entre 10 e 20 (PARKS; VAN WAZER,

1957), que apresenta um percentual de 0,5 — 4% de polifosfatos ciclicos e polifosfatos

ramificados em sua composi¢do. Estes tltimos, quando em solucao, geram polianions lineares.

J& o produto conhecido por sal de Graham refere-se a um produto composto de polifosfato de



19

sodio altamente polimerizado. E sintetizado através do brusco arrefecimento de (NaPOj3),
fundido, o que gera formagao de um sélido vitreo em vez de material cristalino. O sal de Graham
¢ um polimero com alto peso molecular, variando geralmente entre 12000-18000, que apresenta
até 200 unidades de PO3™ por cadeia. Os vidros preparados em laboratério podem variar de 3 a
cerca de 3000 atomos de foésforo em média por cadeia (RASHCHI; FINCK, 2000). Polifosfatos
também sdo biossintetizados em microorganismos como forma de estocagem energética. Estas
cadeias podem atingir um grau de polimerizagdo na ordem de 10° (KULAEV et al., 2004).

As propriedades fisico-quimicas e a distribui¢do da massa molecular dos polifosfatos
estdo principalmente relacionadas ao comprimento médio da cadeia (n), que depende das
condi¢des de preparo. As condigdes mais importantes sdo: o tempo de aquecimento e a
temperatura de aquecimento dos fundidos de NaH>POs. Quanto maior a temperatura para um
dado tempo de aquecimento e maior o tempo de aquecimento a uma determinada temperatura,
maior ¢ a massa molecular média e mais ampla ¢ a distribui¢do de massa molecular
(BHARGAVA; SRIVASTAVA; VARMA, 1974). O comprimento médio da cadeia ¢
importante do ponto de vista do numero de cargas elétricas necessarias para interagir com
superficies e polieletrolitos com cargas opostas (CINI; BALL, 2014).

Para analise dos diferentes tipos de fosfatos condensados presentes nestes compostos,
frequentemente, se utilizam as técnicas cromatograficas. Na década de 50, foram desenvolvidas
as técnicas de cromatografia de papel e de cromatografia em coluna para tal finalidade. E
possivel separar através de cromatografia em papel os polifosfatos lineares e ciclofosfatos de
baixo peso molecular (n = 2 — 9). Nesta época, a cromatografia de troca idnica também foi
muito utilizada. Atualmente, a cromatografia liquida em coluna de alta eficiéncia (CLAE) ¢ a
técnica preferencial para separacdo e quantificacdo dos componentes de misturas de
polifosfatos contendo fosfatos condensados lineares e ciclicos, podendo ser utilizado inclusive
para a determinacao do tamanho médio de cadeia (KULAEYV et al., 2004). Entretanto, as formas
mais praticas de elucidagdo da estrutura das cadeias de fosfatos condensados sdo as técnicas de
espectroscopia de absor¢do no infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN)
(GREENFIELD & CLIFT, 1974). A técnica de RMN pode ser aplicada satisfatoriamente para
a determinag¢do do tamanho médio de cadeia. Inclusive, ¢ bastante utilizada para analise de
materiais bioldgicos por se tratar de uma técnica ndo destrutiva ou invasiva (CHEN, 1999). De
uma forma geral, os espectros de RMN do nucleo *'P de polifosfatos apresentam trés regides

caracteristicas, que sao:
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e Fosfatos livres (denominada Qo)
e Fosfatos terminais (Q1)

e Fosfatos intermediarios (regido Q).

A Figura 2 traz um exemplo de RMN do polifosfato de sddio comercial. A partir da area
relativa destes picos pode-se estimar a relagdo entre grupos intermedidrios e terminais e,

portanto, o grau de polimerizagdo do polifosfato (Equacdo 1) (GREENFIELD; CLIFT, 1974).

n=2.['°£2}+2 (1)
AQ,

Figura 2 — Espectro de RMN?!P do polifosfato de sddio comercial (NaPO3),, apresentando as
regides espectrais caracteristicas de grupos ortofosfato livre (Qo); fosfato terminais (Q1) e
fosfatos intermediarios (Q2).
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Fonte: PEREIRA, 2007.

A associacdo de polifosfatos com alguns metais de transi¢cdo ou alcalino terrosos, sob
determinadas condigdes experimentais, conduz a formagao de complexos soluveis estaveis em
relacdo & precipitagdo. As associa¢des mais conhecidas sdo com os fons Ca?" e Mg?*, entretanto,

a complexacio do polifosfato com AI**, Mn?', Fe**, Cu?" e Cd** também se encontram bem
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estabelecidas (MASSON; SOUZA; GALEMBECK, 1997; MOMENI; FILIAGGI, 2014). A
formacao do complexo ocorre primordialmente por interagdo idnica, onde cadeias diferentes de
polifosfato sdo interligadas através dos ions metalicos ao qual foi associado. Van Wazer e Callis
estudaram estas interagdes por um grande intervalo de tempo e demonstraram que, geralmente,
os polifosfatos sdo muitas vezes mais eficazes no sequestro do ion magnésio do que no célcio.
Assume-se que um dado fosfato ¢ capaz de sequestra cerca de cinco a dez vezes a quantidade
de magnésio em comparagiio com o calcio Também no caso do sequestro de Mg?*, diz-se que
o anion difosfato ¢ mais eficaz do que o trifosfato que, por sua vez, ¢ mais eficaz que os fosfatos
vitreos, enquanto que para o ion célcio, a ordem de eficdcia ¢ invertida (VAN WAZER;
CALLIS, 1958).

As constantes de estabilidade dos complexos soltveis formados entre o polifosfato e os
metais, também conhecidas como constantes de dissociagao (pKp), foram determinadas em
diversos estudos. Os valores de pKp calculados nesses estudos comprovam que as cadeias de
polifosfato se associam por simples interagdo eletrostatica com os metais alcalinos. A grande
diferenca entre as pKp de complexos de metais alcalinos e metais alcalinos terrosos de fosfatos
lineares, que ¢ em torno de quatro a cinco ordens de magnitude, pode indicar que os ions de
metais alcalinos terrosos sdo parcialmente ligados covalentemente nos complexos ou ao menos
estdo associados a sitios de coordenacao especificos (VAN WAZER; CALLIS, 1958).

As reagdes de hidrolise de polifosfatos também ja foram extensivamente estudadas. A
principal razao para determinar as taxas de hidrolise € verificar a estabilidade do polifosfato em
meio aquoso (submetidos a diferentes potenciais hidrogenionicos) e elucidar os mecanismos
reacionais. Os principais fatores que influenciam a taxa de hidrolise de uma solugdo de fosfato
condensado sdo: (1) o nimero de ligagdes compartilhadas pelos tetraedros PO4> na estrutura,
(2) temperatura, (3) pH e (4) concentragdo da solugdo. fons de hidrogénio catalisam a
degradacao hidrolitica do polifosfato. A maior parte da degradacdao hidrolitica obedece a
cinética de primeira ordem em relagdo ao fosfato (CORBRIDGE, 1990; DE JAGER; HEYNS,
1998). A hidroélise do polifosfato é fortemente catalisada por &cido. Entretanto, todos os fosfatos
condensados podem eventualmente ser convertidos em ortofosfatos por ebulicdo. Em menor
extensao, a taxa de hidrélise dos polifosfatos € ainda afetada pela presenca de cations de metais
pesados, que atuam como catalisadores da reacdo. O efeito mostra-se mais pronunciado com

cations de carga alta e raio pequeno (RASHCHI; FINCK, 2000).
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3.2 Bioquimica do polifosfato

Os polifosfatos inorganicos encontram-se amplamente disseminados em todos os seres
vivos (bactérias, fungos, protozoarios, plantas e animais). Diversos estudos mostram evidéncias
da importancia vital desse composto em varias funcdes bioldgicas. Os residuos de fosfato nas
moléculas de PoliP estdo ligados uns aos outros por ligacdes fosfoanidrido com uma energia
semelhante a energia da ligagao fosforica terminal na adenosina trifosfato (ATP), que equivale
a aproximadamente 10 kcal/mol (KUMBLE; KORNBERG, 1995). Desde entdo, as moléculas
de polifosfato demonstraram estar envolvidas na producao de energia através de diferentes vias.

PoliP desempenha multiplas fungdes fisioldgicas, que sdo distintas e dependentes do
tipo de organismo e da localiza¢do subcelular do polimero. Nos microrganismos, o PoliP
desempenha principalmente um papel na transcrigao génica. PoliP ¢ um polianion e pode formar
complexos com cations inorganicos e outros componentes celulares, incluindo proteinas e
acidos nucléicos, modificando suas propriedades e atividades bioldgicas. O poliP atua também
como reserva de fosfatos inorgénicos, participando na homeostase do fosforo nas células e no
ciclo do foésforo na biosfera. O PoliP promove ainda a desintoxica¢do de cations de metais
pesados. Induz a sintese de RpoS, que ¢ uma subunidade da RNA-polimerase em bactérias
responsavel pela expressao de genes envolvidos em ajustes na fase estaciondria de crescimento
e estresse. PoliP participa em muitos dos processos de motilidade celular bacteriana, da
formacao de biofilme e viruléncia (KULAEV; VAGABOV; KULAKOVSKAYA, 2005).

As células dos mamiferos possuem PoliP, mas em quantidades menores que as células
de microorganismos. As células animais ndo necessitam de PoliP como reservas de fosfato,
com exce¢cdo das células do tecido Osseo. Entretanto, as fungdes exercidas por esses
biopolimeros sdo de grande importancia. Os PoliPs foram detectados em diferentes tecidos e
orgdos e praticamente em todas as fragdes subcelulares: nucleos, mitocondrias, membranas
plasmaticas e microssomas. Em mamiferos, o PoliP desempenha predominantemente um papel
regulador e foi implicado na regulagdo da atividade enziméatica em células cancerosas,
estimulacdo da coagulacdo sanguinea, regulagdo do transporte de ions mitocondriais, €
regulacao da atividade da cadeia respiratéria. Embora uma enzima especifica responsavel pela
producdo de PoliP em mamiferos ndo seja atualmente conhecida, a sintese de PoliP foi
detectada em células intactas de mamiferos (KULAEV; VAGABOV; KULAKOVSKAYA,
2005). Em 2010, Pavlov demonstrou que: (i) a producdo de PoliP em mitocOndrias de

mamiferos esta diretamente ligada ao seu estado energético; (i) a sintese de poliP esta
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intimamente ligada a atividade da ATP sintase, mas ndo requer ATP como substrato; (iii) o

nivel de PoliP regula o nivel de ATP celular (PAVLOV et al., 2010).

3.3 Toxicologia do polifosfato

A maioria dos PoliPs adicionados aos alimentos ¢ decomposta em ortofosfatos no
estomago; na verdade, muitos sdo convertidos em ortofosfatos ja durante o armazenamento a
frio ou durante o cozimento. O PoliP ¢ também facilmente degradado em ortofosfatos pela
fosfatase alcalina dos intestinos e por outras enzimas do organismo humano. Os estudos por
administracdo endovenosa (EV) evidenciam que durante a circulagdo sanguinea os polifosfatos
também sofrem hidrolise. A excre¢do desses fosfatos ocorre principalmente por via urindria.
Verifica-se que quanto maior a cadeia de PoliP mais lentamente ¢ degradada (GOSSELIN,
1952; LANIGAN, 2001; OMS, 1974).

Estudos de toxicidade aguda para a administragdo oral de PoliP (hexametafosfato de
sodio) indicam valores de dose letal em 50% dos individuos (DLso) de 3,7 g/kg e 2,4-2,9g/kg
para camudongos e ratos, respectivamente. Por administragdo via intraperitoneal (IP), tém-se a
DLso de 0,19-0,69 g/kg para ratos e 0,87 g/kg para camudongos. Na administra¢ao IP de PoliP
em coelhos numa dose de 0,14g/kg ndo se observou sinais de toxicidade (LANIGAN, 2001).
Considera-se que a dose maxima diria de ingestdo de fosforo recomendével para humanos ¢
de 70 mg/kg (WEINER et al., 2001).

Ratos machos (12 por grupo) receberam 0; 0,93 ou 3,5% de polifosfato de sdédio na dieta
por 150 dias (DYMSZA et al., 1959). As concentragdes de fosfato e célcio na dieta basal foram
de 0,42 e 0,56%, respectivamente. O peso renal foi significativamente aumentado no grupo de
tratamento de 3,5%. Nao foram observadas lesdes histopatoldgicas no rim. Nenhum outro efeito
relacionado ao tratamento foi observado durante os exames macroscopicos ou histopatoldgicos.
O nivel de ndo observagdo de efeitos adversos para este estudo foi de 3,5% na dieta, o que era
equivalente a 1,800 mg / kg / dia (DYMSZA.; REUSSNER; THIESSEN, 1959). Ratos (16
fémeas e oito machos por grupo) receberam polifosfato de s6dio na dieta desde o desmame aos
100 dias de idade por trés geracdes. O polifosfato de s6dio foi administrado a 0,5%. Os animais
da terceira geragdo foram sacrificados com 1 més de idade. Duas ninhadas de cada geragdo
foram examinadas. Nenhum dos fosfatos inorganicos afetou a fertilidade, tamanho da ninhada,

ou crescimento ou sobrevivéncia da prole (HODGE, 1964).
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Em 1975, a Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora dos Estados
Unidos, avaliou a seguranca dos fosfatos inorganicos condensados para uso como ingredientes
alimenticios. Com base em uma revisao completa da literatura cientifica até aquele momento,
a FDA classificou esses produtos como sao classificados como “Geralmente Reconhecido como
Seguro” (GRAS). A ampla aceitacdo de fosfatos condensados como aditivos alimentares por
varias agéncias reguladoras diferentes indica um consenso de que os fosfatos inorganicos nao
representam um risco para a satde humana quando consumidos diariamente como parte de uma

dieta normal (WEINER et al., 2001).

3.4 Polifosfato e tecido 6sseo

O esqueleto vertebrado ¢ composto de mineral de fosfato de célcio conhecido como
apatita. Apos traumas ou sequelas patologicas, o esqueleto ¢ continuamente reconstruido,
reparado e reabsorvido durante o crescimento e remodelacao ¢ssea. Quantidades significativas
de atividade de PoliP e exopolifosfatase foram detectadas em células semelhantes a osteoblastos
derivadas de mandibulas humanas. O contedo celular de PoliP em células semelhantes a
osteoblastos diminuiu significativamente apds o tratamento combinado de células com os
estimuladores da proliferacdo e diferenciaciao de osteoblastos. O PoliP pode estar envolvido na
modulagdo do processo de mineralizag¢ao no tecido 6sseo (LEYHAUSEN, 1998).

A mineralizagdo do esqueleto estd associada a granulos elétron-densos nao cristalinos,
contendo calcio e fosfato. Esses granulos sdo originarios de mitocondrias que acumularam
muito célcio e perderam suas func¢des energéticas. As mitocondrias absorvem fosfato e as
condensam em PoliP e também sequestram Ca*". Os granulos de polifosfato de calcio poderiam
servir como um deposito 1abil de célcio e fosfato em alta concentragdo, nao cristalino (portanto,
biodisponivel), conforme representado na Figura 3. Estes granulos encontram-se entdo
disponiveis para serem transportados aos locais onde ocorrem a mineralizacdo de apatita.
Provavelmente, eles podem ser transportados para osteoblastos, que osteoblastos podem
incorporar os granulos no novo osso nao mineralizado. Embora a fosfatase alcalina tenha sido
considerada a enzima que degrada o PoliP para restaurar os niveis de fosfato, o
exopolifosfatases (PPX), abundante nos osteoblastos, pode ser o mecanismo preferido. No
decorrer da remodelagdo Ossea o PoliP ¢ um provavel intermedidrio. Até agora, a enzima

responsavel pela sintese de PoliP nas células do tecido 6sseo ndo foi revelada e as moléculas
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sinalizadoras que determinam etapas separadas deste processo sao desconhecidas (OMELON,

2009).

Figura 3 — Esquema ilustrativo simplificado da funcao do PoliP na formagao do tecido dsseo.

mitocondria
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Fonte: Adaptado de KULAKOVSKAYA; VAGABOV; KULAEV, 2012.

Um estudo in vitro utilizando células semelhantes a osteoblastos revelou que o PoliP
poderia induzir a expressdo de genes envolvidos na diferenciagdo dssea e na calcificagdo celular
(KAWAZOE, 2014). O PoliP também demonstrou acelerar a regeneracdo do tecido
periodontal, incluindo a formacao de osso alveolar, em ratos com defeitos artificiais no tecido
periodontal (SHIBA et al., 2004).

Polifosfato de calcio (PFCa) foi redescoberto como um novo material de reparo dsseo
nos ultimos anos. Este tipo de polimero inorganico com uma forma de polimero de cadeia longa
pode ser facilmente disposto para dar vidros de fosfato amorfo ou estruturas cristalinas,
dependendo dos parametros de processamento ¢ compostos de partida (WANG et al. 2009).
Estudos como o objetivo de otimizar as capacidades de degradabilidade e mineralizagdo do
PFCa e, consequentemente, promover sua fun¢do bioldgica sdo desafios atuais. Um dos
métodos de otimizagao utilizados ¢ introduzir elementos diferentes no material para alterar sua
estrutura e propriedades. Esses elementos dopados ndo exibem toxicidade e nem prejudicam o

ambiente fisico durante o processo de degradacio do PFCa. Além disso, eles podem
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desempenhar um papel significativo no metabolismo 6¢sseo, no crescimento e na absor¢ao da
nutricdo. Em geral, o efeito dos ions do elemento de dopagem nos defeitos cristalinos e na carga
elétrica de superficie do PFCa é a seguinte: Mg?" > Na®> K" > Zn?" > Sr**. O elemento de
dopagem com um raio idnico muito menor e igual valéncia em compara¢io com Ca’>" pode
acelerar significativamente a degradagao original e a taxa de mineralizagdo de PFCa (SONG et
al., 2009).

Pilliar (2016) investigou as caracteristicas de particulas de PFCa poroso, formadas pelo
uso de dois diferentes tipos de processamento, como preenchedores de cavidades dsseas em
locais ndo suportadores de carga ou minimamente suportadores. As duas variantes de particulas
de PFCa foram sintetizadas utilizando diferentes procedimentos de calcinagdo, realizada em
duas etapas de aquecimento. Foram obtidas particulas de PFCa de degradacdo mais lenta
(PFCaL) ou particulas de degradacdo mais rapidas (PFCaR) como sugerido por um estudo
prévio de degrada¢do conduzido in vitro. Os dois tipos de PFCa foram comparados como
preenchedores de cavidades dsseas in vivo implantando particulas em defeitos criados em locais
de condilo femoral de coelho. O PFCaL e o PFCaR permaneceram implantados por periodos
de 4 e 16 semanas. O estudo in vivo indicou uma diferenga significativa na quantidade de osso
novo formado nos locais preparados com PFCaL, resultando em mais formagao 6ssea nova em
compara¢do com PFCaR. A menor formacao 6ssea caracteristica do PFCaR foi atribuida a sua
taxa de degradagdo mais rdpida e resultando em maior concentracao local de produtos de
degradacao de polifosfatos liberados (PILLIAR et al., 2017).

Song e colaboradores (2011) desenvolveram scaffolds 6sseos bactericidas com potencial
de osteointegracdo utilizando PoliP. Neste estudo, o revestimento de poli (alcool vinilico)
(PVA) (7%) foi aplicado a um suporte de polifosfato de célcio dopado com estroncio
impregnado com eritromicina usando um método de imersdo em pasta. A analise por
microtomografia de raios-X (micro-CT) mostrou que o revestimento de PV A reduziu o tamanho
médio dos poros e a porcentagem de interconectividade dos poros em alguma extensdo. Testes
de resisténcia a compressdo confirmaram que o revestimento de PVA aumentou
significativamente a elasticidade do material e aumentou ligeiramente a resisténcia mecanica
do scaffold. Além disso, descobriu-se que os scaffolds PCE-EM-PV A inibiram notavelmente a
formacdo de osteoclastos. Os autores sugeriram que este compoOsito teria o potencial de
promover liberagao controlada de medicamentos com aplicagdes na engenharia de tecido 6sseo

(SONG et al., 2011).
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3.5 Aplicacoes tecnoldgicas do polifosfato

Devido as suas propriedades quimicas peculiares, baixo custo de sintese, ndo toxicidade
e biodegradabilidade, o PoliP ¢ amplamente utilizado em pesquisas cientificas e em producgdo
tecnologica. Trata-se de um composto de uso rotineiro em diversos ramos da industria mineral,
alimenticia e na agricultura. Além disso, polifosfatos de diferentes fontes e caracteristicas, vém
sendo testados em diferentes aplicagdes farmacéuticas. A Figura 4 mostra os principais usos
descritos na literatura, ndo se limitando a estes. Nas secdes subsequentes serdo relatados seu

uso industrial mais frequente e algumas aplicagdes cientificas.

