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Amar solenemente as palmas do deserto,

0 que ¢ entrega ou adoragdo expectante,

e amar o indspito, o cru,

um vaso sem flor, um chdo vazio,

€ 0 peito inerte, € a rua vista em sonho,

e uma ave de rapina.

Carlos Drummond de Andrade - Amar

E determinismo, sim. Mas seguindo o proprio determinismo ¢é que se é
livre. Prisdo seria seguir um destino que nao fosse o proprio. H4 uma
grande liberdade em se ter um destino. Este ¢ o nosso livre-arbitrio.
Clarice Lispector - A descoberta do mundo

(...) uma borboleta batendo asas em Toquio pode causar chuva no
Central Park de Nova York (...) & primeira vista, o determinismo
pareceria também ameacado pelo principio da incerteza (...)

Stephen Hawking - O universo numa casca de noz

O raciocinio se esforga por obter conhecimentos novos a partir de
conhecimentos ja adquiridos, por penetrar no desconhecido a partir do
j& conhecido. O raciocinio légico parte, portanto, de certas
proposi¢des admitidas e se esforca por delas extrair, por meio da
mediagdo, se for o caso, outras proposi¢des igualmente admitidas, ou
seja, conclusodes.

Henri Lafebvre - Logica formal e logica dialética

E ¢ sempre melhor o impreciso que embala do que o certo que basta,
porque o que basta acaba onde basta, e onde acaba nao basta, e nada
que se pareca com isso devia ser o sentido da vida.

Alvaro de Campos - 4 casa branca nau preta
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Aqueles que sabem que a aproximagao ao que quer

que seja se faz de forma lenta e dificil.
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Ondulagdes foram produzidas sobre metade da superficie de pastilhas densas de
fosfato de célcio de modo a se estudar a influéncia da topografia na orientacdo celular.
Pastilhas constituidas de HA e a-TCP (caracterizadas por FT-IR, DRX e angulo de
contato) em concentracdes variadas serviram para determinar o efeito da segunda fase
(a-TCP) sobre a adesdo e proliferacdo das células. A superficie das pastilhas foi
analisada antes e apo6s o cultivo, de modo a se identificar transformagdes fisico-
quimicas ocorridas (MEV, FT-IR e XPS). Determina¢des morfologicas (MEV) e
quantitativas (andlise de imagens) mostraram que a orientacdo celular ocorre sobre a
regido ondulada gradativamente ao longo do cultivo e depende sobremaneira da
densidade celular. Os resultados obtidos mostraram que os osteoblastos podem ser
influenciados por padrdes topograficos além daqueles descritos.Quanto a influéncia de
segundas fases, as adesdes celulares iniciais foram mais intensas sobre as pastilhas com
21,8% de a-TCP. No entanto, a proliferacdo celular ao longo do cultivo foi
inversamente proporcional a quantidade dessa fase, confirmando o seu carater ndo
osteocondutor. Dessa forma, apesar do fosfato tricalcico (TCP) ser indicado como um
agente facilitador da reposi¢do 6ssea, em funcdo da sua dissolugdo, pode-se dizer que

ele influi negativamente sobre a proliferacao dos osteoblastos humanos.

vil



Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Science (M.Sc.)

HUMAN OSTEOBLASTS BEHAVIOR ON FLAT AND UNDULATED SURFACE
OF CALCIUM PHOSPHATE TABLETS

Euler Araujo dos Santos

March/2004

Advisors: Gloria de Almeida Soares
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Undulations were produced on half of the calcium phosphate tablets in order to
study the influence of the topography on the cellular orientation. HA tablets with
different compositions of a-TCP were employed to determine the second phase effect
on adhesion and proliferation of the cells. The tablets surface were characterized before
and after cells culture, by using SEM, FT-IR and XPS. Morphologic (SEM) and
quantitative (image processing) analysis showed a gradual cellular orientation on the
undulations. This orientation seems to be dependent of cellular density used. The
obtained results showed that osteoblasts can be influenced by topographical patterns
besides those described. On the other hand, the cells adhesion was more intense on the
tablets with 21,8% a-TCP. However, the cellular proliferation was inhibited by the
increase of a-TCP concetration, confirming the non osteoconductive character of TCP.
Despite of the TCP is considered as a facilitating agent for bone repairs, in function of
its dissolution, it seems to negatively influence the human osteoblasts in vitro