Figura 4 — Usos e aplicagdes estabelecidos do polifosfato.

Materiais Sequestrante
vitreos (meio ambiente)

L Estabilizante
An-tiomd?r-\te (alimenticio)
(alimenticio)

Polifosfato

Fertilizante
Ceramicas (fonte de fosfato)
biocompativeis

Retardante

Fonte energética de chama

(em microorganismos)
Fonte: proprio autor.

3.5.1 Aplicagdes na agroindustria € no meio ambiente

O polifosfato de amonio, um sal inorganico de acido polifosférico e amonia, ¢ um dos
fertilizantes fosforicos mais frequentemente usados (GOWARIKER et.al, 2009). E aplicado
tanto no solo como na fertilizacao de microalgas que sdo utilizadas como alimento para peixes
de viveiro (PARKER, 2011). Trata-se de um fertilizante mais eficaz do que fosfato de rocha
(apatita) e superfosfatos, que sdo uma mistura de fosfato dicalcico e sulfato de célcio. Os
polifosfatos comerciais de amonio sdo geralmente uma mistura de orto e polifosfato. O
comprimento da cadeia do composto polimérico ¢ variavel e pode ser superior a 1000

(KULAKOVSKAYA; VAGABOV; KULAEV, 2012).
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PoliPs sdo adicionados aos detergentes em pd, com o objetivo de complexar os ions
metalicos responsaveis pela dureza das aguas e tornar o meio alcalino, melhorando a acdo de
limpeza (OSORIO; OLIVEIRA, 2001) Muitos dos polifosfatos de sodio vitreos (como sais de
Calgon e de Graham) sao usados para abrandar a d4gua e para desincrustar caldeiras e tubulacdes.
O PoliP dissolve, estabiliza ou dispersa os minerais precipitados que ja existem na agua. Eles
servem como uma espécie de "trocador idnico" soluvel. Para sequestrar ferro, manganés e
calcio, € necessaria uma propor¢ao molar de 1:1 unidades de fosfato. Uma dose de apenas 2 a
4 mg/L ¢é necessaria para diminuir o crescimento de cristais de calcita (CaCO3). Acredita-se que
isso se deva a adsor¢do de ions de fosfato na superficie dos ntcleos de calcita, o que entdo
impede o crescimento adicional de cristais. As cadeias de polifosfato em concentragdes de
poucos ppm também protegem superficies metalicas submetidas a 4gua dura pela formagao de
filmes inibidores de corrosdao. A corrosao ¢ impedida pela polarizagdo anodica que resulta da
adsor¢do do ion fosfato no filme de calcita que se deposita na superficie do metal

(KULAKOVSKAYA; VAGABOV; KULAEV, 2012).

3.5.2 Aplicagoes alimenticias

Os polifosfatos apresentam diversas propriedades que os tornam um ingrediente eficaz
e multifuncional de alimentos como carnes, aves, pescados, embutidos e laticinios. Estas
propriedades sdo: alta capacidade de tamponamento e propriedades quelantes; capacidade de
retencdo de agua; efeito antibacteriano; efeito antioxidante. Deste modo, ele ajuda a prolongar
a vida util do produto e evita alteragdes indesejaveis na cor do produto durante o
armazenamento. Além disso, o PoliP retarda a rancidez oxidativa. O PoliP é também
amplamente utilizado no processamento e conservacao de diversos outros alimentos, tais como
oVvos, cereais, sucos, 0leos e gorduras, em razao de sua capacidade estabilizante de modo geral.
O PoliP ajuda a manter dispersdes, emulsdes e suspensdes alimenticias estaveis, devido a
capacidade de ligagdo a dgua e a formagado de gel (HOURANT, 2004).

Os polifosfatos sao empregados na industria da carne para prevenir a coagulagao do
sangue. Os polifosfatos revelaram-se mais eficazes em promover a complexagao de calcio do
que o citrato de sodio, apresentando ainda a vantagem de ndo levar a uma precipitagdo adversa
de fibrina. O tratamento com PoliP de peixes, carnes e aves antes do congelamento diminui o
volume de gotejamento, ou seja, uma menor quantidade de liquido € liberado quando o peixe ¢

descongelado (KULAKOVSKAYA; VAGABOV; KULAEV, 2012).
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O PoliP inibe o crescimento microbiano e, em geral, as bactérias gram-positivas sao
mais sensiveis que as gram-negativas. O Bacillus cereus, importante bactéria promotora de
contaminag¢ao no ambito da industria alimentar, sofre lise e morte celular sob a¢ao do PoliP em
concentragdes iguais ou acima de 0,1% m/v. Ocorre também a inibi¢ao de germinacgdo e
crescimento de esporos. Uma concentragdo maior de PoliP (1,0%) foi até mesmo esporicida. A
capacidade quelante de cations do PoliP ¢ geralmente considerada como a causa desses efeitos
inibitorios observados. PoliP também esta implicado no desencadeamento de vazamento de
Mg?" das células, perda de osmorregulacdo e dano de membrana em Staphylococcus aureus,

promovendo assim um efeito bacteriostatico. (RAO; GOMEZ-GARCIA; KORNBERG, 2009)

3.5.3 Aplicagdes farmacéuticas, farmacologicas e biomédicas

Na industria farmacéutica, os polifosfatos sdo polimeros de interesse como base para
novos materiais substitutos do osso, como veiculos para liberagdo prolongada de farmacos e
como reagente para a sintese de compostos biologicamente ativos. Existem pesquisas que
relatam o uso de polifosfatos na preparacdo de matrizes e co-polimeros utilizados como
sistemas de liberagao controlada de farmacos (DION, 2015).

Liu et al. (2010) relata o uso de um polifosfato hiper-ramificado (PHR) solivel em 4dgua
que, devido ao grande niimero de grupos hidroxila funcionais da superficie, pode ser utilizado
como transportador para administracao intracelular de farmacos. O trabalho investigou tanto a
biocompatibilidade quanto a biodegradabilidade do PHR. Em seguida foi avaliada a captacao
celular do PHR e a sua conjugacdo ao farmaco clorambucil. Os ensaios in vitro indicaram que
o PHR possuia a excelente biocompatibilidade para células COS-7. As andlises de RMN
provaram que o PHR foi degradado hidroliticamente e o processo de degradacao foi acelerado
em ambientes basicos e acidos, especialmente em ambientes acidos. Além disso, os produtos
de degradag@o ndo eram toxicos para as células COS-7. A atividade significativa do conjugado
PHR-clorambucil foi atribuida a biodegradabilidade do PHR, que libera o clorambucil livre nas
células (LIU et al, 2010).

O polifosfato de cadeia longa, com grau de polimerizagao entre 25 e 80, ¢ reconhecido
como sendo um composto antioxidante, pois apresenta atividade inibitoria da peroxidagdo e
atividade de neutralizagdo dos radicais livres. Este carater ¢ explorado em diversos produtos
alimenticios e farmacéuticos. O PoliP vem sendo utilizado em produtos cosméticos, por

efetivamente apresentar efeitos inibitorios sobre o envelhecimento da pele, por melhorar a
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elasticidade da pele e prevenir marcas de expressdo. De fato, este composto ¢ encontrado na
composicdo de alguns sabonetes e sais de banho, hidratantes, cremes nutritivos, logdes e
perfumes. As concentracdes de polifosfatos nas formulagdes variam de 0,001 — 1% em massa.
(HONG et al., 2004).

Pereira em 2007, sugeriu a viabilidade da aplicagdo do polifosfato de sddio no preparo
de misturas para Nutricdo Parenteral (NP), através da avaliacdo fisico-quimica das misturas
contendo PoliP e de sua interagao com calcio e outros componentes da NP (PEREIRA, 2007).
Os dados permitiram afirmar que o PoliP consegue estabilizar ions Ca**, de forma que ndio ha
formagao de precipitados ou cristais de fosfato de calcio, em quantidades equivalentes aquelas
normalmente indicadas em NP, na propor¢cdo molar P:Ca em torno de 1. A presenga de
precipitados insoluveis de fosfato de calcio em misturas para NP ¢ potencialmente fatal se
administradas a pacientes pediatricos prematuros e neonatais, visto que particulas com tamanho
> 5 um de didmetro podem causar embolia (REEDY; KUHLMAN; VOYTOVICH, 2005).

Dion e colaboradores (2015) produziram matrizes de liberagdo de antibiotico a base de
polifosfato de calcio (PFCa) usando uma técnica de processamento que envolveu a exposicao
a alta umidade de pastas de PFCa carregadas com antibioético por 0; 5 ou 24 h. Ap6s o periodo
de gelificagdo determinado, as amostras foram secas por um periodo de 24h. Por um periodo
de até 130 h, o meio de elui¢do foi monitorado quanto aos niveis de liberagcdo de vancomicina,
ion Ca**, ortofosfato e polifosfato. A atividade da vancomicina também foi avaliada apos 1; 24
e 130 h. A técnica de RMN *!P foi usada para monitorizar, ao longo do processo de eluigdo por
24h, as alteragcdes no comprimento da cadeia dentro de um disco de vancomicina gelificado. O
processo de gelificagdo e secagem reduziu significativamente a taxa de liberagdo de
vancomicina entre 2 a 4h de eluicdo inicial, enquanto prolongou o periodo de liberagdo de
antibiotico por 80h. As condi¢des suaves associadas a fabricagdo da matriz permitiram
prontamente a incorporagdo da vancomicina dentro de um ambiente que ndo interrompia a
atividade antibidtica. Em todo o processo de eluicdo, todos os grupos de amostras
experimentaram intumescimento consideravel seguido por certa erosdo aparente na massa
(Figura 5). A lise da cadeia de fosfato foi claramente observada no final do periodo de eluicao

(DION et al., 2015).
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Figura S - Imagens digitais de matrizes secas por 24 h apds o estudo de 6 dias de eluigdo
(largura do campo = 11 mm). Os discos apresentam 7,5 mm de didmetro. As setas pretas
indicam onde o nucleo interno das matrizes comegou a fluir para o exterior. (a) e (b) mostram
as superficies superior e inferior de uma amostra controle (branco) secas por 24 h. As imagens
(c) e (d) mostram as superficies correspondentes de uma amostra secas por 24 h contendo
vancomicina.

Fonte: DION et al., 2015

Isolados das bactérias gram-negativas Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter
ssp. sdo naturalmente resistentes a muitas classes de antibidticos. Usando a técnica de difusdo
em disco, mostrou-se que permeabilizadores de membrana como PoliP aumentaram a
suscetibilidade a uma variedade de antibidticos, incluindo imipenem, -ciprofloxacina,
tetraciclina e rifampicina. Esses efeitos provavelmente se devem também as propriedades
quelantes de metais do PoliP (DENNY; WEST; PANIGRAHI, 2003).

O tetrapolifosfato de sodio e os polimeros mais longos, com comprimentos médios de
15, 34 e 91 residuos de fosfato, inibiram significativamente a infec¢ao de células pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) in vitro. Supde-se que o efeito anti-HIV do PoliP ¢
causado pela ligagdo destes compostos a superficie da célula hospedeira e ao virus, inibindo

assim a liga¢ao do virus (LORENZ et al., 1997).
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Kim (2001) reinvidica o uso de polifosfatos na promocao da cicatrizagdo de feridas. O
documento revela que PoliP aplicado a tlceragdes, tais como cortes ou sequela de operagdes
cirtrgicas, pode efetivamente curar as feridas sem deixar nenhuma ou quase nenhuma cicatriz.
O mecanismo de agao ¢ justificado pela atividade antibacteriana do PoliP (KIM; LEE, 2001).
Contudo, estudos posteriores comprovam que a proliferacao de células de fibroblastos humanos
normais pode ser melhorada in vitro pela adicdo de PoliP aos meios de cultura. As atividades
mitogénicas do fator de crescimento de fibroblastos acido (FGF-1) e do fator de crescimento
basico de fibroblastos (FGF-2) também podem ser aumentadas por PoliP. PoliP facilitou a
ligacdo do FGF-2 aos seus receptores da superficie celular. O mecanismo de estimulacdo do
crescimento por PoliP foi semelhante ao relatado com a heparina. PoliP pode facilitar a ligacao
de FGF-2 aos seus receptores e promover a sinalizagao através dos mesmos locais de ligagao
de sulfato de heparina, FGF-2 e seus receptores. Embora PoliP e heparina sejam ambos
polianionicos, eles tém estruturas diferentes, e ¢ provavel que o mecanismo de modulagdo da
atividade do FGF por PoliP seja diferente do observado na heparina. O nivel de estimulacdo do
crescimento por PoliP ¢ maior que o da heparina (SHIBA et al, 2003).

Outros estudos comprovaram a ocorréncia de PoliPs com grau de polimerizagao entre
70-75 grupos fosfatos nos granulos densos de plaquetas humanas através de visualizagoes apos
coloragdo com 4,-6, diamidino-2-fenilindol, por RMN e por eletroforese em gel. Os granulos
sdo ricos em Ca”*, semelhantes a acidocalcisomos, e sio considerados responsaveis pelo fluxo
de Ca?" no citosol. A liberacio de PoliP das plaquetas ativadas acelera a coagulagio sanguinea
ao ativar a via de contato, incluindo o fator V, que, por sua vez, antagoniza a proteina
anticoagulante natural, o fator tecidual inibidor da via. A poliP atrasa também a lise do coagulo,
aumentando um agente antifibrinolitico natural, o inibidor da fibrin6lise ativavel pela trombina.
Assim, o PoliP liberado das plaquetas promove a formacdo e estabilidade do codgulo. A
hidrolise de PoliP pelas fosfatases promove a inibicao da coagulacao e ativacao da fibrindlise
durante a cicatrizagao de feridas (SMITH et al., 2006).

Em Dissertacdo de Mestrado de 2011, Jovino demonstrou a acao do polifosfato de sédio,
com n = 9, sobre as propriedades biomecanicas de hemacias estocadas (concentrado). As
hemacias na presenca do PoliP apresentaram menor perda de elasticidade (em fungao do tempo
de estocagem), principalmente a partir da 5* semana de armazenamento, indicando que o PoliP
pode ser um potencial candidato a solugdo preservante de concentrado de hemacias. A sua agdo

sob a coagulacdo foi também analisada através do tempo de tromboplastina parcialmente
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ativada e tempo de protrombina, mostrando aumento do tempo de coagulagio calcio dependente
proporcionalmente ao aumento da concentragdo de PoliP no meio (JOVINO, 2011).

O custo do ATP para uso como agente fosforilante em escala industrial € proibitivo,
assim como os altos custos dos reagentes, como fosfato de acetila, fosfoenolpiruvato e fosfato
de creatina, que sdo usados em sistemas enzimaticos de regulacdo de ATP. Em seu lugar, o
PoliP tem sido usado para regenerar o ATP com fosfoquinase (PPK) imobilizada em uma
coluna (KAMEDA et al., 2001).

Durante o processo de apoptose celular, a cromatina nuclear sofre condensacgao e, nesse
momento, uma endonuclease dependente de cdlcio (caspase-3) ¢ ativada e cliva o acido
desoxirribonucleico nuclear (DNA). A adicdo de PoliP a células plasméaticas humanas (CPs)
inibiu a secrecdo de imunoglobulina e estimulou a apoptose. A estimulacdo de PoliP foi
especifica para as linhagens de CP e mieloma (CP maligno) bem como para células de mieloma
primario e linhagens linfoides B. A adicdo de poliP a linhagem celular de mieloma ativou a
caspase-3 e interrompeu o ciclo celular. Estas observagdes sugerem a relevancia do PoliP para
a resposta imune humoral e como um alvo para a terapia do mieloma (HERNANDEZ-RUIZ et

al., 2006).

3.5.4 Aplicagdes industriais diversas

O polifosfato de amdnio também ¢ usado como um retardante de chama inorganico de
alta eficiéncia, que ¢ ndo tdxico e ndo-haldogeno. Seu mecanismo de acdo ¢ a seguinte: sob a
influéncia de altas temperaturas, o PoliP perde a agua ligada para produzir vapor que incha a
tinta a prova de fogo. Ocorre a formagao de uma camada espessa de isolamento térmico, que
isola o material do ar e do aquecimento e evita o desenvolvimento da chama. Sua participagao
pode ser de até 25% na composicdo total de material a prova de fogo. O PoliP nao inflamavel
é espalhado sobre as superficies tratadas com o mesmo. E usado como um retardador de chama
para materiais de fibra (papel, madeira, téxteis a prova de fogo), todos os tipos de polimeros,
placa de construgao refrataria, material enrolado, resina epoxi e resina nao saturada, cabo e
borracha, material plastico de dispositivo eletronico, etc. (KULAKOVSKAYA; VAGABOV;
KULAEYV, 2012).

Vidros a base de fosfato vém sendo utilizados como suportes para catalise quimica e
filmes finos sobre metais e ligas (ROSSETO; SANTOS; GALEMBECK, 2006). Algumas

pesquisas mostram que os géis de polifosfato podem também ser explorados em sua
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propriedade de bom condutor i6nico (MENDES et al., 2006) ou ainda na obtenc¢ao de materiais
hibridos, onde atuariam como matrizes hospedeiras de compostos com propriedades dticas, tais
como, lantanideos, corantes e indicadores (CASTRO et al., 2004; NERO et al., 2003). Esses
g¢€is compostos respondem a presenga de moléculas como a amonia e mudam de cor na presenca
desse analito. Criptatos de térbio foram encapsulados em géis de polifosfato de aluminio onde
os complexos baseados em térbio mantiveram suas propriedades luminescentes com um
aumento substancial no tempo de vida de fluorescéncia de 0,7 ms em solugao livre para 1,0 ms
no gel. Esse achado reflete algumas fortes interagdes entre o cation complexo e a matriz do gel
(GALEMBECK et al., 2002). As interacdes de polifosfatos de sd6dio com contra-ions
multivalentes, entre as quais o zinco (Zn>") também foi explorado para produzir coacervatos
polifosfato-Zn*" que foram posteriormente transformados em vidros de polifosfato de zinco
capazes para revestir superficies ou fibras. Vidros de PoliP sdo produzidos por reagao no estado
fundido tendo como precursores fosfatos monoméricos e 6xidos metalicos (GREENWOOD;
EARNSHAW, 1998). Os vidros de polifosfatos apresentam baixa temperatura de transi¢cao
vitrea e um coeficiente de dilatagcdo elevado. Os cations metalicos sdo os componentes que
determinam as propriedades fisicas desses vidros e, consequentemente, suas aplicacdes
(BROW, 2000).

Materiais vitreos a base de fosfato podem ser obtidos também apoés tratamento térmico
de géis formados pela mistura de polifosfato e ions metalicos di- e trivalentes em meio aquoso
(MASSON; SOUZA; GALEMBECK, 1997). Os géis consistem no material precipitado no
sistema, que apresenta uma estrutura supramolecular tridimensional (LIMA; GALEMBECK,
1994). Outro processo de obtencdo de vidros a base de fosfato € a coacervacao, que se trata de
uma separagao de fases liquido-liquido, onde uma fase ¢ rica em vesiculas coloidais, chamados
coacervatos, € a outra ¢ pobre, o sobrenadante. O processo de formacdo de coacervatos ¢
praticamente idéntico ao processo de formacgdo de géis. Os fatores que parecem condicionar a
formacao de um ou outro sdo: a constante dielétrica e o pH do meio, a natureza e concentragdo
dos precursores e a temperatura (PALAVIT; MONTAGNE; DELAVAL, 1995; WILLOT et
al., 2002). A fase de coacervato pode ser extraida e seca para também formar um material vitreo

solido.
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4 RESULTADOS

Em pesquisa realizada desde o ano de 2005, o autor da presente Tese investigou a
aplicacdo de polifosfato de s6dio como uma fonte inorgénica alternativa de fosforo em nutricao
parenteral. A compilacdo dos resultados obtidos resultou na publicacdo de artigo cientifico
(Artigo 1) na revista Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects.

A presente Tese buscou também desenvolver uma nova ceramica fosfatada (Artigo 2),
que apresentasse similaridade e biocompatibilidade com o osso humano, para ser usada como
substituto 6sseo na forma de um cimento. O material aqui proposto foi produzido pelo método
de coacervagao utilizando polifosfato de sddio como precursor e variando-se as temperaturas
de calcinagio.

Durante a presente pesquisa foram ainda desenvolvidos compdsitos a base de Alginato
para utilizacdo como matriz polimérica de cimentos dsseos injetaveis contendo as ceramicas

fosfatadas previamente obtidas (Artigo 3).

4.1 ARTIGO 1 - SHORT CHAIN POLYPHOSPHATES AS A STRATEGIC
COLLOIDAL SOURCE OF PHOSPHATE FOR PARENTERAL ADMIXTURES

O artigo 1 desta Tese esta disposto na integra no APENDICE A.