proliferation.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Durante toda a vida, o tecido dsseo ¢ constantemente produzido e reabsorvido
pelo organismo num processo equilibrado que tende a manter a integridade desse
tecido. Com o avanco da idade, esse equilibrio entre formacao e reabsorcao ¢ afetado de
forma que a perda de massa dssea passa a ser predominante. O processo de
desmineralizacdo tende a deixar o esqueleto mais susceptivel a traumatismos e, além
disso, com uma menor possibilidade de recuperacdo. Somente nos Estados Unidos sao
catalogadas aproximadamente 280.000 fraturas de quadril, 700.000 de vértebras e
250.000 fraturas de colo de fémur a cada ano, custando ao governo algo em torno de 10

bilhdes de dolares (HOLLINGER et al., 2000).

Os métodos tradicionais de reparos em partes do tecido Osseo danificadas
baseiam-se na utilizacao de enxertos retirados do proprio paciente (autdégenos), enxertos
provenientes de animais (xendgenos), extraidos de outros individuos (aldégenos) e
sintéticos (aloplésticos) (MISCH, 1999). O enxerto autdgeno apresenta inumeras
vantagens sobre os demais uma vez que ele ¢ aplicados no local danificado ainda
contendo células 6sseas do proprio paciente, induzindo a uma menor probabilidade de
rejeicdo por parte do organismo. De qualquer modo, esse procedimento € limitado pela
extensdo da lesdo, pela forma e tamanho, e pela necessidade de se submeter o paciente a

uma cirurgia adicional (TIEDEMAM et al., 1995).

Enxertos aldgenos ou xenogenos tendem a ser evitados devido a, pelo menos,
trés fatores: (a) risco em potencial de uma imunoresposta contra aloantigenos, (b)
transmissdo de agentes patogénicos, como viroses e (b) pela necessidade de

administracao de imunossupressores ao paciente (GREEN et al., 2002).

O desenvolvimento de materiais aloplasticos capazes de substituir ou reparar
tecidos danificados vem a ser uma das mais promissoras alternativas para contornar
todos os problemas associados ao uso de enxertos naturais. Materiais metalicos com
superficies passivadas ja sdo utilizados ha muito tempo, como implantes dentérios e

ortopédicos, visando a esse tipo de reparo. Os dois motivos principais para o uso de



metais sdo: resisténcia compativel com as solicitagdes mecanicas e integracao
tecido/implante livre de reagdes imunologicas contrarias (THULL, 2002). Ainda assim,
os riscos de contaminacdo do corpo por ions metéalicos produzidos pela possivel
corrosdo desses substratos ndo podem ser descartados. Outro grande problema
relacionado a utilizagdo de implantes metalicos ¢ o carregamento diferencial entre o
implante e o osso hospedeiro. O implante tende sempre a ser solicitado com cargas
significativamente mais altas que o osso circunvizinho induzindo problemas de

reabsorcdo Ossea e de integracao osso/implante (RAMAKRISHNA et al., 2001).

Nos ultimos anos, novas estratégias vém se mostrando capazes de revolucionar
os tratamentos relativos a perda de funcionalidade dos tecidos do corpo, tal como o
tecido 6sseo. Conhecimentos adquiridos nos ramos da biologia molecular e celular,
associados ao impacto das pesquisas focadas em biomateriais, impulsionam cada vez
mais esses avangos. A engenharia de tecidos busca a combinagdo perfeita entre células,
materiais suportes que venham a acomodar o tecido neoformado e moléculas bioativas
que promovam a diferenciacdo e o crescimento das células progenitoras sobre o

material, o que significa a mimetizag¢ao do tecido natural (RISBUD, 2001).