4.2 ARTIGO 2 - METODO DE COACERVACAO PARA OBTENCAO DE CERAMICAS
A BASE DE POLIFOSFATO DE CALCIO PARA APLICACAO EM CIMENTO OSSEO

RESUMO

Em busca de uma ceramicas sintéticas, que apresentem similaridade estrutural com as
apatitas das estruturas 6sseas do esqueleto humano, foi testado o uso de polifosfato de sodio de
cadeia curta ((NaPOs3),) (n =2 — 19, com valor médio 10), juntamente com nitrato de calcio
(Ca(NO3)2.4H>0) e cloreto de calcio (CaClo.2H20) como precursores na obtengao de materiais
ceramicos, através do método de coacervagdo em fase aquosa. Apds secagem, os materiais
obtidos foram calcinados em trés diferentes temperaturas (300, 500 e 700 °C) e caracterizados.
Os resultados indicam que foram obtidas ceramicas baseadas em fosfato de calcio (proporcdes
P/Ca= 0,6 — 2,0) com morfologia na forma de graos (rugosos, com pétalas finas e/ou agulhas)

de tamanho micrométrico (< 250 pm) e 4rea superficial entre 0,02 — 2,50 m%*/g. A analise
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vibracional através de espectroscopia Raman e FTIR confirmou a presenca de grupos PO4>".
Constatou-se que, com o aumento da temperatura, houve mudangas de fases bem distintas desde
o estado inicial amorfo dos materiais até a temperatura final a 700 °C constatando-se a presenca
das fases cristalinas monetita, brushita, hidroxiapatita e outras ndo identificadas. Os resultados
mostram uma metodologia simples e de baixo custo para a obtengdo de ceramicas de porosidade
controlavel, baseadas em fosfato e cdlcio, e com caracteristicas promissoras para uso como

substituto sseo.

Palavras-Chave: Coacervacao. Polifosfato. Ceramica. Cimento 0sseo.

4.2.1 Introducao

O osso ¢ um tipo de tecido conjuntivo, composto por células O6sseas e matriz extracelular
mineralizada, caracteristico da classe dos animais vertebrados. Portanto, trata-se de um tecido
especializado que, por ser resistente e duro, transforma as contragcdes dos musculos esqueléticos
em movimentos uteis, atuando no suporte de forgas e tensdes que recebe. Além de permitir
estabilidade estrutural do corpo, 0s 0ssos protegem alguns 6rgdos vitais, tais como, cérebro,
coragdo e pulmoes etc. Estes também sao considerados depdsitos de ions fosfato e calcio, dentre
outros, que sdo liberados de maneira controlada, mantendo constante as concentragdes nos
liquidos corporais por homeostasia. O osso participa ainda da hematopoiese, ou seja, o processo
de renovagao celular do sangue a partir da medula 6éssea (RODAN, 1992). Um tipo de tecido
conjuntivo que apresenta capacidade de diferencia¢do osteogénica recobre todas as superficies
oOsseas. Na superficie externa, encontra-se o periosteo, ja nas cavidades internas, encontra-se o
endosteo. Estas camadas de tecido contribuem para o processo de remodelacdo Ossea
(NEWMAN; TAKEI; CARRANZA, 2004).

Conforme descrito por Misch (2000), pode-se definir a remodelagem como o processo,
ocorrido em 0sso previamente existente, que gera uma modificacdo ou reestruturacao interna.
Esse processo ¢ regulado pela associagao de mediadores mecanicos, metabolicos, bioelétricos
e locais (fatores de crescimento e citocinas). Deste modo, quando submetido a novas exigéncias
mecanicas, o 0sso pode alterar as suas propriedades e configuracdes (SCHNEIDER et al.,
1995). Se ocorrer uma lesao, como uma fratura, por exemplo, inicia-se através desse mecanismo
um processo de regeneragao, ou seja, havera substitui¢ao do tecido danificado por um tecido
idéntico ao anterior, com as mesmas funcdes fisioldgicas e metabodlicas. Normalmente nao

ocorre regeneragdo espontinea em grandes perdas, provocados por traumas, infeccdes,
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neoplasias e anomalias de desenvolvimento, pois, esta capacidade regenerativa do osso ¢
limitada pelo tamanho do defeito. Esse fato representa atualmente um problema para a medicina
e odontologia (FROHBERGH et al., 2015). O reparo dsseo ¢ um processo regenerativo
altamente complexo que envolve células que compoe o tecido 06sseo, que sdo os osteoblastos,
osteocitos e osteoclastos (ANDRADE, 2007). Os osteoblastos sdo os promotores da
osteogénese. Atuam, durante o desenvolvimento ou a reparagao do tecido 6sseo, produzindo a
matriz 0ssea. Os osteocitos sao células localizadas no interior das lamelas do osso esponjoso e
compacto que dao suporte ao 0sso. Os osteoclastos desempenham um papel fundamental no
processo de remocgao e reabsor¢do do osso que ¢ destruido. Sdo essas células que realizam a
reabsorcao do tecido 6sseo mineralizado, permitindo a liberagdo de calcio.

Na composicao da matriz 6ssea incluem-se 33% de matriz organica e 67% de compostos
inorganicos (TEN CATE, 1986). As fibras de colageno de tipo I, em porcentagens de 85 a 95%,
compdem a matriz organica extracelular do osso (RODAN, 1992). O colageno presente no 0sso
se encontra envolvido por uma substincia de suporte, o cimento. Este cimento organico
preenche os espagos entre as fibrilas dando consisténcia ao tecido 6sseo. Outros tipos de
proteinas, ndo coldgenas, também compdem a matriz organica, dentre essas temos: as
glicoproteinas, fosfoproteinas, sialoproteinas, osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogenética dssea (POM) (NEWMAN; TAKEIL; CARRANZA, 2004). O constituinte mineral
mais importante e abundante do osso ¢ a hidroxiapatita (HA), constituida por ions célcio e
fosfato (Figura 6). O tamanho dos cristais de HA pode atingir de 10 a 100 nm. A dureza e
resisténcia caracteristicas do tecido 0sseo ¢ propiciada pela associagao dos cristais com as fibras
de colageno. A formacdo da HA nos ossos ocorre através da reacao de fosfato de calcio com
hidroxido de calcio. Outros materiais inorganicos, tais como carbonato de célcio, sddio,
magnésio e fluoreto, também sdo incorporados durante esse processo, conforme ocorre

crescimento dos cristais (CONSTANTINEUSCU et al., 2002).
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Figura 6 - Estrutura tridimensional da hidroxiapatita.

Fonte: http://www.chemtube3d.com/solidstate/SShydroxyapatite.htm

O termo biomaterial foi redefinido, durante a segunda Conferéncia sobre Consenso nas
Defini¢cdoes em Biomateriais realizado em Chester no ano de 1991, como sendo: "um material
destinado a contatar com sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢do do organismo" (WILLIAMS; BLACK; DOHERTY, 1992).
As principais caracteristicas para selecionar um material para utilizagdo médica sdo: (i)
biocompatibilidade, com auséncia de efeitos nocivos ou toxicos; e (i) propriedades
biomecanicas capazes de atenderem as solicitagcdes estaticas e dindmicas a que se sujeitard
durante a sua vida util (AFONSO, 1998).

Nossa sociedade atual apresenta uma expectativa de vida que vem crescendo a cada dia,
ao mesmo tempo em que convive com a realidade de seus corpos deteriorarem-se mais
rapidamente. Uma das consequéncias do envelhecimento ¢ a diminui¢cdo da resisténcia dos
0ssos € o aumento da probabilidade de fratura e perda 6ssea. A perda de tecido dsseo pode
ocorrer por diversos fatores, como: procedimentos cirirgicos, trauma, fraturas e patologias,
cancer e osteoporose. Muitas vezes, devido a perda de substancia 6ssea, ndo ha reparo completo,
resultando em um defeito que pode implicar comprometimento da estética e perda parcial ou
total da fungdo da estrutura lesada (GRANDI, 2007). Portanto, diante desse problema o
desenvolvimento de biomateriais para implantes 0sseos ¢ um tema que ocupa um lugar
privilegiado nas pesquisas de materiais. O substituto 6sseo ideal ¢ ndo-humano, estéril, atoxico,

imunologicamente compativel e encontrado em quantidades suficientes. Este devera ser capaz
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de induzir diferenciacdo de células locais para formagao de células dsseas e, a0 mesmo tempo,
prover a gradual reabsor¢do e conducdo estrutural para a formac¢do de novo osso. Um dos
grandes problemas em situagdes cirurgicas sao as lacunas deixadas pelo tecido 6sseo perdido,
onde o crescimento de tecido conectivo nesses defeitos ¢ frequente, impedindo assim a
formag¢do de novo tecido Osseo o que pode causar aberragdes anatomicas e disturbios
funcionais. Portanto, na reparagdo destes problemas os biomateriais, substitutos Osseos
aplicados irdo agir como uma barreira mecanica, impedindo o crescimento de tecido fibroso ou
interposicao muscular no defeito 6sseo (AABOE; PINHOLT; HIORTING-HANSEN, 1995).
A propriedade de poder guiar a formagao 0ssea na sua superficie, que alguns materiais possuem
quando sdo implantados em tecido ¢sseo, ¢ denominada osteoconducao. Este processo ocorre
pela penetragdao de vasos nos espagos e/ou nos poros existentes na estrutura do material, que
vao induzir a deposi¢ao de osso imaturo O crescimento dsseo ocorre pela reabsor¢ao e aposi¢ao
da estrutura 6ssea existente ao redor. A propriedade de certos materiais de promover a formagao
de tecido 6sseo quando sdo implantados em tecidos ndo dsseos, ¢ chamada de osteoindugao.
Este fendmeno consiste na conversao fenotipica de células dos tecidos moles em precursores
do tecido dsseo, através de uma estimulacao apropriada (DACULSI et al., 2013).

Os biomateriais substitutos 0sseos sdo classificados quanto a origem em: biologicos,
que sdo os chamados enxertos 6sseos, € sintéticos, que sdo os materiais aloplasticos (metais,
ceramicas, vidros bioativos, polimeros) (FIGUEIREDO et al., 2004). As cerdmicas sao
materiais que possuem boa estabilidade dimensional, resisténcia ao desgaste e a compressao e
estabilidade em ambientes acidos. Atuam como isolantes térmicos e elétricos e sdo estaveis a
altas temperaturas. Contudo, as ceramicas, geralmente, sao menos densas do que a maioria dos
metais e suas ligas (DEE; PULEO; BIZIOS, 2003). Dentre as diversas composig¢des de
ceramicas existentes, as ceramicas de fosfato de calcio, devido a similaridade quimica e
estrutural com a apatita biologica, sdo os materiais mais utilizados como substitutos dsseos
(tanto na forma de cimento como no desenvolvimento de proteses especificas). As ceramicas
com as mais diferentes composicdes de fosfato de calcio apresentam excelente
biocompatibilidade e comportamento bioativo, possuindo assim elevados niveis de
osseointegracdo e osteoconducdo (DOROZHKIN, 2010). Os fosfatos de calcio podem ser
sintetizados por precipitacio a partir de solugdes contendo ions Ca** e PO4>, sob condigdes
alcalinas ou 4cidas. Uma forma usual de classificacdo dos diferentes fosfatos de célcio ¢ pela
razao molar entre os elementos de calcio e fosforo (Ca/P), que costuma variar entre 0,5 e 2,0.

Menores taxas de solubilidade em condigdes neutras e baixas taxas de degradacdo sdo
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observadas em compostos com maior razdo Ca/P (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).
Fosfatos de calcio com diferentes morfologias e estequiometrias podem ser preparados variando
os parametros de sintese como: temperatura de precipitagdo, pH do meio, tempo reacional,
velocidade de adigdo de reagentes, temperatura do tratamento térmico (RODRIGUEZ-
LORENZO; VALLET-REGI, 2000). A Tabela 1 mostra os diversos tipos de fosfatos de célcio

e suas relagoes Ca/P.

Tabela 1 — Tipos de fosfatos de calcio e suas relagdes Ca:P .

CA:P  FORMULA QUIMICA NOME QUIMICO NOME MINERAL
0,5 [Ca(PO3)2]n Polifosfato de calcio -
1,0 CaHPO4 Fosfato dicalcio Monetita
1,0 CaHPO4.2H,0 Fosfato dicalcio dihidratado Brushita
1,33 Cag(HPO4)2(PO4)4.5.H,0 Fosfato de octacélcio -
1,43 Cajo(HPO4)(PO4)s - Whitelockita
1,5 Ca3(PO4)2 Fosfato tricalcico -
1,67 Ca;o(PO4)s(OH), - Hidroxiapatita
2,0 C4P209 Fosfato de tetracalcio -

Fonte: Adaptado de Dorozhkin (2011).

Além da hidroxiapatita (HA), o fosfato tricalcico (Figura 7) e a brushita (Figura 8) se

destacam entre os fosfatos de calcio mais utilizados.

Figura 7 — Estrutura cristalina do fosfato tricalcio, contendo Mg?" como substituinte.

-"'::E.E

ca.6 A

Fonte: Kannan et al., 2008.
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Figura 8 — Estrutura cristalina da Brushita (CaHPO4.2H>0).

Fonte: Amer et al., 2014.

Recentemente, ceramicas a base de polifosfato de célcio (PFCa), vém sendo estudadas
como possiveis materiais substitutos de ossos devido a (i) sua composi¢cdo, (ii) suas
propriedades mecanicas, (iii) sua degradabilidade em ambientes bioldgicos (SHANJANI et al.,
2013). PFCa, com uma composi¢ao quimica de [Ca(PO3)2]n € com a relagdo célcio para fosfato
de 0,5 ¢ formado pela condensacao repetida dos grupos tetraédicos de fosfato por ligagdes entre
oxigénios (PO4)* constituindo uma estrutura de rede de cadeia linear. Dependendo dos
componentes de partida e dos parametros do processo, o PFCa pode ser produzido como um
vidro de fosfato amorfo ou uma estrutura cristalina (GRYNPAS et al., 2002). Essa diferenga
leva a uma distingao em basicidade, resultando em diferentes taxas de solubilidade e degradagao
in vivo (BOHNER, 2000). A taxa global de dissolucao fisico-quimica depende de varios fatores,
incluindo a area superficial por unidade de peso do material, a cristalinidade do material, o grau
de polimerizagdo, a solubilidade e a extensdo das alteracdes no pH e na composi¢do quimica
do fluido de incubagdo (WANG et al., 2009).

O presente estudo pretende obter, utilizando a metodologia de coacervacao em fase
aquosa e posterior tratamento térmico do material ceramico a base de polifosfato de calcio para

aplicagdo como biomaterial para substitutos 6sseos.
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4.2.2 Material e Método

4.2.2.1 Preparo das ceramicas

Para o preparo da cerdmica foram utilizados como precursores hexametafosfato de sodio
((NaPO3)a, n=10, Sigma-Aldrich, 96%,) e nitrato de calcio (Ca(NO3)2.4H>0, Dinamica, PA) na
proporcao de Ca/P = 1,67. Solugdes aquosas de (NaPO3)10 € Ca(NO3)2.4H>0 foram misturadas,
seguido de vigorosa agita¢ao por cerca de 15 minutos. Deixou-se o material em repouso por
aproximadamente 24 horas. O precipitado foi filtrado e lavado com 4agua destilada. O material
foi secado em estufa a 80 °C por 12 h. Posteriormente, os pds obtidos foram calcinados a
temperaturas de 300, 500 e 700 °C por 1 h. Os p6s foram caracterizados por técnicas analiticas
usuais para determinacao estrutural e morfologia.

Realizou-se novamente a sintese de ceramicas de polifosfato de célcio. Dessa vez,
utilizando como precursores (NaPO3)io e Cloreto de calcio dihidratado (CaCl>.2H>O, Dinamica,
PA) obedecendo-se a proporcdo Ca/P igual a 1,67. Solugdes aquosas de (NaPOs3)io e
CaCl».2H>0O foram misturadas, seguido de vigorosa agitacdo por cerca de 15 minutos. Deixou-
se o material em repouso por aproximadamente 24 horas. O precipitado foi filtrado e lavado
cerca de trés vezes com agua destilada fervente (~100 °C). O material foi submetido a secagem
em estufa a 80 °C por cerca de 12 h. Em seguida, foi realizada a calcinagdo das amostras
nas seguintes temperaturas: 300, 500 e 700 °C por 1 h. O polifosfato de célcio obtido no

processo, antes € apos a calcinagao, foi caracterizado.

4.2.2.3 Caracterizacio fisico-quimica dos materiais ceramicos

As informacgdes morfologicas e topograficas sobre as superficies das amostras
analisadas foram observadas em um microscopio eletronico de varredura, modelo QUANTA
200F, filamento FEG, fabricante: FEI, com voltagem de aceleragao de 20 kV. As amostras foram
metalizadas com uma camada fina de ouro, usando um metalizador modular de alto vacuo. O
equipamento conta com Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS). As amostras foram
colocadas sobre porta amostras contendo fita de carbono condutora e cobertas com camada
manométrica de filme de ouro.

As analises cristalograficas dos pos obtidos foram realizadas pelo método da Difragao

de Raios X, num difratdmetro de Raios X, modelo XRD-7000, fabricante Shimadzu, utilizando-
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se radiagio CuKa (1,548A), com uma tensdo de 40 kV e corrente de 30 mA, em amostras
pulverizadas. As fases foram determinadas utilizando-se o Software HighScore Plus® versdo
4.6a (Malvern Panalytical).

Para as analises de espectroscopia na regido de infravermelho, foi utilizado um
espectrometro com transformada de Fourier, modelo Spectrum 400, fabricante Perkin Elmer,
operando entre 400 a 4000 cm! (infravermelho médio) no modo de transmissio, com resolucio
de 4 cm™!, acumulando 4 espectros. As amostras para analises foram preparadas em pastilhas de
Kbr. Os espectros Raman foram obtidos em um equipamento Raman, modelo R3000, fabricante
Ocean optics. Os espectros foram adquiridos com 5 varreduras com 10 s.

O estudo calorimétrico por Termogravimetria (TGA) foi utilizado para determinagdo da
estabilidade térmica das ceramicas. Esta técnica serviu também para determinacao da umidade
presente nos materiais. As analises foram efetuadas em uma termobalanca modelo 60H da
Shimadzu em atmosfera de ar sintético. As amostras de 20 mg foram aquecidas na faixa de 30
—900 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C/minuto. Utilizou-se nitrogénio (N?) como gis
de arraste a um fluxo de 20,0 mL/minuto.

O grau de polimerizagao (n) do (NaPOs), foi determinado através de Ressonancia
magnética Nuclear utilizando-se um aparelho modelo Unit Plus (Varian), frequéncia do
equipamento de 300 MHz, Campo magnético 7 T, didmetro do tubo de amostra de Smm,
frequéncia de ressonancia >'P de 121MHz.

As medidas das areas superficiais especificas foram observadas pelas isotermas de
adsorc¢ao do método B.E.T. (Brunauer, Emmett e Teller), utilizando o equipamento Analisador
de Area Superficial e de Poros Micromeritics ASAP 2440. O gas de analise foi o nitrogénio

ultra puro. Faixa de pressao relativa: adsor¢do = 0,1 a 1,0 P/Po e dessor¢dao = 1,0 a 0,1 P/Po.

4.2.3 Resultados e discussao

O tamanho médio das cadeias de polifosfato (PoliP) ou grau de polimerizac¢ao (n) pode
ser estimado através da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) do elemento fésforo
(*'P), utilizando-se solugdes do sal e a Figura 9 apresenta um espectro representativo do
composto utilizado. O grau de polimerizacdo do PoliP utilizado no presente trabalho foi
estimado aplicando-se a relagdo descrita por Greenfield & Clift (1974) e obteve-se obteve-se
um grau de polimerizacao n =10, o que significa que em média as cadeias lineares de PoliP sdao

compostas por 10 grupos fosfatos. Encontra-se descrito na literatura que este nimero representa



44

um conjunto de fosfatos condensados que varia de uma faixa de tamanhos desde o difosfato até
cadeias que tem 20 unidades de fosfato (LIMA; GALEMBECK, 2010). E também possivel
identificar a presenca de alguns fosfatos ciclicos (COSTELLO et al., 1974), na faixa de
deslocamento quimico 6 =-22,5 a -23,5.

Figura 9 — Espectro de RMN 3!P do (NaPOs)n utilizado neste estudo. Os termos Qo, Q1 ¢ Q>

representam o sinal dos ortofosfatos, fosfatos terminais e fosfatos intermedidrios,
respectivamente.
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Fonte: proprio autor.