O biomaterial idealizado pela engenharia de tecidos 6sseos deve englobar dois
principios basicos: (a) ser capaz de promover o desenvolvimento de uma camada
superficial de apatita quando em condigdes fisiologicas (HENCH, 1998) e (b) facilitar a
adesdo, espraiamento, crescimento e diferenciacdo de células osteoprogenitoras sobre a

sua superficie (HSU et al., 1999; RISBUD et al., 2002).

Materiais ceramicos, como fosfatos de calcio e biovidros, ainda estao longe de
alcancarem propriedades mecanicas comparaveis as oOsseas. No entanto, quando
implantados no corpo, estabelecem um alto grau de interagao com o tecido vivo ao seu
redor. Diz-se que a bioatividade desses materiais esta diretamente ligada a formacgao
espontanea da camada superficial de apatita, conhecida como apatita biologica (bone-
like layer), quando em contato com fluido biolégico (KOKUBO, 1991; OHTSUKI et
al., 1991). A morfologia dos cristais e a composi¢ao quimica dessa camada sao muito

proximas aquela observada na fase mineral 6ssea (LENG et al., 2003).



Além da composi¢do quimica, um material para substituicdo Ossea deve ser
idealmente absorvido no local do defeito e, simultaneamente, reposto pelo tecido novo.
Tanto a hidroxiapatita (HA) quanto o fosfato tricadlcico (TCP) sdo amplamente
utilizados em reparos 6sseos. Apesar de ambos serem bioativos, a HA ¢ mais estavel
que o TCP em condi¢des fisioldgicas no que se refere a solubilidade e a cinética de
reabsor¢cdo (DOROZHKIN & EPPLE, 2002). Ceramicas bifasicas HA/TCP vém sendo
desenvolvidas de modo a se obter o exato equilibrio entre a taxa de degradagdo do

material e a taxa de formagao do novo tecido.

O cultivo in vitro de células Osseas sobre materiais que mimetizam a matriz
extracelular do tecido a fim de se criar organotecidos biohibridos vem sendo o grande
anseio da engenharia de tecidos. Células do proprio paciente (autdlogas) poderiam ser

cultivadas, e o tecido resultante, aplicado diretamente no local lesionado do corpo.

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar o comportamento in vitro de
osteoblastos humanos cultivados sobre pastilhas densas de HA e HA/TCP, com padrdes
topograficos diferenciados. Trés questdes foram investigadas: (a) a influencia de
ondulagdes de superficie sobre o comportamento dos osteoblastos, (b) o papel da
segunda fase (TCP) sobre a adesdo e proliferagdo das células e (c) os tipos de

transformagdes quimicas que ocorrem na superficie ao longo do cultivo.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TECIDO OSSEO

O processo evolutivo permitiu que as células do corpo desenvolvessem materiais
com elevado grau de especializacdo, otimizando varias das suas fungdes. Esses
materiais compdem sua matriz extracelular e desempenham papéis de suporte,
transporte de substancias troficas e prote¢do, chegando até a responder a estimulos
mecanicos externos, por meio de modificagcdes de carater estrutural, como ¢ o caso do
tecido oOsseo (SISKEN, 1993; MCDONALD, 1993). Na sua grande maioria, sdo
compostos formados por associacdes entre fibras poliméricas de polissacarideos e/ou
proteinas, ou ainda a associacdo desses polimeros com fases minerais resultantes de

complexas atividades celulares.

O tecido 6sseo ¢ um sistema complexo, altamente organizado, constituido de
células dsseas dispersas numa matriz mineralizada permeada por tecidos conjuntivos,
hematopoéticos e cartilagens. Além de servir como suporte, ele se constitui num grande
reservatorio de fons Ca*" e PO, necessarios em uma ampla variedade de fungdes

metabolicas do corpo (DOROZHKIN & EPPLE, 2002).

As principais células do tecido Osseo sdo os osteoblastos, osteoclastos e os
osteocitos. Osteoblastos sdo origindrios de células osteoprogenitoras que se
desenvolvem no proprio tecido, enquanto os osteoclastos sdo provenientes da fusdo de

c¢lulas hematopoéticas da medula 6ssea (GREEN, 1994; MARKS & HERMEY, 1996).

Os osteoblastos s3o encontrados, geralmente, formando uma monocamada
aderente sob o periosteo ou nas superficies endosteas do osso (MARKS & ODGREN,
2002). Uma das principais fungdes do osteoblasto é produzir proteinas da matriz
extracelular (ostedide) como colageno tipo I, proteoglicanas e glicoproteinas. Como
conseqliéncia, osteoblastos ativos possuem complexo de Golgi proeminente e uma
grande quantidade de cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso. Além disso, sao

células polarizadas em que a secre¢@o do ostedide se da perpendicularmente a base da



célula. Logo, a direcdo do crescimento Osseo ¢ sempre perpendicular a base dos

osteoblastos (PRELE et al., 2003).

Os ostedcitos sdo osteoblastos que ficam aprisionados na matriz mineralizada
(figura 2.1) e sdo responsaveis pela manutengao dessa matriz e pela transdugao de sinais
mecanicos sentidos pelo osso. Os osteoclastos sdo células grandes, multinucleadas
origindrias da fusdo de precursores hematopoéticos mononucleares, bastante moveis que
absorvem matriz mineralizada, participando dos processos de reabsorc¢do e, portanto, da

remodelagao Ossea.

Sabe-se que a diferenciacdo dos osteoclastos ¢ basicamente dependente de sinaliza¢des
produzidas pela linhagem osteoblastica. Osteoblastos secretam fatores estimuladores de
colonias de macrofagos, além de apresentarem na sua membrana um receptor ativador
do ligante RANKL. Esse ligante tende a se ancorar ao receptor RANK presente na
membrana de precursores osteoclasticos. Além disso, os osteoblastos secretam a
osteoprotegerina que também age como um receptor de RANKL, podendo inibir a

diferenciagdo osteoclastica (YASUDA et al., 1998; MACKIE, 2003).



Quanto a estrutura macroscOpica o osso se apresenta de duas formas: osso
cortical ou compacto e 0sso esponjoso ou trabecular. O osso cortical consiste na camada
mais externa e ¢ formado por uma estrutura bastante densa (figura 2.2). A parte mais
interna do osso, ou trabecular, tem uma aparéncia esponjosa, constituida de uma enorme

quantidade de poros interconectados que acomodam a medula 6ssea.
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(DOROZHKIN & EPPLE, 2002).

Existem dois processos de desenvolvimento que levam a formagdo de osso:
ossificacdo intramembranosa e ossificagao endocondral (MARKS & ODGREN, 2002).
O primeiro diz respeito a formag¢do da maior parte dos ossos do cranio, e envolve
células mensenquimais que se diferenciam em osteoblastos. Esses osteoblastos
diferenciados tendem a secretar ostedide que, posteriormente, ¢ mineralizada dando
origem ao o0sso. Na ossificagdo endocondral, um esbogo Osseo cartilaginoso ¢
inicialmente formado e, em seguida, com a participagdo dos osteoclastos, ¢ colonizado
por células mensequimais que se diferenciam em osteoblastos e iniciam a deposicao de

osteodide sobre o tecido cartilaginoso remanescente.