A associagdo de ions Ca?" a solugdes contendo cadeias de polifosfato resultam na
associacdo destes ions e a formacdo de estruturas supramoleculares e que ao se densificarem
em concentracao resultam no processo de coacervacao (PICKUP et al. 2014). Este processo
pode também ser acompanhado através de RMN *!'P e a Figura 10 demonstra as modifica¢des
espectrais previstas: alargamento dos sinais de deslocamento quimico de fosfato terminais bem
como os intermedidrios. Isto decorre das interagdes quimicas entre os grupos fosfatos e os ions

divalentes (PEREIRA et al., 2018).
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Figura 10 — Comparacio do espectro de RMN *'P do (NaPO3), com e sem ions Ca** em
solucdo.
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O processo de coacervacao corresponde a um tipo de separacao de fases em uma
solugdo. A separacdo dos coacervatos ¢ governada principalmente por forgas eletrostaticas e
hidrofébicas (MOMENI; FILIAGGI, 2014). Apds a coacervacdo, o aumento da concentracao
dos ions leva a separagdo de fases e, nas concentragdes utilizadas neste estudo, observou-se que
ao se misturar o polifosfato (PoliP) com ions Ca*" em meio aquoso ocorre intensa turvagio e
formacao de floculado branco. O material, identificado com coacervato, rapidamente decantou
no recipiente. Nesse meio mais viscoso, a agua estd inserida entre as cadeias de polifosfato de

calcio resultando numa estrutura supramolecular coacervada (Fig. 11).
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Figura 11 - Esquema evidenciando a separacio de fases ocorrendo entre o PoliP e o Ca*" em
meio aquoso (processo de coacervacao) e fotografias evidenciando o resultado observado
experimentalmente.
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Fonte: Proprio autor.

Como resultado das reagdes entre o polifosfato e Ca?* foram obtidos materiais na forma

de pds brancos secos e o resultado de suas caracterizagdes sao detalhados nas proximas segdes.

4.2.3.1 Analise morfolégica, quimica e estrutural das amostras preparadas com nitrato

de calcio

As micrografias eletronicas de varredura dos poés cerdmicos secos preparados
utilizando-se como precursor o nitrato de calcio encontram-se dispostas na Figura 12, bem
como os graficos de energia dispersiva mostrando a propor¢do semi-quantitativa Ca/P dos
materiais calcinados a 300, 500 e 700 °C. As imagens de micrografia eletronica de varredura
(MEV) das amostras foram observadas com um aumento de 50.000x. Observa-se que o
aumento da temperatura induz a coalescéncia dos graos, formando conexdes, caracteristicas do
processo de sinterizacao. O aspecto mais homogéneo do material calcinado a 500 e 700 °C pode

ser atribuido a fusdo parcial da superficie do material. Em uma observacao mais detalhada da
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imagem obtida deste material, ¢ possivel perceber formas pseudo-geométricas sugerindo a

organiza¢do morfoldgica dos materiais.

Figura 12 — Micrografia eletronica de varredura e EDS do p6 das amostras calcinadas a 300
(a); 500 (b) e 700 °C (c). EDS resultou na proporcao Ca/P e analise de BET estima a area
superficial (AS) em m%/g. Aumentos (a) 2000x, (b e c¢) 50.000x.
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No espectro de EDS dos materiais sdo observados os ions Ca, P, ¢ O. Os demais ions
observados, tais como o C e Na podem ter vindo da fita de carbono usada na preparagao da
amostra (no caso de C) e o sodio ¢ atribuido ao precursor usado na sintese (hexametafosfato de
sodio). Observou-se pela analise do EDS que a relagdo Ca:P variou de amostra para amostra,
mas também na andlise da mesma amostra. Foram observadas propor¢des que variaram desde
Ca/P = 0,35 até 2,0, o que sugere a presenca de mais de uma fase cristalina.

Observa-se que a area superficial do p6é ceramico calcinado a 500 °C ¢ maior do que o
calcinado a 300 °C. Este aumento pode ser atribuido as alteragdes sofridas pelo material devido
ao surgimento de novas estruturas de carater cristalino. O material calcinado a 700 °C
apresentou uma significativa reduc¢do da area superficial, comparada as outras temperaturas.
Este resultado revela que houve uma reducdo na porosidade do material calcinado nesta
temperatura e encontra-se em conformidade com as observagdes realizadas em MEV. A area
superficial esta diretamente relacionada a porosidade do material ¢ ao tamanho de suas
particulas. As formag¢des de nano/microporos sdo benéficas, pois permitem a circulacdo do
fluido fisioldgico na superficie do biomaterial quando inserido num meio vivo. Para
comparagao, a porosidade (area superficial especifica) da hidroxiapatita comercial descrita por
Lacerda (2005) é de aproximadamente 17 m?/g, um valor bem mais elevado que a area
superficial encontrada nas amostras preparadas neste estudo.

Analisando-se a varia¢do dos padrdes de difragdo de Raios X (Figura 13) observa-se
que com o aumento da temperatura ocorre mudanca de fases cristalinas.

Comparando-se os picos existentes nos difratogramas de todos os materiais com dados
cristalograficos do Sofiware HighScore Plus®, observa-se que o material calcinado a 300 °C
apresentou picos relacionados a fases cristalinas do mineral monetita (M). Observa-se no
difratograma do material calcinado a 500 °C notédveis diferencas em relagdo ao anterior,
indicando que ocorreram mudangas estruturais. O material calcinado a 700 °C exibiu um carater
mais complexo, com uma maior quantidade de planos presentes. E possivel observar neste
material planos relacionados ao mineral monetita, brushita (B) e hidroxiapatita (H), bem como
fases ainda nao definidas. Sugere-se que os materiais obtidos sejam policristalinos, com a
presenca de varias fases dependendo da relagdo calcio/fosfato durante a formagao do material.
Isso pode estar correlacionado as varias possibilidades de formagdo de compostos entre os

diferentes grupos fosfatos existentes na composi¢cao do hexametafosfato de sodio.
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Figura 13 — Padrao de difracdo de raios X dos p6ds do material, produzidos a partir de (NaPO3)10
e nitrato de célcio, apds tratamento térmico a 300, 500 e a 700 °C, onde B = brushita, M =
monetita, H = hidroxiapatita.
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Fonte: Préprio autor.

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho de todas as amostras estao
descritos nas Figuras 14. Apds uma analise geral das frequéncias observadas, podem ser
detectados em todos os espectros de amostras calcinadas a 300°C a presenga dos grupos
funcionais O-H, P-O e N-O. Como esperado, os picos relacionados ao grupo hidréxido
desaparecem gradualmente nas amostras calcinadas a temperaturas superiores, indicando a
saida de 4gua coordenada no interior dos coacervatos. A intensidade de absor¢ao do grupamento
N-O (relacionado ao precursor nitrato de célcio) também diminui & medida que aumenta a

temperatura.
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Figura 14 - Espectro de infravermelho médio do p6 das ceramicas, produzidos a partir de
(NaPO3)10 e nitrato de célcio, calcinadas a 300 (a), 500 (b) e 700 °C (c).
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A Figura 15 mostra os espectros vibracionais Raman de todas as amostras preparadas.
Observando-se os espectros nas temperaturas de 300, 500 e 700 °C, podemos notar que cada
temperatura imposta na amostra resulta num perfil com pequenas alteragdes: surgimento ou
modificag¢ao de frequéncias vibracionais relacionadas aos estiramentos P-O da cadeia do anion
polifosfato (p.ex. 430, 581, 963 e 1.076 cm’ caracteristicos das vibragdes fosfato). As
mudangas espectrais decorrem das diferentes interagdes dos ions Ca’" com as cadeias de
diferentes tamanhos e as diferentes simetrias apresentadas pelo polifosfato. A banda 963 cm™!
esta relacionada ao principal modo vibracional de estiramento de ligagdes do tipo P-O-H (v1)

presentes em estruturas cristalinas de minerais como monetita, brushita e hidroxiapatita.

Figura 15 — Espectros Raman dos materiais ceramicos, produzidos a partir de (NaPO3)10 e
nitrato de calcio, calcinados a 300, 500 e 700°C.
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4.2.3.2 Analise Morfologica, Quimica e Estrutural das amostras preparadas com cloreto

de calcio

Observadas por MEV, a amostra da ceramica de polifosfato de calcio ndo calcinada
(Figura 16) apresentou aspecto sem forma definida, com muitas irregularidades. Através das
imagens de MEYV, € possivel observar um p6 com graos de tamanho nao uniforme, que possuem
cavidades (poros) e rugosidade macroscopica em suas superficies. A amostra calcinada a 300
°C (Figura 17) se apresentou como graos também com grande rugosidade superficial de onde
se projetam regides no formato de placas. Tais estruturas podem indicar diferentes formas

estruturais cristalinas na composic¢ao da ceramica.

Figura 16 — Micrografias de ceramica de polifosfato de célcio, produzida a partir de (NaPO3)10
e cloreto de calcio, sem processo de calcinagdo secagem a 80 °C por 24 h. Aumentos (1 e 2)
2000x e (3)15000x.

N

Fonte: Proprio autor.
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Figura 17 — Micrografias de ceramica de polifosfato de célcio, produzida a partir de (NaPO3)10
e cloreto de calcio, calcinada a 300 °C. Aumentos (1) 2000x, (2) 5000x, (3) 15000x.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 18 — Micrografias de ceramica de polifosfato de célcio, produzida a partir de (NaPOs)10
e cloreto de calcio, calcinada a 500 °C. Aumentos (1) 2000x, (2) 5000x, (3)15000x.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 19 — Micrografias de ceramica de polifosfato de célcio, produzida a partir de (NaPO3)10
e cloreto de calcio, calcinada a 700 °C. Aumento de (1, 2 e 3)15000x.

Fonte: Proprio autor.
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As formas de placas finas que surgem em diferentes regides das amostras sdo comuns
no mineral brushita e ja foram relatadas em materiais resultantes de processos de obtencao
sintéticos de fosfato de célcio. A Figura 20 exemplifica a observacao destas estruturas efetuada
por Toshima e colaboradores (2014) que reportaram a obtencdo de brushita em meio coloidal

aquoso.

Figura 20 — Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura de microcristais de fosfato
de cdlcio na fase brushita sintetizados em meio aquoso (a) e sua representacao esquematica (b).
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Fonte: TOSHIMA et al, 2014.

A analise por EDS da ceramica produzida por calcinagao a 300 °C por (Figura 21)
confirma que tanto a superficie rugosa quanto a estrutura em placa sdo ricas de elementos P e
Ca, apresentando uma relagdo Ca/P em massa de aproximadamente 0,7. A relacdo Ca/P para
polifosfatos de calcio vitreos descrita na literatura ¢ de 0,5. J& para os minerais brushita e
monetita esta relagao ¢ de 1,0. Portanto, visto que as ceramicas obtidas apresentaram uma
relacdo Ca/P intermediaria entre estes valores, sugere-se que sejam constituidas por uma

mistura de fases relacionadas aos compostos descritos.
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Figura 21 - Mapa elementar obtido por EDS de duas regides caracteristicas de ceramica de
polifosfato de calcio, produzida a partir de (NaPO3)10 e cloreto de célcio, calcinada a 300 °C.
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Fonte: Proprio autor.

Sabe-se que cimentos Osseos descritos na literatura a base de fosfato de tetracalcio
(TTCP) e fosfato dicélcio anidro (DCPA, monetita) podem apresentar uma reagao tipo acido—
base (Equacdo 2) quando em suspensdo aquosa para formar um precipitado cristalino com uma

baixa quantidade de hidroxiapatita (DOROZHKIN, 2011).

2Ca4(P0O4)20 + 2CaHPO4 — Caio(PO4)s(OH)2 2)

Durante o processo de endurecimento inicial desses cimentos, ocorre o surgimento de
cristais em formatos de placas (pétalas) ou de agulhas, que se ampliam epitaxialmente e sdao
responsaveis pela aderéncia e interconeccdo dos graos cristalinos, o que resulta no
endurecimento. Apos aproximadamente 2 h, os cristais recém-formados adquirem formato de
bastdes, resultando em maior cristalinidade com o surgimento de mais material nos espacos
entre particulas (DOROZHKIN, 2011). As amostras analisadas por microscopia (Figuras 17 e
18) apresentaram tal padrdo de crescimento na forma de placas ja relatado na literatura
(DOROZHKIN, 2011), indicando que esses cristais podem estar relacionado a hidroxiapatita
de baixa cristalinidade ou fosfato dicélcio dihidratado (DCPD, brushita). O material calcinado
a 700 °C (Figura 19) apresentou um padrdo mais uniforme de sua superficie, o que pode ser
atribuido a coalescéncia dos cristais de fosfato de calcio promovida pelo processo de
sinteriza¢do. Em uma observacao mais detalhada das imagens, percebe-se a presenga de cristais

semelhantes a agulhas ou bastdes bastante agregados ou fundidos uns aos outros.
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Tabela 2 — Analises de BET dos p6s do material preparado sem calcinacdo (secagem a 80 °C
por 12 h) e apos calcinagao 300, 500 e a 700 °C por 1 h.

Temperatura (°C) Area superficial (m?/g)
80 1,5a2,5
300 1,6 22,6
500 1,2a1,6
700 0,8a1,2

Fonte: Proprio autor.

As éareas superficiais das amostras obtidas por BET (Tabela 2) indicam que o
aquecimento do material ceramico leva a uma pequena, porém consistente, redugao nos valores.
A redugao da area superficial corrobora com a expectativa de diminui¢ao dos poros do material
em virtude do processo de sinterizacdo, no qual hd uma agregacdo e fusdo do material
permitindo o surgimento de produtos com superficies mais uniformes e ou com formas
cristalinas.

A cristalinidade do material ceramico foi investigada por difratometria de raios X. A

Figura 22 exibe os difratogramas dos polifosfatos de célcio obtidos.

Figura 22 - Difratogramas dos p6s ceramicos baseados em polifosfato de calcio (CaClz.como
fonte de célcio) antes e apos sua calcina¢ao, onde M = monetita, B = brushita, OCP = fosfato
de octacalcio.
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Observa-se um padrdo aparentemente amorfo das amostras de polifosfato de calcio nao
calcinado. Ja o polifosfato de célcio calcinado a 300 °C apresentou picos de baixa resolucao,
que podem estar relacionados ao surgimento de fases cristalinas. O difratograma do polifosfato
de calcio calcinado a 500 e 700 °C apresentaram picos bem definidos possibilitando a
comparac¢do com fases cristalinas de compostos baseados em fosfato de calcio. Constatou-se a
presenca principalmente dos minerais monetita e brushita nestes compostos. Verificou-se que o
composto calcinado a 500 °C e o calcinado a 700 °C apresentaram basicamente a mesma
distribuicao de fases cristalina. Portanto, ¢ possivel inferir que ambos se tratam do mesmo
produto. Observa-se ainda nesse produto uma fase cristalina caracteristica do fosfato de
octacélcio (OCP), que pode ser considerado um mineral intermedidrio para surgimento de
outros compostos cristalinos baseados em fosfatos de calcio. Comparando-se ao produto obtido
utilizando como precursor o nitrato de calcio, observa-se que nao houve o surgimento de fases
relacionadas aos minerais monetita e hidroxiapatita no derivado do cloreto de célcio. Isso indica
que a mudanga do sal de cdlcio precursor induz uma significativa diferenga na estrutura

cristalina dos compostos apds calcinagao.

Figura 23 — Analise termogravimétrica do coacervato seco a 80 °C e do material cerdmico
calcinado a 300 °C.
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A Figura 23 apresenta uma curva calorimétrica de perda de massa caracteristica do po
ceramico ndo calcinado e ap6s calcinagdo a 300 °C. Analisando-se o perfil de perda de massa
das ceramicas preparadas, através de analise termogravimétrica observou-se que a perda de
massa dos pds ceramicos ndo sinterizados ficou em torno de 18%, enquanto que a dos pos
calcinados apresentaram reduzida perda de material volatil (cerca 5%). Os materiais cerdmicos
calcinados a temperaturas superiores tiveram perda de massa similar ao apresentado pelo
material calcinado a 300 °C. Este material volatilizado foi provavelmente dgua adsorvida e
absorvida no material.

Pickup et al. (2014) prepararam coacervatos baseados em polifosfato de calcio e
observaram um perfil similar de perda de massa e assinalaram ao primeiro evento de perda de
massa a agua fracamente ligada ao material e ao segundo evento a perda de agua ligada
quimicamente na estrutura ceramica. O processo de coacervagdo leva a formagao de separagao
de fases liquido-liquido e a separagdo de estruturas s6lidas do meio ocorre com incorporagao
de 4gua absorvida e presente entre as cadeias dos polianions. Apos a calcinacdo a temperaturas
acima de 200°C as moléculas presas sdo liberadas continuamente da matriz até
aproximadamente 350°C.

A presenca dos grupos funcionais relacionados ao polifosfato de célcio foi identificada
por espectroscopia vibracional de absor¢do no infravermelho e espectroscopia Raman. O
espectro vibracional de polifosfato de sodio e de sais de polifosfato e metais alcalinos terrosos
ou metais de transi¢do ja foram extensivamente estudados permitindo o assinalamento das
bandas caracteristicas observadas no presente estudo. A Figura 24 (adaptada do estudo de Tieu

et al., 2014) traz o assinalamento da grande maioria das bandas observadas neste estudo.

Figura 24 — Assinalamento dos principais modos vibracionais observados no polifosfato de
sodio (NaPOs)n. B
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Observa-se uma grande similaridade entre as amostras de coacervatos e o polifosfato de
sodio precursor. Percebe-se um alargamento das bandas nos coacervatos provavelmente devido
a grande desordem das estruturas quimicas presentes e também devido a presenca de 4gua entre
as cadeias (evidenciada na analise térmica). Observando-se o espectro FT-IR do (NaPOs)io
(Figura 25), constata-se um conjunto de bandas caracteristicas de modos vibracionais P-O, tais
como (i) a banda em 1257 cm™ estd associada as unidades (PO:) referentes ao modos de
estiramento assimétrico dos oxigénio nao ligados de um fésforo do meio da cadeia; (ii) a banda
em 1085 cm™! refere-se & vibragdo de estiramento do grupo (P-O-) do término da cadeia do
polifosfato e (iii) a banda em 870 cm™' ¢ atribuida ao estiramento assimétrico dos modos P-O-
P do meio da cadeia. As bandas na regido de 720 cm™ sdo atribuidas a vibragdes de estiramento

simétrico dos grupos P-O-P.

Figura 25 — Espectro de absor¢do no infravermelho do precursor (NaPOs3)1o e do coacervato
baseado em polifosfato de calcio (PFCa), destacando o assinalamento de alguns grupos
funcionais presentes.
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Comparando-se o espectro de (NaPOs)i1o com o do polifosfato de célcio (PFCa) ndo
calcinado (Figura 25), observa-se que o ha um deslocamento da banda referente a ligagdes P-
O-P de meio de cadeia para a regido de 901 cm’'. Tal fato pode ser atribuido a ligagdo
eletrostatica com ions Ca*".

Comparando-se os espectros vibracionais dos materiais a base de PFCa preparados e
submetidos a diferentes temperaturas (Figura 26), pode—se observar que com o aumento da
temperatura resulta numa melhor estruturagio das bandas dos grupamentos (PO4)*, ficando
mais definidas e estreitas. Observa-se também o desaparecimento da banda P-OH,

provavelmente decorrente da saida de material voléatil.

Figura 26 — Comparacdo entre o espectro de absor¢ao no infravermelho do coacervato seco e
dos materiais ceramicos baseados em polifosfato de calcio (PFCa) calcinados a 300; 500 e
700°C.
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De uma forma geral ja é conhecido que em cristais i6nicos complexos, dois tipos de
modos vibracionais sdo observados: (i) modos externos, nos quais regides de grupos i6nicos
complexos vibram coletivamente como unidades rigidas e (i) modos internos, que resultam de
vibragdes atdmicas dos grupos ionicos complexos (VENTKATAMARAN, 1970). Os modos
vibracionais internos dominam o espectro Raman de compostos a base de fosfatos de Célcio
(ex. Hidroxiapatita, B-TCP, fluoroapatita) (KOUTSOPOULOS, 2002). O conjunto de
frequéncias vibracionais destes espectros sdo relativas aos modos vibracionais dos grupos PO
(simetria tetraédrica) em ortofosfatos livres e aparecem entre 200 a 1200 cm™. Os principais
modos correspondem aos modo de estiramento P-O simétrico do tetraedro (vi, de maior
intensidade em 938 cm-1), modo de estiramento assimétrico do P-O (v3;= 1017 cm™), modos
de deformacdo angular O-P-O do tetraedro (v2=420 cm™ € v4= 567 cm™). Em cristais idnicos
complexos a base de fosfatos de calcio, dois efeitos contribuem para induzir mudancas
significativas e desdobramentos dos modos vibracionais PO4> em relagdio ao fosfato livre.
Mudangas na simetria que levam ao surgimento de distor¢des na rede de tetraedros, provocam
o aparecimento de bandas que antes eram degeneradas no ortofosfato. Para tornar mais ainda
complexo este cenario, as mudancas nas distancias das liga¢des intratetraedrais, bem como nas
angulaturas das ligacoes modificam o campo local modificando as constantes de forca e
provocando deslocamentos nas bandas originais. Estes sdo os efeitos de simetria. O
acoplamento entre modos similares de tetraedros diferentes, promove excitagdes cooperativas
de grupos PO4* na célula unitaria. Aza et al. (1997) por exemplo, determinaram as frequéncias
vibracionais ativas no espectro Raman de fosfato de calcio com fase cristalina—TCP. Os autores
estimaram dois modos vibracionais de rede, localizadas em 170 e em 204-305 cm’!, e
observaram que os modos vibracionais internos esperados para o grupo PO4> se desdobravam
de 4 para 26 frequéncias, localizando-se proximas ao modo esperado para o ortofosfato (AZA
et al., 1997).

Na Figura 27, observa-se que o espectro Raman dos coacervatos secos de polifosfato de
calcio guarda semelhancas com o espectro do seu precursor (NaPOs)io, exibindo bandas
relacionadas ao modo vibracional de ligagdes P — O (assinaladas no espectro). Analisando-se o
espectro do polifosfato de célcio calcinado a 700 °C observam-se varios desdobramentos das
bandas caracteristicas dos grupos fosfatos. Sugere-se que a grande quantidade de bandas esta
relacionada a grande complexidade de estruturas presentes. A banda em 1175 cm™! foi assinalada
por Dion et al. como sendo relacionada as vibragdes de estiramento simétrico de ligagdes do

tipo O — P =0 (DION et al., 2014).
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Figura 27 - Espectros Raman do (NaPOz3)10 (PFNa) e do coacervato seco (PFCa) e calcinado
(PFCa tratado a 700 °C) produzidos utilizando cloreto de calcio.
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Fonte: Proprio autor.

4.2.4 Conclusoes

A pesquisa obteve uma nova ceramica policristalina que pode ser utilizada na
composi¢ao de biomateriais substitutos 6sseos. Devido a constatacao da presenga de Ca, Pe O
na constitui¢do, pode-se sugerir que o material se trata de uma cerdmica baseada em fosfato de
calcio, com Ca/P entre 0,5 e 1,0. Os reagentes utilizados como precursores na sintese de material
ceramico pelo método de coacervagdo ndo exigem o uso de altas temperaturas ou precursores
organicos para a sintese dos materiais. Através das analises de espectroscopia vibracional, foi
possivel observar a similaridade quimica das ceramicas obtidas, apresentando um perfil mais
definido para o conjunto de bandas atribuidas dos estiramentos relacionados ao modo P - O.
Foram observadas mudangas de fases cristalinas com o aumento da temperatura durante a
calcinagdo das ceramicas. As ceramicas apresentaram redugao dos valores de area de superficie

conforme aumento da temperatura de calcinacdo (700 °C). Isso indica que a formagdo e
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crescimento de cristalitos de fosfato de calcio promovem reducdo da porosidade do material. A
reducdo da microporosidade poderia em tese prejudicar a utilizagcdo do material como base para
proliferagdo celular na reconstrugao 6ssea, porém, ¢ um fator que pode incrementar a resisténcia
mecanica do osso regenerado. Na analise por difracdo de raios X verificou-se que as amostras
que foram calcinadas a 500 e 700 °C apresentaram maior cristalinidade. Foram identificados
picos cristalinos correspondentes a uma mistura de fases distintas relacionados a fosfato de
calcio. Observadas por MEV, as ceramicas que utilizaram CaCl, como precursor ¢ foram
calcinadas a 300 e 500 °C apresentaram cristais de fosfato de calcio em formato de placas na
superficie dos graos, o que pode indicar o inicio de uma mudanga estrutural na composi¢ao do

material.
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4.3 ARTIGO 3 — ELABORACAO DE COMPOSITOS PARA UTILIZACAO COMO
CIMENTOS OSSEOS INJETAVEIS

RESUMO

A pesquisa desenvolveu novas formulagdes de cimento dsseo injetavel constituidos por
uma fase solida inorganica e uma fase semi-solida (hidrogel) polimérica organica. Inicialmente,
diferentes compositos a base de polifosfato de sodio (PoliP), alginato de sodio e cloreto de
calcio (CaCl2.2H»0) foram preparados e caracterizados para se avaliar as interagdes fisico-
quimicas existentes entre os componentes. Utilizou-se as técnicas de espectroscopia na regiao
do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV/EDS) nas analises dos compositos. Uma nova ceramica a base de polifosfato de calcio
calcinada a 700 °C foi utilizada na constituicao da fase so6lida das formulagdes de cimentos
Osseos injetaveis. Foram acrescidos a fase s6lida os minerais carbonato de calcio (CaCOs3) e
oxido de zinco (ZnO). A fase semi-sélida foi constituida por um gel de alginato de s6dio em
meio aquoso. Os cimentos 0sseos injetaveis foram avaliados quanto a injetabilidade por meio
de um planejamento fatorial 2°. A técnica de Microscopia Confocal Raman foi utilizada para
avaliagdo da uniformidade dos cimentos. Verificou-se que o fator concentracdo do gel de
alginato ¢ o que exerce efeito negativo mais significativo sobre a injetabilidade, em intervalo
de confianca de 95%. A técnica de Microscopia Raman se mostrou adequada para se avaliar a
distribuicdo dos constituintes nas formulagdes. Os cimentos injetaveis desenvolvidos

demonstraram potencial promissor para aplicagcdes médicas em tecidos 0sseos.

Palavras-Chave: Coacervagao. Polifosfato. Ceramica. Alginato. Cimento 0sseo injetavel.

4.3.1 Introduciao

A constante busca por inovagdes tecnoldgicas na area de saude faz aumentar a cada dia
o interesse no ramo de pesquisas em biomateriais. De modo geral, pode-se também definir
biomaterial como um material que interage com os tecidos nos quais ¢ implantado, mantendo a
sua estrutura e propriedades, sem provocar alteragdes no meio fisioldgico envolvente. Alguns
exemplos em que ¢ necessario o uso de biomateriais sdo: extirpagdo de tumores, patologias
causadoras de danos irreversiveis, defeitos congénitos com perdas funcionais e atrofia com

perda gradual de tecidos (BEOLCHI, 2009). Cronologicamente, as intengdes de processamento
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e caracteristicas dos biomateriais foram evoluindo. Inicialmente, havia-se por objetivo a
obtencdo de materiais biocompativeis que permitissem a substituicdo do tecido danificado,
promovendo suporte mecanico e trazendo minima resposta biologica do paciente. Depois, a
intencdo passou a ser o prolongamento da vida util do implante, através de melhorias na
interagdo com a interface do tecido hospedeiro. Posteriormente, o foco passou a ser o
desenvolvimento de materiais biodegradédveis, ou seja, que permitissem ser incorporados ou
absorvidos pelo tecido hospedeiro. Mais recentemente, as pesquisas buscam a obtencdo de
materiais biomiméticos, que participem ativamente do processo de recuperacao € promovam a
estimulacdo em nivel celular, atuando no tecido de forma especifica (PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015).

Os polimeros de origem biologica sdo abundantes e seus produtos de degradagdo sao
biocompativeis e nao-toxicos, 0 que os torna seguros para utilizagdo na constituicdo de
biomateriais. Além disso, apresentam custo acessivel e sdo obtidos de fontes renovaveis. Varios
sdo os polimeros utilizados na producdo de materiais com aplicagdes biomédicas, tendo
destaque as proteinas (como colageno, elastina e fibroina da seda) e os polissacarideos (como
quitosana, alginato, goma xantana, acido hialurénico e pectina) (SIONKOWSKA, 2011). O
alginato ¢ um polissacarideo linear de alta massa molar que tem como principal fonte a parede
celular de diversas espécies de algas marinhas marrons. Este biopolimero pode ser também
sintetizado por algumas bactérias, como as espécies Pseudomonas e Azotobacter, originando
um material de alta pureza e biocompatibilidade, com caracteristicas e estrutura polimérica
padronizédveis, de grande interesse em aplicagdes na area médica. A estrutura quimica do
alginato consiste de residuos do acido a-L-glicurdnico e 4cido f-D-manurdnico associados por
ligacdes glicosidicas do tipo B(1—4) e distribuidos em diferentes propor¢des e combinagdes ao
longo da cadeia (SACCHETIN et al., 2010). O alginato permite a formagao de uma estrutura
tridimensional do tipo gel (cross-linking), quando associado a cations divalentes. Ocorre a
formacao de dimeros de cadeias de alginato, numa conformacao denominada “caixa de ovo”,
devido a ligagdo dos cations aos blocos de acidos a-L-glicurénicos (Figura 28). A jun¢do de
varios dimeros promove a formacao da rede do gel (GOMBOTZ; WEE, 1998). Os géis de
alginato sdo estaveis na faixa de temperatura entre 0 e 100 °C, porém, o aumento da temperatura

tende a diminuir seu modulo de rigidez (GACESA, 1988).
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Figura 28 — Estrutura quimica do alginato (a) e formacao de hidrogéis por cross-linking i6nico
(modelo “caixa de ovo”) (b).
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Fonte: SUN; TAN, 2013.

O alginato apresenta as seguintes propriedades: biocompatibilidade, bioadesdo e baixa
toxicidade. Devido a possibilidade de ajuste das propriedades por reticulagdo com ions
divalentes, como o calcio, o alginato tem aplicacdes na forma de hidrogéis, membranas e
microparticulas. Este polimero tem sido usado na cicatrizagdo de feridas, como matriz para
cultivo celular e na engenharia tecidual visando a regeneracdo de ossos € vasos sanguineos
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Novos estudos tém sido realizados no intuito de desenvolver biomateriais sintéticos
hibridos ou compdsitos (WAN et al., 2006). Os compositos sdo uma classe de materiais
constituidos por duas fases distintas: a fase continua, que ¢ a matriz; e fase dispersa, também
chamada de componente de reforco ou modificador. Os compoésitos costumam apresentar
propriedades combinadas dos seus constituintes individuais. A fase dispersa pode se apresentar
na forma de fibras ou particulas e ¢ adicionado com diversos objetivos, como, por exemplo: (i)
melhorar a biocompatibilidade e bioatividade; (i1) aumentar a taxa de degradagdo; (iii) melhorar
propriedades mecanicas, como modulo de elasticidade e resisténcia a tragdo; (iv) controlar o
perfil de liberacdo de farmacos ou fatores de crescimento incorporados nesses materiais
(HABRAKEN et al. 2007). Varios fatores afetam as propriedades dos compdsitos, dentre estes,
citam-se: (i) caracteristicas dos materiais constituintes; (ii) percentual, distribui¢do e orientagao
das fibras ou particulas na matriz; (iii) interagdes interfaciais (WANG, 2003). As principais
associacoes para formacgao dos biomateriais compdésitos sao do tipo polimero-ceramica e metal-
ceramica. Para uso de biomateriais poliméricos como substituto dsseo, ¢ possivel formar
compositos pela adicdo de particulas de biovidro, hidroxiapatita e outros fosfatos de célcio,
visando ao aumento da biocompatibilidade e melhoria do mddulo elastico da matriz (PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015). Existem varios estudos que combinam estas ceramicas com
diversos polimeros (REIS et al., 2015), tais como: gelatina, quitosana, colageno, acido

potilactico-co-glicolico (PLGA), acido polilactico (PLA), entre outros, para a producdo de
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diversos biomateriais. Destas combinagdes, resultaram microesferas; membranas; nanotubos;
hidrogéis para formagao de cimentos 0sseos injetaveis; estruturas tridimensionais (Scaffolds)
ou até mesmo revestimentos, visando aplicagdo na regeneracao de tecidos (REIS et al., 2015).
Wise et al. (2007) relataram que os constituintes moleculares da interface organico-mineral nos
0ss0s sdo ricos em polissacarideos, muito provavelmente agucares de glicosaminoglicano
(GAG), em vez de proteinas, como ¢ amplamente assumido. Esses achados podem alterar o
conceito aceito de biologia estrutural O0ssea e exercer um grande impacto no manejo
farmacologico de disturbios 6sseos, bem como fornecer novas estratégias para o
desenvolvimento de compositos substitutos Osseos e biomarcadores para diagndstico de
doencgas. Essas descobertas recentes sobre a riqueza de componentes de polissacarideos nas
interfaces organicas e inorganicas no 0sso inspiraram uma nova estratégia na aplicacao de
polissacarideos para mineralizacao biomimética (WIZE et al., 2007).

Os cimentos de fosfato de célcio (CFC) sdo sistemas que formam uma pasta devido a
precipitagdo de um ou vdrios fosfatos de cdlcio, ocorrendo enrijecimento espontdneo a
temperatura ambiente ou corporal. Esses sistemas sdao constituidos por duas fases: uma sélida
e outra liquida. A fase s6lida ¢ composta de um tipo de fosfato de calcio ou, normalmente, mais
de um, podendo ainda conter outros sais de calcio e alguns aditivos organicos. Ja a fase liquida,
¢ composta por agua ou solucdes aquosas compostos de calcio ou fosfato, podendo também
conter compostos organicos em sua composicdo (CARRODEGUAS et al., 1999). De modo
geral, os CFCs sao utilizados principalmente na cirurgia maxilofacial e para o tratamento da
fratura distal do raio. No entanto, foram feitas tentativas de usar CFC para: fraturas calcaneas;
fraturas de quadril; aumento de corpos vertebrais osteoporoéticos; fraturas do platd da tibia;
restauracdo da fixagdo do parafuso do pediculo; reforgo das fraturas toracolombar; e reforgo de
parafusos de ossos esponjosos (BOHNER et al, 2000). Para ser injetado in vivo, a pasta CFC
deve ter duas caracteristicas: injetabilidade e coesdo. A injetabilidade ¢ a capacidade da pasta
de cimento de ser extrudada através de uma agulha pequena e longa (por exemplo, 2 mm de
diametro e 10 cm de comprimento) sem perder a coesdo. A perda de coesdo ocorre quando o
liquido de mistura ¢ muito fluido em comparag¢ao com o tamanho dos pds de cimento, o que faz
com que o liquido seja expulso sem as particulas de fosfato de calcio. Uma pasta de cimento
com uma coesdo apropriada se instala em um fluido sem se desintegrar. Isso pode ser
conseguido mantendo uma alta viscosidade para a pasta CFC (BOHNER et al., 2000). Para
aumentar as propriedades de injecao e coesao do cimento in vivo, biopolimeros como quitosana,

gelatina e colageno sao frequentemente introduzidos no cimento de fosfato de célcio. As vezes,
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esses polimeros sdo aplicados para reforcar mecanicamente o cimento, resultando na compacta
microestrutura que ¢ formada apds a mistura de materiais organico-inorganico (HABRAKEN
et al., 2007).

A composi¢ao dos cimentos 0sseos pode ser acrescida também de outros minerais em
sua fase dispersa tendo por objetivos: (i) melhorar a biocompatibilidade e bioatividade; (ii)
aumentar a taxa de degradacgdo; (iii) melhorar propriedades mecanicas; (iv) controlar o perfil
de liberacdo de farmacos ou fatores de crescimento incorporados nesses materiais
(HABRAKEN et al. 2007). O ion zinco (Zn*?) ¢ um importante oligoelemento que esta presente
nos 0ssos em concentragdes de 0,0126 a 0,0217% em massa (TAMM; PELD, 2006). A presenga
de Zn na hidroxiapatita diminui a rea¢do de inflamac¢ao induzida pela fagocitose das particulas.
Além disso, o Zn estimula o crescimento e a mineralizacdo oOssea (GRANDJEAN-
LAQUERRIERE et al., 2006). Estudos realizados por Jallot et al. (2005) mostraram que a
bioatividade da hidroxiapatita contendo 0,5% em massa de Zn (x = 0,78) ¢ superior a da
hidroxiapatita pura. O carbonato de calcio (CaCOs) ¢ abundantemente utilizado como esqueleto
biogénico de esqueletos para mais animais basais, por exemplo, esponjas calcarias, corais e
equinodermes. A importancia do CaCO3 como biossementes para a formagao de hidroxiapatita
em mamiferos foi reconhecida por Miiller em 2014. Foi relatado que ap6s a exposi¢do de células
Sa0OS-2 ao bicarbonato de calcio (Ca(HCO3),) in vitro, ocorre um aumento significativo da
formagdo de deposito de Ca nessas células (MULLER, 2014). E interessante notar que os
implantes de metal, cobertos com hidroxiapatita (HA), ou enriquecidos com camadas de HA
contendo carbonato ou carbonato, sdo altamente biocompativeis. Pesquisas evidenciaram que
amostras de cimento de fosfato de célcio foram recuperadas 12h depois de endurecidas in vivo
j& contendo apatita carbonatada, mesmo quando a mistura de cimento inicial ndo continha
carbonato como um dos componentes sélidos. A fracdo em massa de carbonato nas amostras de
12h foi de cerca de 1%. Os resultados sugerem que, sob as condic¢des in vivo, o carbonato esta
prontamente disponivel, o que permite a formagdo de apatita carbonatada no lugar de
hidroxiapatita deficiente em céalcio (CDHA) (TAKAGI et al., 2001).

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver e caracterizar compoésitos contendo
ceramicas a base de polifosfato de calcio e alginato de sddio, acrescidos de adjuvantes como
CaCOs e 6xido de zinco (ZnO) em sua composicdo, para a formulacdo de cimentos Osseos

injetaveis.
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4.3.2 Material e método

4.3.2.1 Preparo e caracterizacdo de compdsitos a base de Alginato, Polifosfato e Calcio

Através de uma planificacdo qualitativa e quantitativa, misturas em meio aquoso de
alginato de sodio, hexametafosfato de sddio (PoliP, (NaPO3),, n=10, Sigma-Aldrich, 96%,) e
cloreto de calcio dihidratado (CaCl>.2H>0, Dinamica, PA) foram realizadas com o objetivo de
se obter uma melhor compreensao das interacdes que podem ocorrer entre esses componentes.
Foram preparados géis aquosos de alginato de sédio de média viscosidade (Dindmica, pureza
90%,) nas concentragdes (m/v) de 1%, 2% e 4%. Preparou-se trés diferentes solugdes de PoliP
com concentragdes (m/v) de 2%, 4% e 8%. Foram também preparadas trés diferentes solugdes
de CaCl2.2H20 nas concentragdes (m/v) de 1%, 20% e 40%. As misturas foram realizadas
adicionando-se, inicialmente, a solu¢do de PoliP ao gel de alginato. Em seguida, acrescentou-
se aos poucos a solucdo de cloreto de calcio, sob agitacdo com bastdo de vidro. A solucdo de
CaCl,.2H20 1% (m/v) foi utilizada nas misturas obedecendo-se a relagdo Ca/P de 1,67, que ¢
aquela encontrada na hidroxiapatita natural presente nos ossos. Todas as misturas foram
realizadas em triplicata. Nas Tabelas 3 e 4, estdo registradas as composi¢des de todos os
sistemas. Os compositos obtidos foram secados em estufa a 60°C por 12h.

As amostras foram caracterizadas através de espectroscopia vibracional no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e microscopia eletronica de varredura

(MEV/EDS).
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Tabela 3 — Composi¢ao dos sistemas contendo alginato (1; 2; 4%), polifosfato (2; 4; 8%) e calcio (1%).

LOTES DE BANCADA (A)
COMPONENTE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Gel alginato 1% (m/v) - - 9.0¢g 9.0¢g 90¢g - - - - - -
Gel alginato 2% (m/v) | 90g 90¢g - - - 9,0 g 90¢g 9,0¢g - - -
Gel alginato 4% (m/v) - - - - - - - - 9.0¢g 9,0 g 9.0 ¢g
(NaPO03)102% (m/v) | 1,0 mL - 1,0 mL - - 1,0 mL - - 1,0 mL - -
(NaPO3)104% (m/v) - - - 1,0 mL - - 1,0 mL - - 1,0 mL -
(NaPO3)108% (m/v) - 1,0mL - - 1,0mL - - 1,0 mL - - 1,0 mL
CaClL.2H:0 1% (m/v) - - 366mL 73mL 11,0mL 3,6 mL 73 mL 11,0mL 3,6 mL 73mL 11,0mL

Fonte: proprio autor.



Tabela 4 — Composi¢ao dos sistemas contendo alginato (2; 4%), polifosfato (2; 8%) e calcio (20; 40%).

LOTES DE BANCADA (B)
COMPONENTE
1 2 3 4 5 6 7 8
Gel alginato 2% (m/v) 9,0 g 9,0g - - 9.0¢g 9.0¢g - -
Gel alginato 4% (m/v) - - 9.0¢g 9,0 g - - 9,0 g 90¢g
(NaPO3)102% (m/v) 1,0 mL - 1,0 mL - 1,0 mL - 1,0 mL -
(NaPO3)108% (m/v) - 1,0 mL - 1,0 mL - 1,0 mL - 1,0 mL
CaCL.2H,0 20% (m/v) | 10,0 mL 10,0 mL 10,0 mL 10,0 mL - - - -
CaCl..2H,0 40% (m/v) - - - - 10,0 mL 10,0 mL 10,0 mL 10,0 mL

Fonte: proprio autor.
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4.3.2.2 Preparo e caracteriza¢ido do cimento osseo injetavel

Inicialmente, pesou-se a ceramica de polifosfato de calcio (PFC). Misturou-se ao PFC,
oxido de zinco (ZnO, Dindmica) ou carbonato de célcio (CaCO3, Dinamica) em diferentes
propor¢des, conforme formulagdes pré-definidas (Tabela 5). Os pos foram triturados juntos em
almofariz e pistilo de adgata. Acrescentou-se glicerina P.A. em quantidade suficiente (q.s.) até
dispersao uniforme das particulas (formacao de pasta). Preparou-se gel aquoso de alginato de
sodio. Acrescentou-se solucao de (NaPOs3)i¢ ao gel. Incorporou-se o gel a pasta, em propor¢des
conforme descrito na Tabela 5. Sobre o material obtido, foi gotejada, ou ndo, solugdo de cloreto
de calcio. Na Figura 29, encontra-se representado o procedimento para preparo do cimento
Osseo injetavel através de um fluxograma.

Aplicou-se a técnica de microscopia confocal Raman para investigar a distribuicao de
seus componentes na mistura seca, uma vez que a analise qualitativa da amostra pode ser feita
varrendo-se a amostra de forma tridimensional. Duas formulagdes de cimento 6sseo foram
avaliadas (amostras 4 e 6, cujas composi¢des estdo descritas na Tabela 5). Foi utilizado um
equipamento Sistema confocal Witec, com laser de Ar (A = 532 nm) e poténcia variavel,
dependendo da intensidade do sinal da amostra. As amostras foram depositadas na forma de po
sobre lamina de vidro e visualizadas com lente 20x. A analise dos dados foi realizada por meio

do software Witec 2.0.

Figura 29 — Fluxograma de preparo dos cimentos 0sseo injetaveis.

Cerdmica Oxido de zinco (Zn0O) ou
Polifosfato de Carbonato de calcio (CaCO;)

e +
calcio
l Trituragdo
solucdo de cloreto de

Glicerina P.A. (q.s.) —t PO o
calcio

Gel aquoso de 1 l

alginato de sédio+ = PASTA - CIMENTO

solucdo de OSSEO
(NaPO;)yo 1 MICROSCOPIA
CIMENTO - Secagem - CONFOCALRAMAN
OSSEO ( T ambiente)

Fonte: proprio autor.



Tabela 5 — Composicdo das formulagdes de cimento dsseo.
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Componente

Amostra 1

Amostra 2

Amostra 3

Amostra 4

Amostra 5

Amostra 6

Amostra 7

PFCa

Zn0O

CaCoOs

Glicerina

P.A. (q.s.)

Gel Alginato

2% (m/v)

Gel Alginato

4% (m/v)

(NaPO3)1o

2% (m/v)

(NaPO3)1o

8% (m/v)

CaCL.2H:0

1% (m/v)

CaCl

1 mol.L!

0,4¢g

02¢g

04¢

1,0g

0,1 mL

1,0 mL

04¢g

02¢g

0,4¢g

1,0g

0,1 mL

04¢g

02¢g

04¢g

1.0g

0,1 mL

1,0 mL

04¢g

02¢g

04¢

10g

0,7 mL

1,0g

04¢g

0,4¢g

0,5¢

1,0g

04¢g

0,8 g

05¢g

0,1 mL

1,0g

0,4¢g

0,8 ¢g

05¢g

0,1 mL

1,0 mL

Fonte: proprio autor.
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4.3.2.3 Estudo da injetabilidade de cimentos 0sseos injetaveis utilizando planejamento

experimental fatorial 23.

Realizou-se um estudo estatistico fatorial 2° para avaliar a injetabilidade de compositos
para uso como cimento Osseo injetavel. A utilizagdo do planejamento fatorial auxilia na
avaliagdo dos efeitos que os diferentes constituintes das formulagdes podem exercer sobre o
comportamento dos sistemas em estudo, de forma mais sistematica, confiavel, rapida e a um
menor custo, extraindo-se o maximo de informagdes. A matriz do planejamento fatorial para
este experimento foi constituida de trés fatores e dois niveis (Tabela 6), produzindo um fatorial
completo 23 e resultando em um total de 8 ensaios (Tabela 7). Com o intuito de se avaliar o erro
puro, inerente ao sistema, os experimentos foram realizados em duplicata, perfazendo um total
de 16 ensaios. A Matriz de planejamento foi montada de acordo com Neto et al. (2002) e Box

et. al. (1978). O programa Statistica® 8.0 foi utilizado para a analise dos ensaios.

Tabela 6 - Fatores analisados e seus respectivos niveis.

FATORES NIVEL-1 NIVEL +1
(1) Polifosfato de calcio calcinado a 700 °C 1,5¢g 25¢g
(2) Tipo de adjuvante CaCOs3 ZnO
(3) Gel de alginato 2% 4%

Fonte: proprio autor.

Neste estudo, avaliaram-se os efeitos de interagdes entre 3 fatores. Em dois fatores (gel
de alginato e p6 ceramico), avaliou-se o efeito das concentragdes presentes nas formulagdes em
dois niveis. O outro fator avaliado pelo estudo foi o efeito exercido pela presenga de um ou
outro tipo de adjuvante de formulagdo (CaCOs e ZnO). Os dois niveis dos componentes foram

representados como -1 e +1, sendo esta uma representacdo padrao em ensaios fatoriais.
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Tabela 7 - Matriz de planejamento fatorial 2°

ENSAIO (1) P6 ceramico (2) Tipo de adjuvante (3) Gel de alginato

1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Fonte: proprio autor.

Inicialmente, preparou-se o gel aquoso de alginato de so6dio da seguinte forma: o
alginato de s6dio em po foi pesado e disperso por maceragdo com glicerina P.A.. Em seguida
adicionou-se solucdo de PoliP a 2%, aos poucos e sob agitagdo, em quantidade suficiente para
completar 100 g de gel. A ceramica de polifosfato de calcio calcinada a 700 °C (PFCa) foi
pesada e misturada ao ZnO ou CaCOs;, conforme os niveis definidos pela matriz de
planejamento fatorial. Os pds foram triturados juntos em almofariz e pistilo de agata.
Acrescentou-se aos poucos 5 g do gel de alginato 2% ou 4% ao p6. Cuidadosamente para nao
haver a formagao de bolhas, uniformizou-se o material com o auxilio de uma espatula por cerca
de dois minutos até obtencdo de um gel branco fluido de aspecto pastoso, uniforme e brilhante.
Na Figura 30, o procedimento de obteng¢do das amostras avaliadas no teste de injetabilidade
encontra-se representado na forma de um fluxograma. A Tabela 8 descreve as quantidades
usadas no estudo da injetabilidade das formulag¢des de cimento Osseo investigadas no presente

estudo.
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Figura 30 — Fluxograma do preparo das amostras avaliadas no teste de injetabilidade.

FASE SOLIDA
Ceramica Oxido de zinco (Zn0) ou
Polifosfatode + Carbonato de célcio (CaCO;)
calcio
1 Trituragdo
PO
FASE SEMI- SOLIDA 1
Gel aquoso de alginato CIMENTO
de sodio + solugdode | =——» PASTA ‘ OSSEO - SERINGA
(NaPO,),, + Glicerina P.A.
(a.s.)

Fonte: proprio autor.

Tabela 8 — Composi¢ao das formulagdes de cimento 0sseo injetavel.

COMPONENTES QUANTIDADES
FASE SOLIDA -

PFCa IL5g(-I)ou2,5g(+l)
CaCOs3(-1) ou ZnO (+1) 0,5g
FASE SEMI-SOLIDA (GEL) 5,0g
Alginato de sodio 22¢g(-1)ouddg(+1)
Glicerina P.A. 2,0g
(NaPO3)10 2% (m/v) q.s.p 100 g

Fonte: proprio autor.

As misturas foram caracterizadas quanto a injetabilidade (fator variavel), de acordo com
técnica adaptada do trabalho desenvolvido por Alves (2005). Através de um aparato apropriado
(Figura 31), foi aplicada uma for¢a sobre o émbolo da seringa com um peso morto cilindrico
de lkg disposto verticalmente em um trilho sobre um suporte, onde foi conectada a seringa
contendo o material teste. Deste modo, foi exercida uma for¢a constante de 9,8 N ao émbolo da
seringa, permitindo a saida do material pelo bisel da agulha. Utilizou-se seringas descartaveis
de polipropileno de 3,0 mL (marca BD) e agulhas hipodérmicas descartaveis 40x16 (marca BD,

aco inoxidavel, dimensdes de 40 mm comprimento x 1,6 mm de diametro).
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Figura 31 - Representacdo grafica do aparato utilizado para realizagdo do teste de
injetabilidade.

Cilindro
Trilho
Seringa ®
m
! Tripé
Canula
| 10cm

Fonte: Adaptado de Alves (2005).

As seringas foram preenchidas com auxilio de uma espétula e efetuou-se leves impactos
com os dedos ao corpo da seringa para acomodacao do material e retirada de bolhas. Recolocou-
se cuidadosamente o émbolo e ajustou-se o volume da amostra para a marcacao de 3,0 mL. Foi
padronizado um tempo de 5s para aplicagdo da carga. Utilizou-se uma seringa para cada um
dos ensaios. A ordem de realizagdo dos ensaios foi aleatorizada. Foi realizada a pesagem prévia
das mesmas vazias (Mo) e logo ap6s o carregamento com material (M1). Apés o procedimento
de injecao, realizou-se nova pesagem das seringas. Todas as medidas foram realizadas sem as

agulhas. A taxa de injetabilidade de cada ensaio foi calculada de acordo com a Equagao 3.

Injetabilidade (%) = [(M1 — Mo) — (M2 — Mp)| x 100 3)
(M1 - Mo)

Onde, My ¢ a massa (g) da seringa vazia, M; ¢ a massa(g) da seringa preenchida com o

material, e M> ¢ a massa (g) da seringa contendo o material residual ap6s o processo de injecao.
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4.3.3 Resultados e discussao

4.3.3.1 Compdsitos a base de Alginato, Polifosfato e Calcio

Inicialmente testou-se a compatibilidade quimica dos polimeros Alginato e PoliP. A
secagem de solucdo de Alginato 2% forma uma pelicula (filme) levemente flexivel. A adi¢ao
de solugdo de PoliP a solucao de Alginato resulta uma mistura homogénea e apds a secagem do

filme a pelicula fica mais levemente turva e quebradiga (Figura 32).

Figura 32 — Aspecto visual do (a) filme seco de Alginato 2% e (b) filme seco de Alginato 2%
+ PoliP 8%.

Fonte: Proprio autor.

Em seguida testou-se a interacdo entre os ios Ca** e as solu¢des contendo os polidnions
Alginato e PoliP. As misturas de alginato de sddio e polifosfato de sddio (PoliP) contendo altas
concentracdes de Ca?" em meio aquoso levou a rapida formacdo de um material aglutinado e
enrijecido (gel), porém, flexivel. Observou-se que uma maior presenca de PoliP favoreceu a
fragmentacdo do material apos ser pressionado. Essa caracteristica pode ser explicada pela
competicdo que existe entre os dois polianions (alginato e PoliP) na presenca do célcio. Por
ambos apresentarem carga negativa, associam-se fortemente com o Ca*" adicionado ao meio, o
que pode gerar uma maior instabilidade na formagao da rede polimérica tridimensional do gel.
A Figura 33 mostra o aspecto gelatinoso da mistura resultante de quatro destes sistemas (Tabela
4) onde foram variadas as quantidades de polifosfato presente (2 ou 8%) e da solugio de Ca**
(20 ou 40%), mantendo-se a de alginato (2%) constante. Ao se pressionar o gel, observa-se a
expulsdo de liquido que fica retido no interior da malha do polimero. Através de observacao
qualitativa, percebe-se que os géis contendo maior concentragao de PoliP apresentaram menor

volume de dgua retida. Este fato se deve a uma maior for¢a de aglutinacao da malha polimérica
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devido a forte reticulacdo (cross-linking) gerada pelas interagdes iOnicas eletrostaticas com os

jons Ca?".

Figura 33 — Registro fotografico do aspecto gelificado das misturas contendo (a) Alginato 2%
+ PoliP 2% + Ca®" 40% ; (b) Alginato 2% + PoliP 8% + Ca*'40%; (c) Alginato 2% + PoliP 2%
+Ca?" 20% ; (d) Alginato 2% + PoliP 8% + Ca?"20%.

Fonte: Proprio autor.

Draget et al (2001) estudaram o intumescimento do p6 seco de alginato de s6dio em
meio aquoso com Ca?’, verificando que, quando [Ca* ] < 3 mmol.L!, quase todo o alginato
permanecia no sobrenadante. Ja quando [Ca®" ] >3 mmol.L"!, quase nenhum alginato (1 - 3%)
encontrava-se presente em solugdo. Com base nesse relato, pode-se sugerir que as altas
concentracio de Ca®" adicionadas as amostras observadas (Figuras 33 a-b) se ligaram a
praticamente todo o alginato presente, levando a quase imediata formagdo do cross-linking. A
rede tridimensional formada pelas juncdes entre alginato e cations metélicos divalentes ja ¢
conhecida e descrita na literatura como um sistema classico (MORRIS et al., 1978). O modelo
“caixa de ovo” ¢ amplamente citado como o modo de interagdo responsavel pelas propriedades

de reticulagdo e formagao de gel dos alginatos (GOMBOTZ; WEE, 2012).
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Figura 34 — Aspecto visual das misturas recém preparadas contendo (a) Alginato 2% + PoliP
2% + Ca*" 1% ; (b) Alginato 2% + PoliP 8% + Ca*" 1%; (c) Alginato 4% + PoliP 4% + Ca*"
1%. (d) Alginato 1% + PoliP 4% + Ca** 1% (seco 60°C) ; (e) Alginato 1% + PoliP 8% + Ca*"
1% (seco 60°C).

Fonte: Proprio autor.

Apo6s secagem dos compdsitos obtidos, observa-se que aqueles que apresentam maior
concentracdo de PoliP apresentaram um aspecto visual vitreo, levemente esbranquigado.
Provavelmente, esse aspecto esta relacionado a formagao de estruturas de polifosfato de calcio
nas amostras. As misturas contendo Ca®>" em menor concentragio (CaCl,.2H>0O 1%) geraram
géis homogéneos, ndo havendo a formagdo de estruturas rigidas intumescidas. Observa-se que
a presenca de maior quantidade de PoliP leva a geracdo de um aspecto grumoso, mas com
carater uniforme (Figura 34 a-b). Novamente, esse fato pode ser explicado pela competicao
entre os componentes na formacao da rede tridimensional. Os géis de alginato de 2% e 4%

contendo PoliP e Ca?" formaram géis uniformes viscosos e consistentes (Figura 34 c).
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Apos a secagem de misturas que utilizaram solugdes de alginato 1%, observou-se que,
com uma maior presenca de PoliP, hd formacdo de precipitado branco aderido a estrutura do
material. Sugere-se que tal composto seja majoritariamente polifosfato de célcio. Pode-se
observar o aspecto visual dos géis secos na Figura 34 (d) e (e).

A mistura Alginato 2% + PoliP 2% + Ca®" 40% foi preparada resultando num sistema
esbranquicado, similar aos coacervatos obtidos a partir do polifosfato e Ca2*. Esta mistura apds
ter sido seca em estufa a 60°C foi triturada e analisada por MEV. As imagens (Figura 35)
mostram graos compactos com superficie irregular. Observam-se estruturas aderidas por toda a
superficie. Sugere-se que essas estruturas sdo resultantes de coacervatos de polifosfato de
calcio, que precipitaram ou que cresceram por toda a malha do gel. A presenca de fosfato e Ca**
foi confirmada por EDS e a relagdo Ca/P = 0,67 estd na faixa de proporgdes encontradas nos

coacervatos obtidos a partir de polifosfato e célcio (estudos prévios demonstrados na Seg¢ao 3).

Figura 35 — MEV da mistura Alginato 2% + PoliP 2% + Ca** 40%. Analise elementar por EDS
do material mostra uma proporg¢ao Ca:P =0,67.
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Fonte: Proprio autor.
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Na figura 36 a, observa-se o espectro vibracional no infravermelho do alginato de sddio.
Observa-se o sinal forte e largo em 3250-3370 cm’! relacionada a ligagio O-H. O sinal forte em
1610 cm™! corresponde ao modo vibracional assimétrico relacionado ao grupo COO-. O sinal
em 1414 cm! refere-se a0 modo vibracional simétrico de COO-. O sinal fraco em 1320 cm™!
esta relacionado a deformagio no plano na ligagio C-H. Os sinais fortes em 1030-1035 cm’™!
referem-se aos estiramentos das ligagdes do tipo C-O, C-O-C e C-C. O sinal fraco em
780 cm™! também est4 relacionado ao estiramento da ligagio C-C. Comparando-se os grupos
funcionais presentes nos espectros do Alginato de s6dio com o do compdsito Alginato (4%) +
Polifosfato (8%) + Calcio (1%) (Figura 36 b), assinalados nos espectros vibracionais, constata-
se que no composito a unica alteracgdo foi o surgimento de bandas relacionadas ao polifosfato
de calcio (PFCa). O sinal em 1257 cm™! est4 relacionado ao modo vibracional assimétrico do
grupo PO, de meio de cadeia. J4 a banda observada em 870 cm™ ¢ atribuida ao estiramento
assimétrico dos modos P-O-P do meio da cadeia. Esse resultado sugere que houve a precipitagdo

(formagao) de coacervatos de PFCa entremeados a rede polimérica do gel de Alginato.

Figura 36 — Espectros vibracionais no infravermelho do Alginato de Sodio (a) e do composito
seco com composicdo Alginato (4%) + Polifosfato (8%) + Calcio (1%). A presenca dos
principais grupos funcionais encontra-se assinalada.
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Fonte: Proprio autor.
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4.3.3.2 Estudo preliminar de formulagdes de cimento ésseo injetivel contendo ceramica

de polifosfato de calcio

Os cimentos inicialmente preparados neste estudo utilizaram o cloreto de calcio para a
inducdo do cross linking do alginato. De fato, observou-se quase que instantaneamente, o
enrijecimento das pastas, levando a um material rigido, porém flexivel, com consisténcia
semelhante a borracha (Figuras 37 a-c). A pasta preparada com um maior percentual de matéria
solida apresentou uma consisténcia mais rigida, porém, com aspecto visual menos uniforme
(maior granulosidade) (Figura 37 d). Perez e col. (2012) demonstraram que a adi¢do de géis de
polissacarideos, como o alginato, a materiais cerdmicos, tem a fun¢do primaria de gerar
macroporos na estrutura de cimentos a base de fosfato de calcio, apds endurecer. Além disso,
espera-se que a adi¢do de polimeros soluveis na fase liquida promovam a coesdo e
injetabilidade, devido a um aumento da viscosidade da pasta, que impede penetragao do fluido

circundante (PEREZ et al., 2012).

Figura 37 — Aspecto visual de diferentes composi¢des de cimento dsseo: (a) contendo ZnO e
CaCl (amostra 1 — Tabela 5). (b) Cimento 6sseo contendo CaCO3 sem CaCl, (amostra 6) ; (c)
Cimento 6sseo contendo CaCOj3 e CaCl, (amostra 7); (d) CaCO3 com maior percentual de fase
solida (Amostra 5).

Fonte: Proprio autor.
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Estudos descritos na literatura realizaram a incorporagdo de alginato de sddio em
cimentos a base de fosfato de célcio. Ishikawa e col. demonstraram (1997), que quando o fosfato
dicalcio anidro (DCPA - monetita) + fosfato tetracalcio (TTCP) sao usados como fase solida
de cimento dsseo, a incorporagdao de alginato aumenta o tempo de endurecimento e esse
aumento depende da concentragdo. Resultados semelhantes foram encontrados para cimentos
compostos por fosfato monocélcio monohidratado (MCPM) + CaCOs; combinados com
alginato (CHEN et al., 2011). Entretanto, o aumento nos tempos de endurecimento sé foi
observado quando a quantidade de alginato de sddio adicionada foi acima de 2% em massa.
(ISHIKAWA, 1995).

A composi¢ao de cimento 6sseo utilizando os componentes ou ZnO ou CaCOj3 na fase
solida (na Tabela 5, os cimentos 4 e 6, respectivamente) resultaram em amostras com aspecto
macroscopico homogéneo. A microscopia Raman foi utilizada para investigar a dispersao de
compostos no corpo do cimento seco e para tanto os espectros individuais dos componentes
foram analisados e utilizados para gerar as imagens observadas nas Figuras 38 (cimento 4) e 39

(cimento 6).

Figura 38 — (a) Imagem do cimento 4. (b) espectro Raman dos componentes mais abundantes
no cimento 2 e imagens da distribuicdo dos componentes ZnO, PFCa e glicerol do cimento 4
obtidas por microscopia confocal Raman numa sec¢iio transversal com area 25x25 pm?.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 39 — (a) Corpo de prova preparado com o cimento 6. (b) Espectro Raman do cimento 6
e a representacdo dos componentes mais abundantes e as imagens da distribui¢do dos
componentes CaCOs, PFCa e Alginato no cimento, obtidas por microscopia confocal Raman
numa secgio transversal com area 25x25 pm>.
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Fonte: proprio autor

O conjunto de imagens obtidos por microscopia confocal Raman permite inferir que,
com excessdo da glicerina, todos os demais componentes ndo apresentaram distribui¢ao
uniforme nas amostras. E possivel observar “ilhas” mais concentradas nos mapas de
intensidade. Sugere-se que a mistura manual dos componentes dos cimentos ndo permite uma
dispersdo uniforme entre a fase sélida e a fase gel. No entanto, apesar de nao ter sido avaliada,
acredita-se que a porosidade advinda desta heterogeneidade represente um fator favoravel para
o crescimento celular no desenvolvimento do osso, visto que facilitaria a permeacao de fluidos
fisiologicos e circulagdo de fatores de crescimento e quimiotaxicos, além de permitir uma
melhor adesdo celular.

A avaliacdo de como a distribui¢do dos componentes na mistura e o grau de coesdo do
material interferiram sobre a injetabilidade do cimento 6sseo foi realizada pelo Planejamento

experimental fatorial 2°.
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4.3.3.3 Estudo da injetabilidade de cimentos 0sseos injetaveis utilizando planejamento

fatorial 23

Na Tabela 9 pode-se observar os efeitos dos componentes estudados no planejamento
fatorial, bem como suas intera¢des. Os valores exibidos dizem respeito a contribui¢do para o
aumento da injetabilidade (valores de efeitos positivos) ou para a diminui¢do da injetabilidade
(valores negativos). Os valores de efeito em negrito referem-se aos fatores ou interagdes que se

apresentaram estatisticamente significativos em intervalo de confianga de 95%.

Tabela 9 - Efeitos observados dos fatores e suas interagoes.

FATORES E
INTERACOES EFEITO ERRO PURO P

Média 0,72074 0,121982 0,000358
(1) ceramica 0,14491 0,243964 0,568930
(2) adjuvante -0,44731 0,243964 0,104075
(3) alginato -1,34591 0,243964 0,000562
1x2 0,44626 0,243964 0,104763
1x3 -0,23084 0,243964 0,371748
2x3 0,35174 0,243964 0,187347
1x2x3 -0,36034 0,243964 0,177921

Fonte: proprio autor.

Pela andlise dos resultados especula-se que, em um intervalo de confianga de 95%, o
fator que mais contribuiu contribui¢do na injetabilidade dos cimentos foi a concentracao do gel
de alginato. O fator exerce efeito negativo significativo sobre a variavel, conforme ¢ possivel

observar no grafico de pareto dos efeitos e suas interagdes (Figura 40).
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Figura 40 - Grafico de pareto dos efeitos e suas interagoes.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: INJETABILIDADE
27%(3-0) design; MS Pure Error=,238074
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Fonte: proprio autor.

Observando-se o grafico de pareto, especula-se que o uso de CaCOs3 na formulacao
exerce um efeito negativo sobre os valores de injetabilidade. Formulagdes contendo CaCOs
tendem a apresentar valores de injetabilidade menores do que os que contem ZnO, apesar do
efeito deste fator ndo ser significativo em intervalo de confianga de 95%.

O conjunto de resultados do planejamento fatorial permitem sugerir que os cimentos
0sseos que continham uma menor concentragao de alginato em sua composicao apresentaram
injetabilidade satisfatoria para o uso pretendido. Os adjuvantes utilizados nao exerceram efeitos
significativos sobre este pardmetro, deste modo, podem compor as misturas para formar

cimentos com adequada injetabilidade.

4.3.4 Conclusoes

Através da avaliagdo dos compositos Alginato-Polifosfato-Calcio foi possivel constatar
que uma maior presenga de PoliP conduz a uma maior friabilidade, porém, o material se
apresentou com menos agua retida em seu intersticio. Analisando-se as micrografias da mistura
Alginato 2% + PoliP 2% + Ca?" 40%, observou-se a presenca de estruturas, que podem se tratar
de coacervatos de polifosfato de calcio que aderiram a malha do gel de alginato. Esta
interpretagdo foi corroborada pelas analises por EDS e FT-IR. As formulag¢des de cimento 6sseo
injetavel contendo a bioceramica fosfatada se apresentaram fluidas e uniformes. O teste de

injetabilidade através de planejamento fatorial permitiu especular, em um intervalo de
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confian¢a de 95%, que a concentragdo de alginato nas formulagdes foi o Unico efeito que se
mostrou significativo, exercendo acdo negativa sobre a injetabilidade, ou seja, quanto maior a
concentracao de alginato no cimento mais dificilmente o material pode ser injetado. Os minerais
CaCOs3 e ZnO podem ser utilizados satisfatoriamente na composi¢ao dos cimentos 0sseos, tendo
em vista que favorecem a biocompatibilidade dos materiais. A microscopia confocal Raman
demonstrou que os componentes do sistema apresentam dispersao satisfatoria dos componentes
nas formulagdes de cimento, porém com certo grau de heterogeneidade que precisa ser
aperfeigoada em estudos futuros. Conclui-se que os compdsitos desenvolvidos se apresentam

promissores para utilizagdo como cimento 6sseo injetavel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O conjunto de resultados desenvolvidos na presente Tese, descritos nas conclusdes de

cada se¢do, comprovam a versatilidade do polifosfato de sodio e demonstram o grande potencial

de aplicagdo em dois diferentes campos de atividade nas ciéncias da saude.

v

O artigo 1 obteve as seguintes conclusoes:

PoliP de sdédio (n = 10) pode suprir com seguranga a necessidade total de fosforo em
NP.

Aplicando-se PoliP a NP 2 — 1, percebe-se um aumento na capacidade de estabilizacdo
de Ca?" até 50% maior comparado aos sistemas contendo apenas PoliP — Ca*".

PoliP nao interfere nos parametros normais de controle de qualidade dos concentrados
de hemacias e nao interfere na via de coagulacdo extrinseca do sangue.

O artigo 2 trouxe as seguintes conclusoes:

Foi possivel obter novas cerdmicas policristalinas que podem ser utilizadas na
composi¢ao de biomateriais substitutos 6sseos, baseadas em fosfato de calcio, com Ca/P
entre 0,5 ¢ 1,0.

O conjunto de resultados de avaliacdo estrutural (DRX e espectroscopia vibracionais)
mostra um aumento do grau de cristalinidade com o aumento da temperatura de
calcinagdo;

Os materiais ceramicos produzidos a partir do CaNOs3 apresentaram valores médios de
area superficial cerca de 2,5 x menores do que observadas em ceramicas obtidas com
CaCly;

Observadas por MEV, as ceramicas que utilizaram CaCl, como precursor e foram
calcinadas a 300°C e 500°C apresentaram cristais de fosfato de célcio em formato de
pétalas na superficie dos graos, o que pode indicar o inicio de uma mudanga estrutural
na composi¢do do material.

O artigo 3 chegou as seguintes conclusdes:

Através da avaliagdo dos compositos Alginato-Polifosfato-Calcio foi possivel constatar
que uma maior presenga de PoliP facilita a fragmentacdo do material;

Analisando-se as micrografias da mistura Alginato 2% + PoliP 2% + Ca®" 40%,
observou-se a presenca de estruturas, que podem se tratar de coacervatos de polifosfato
de calcio que aderiram a malha do gel de alginato;

O teste de injetabilidade através de planejamento fatorial permitiu especular, em um

intervalo de confianga de 95%, que a concentracdo de alginato nas formulagdes foi o
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unico efeito que se mostrou significativo, exercendo a¢do negativa sobre a
injetabilidade;

A microscopia confocal Raman demonstrou que os componentes do sistema apresentam
dispersdo satisfatoria dos componentes nas formulagdes de cimento, porém com certo
grau de heterogeneidade que precisa ser aperfeicoada em estudos futuros;

Conclui-se que os compositos desenvolvidos se apresentam promissores para utilizagdo
como cimento 0sseo injetavel.

Como perspectivas de continuidade dos estudos aqui apresentados, recomenda-se a

realizacdo de andlises mais detalhadas para confirmagao do uso de polifosfato de sddio em

nutricdo parenteral e aplicacdo como precursor de ceramicas de fosfato de célcio para

cimentos 0sseos injetaveis. As sugestoes sao:

v

Determinacao das concentragdes de fosforo total, sodio e impurezas do polifosfato de
sodio através da técnica de espectroscopia de absor¢do atomica ou de outras técnicas
analiticas validadas;

A estabilidade das solugdes de polifosfato de sodio a longo prazo, de acordo com a RE
N°®01/2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA);
Desenvolvimento de estudos toxicoldgicos (DLso, toxicidade aguda, sub-cronica e
cronica) do polifosfato de sddio para a via de administragdo endovenosa;

Teste de biocompatibilidade do cimento Osseo injetavel através de observacdo de
crescimento de tapete celular para se determinar a citotoxicidade do material.

Novos experimentos simulando as condic¢des reais de preparo da NP adaptando o PoliP
como fonte de fosforo nas formulagdes. Inclusive, adicionando-se emulsao lipidica as
preparagoes;

Avaliagao dos cimentos 6sseos injetaveis pelos testes fisico-quimicos: (i) tempo de
enrijecimento, através do metodologia de agulhas de Gilmore; (ii) testes de
viscosidades, por meio de viscosimetro de Brookfield; (iii) Testes mecanicos de

resisténcia a compressao e flexao.
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safe phosphate sources in PN formulations but also as polyanions that increase the admixture stability against
phase separation by efficiently sequestering metal cations present.

1. Introduction

Parenteral nutrition (PN) is an intravenous feeding modality com-
posed of all nutrients necessary for metabolic requirements and growth
for patients unable to receive adequate enteral/oral nutrition. These
formulations are commonly indicated for patients with gastrointestinal
diseases/injuries (such as bowel obstruction, intestinal fistula, acute
pancreatitis, stomach resection, among others) and as a perioperative
treatment in malnourished patients, in shock or with severe burns, or
performing radio-and chemotherapy [1]. Neonates experiencing con-
genital malformation of the gastrointestinal tract, respiratory distress
syndrome, extreme prematurity, sepsis, malabsorption, and other pa-
thologic conditions also require PN therapy [2]. Over the past decades,
the use of PN has significantly improved the overall survival of new-
borns when other options of adequate nutrition support were not pos-
sible [3,4].

Nevertheless, PN formulations are one of the most complex systems
administered intravenously to patients. They may contain over 40
dissolved or emulsified different species including carbohydrates,
amino acids, fatty acids, electrolytes (including phosphate, calcium,
magnesium, potassium, sodium, chloride, sulfate, gluconate, and trace
elements such as Cr, Zn, Cu and Mn) and eventually vitamins [1,5].
While the adult formulations used for PN apply a high-fat content (as
commercially oil-in-water emulsions called lipid emulsions) for the
high caloric intake, the pediatric formulae incorporate this nutrient
only to patients with more stable clinical condition and weight [6].
Currently, a wide variety of standard solutions for PN are commercially
available today for adult patients, only a few standard admixtures are
provided for infants and children. Moreover, PN formulations for pre-
term and neonates are prepared individually according to their specific
nutritional needs and clinical state [7]. These complex intravenous
formulations, kept up to 24h in specific containers, may develop a
variety of physicochemical interactions that can decrease their stability
and promote a high-risk factor for the patient’s health. One of the main
problems observed in neonatal admixtures occurs when calcium and
phosphate precipitate during preparation or infusion of the formulation
[4,5,8,9] due to the low solubility product constants reported in the
literature for the main species formed in pure water: Ksp = 2.37 x
10~7 for CaHPO4-2H,0 and Ksp = 2.0 x 10~ for Ca3(P0O4), [10,11].
There are several clinical reports describing the calcium phosphate
precipitation as a cause of central venous catheter occlusion, a case of
subacute interstitial pneumonitis secondary to pulmonary calcium
phosphate deposition and two deaths related to pulmonary emboli
containing calcium phosphate [11-13].

The calcium and phosphate compatibility in PN formulations de-
pends on several physico-chemical factors, such as (i) calcium and
phosphate relative concentration, (ii) pH, (iii) calcium and phosphate
sources, (iv) magnesium concentration, (v) amino acid concentration,
(vi) glucose concentration, (vii) mixing order of the substances, (viii)
time period since preparation or infusion, (ix) infusion rate, (x)
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Fig. 1. PolyP anion molecular structure.
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temperature, and (xi) interaction with co-infused drugs [4,5]. The
control of all these factors together is still a difficult task and highly
decreases the safety in the daily clinical use of PN in neonatal for-
mulations, mainly due to the high quantities required for the appro-
priate maintenance of newborns.

The insurance of the safe use of calcium and phosphate in PN has
been compelling the search for new sources of phosphate ions. The
current commercially available source of inorganic phosphate that is
worldwide most used in PN is a mixture of KH,PO, and K,HPO, re-
ferred to as potassium phosphate. In the last decades, the use of organic
phosphates such as glucose-1-phosphate, glycerophosphate and fruc-
tose-1,6-diphosphate have been proposed as safer sources to use in the
mixtures with calcium ions resulting in the commercially available
version of glycerophosphate [4,14] Although this source highly in-
creased the range for safer PN admixture preparations, there is still the
economical hindrance, restraining its large-scale use in public hospitals.
Taking this into account, there is still a great need to improve the
spectra of safe and low-cost phosphate sources. The purpose of this
study is to demonstrate that PolyP [NaPOsln (n = 9) (Fig. 1) may be
applied not only as a new phosphate source for PN but also to increase
the physicochemical stability of PN admixtures. It has been shown that
the PolyP anion interacts with metal cations such as Fe? ", Mg?*, AI**,
Cr®* and Ca®* [15,16] forming unique supramolecular species, which
may lead to gel formation [17,18].

Inorganic PolyP, found in all living systems (bacteria, fungi, pro-
tozoa, plants, and mammals), are responsible for numerous and varied
biological functions [19]. In microorganisms, for instance, PolyP act as
(i) a reservoir of energy and of phosphate anions, (ii) sequestering/
chelating agent for metals (e.g. Mg“ and Ca?™), (iii) a buffer against
alkali, and (iv) in physiologic adjustments to growth, development,
stress, and deprivation [20]. Physico-chemical studies have shown that
the hydrolysis of the P—-O—P bond in linear PolyP liberates energy
equivalent to approximately 10 kcal/mol [15], i.e. the same amount of
energy liberated in the hydrolysis of the terminal phosphoric anhydride
bonds in the adenosine 5-triphosphate (ATP) molecule. Many in-
vestigators have shown that PolyP can serve as a source of phosphorus
for the biosynthesis of nucleic acids and phospholipids under conditions
of phosphorus starvation [21]. Several studies indicate that PolyPs can
be hydrolyzed in vivo by enzymes with the formation of monopho-
sphates [22,23]. Linear PolyPs were extensively hydrolyzed to ortho-
phosphate in rats and rabbits after intravenous (IV), intraperitoneal
(IP), and subcutaneous administration [23,24]. After a single IV injec-
tion of the hexametaphosphate (calcium salt) in a fasting rabbit, the
serum labile P concentration increased immediately, then rapidly de-
creased. When sodium hexametaphosphate was given to rabbits via
parenteral route, the increase of P in plasma concentration was slower,
less pronounced, and more prolonged. Prompt and sustained increase in
orthophosphate excretion by fasted rabbits was observed, as well as the
relatively small amount of labile P in the urine [23].

The application of PolyP in food as antioxidants and masking agents
further supports its safe use. Obeying the indicated concentration
limits, the reports of the United States Food and Drug Administration
(FDA), World Health Organization (WHO) and European Union (UE)
consider that the use of PolyP in foods and pharmaceutical products
does not offer significant risks to human health [23,24]. Thus, in view
of this highly biocompatible material, we tested the interaction of short
chain PolyP anions with Ca®*, in the presence of several species em-
ployed in PN formulations, verifying the capability of this phosphate
source in enhancing the colloidal stability of these mixtures.
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Table 1
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Formulations used in the study of the compatibility of PolyP and Ca** ions in the presence of glucose, an amino acid solution (AA) and Mg** ions. A fixed amount of

PolyP (V = 6 mL, 20 mmol L~ ') was used in all experiments.

Solutions (mL) Admixtures without Mg?*

Admixtures with Mg *

Gl G2 Al A2 G3 G4 A3 A4
Glu 50% (m/v) 11.0 26.2 - - 11.0 26.2 - -
AA 10% (m/v) - - 15.0 25.0 - - 15.0 25.0
Mg 1 mEq. mL™! - - - - 0.9 0.9 0.9 0.9
CaGluc 10% (m/v) 0.75 0.75 0.50 0.50 0.75 0.75 0.50 0.50
Water 81.0 65.8 77.0 67.0 80.1 64.9 76.1 66.1

Glu = glucose; AA = amino acid solution; CaGluc = calcium gluconate; Mg = MgSOs.
* 0.75 aliquots of Ca®>* were added to the admixtures containing glucose until turbidity was observed while 0.50 aliquots of Ca®* were added to the mixtures

containing an amino acid solution, until turbidity was observed.

2. Experimental section
2.1. Reagents

Calcium gluconate (Halex Istar, 10% w/v); magnesium sulphate
(MgS04, Darrow, 2 mEg/mL); glucose solution (B. Braun, 50% m/v);
amino acid solution (Aminoped”, Fresenius-Kabi, 10% m/v); trace ele-
ment ions solution (Ped-Element’, Darrow, containing Zn®* 125
ugmL~', Cu®* 25 ygmL~', Mn** 2.5 ygmL =", Cr** 0.25 pgmL~);
sterile water for injection (Fresenius-Kabi). Sodium PolyP (Aldrich,
96%); MW = 917 gmol’l; Although the general formula used for so-
dium polyphosphates is considered to be Na(,;2)P,Ocn+1), as the
polyphosphate chain grows in size, the (3n+1/n) value approaches 3,
and the formula reaches that of the polymetaphosphates [PO3-].. [25].
This approximation also used for the cyclic metaphosphate general
formula ([NaPO;],) was applied in the present study; in our case we
estimated — from *'P NMR data — n = 9. Furthermore, also applying *'P
NMR analysis, we estimated that the free phosphate molar fraction in
the polyphosphate freshly prepared solution was ca. 10% and all the
solutions prepared thereafter contained the corrected amount of poly-
phosphate.

2.2. Gelation point determination of the mixtures

The determination of the gelation point (defined as the point in
which the admixture had a detectable cloudiness) was performed by
observing changes in the absorbance value at A =500nm
(Spectrophotometer Perkin-Elmer Lambda 6), where none of the com-
ponents present absorption. Aqueous solutions with five different con-
centrations of sodium PolyP (concentrations in terms of -PO3 ™ - groups in
the range of 9-180 mmol L~ ') were prepared and a fixed volume of 5 mL
was placed in a vial flask. Aliquots (v = 10 pL) of calcium gluconate
(10% w/v) were added until the baseline of the spectrum showed the
first sign of scattering. To observe the influence of Mg>* ions in the Ca-
PolyP gelation point, a fixed amount of Mg * ions was mixed with PolyP
with an initial concentration of [Mg?*] = 4.46 mmolL ™' prior to the
addition of calcium gluconate aliquots. The amount of Mg?* ions was
defined taking into account the maximum amount of MgSO, re-
commended in neonate parenteral nutrition admixtures [2].

The influence of the other components (such as glucose, amino
acids, oligoelements) on the Ca-PolyP gelation point was determined by
adding them to the PolyP solutions in increasing order of complexity
(Tables 1 and 2).

2.3. pH measurements

pH measurements were performed after each addition of Ca®™ to
the solutions using a WTW 303 pHmeter (using the same formulations
described in Table 1). All measurements were performed at 22 = 1°C.
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Table 2

Admixtures applied in the study of the compatibility of PolyP and Ca®" ions in
the presence of glucose, an amino acid solution (AA), Mg“, and trace element
ions. We applied a fixed amount of PolyP (6 mL, 20 mmol L™ ") in all the ad-
mixtures and the corresponding water volume to complete 98 mL.

Components / Admixtures
Volume (mL)

GA1 GAZ GA3 GA4 GA5 GA6 GA7 GA8 GA9
Glu 50% (m/v) 11.0 262 11.0 110 262 110 11.0 262 11.0
AA 10% (m/v) 150 150 250 150 150 250 150 150 250
Mg 1 mEqmL ™" = = = 0.9 09 09 09 09 09
Trace elements - - - - - - 04 04 04

CaGlue 10%(m/v)

Glu = glucose; AA = an amino acid solution; CaGluc = calcium gluconate;
Mg = MgS0,.

* 1mL aliquots of Ca®>" were added to the admixtures until turbidity was
observed.

2.4. *'P NMR of the calcium-PolyP mixtures

The NMR spectra were obtained using a Varian spectrometer
(300 MHz, Field = 7 T). The spectra were acquired after ca. 5 min of the
addition of calcium to a PolyP solution containing either one or more of
the following compounds - glucose, amino acids, magnesium, and oli-
goelements in concentrations described in Table 3. In all the mixtures
studied, freshly prepared PolyP solutions were applied. The poly-
merization degree of the PolyP chain was determined by using the re-
lation described by Greenfield and Clift (1974) [26,25], represented by:

1)

where AQ' and AQ? refer to the integrated area of the end-chain and
the mid-chain phosphorus nuclei spectral signal, respectively. The so-
dium PolyP salt used in the present study showed a polymerization
degree of n = 9. This value was taken into account in all the phos-
phorus and phosphate concentrations.

n = (2 AQ%*AQ") + 2

2.5. Evaluation of the PolyP on the RBC sample quality

For a blood control quality evaluation, three red blood cell (RBC)
units were obtained from healthy donors at the Foundation of
Hematology and Hemotherapy of Pernambuco (HEMOPE - Ethics
Committee - CAEE 41109115.6,3001.5195). RBCs were collected in
CPD/SAG-M (Fresenius Kabi) and, at the same day, each unit was split
into two portions. One of them received a freshly prepared PolyP so-
lution (0.4 mmol L~ ') while the other portion was considered as con-
trol. All manipulations were performed via sterile connecting devices,
and units were stored at 4 °C. All samples, with or without the PolyP
were analyzed by the quality control service, on the 35th day of storage,
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Table 3

Admixtures used in the *'P NMR evaluation.
Solutions (mL) Admixtures
PolyP 20 mmol L™" 1.0 5.0 5.0 5.0 5.0 6.0
Glu 50% (m/v) - - - - 5.0 26.2
AA 10% (m/v) = = = = 5.0 25.0
Mg 1 mEq. mL~* - 0.15° - 0.045" - 0.9"
Trace elements - - - - - 0.4
CaGluc 10%(m/v) = = 0.42" 0.42" = 2.0°

Glu = glucose; AA = an amino acid solution; CaGluc = calcium gluconate;
Mg = MgS0,.

* p/Mg =12.

" p/Ca=9.

€ P/Mg = 40.

4 p/Mg = 2.4,

® p/Ca =2.35.

at HEMOPE, by evaluating hemoglobin, hematocrit, and hemolysis by
the XS-1000i-Hematology-Analyzer~ (Sysmex) and absorption spec-
troscopy. References values are hemoglobin > 45 g/unit, hematocrit
50-70% and hemolysis < 0.8%. Microbiological tests were also per-
formed using BacT/ALERT® culture media (BioMérieux).

2.6. Evaluation of the PolyP on the blood coagulation

The blood clotting action of the PolyP (n =9) was evaluated
through Prothrombin Time (PT) in order to verify possible variations in
the extrinsic coagulation pathway. This coagulation monitoring test
involves the clotting cascade activation artificially induced, and mea-
sures the time elapsed until clot formation. For this, coagulation times
were obtained for plasma samples, collected in sodium citrate, from
four different healthy donors, incubated with PolyP solutions of in-
creasing concentrations (0.1; 0.2; 0.4 and 1.0mmolL~').) and com-
pared to the control. Clotting time analyses were performed in an
Automated Coagulometer ACL 7000" (Instrumentation Laboratory),
with reference values 10.8s for PT. Biotécnica® kits specific for PT
determination were used.

3. Results and discussion
3.1. PolyP metal cations interactions in the admixtures

Since parenteral nutrition formulations are intrinsically meta-stable
systems, all the possible interactions between the species must be an-
ticipated. In this sense, it is important to understand how the PolyP
anions interact with the other components especially with the Ca** and
Mg?* ions. The nature of the interaction of metal ions and the PolyP
anion and the nature of their phase separation processes are not com-
pletely understood, but several assumptions have been proposed in the
literature in the past decades. The formation constants for PolyP-M
(where M = Ca, Fe, Mg, Al, etc) described in the literature indicate that
the polyanion chains associate strongly through partially ionic and
covalent bindings [16]. In the late 40s, several reports suggested that
the formation of highly hydrated PolyP-M chelates would produce an
aqueous dense phase within the aqueous solution acting as a colloidal
liquid-liquid immiscibility. This system was called a coacervate and its
formation was denominated coacervation process [27,26]. Pfanstiel and
Iler preparing highly concentrated Mg?* polymetaphosphate mixtures
suggested that this coacervate phase was composed of a tangled
structure of thread-like hydrated magnesium PolyP molecules [18]. It
was much later independently suggested by Masson, Souza, and Ga-
lembeck and Khokhlov and Kramarenko that the collapse of polyelec-
trolyte gel systems with increasing charge occur due to the increase of
the ionic attraction between the charged species. This would result in
the exclusion of water molecules of the coordinating layer of the
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Fig. 2. *'P RMN aqueous admixture of polyphosphates (PolyP) and solutions
containing Mg?*, Ca®*, Ca®*/Mg**, glucose/amino acid solution and PolyP /
PN (all the components including trace elements) were no phase separation is
observed. A complete description of the amounts applied are described in
Table 3.

tangled systems leading to a decrease of the electrical constant and the
increase of their electrostatic potentials. The water removal would
proceed until the equilibrium was reached, with the formation of ag-
gregates, which may be described as swollen cross-linked structures
with a low water content [17,28,27].

We investigated the chemical interactions of the PolyP chains with
all components in the admixtures by monitoring the 3'P NMR changes
in the phosphate nuclei and Fig. 2 presents a representative set of all the
features observed in the spectra. It is well known that PolyP chains with
n > 6 exhibit *'P NMR spectra composed of essentially a set of peaks
characterized by three main features [28,29]. The first one observed at
approximately 8§ = 1.0 ppm shows a singlet peak which refers to the
orthophosphate species (Q°). By analyzing the integration area of the
corresponding peak we estimate the amount of 10% molar fraction of
free phosphate ions in the PolyP solution we used in the present study.
The second feature shows a multiplet peak around & = —8.0ppm,
which characterizes the end-chain phosphate groups (Q') while the
third set of peaks in the 8 = —21.0 to —22.0 ppm range is related to
the middle-chain phosphorus nuclei (Q?). We observe all these features
in the PolyP 3'P NMR spectrum as shown in Fig. 2. The analysis of the
PolyP polymerization degree (n) by applying Eq. (1) resulted inn = 9.
According to Kulaev et al. PolyP chains greater than n = 5 correspond
to a mixture of condensed PolyPs with a varying chain size with, not
only linear polymers, but also free ortophosphates and cyclic PolyPs.
The same authors mention the presence of branched PolyPs. These are
very unstable in water and suffer hydrolisis, resulting the corresponding
linear chain [15]. Lima & Galembeck applied the method of Wazer &
Campanella to a sodium PolyP with a polymerization number n = 10.5
and the fractioning procedure associated to 3P NMR analysis showed
that the size range of the chains varied from 2 to ca. 20 phosphate units
[30,31].

Fig. 2 shows the *'P NMR spectra of PolyP and the solutions con-
taining PolyP and Mg, Ca, Mg + Ca, amino acid and glucose and the
most complex admixture containing all these species including the trace
element solution (see Table 3).

We observe that the presence of metallic cations leads to the
broadening of some spectral features related to the middle and end-
chain phosphates. This is a very characteristic spectral change that re-
sults from differences in the electronic delocalization of the P nuclei
coordinated to the cations, shifting the original peak in the spectra
[28,29]. Analyzing the PolyP-cation spectra we observe that the spec-
tral shift is similar but not equivalent for PolyP-Mg®" and PolyP-Ca®*.
There is a more expressive spectral change (observed for Q' and Q*

106



J.C.B. Pereira et al.

regions) for the admixtures containing Ca®" ions. This is probably re-
lated to the greater amount of this cation (in relation to P) compared
with Mg?* (i.e. P/Ca = 9 while P/Mg = 12) allowing a greater number
of interactions. The spectral region corresponding to the middle-group
nuclei in the PolyP-cations spectra shows two broadened peaks with
maxima at § = —19.6 and —21.8 ppm (for Mg®*) and § = —19.5 to
—22.4 (for Ca*>*) ppm, while for the end-group nuclei we observe a set
of two broadened peaks from 8 = —5.8 to —8.5ppm (for Mgz*) and
from § = —6.1 to —8.3ppm (for Ca®>*). We may consider that the
interaction of the metallic cations and the PolyP chains may occur with
either one or more phosphate groups of the same polyelectrolyte chain
or with phosphate groups of different PolyP chains, promoting a greater
electronic delocalization and thus to a greater deshielding of the nuclei.
The chemical shift observed for the admixture containing both metallic
cations shows a greater resemblance to the spectrum of the PolyP-Ca*™,
most probably due to the greater amount of Ca®>* ions (Ca/Mg = 4.4).
A more pronounced spectral modification is observed in the PolyP
spectrum with the PN admixture, most probably related to the presence
of trace elements (Zn?*, Cu®*, Mn?*, Cr®*) which add more possibi-
lities of interchain interactions. In contrast, we observe that the spec-
trum of the PolyP - glucose and AA mixture (Fig. 2) shows no noticeable
alterations when compared to the PolyP spectrum indicating, as ex-
pected, inexistent interactions between the anions and/or the glucose
molecules.

The thin peak observed in -21.1 ppm is related to a small fraction of
cyclic trimetaphosphate in the sample. It has been shown that cyclic
metaphosphates interact sparingly with divalent metallic ions
[29,30,32] but they can show pH related chemical shifts. In our study
we observed that the final admixtures presented a pH in the range of

Colloids and Surfaces A 558 (2018) 242-249

pH = 5.62 - 6.32. The orthophosphate chemical shift, in this case, can
be used to monitore the pH chemical environment. For the PolyP so-
lution and its admixture with AA and GLU the Q° signal shows the same
spectral shift (8§ = 1.1 ppm). For all the metal containing admixtures the
pH value decreases slightly (Fig. 2) and we observe a spectral shift of
A8 = 0.5 - 0.8 ppm, more pronounced for the lower pH value.

3.2. Ca-PolyP and Ca-PolyP-Mg stability diagram

In the present study, we aimed determining the safe concentration
region of PolyP anions in the presence of Ca®*, but also in the Ca®** /
Mg*" admixture. The data obtained from the absorption spectroscopy
measurements were used to construct diagrams correlating the calcium
(Ca®*) and the PolyP (displayed as PO; ) solution concentrations in
the presence or not of Mg>" ions. These diagrams presented in Fig. 3(a)
and (b) show the concentration region where the PolyP — Ca®* species
remained as homogeneous solutions and the concentration threshold
where phase separation was observed at 25 °C.

The compatibility diagrams, shown in Fig. 3(a) and (b), suggest that
the PolyP-Ca and PolyP-Ca-Mg systems reflect the gel behavior de-
scribed previously. The PolyP chains interact with the incoming cations
maintaining a supramolecular equilibrium until a limiting concentra-
tion. We observed that the greater the concentration of PolyP the
greater the capability of retaining more cations in solution. On the other
hand, the presence of Mg" slightly decreases the capability of Ca®*
retention by the coacervate system. Fig. 3(c) and (d) show how the pH
varies throughout the mixtures with the increase of the Ca®* con-
centration. Two main observations can be made. First of all the overall
pH behavior observed is understood as the competing hydrolysis of
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Fig. 3. Compatibility diagram of (a) PolyP and Ca®" ions and (b) PolyP and Ca®* in the presence of a previous amount of Mg> " ions. Plots (c) and (d) refer to the
corresponding pH variation of the PolyP solution ([POs ] = 9-180 mmol L.~ ') with increasing Ca®* solution. (Ono detectable cloudiness) (@ detectable cloudiness).
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Fig. 4. Ca®" and PO;~ concentration values at the point where turbidity
(named here as gel point) was first detected.

different species. Ca®>* and Mg?* tend to decrease the pH while the
gluconate anions and, in a smaller degree the PolyP anions, tend to
increase the pH. The resulting effect is an overall decrease from ca. 6.8
to 5.2. In the system where Mg?* was added prior to Ca®* ions in the
lowest PolyP concentration, the initial pH decreased down to pH < 5.2
demonstrating the greater hydrolytic capacity of MgSO,4 and its influ-
ence in the ionization of the polyanion chains and, consequently, a
reduced probability of phase separation. At higher PolyP concentrations
its buffering capability seems to predominate and the pH decrease is
determined by the [Ca®*] increase.

An important relation obtained from these diagrams is the gel point
determination, defined as the POs/Ca molar ratio at the first visual
change in the optical density of the admixtures determined by ab-
sorption spectroscopy (described in the Experimental Section). Fig. 4
compares the concentrations of Ca>" and Ca®>* + Mg?* that represent
the maximum amounts in the presence of the PolyP chains that can be
added until the phase separation was observed.

The analysis of the gel point plot depicted in Fig. 4 shows two
tendencies regarding the gel formation process for the mixtures con-
taining PolyP and Ca*: (1) the greater the net concentration of PolyP
in the solution, more Ca®" is necessary to start the phase separation
process and (2) the stabilization capability of PolyP — Ca”* is slightly
decreased in the presence of a certain amount of Mg ions in the
mixture. Analyzing the gel system formation of PolyP-Ca solutions
containing a fixed amount of Mg?* ions added previously we observe
that the overall tendency of the solution to stabilize Ca®* is greater for
[PO3] < 27 mmol L ™! and decreased for PolyP concentrations greater
than 3mmol L (ie. [PO5] = 27 mmol L™ "), This behavior is probably
related to the low pH observed for this system (Fig. 3d). Moreover, an
amount of Ca®" greater than 2.5 times of Mg>" was necessary to
promote phase separation. The 1 mmol L~ PolyP solution means a 1:2
molar relation of Mg?*:PO; ™~ groups, which hypothetically represents
the equivalence point of the two ionic species. The formation constant
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of PolyP-Mg is reported to be greater than the PolyP-Ca complex as-
sociation constant [31], so that one may speculate that the presence of
Mg?* favors the maintenance of calcium as free ions in solution,
creating an environment of chemical competition. Explaining in terms
of the coacervate colloidal systems, the PolyP-Mg macromolecules are
not expected to show interchain reticulation, which may occur with the
PolyP-Ca species. The Ca®* jons added to this system would further
associate to the available sites in the PolyP chains resulting in inter-
molecular bridges between the pre-formed coacervate moieties, con-
stituting more complex structures. The increase in the electrostatic
potential of this system would overcome its solvation capacity leading
to phase separation. Thus, for the phase separation process to occur one
has to increase the PolyP and the Ca®* concentration, which is in
agreement with the tendency observed in Fig. 4.

3.3. Ca-PolyP-glucose and Ca-PolyP-amino acid solution stability in the
presence or not of Mg”*+

The effect of the addition of other main components of the 2-in-1 PN
formulation in the capability of maintaining the supramolecular system
of PolyP and Ca was assessed by the Ca-PolyP gel point determination of
the admixtures. As the other components were added in a fixed con-
centration, we analyzed the gel point only for the lowest PolyP con-
centration (ie. [PolyP] = 1.2 mmolL™! = [PO3] = 10.8 mmol L™1). We
first added the glucose solution, applying two different concentrations,
with and without the presence of a fixed amount of Mg * ions. The same
procedure was performed with the amino acid solution. Then, we ob-
served the gel formation point for the admixtures containing both com-
ponents with and without Mg?*. Finally, trace elements were added to
the admixtures and the overall tendency was observed. All the amounts
of the components used in these experiments are described in Tables 1
and 2.

The gelation points observed for all the admixtures are plotted as a
column chart graph in Fig. 5. To compare the gelation point behavior of
the previously described PolyP with Ca®* or Ca®>* + Mg”™, we added
these results observed in Fig. 3(a) and (b), for [PolyP] = 1.2 mmol L~ L

Observing the pattern of the starting point where phase separation
is first observed for all the systems we point out as the main feature: the
increase in the complexity of components in the admixtures enhances
the overall capability of Ca®* incorporation. This tendency is probably
due to the greater competition among Mg>* ions, AA and PolyP species
that hinders the Ca-PolyP maximum interaction. In the
glucose + AA + trace + Mg admixture (Fig. 5, group Glu + AA +
Trace + Mg, composition GA8, for instance, we could add 53% more
Ca®* than the original Ca®*-PolyP admixture.

The striking difference observed in the admixtures containing glu-
cose compared to those containing glucose + Mg " may be understood
when we measure the pH values of these systems. The initial pH values
of the glucose/PolyP solutions lie within 6.4-6.5 while the same solu-
tions where a fixed amount of MgSO, solution was initially added
showed initial pH values ranging from 5.1-5.2. The addition of calcium
gluconate in the mixture did not vary the pH which stabilized at
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Fig. 5. Calcium concentration at the first ob-
servation of turbidity in the PolyP solution
(1.2mmolL™'). Cal and Ca2 represent sys-
tems were only PolyP is present. G1 and G2
contain glucose, while G3 and G4 contain
glucose and MgSO4. Al and A2 contain amino
acid solution, while A3 and A4 also contain
MgSO, solution; GA1, GA2 and GA3 contain
glucose, amino acid; GA4, GA5 and GA6 con-
tain glucose, amino acid and MgSO, solution,
while GA7, GA8 and GA9 contain glucose,
amino acid, MgS0O, and trace element solution.
The amounts are described in Tables 1 and 2.
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Fig. 6. Prothrombin time values for blood at various concentrations of PolyP.
C=Control.

pH = 5.1. On the other hand, the different initial glucose concentra-
tions did not show any influence on the pH values. For the amino acid
solutions, we observed a pH range 6.0-6.2, which is almost the AA
original pH value (pH 5.7-6.3). The buffering capability of the am-
photeric amino acids is already known to act in the stabilization of PN
formulations. In fact, the addition of Mg®" in the mixtures containing
AA + Polyp showed only a slight decrease (pH 5.7-5.9). It is worth-
while to mention that the gel points of all the amino acid and glucose
mixtures, with or without Mg?" occurred at a pH range 5.1-5.7.

The increase in the capability of Ca®* incorporation maintaining a
stable colloidal system is attributed to the PolyP chains. We suggest that
this results from the PolyP-Ca massive reticulation promoted by the
dislocation of OH™ ions bound to Ca®* and Mg?* by the excess H"
ions leading to the instability of the coacervate systems. As deseribed by
Masson and colls., studies on the interactions of Fe** and Ca®* ions
with PolyP chains suggested that the hydration degree of the swollen
structures also play a fundamental role in the phase separation me-
chanism; the greater capability of hydration by the ions, the smaller
interfacial tension and the greater stability towards phase separation.
The same authors stated that the water removal due to the metal-PolyP
anions interaction is a continuum process which occurs until the
equilibrium is reached, with the formation of swollen cross-linked
structures with low water content aggregates, leading to phase se-
paration [17].

3.4. Evaluation of the PolyP on the RBC sample quality and blood
coagulation

The quality control tests showed acceptable results considering the
parameters established by blood banks [32,34]. The presence of PolyP,
determined on day 35 of storage, did not significantly modify the total
amount of free hemoglobin levels, the hematocrit, and the hemolysis.
Mean values for hemoglobin, hematoerit, and hemolysis were
(51.8 = 0.3) g/unit, (59.2 = 0.6)% and (0.6 + 0.02)%, respectively.
Microbiological tests were also negative for all units.

The Prothrombin Time (PT) test results (Fig. 6) showed that the
presence of PolyP (n = 9) did not interfere in the extrinsic coagulation
pathway of human blood (p > 0.4). Results for control samples were in
accordance to the reference value. It has been shown that PolyP anions
modulate blood coagulation [35,33]. One of the accepted hypotheses
suggests that these polyanions interfere directly on thrombin action
through electrostatic interaction [36,33]. The greater the size of the
PolyP chain, the higher the coagulation rate is observed. Smith and coll.
(2010) showed that polymers with n = 500, such as those excreted by
microorganisms, were effective in the optimal activation of the contact
pathway, while polymers ~ n = 100, were sufficient to accelerate
factor V activation and hinder the anticoagulant function of the tissue
factor pathway inhibitor [37,34]. The present results show that the
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short chain PolyPs used in the study were not able to trigger the coa-
gulant activity.

4. Conclusion

The purpose of this study was to demonstrate the physico-chemical
stability of PN pediatric admixtures using short PolyP chains [NaPO]n,
where n = 9, as the phosphate sources. We observed that these PolyP
anions did not interfere in the normal quality control parameters of
RBCs units and did not interfere in the blood extrinsic coagulation
pathway. Applying PolyP to 2-in-1 pediatric PN admixtures we were
able to increase the amount of Ca* ions by a factor of 50% compared
to the PolyP — Ca®* systems and this behavior is attributed to the in-
terchain supramolecular interactions of the PolyP anions and the ca-
tionic metallic ions. One of the greatest advantages observed for the
substitution of phosphate by PolyP as P source is that the greater the
concentration of PolyP the greater the capability of retaining more
cations in solution without phase separation, enabling a more flexible,
low cost and safe option for pediatric PN admixtures.
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