2.1.1. MATRIZ OSSEA MINERALIZADA

O tecido ostedide pode ser definido como a matriz extracelular 6ssea nao
mineralizada secretada pelos osteoblastos nas fases iniciais de formag¢ao do osso. O
processo de mineraliza¢do do ostedide comeca a ocorrer em momentos posteriores a sua
producdo. Os osteoblastos nunca estdo diretamente apoiados sobre a matriz
mineralizada e sim sobre uma fina camada de ostedide ligeiramente acima da parte

mineralizada (PRELE et al., 2003). A matriz mineralizada ¢ composta basicamente de



uma fase inorganica de sais de fosfato de calcio, principalmente hidroxiapatita (HA),
Ca o(PO4)s(OH),, depositada em fibras de colageno. Essa apatita ¢ comumente
chamada de apatita biologica e se caracteriza por ser deficiente em calcio, além de
conter substituintes i6nicos em sua estrutura. Um desses substituintes ¢ o carbonato que
esta presente em proporgdes que variam de 4 a 7,4% em peso, o que explica o fato de se
definir essa fase mineral, muitas vezes, como carboapatita ou dahlita (DOROZHKIN &
EPPLE, 2002). Além do carbonato, varios outros ions ¢ mesmo moléculas agem como
substituintes, por exemplo, Na', K, Mg2+, Cl, F e H,O . A medida que a idade vai

aumentando a razao Ca/P desta apatita tende a se aproximar de 1,67.

A estrutura da maioria dos tecidos que compdem o corpo dos vertebrados tem
como base principal o coldgeno. Seres vivos primitivos, como aguas-vivas, esponjas e
anémonas sugerem que essa proteina surgiu num dos primeiros estagios de evolucao das

espécies (BERGEON, 1967).

Como toda proteina, o coldgeno ¢ formado por ligacdes seqlienciadas de
polipeptideos. Cada polipeptideo pode ser definido como um polimero cujas unidades
basicas sdo associacdes entre os 20 aminoacidos essenciais presentes no corpo humano.
No coldgeno, as cadeias de polipeptideos sdo entrelacadas de forma a originar uma
estrutura em tripla hélice macromolecular chamada de tropocoldgeno (figura 2.3).
Véarias macromoléculas de tropocolageno se juntam para dar origem a uma fibrila de

colageno que, por sua vez, se agrupam para formar uma fibra de coladgeno.

O peso de uma molécula de tropocolageno gira em torno de 300.000D e cada
unidade de polipeptideo que compde o tropocoldgeno € constituida de aproximadamente
1000 aminoacidos. De cada trés aminoacidos, um ¢ glicina, que consiste no mais
simples aminoéacido essencial. Os dois outros aminoacidos mais comuns no coldgeno
sdo a prolina e a hidroxiprolina; este ultimo parece deter o importante papel de
estabilizar a tripla hélice (RAMACHANDRAN, 1967; NIMNI, 1995; MARTINS &
GOISSIS, 1996; CUERONET, 2002).
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(CUERONET, 2002).

As cadeias de tropocoldgeno na fibrila sdo orientadas entre si de acordo com a

afinidade quimica de cada regido da molécula pelos grupos da molécula mais proxima.

Esta organizagdo da origem a zonas periddicas onde a quarta molécula coincide com a

primeira (figura 2.4).
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Figura 2.4. Estrutura das fibrilas em matrizes de colageno. Cada seta corresponde a uma

molécula de tropocolageno (CUERONET, 2002).

As células produtoras de coldgeno, como osteoblastos e, principalmente,
fibroblastos, ndo sintetizam as fibrilas e sim moléculas de tropocoldgeno. Tao logo
essas moléculas entram em contato com o fluido biologico, a orientagdo acontece

naturalmente entre elas em funcdo da tendéncia a estabilizacdo, observada através do

aumento da entropia do sistema (CHEN ef al., 1995; NIMNI, 1995).

Nos tecidos humanos sao reconhecidos hoje mais de 15 tipos de colagenos,

diferindo entre si, pela composi¢cdo quimica e associagdes entre as cadeias

polipeptidicas. Alguns tecidos contém exclusivamente um dos tipos de coldgeno, outros



sao formados por misturas. O tecido 6sseo € constituido basicamente de colageno tipo I,
onde a tripla hélice ¢ formada por duas cadeias idénticas de polipeptidios e uma

diferente (LEE et al., 2001).

A deposicdo da fase mineral 6ssea se da, geralmente, entre as moléculas de
tropocolageno que compdem as fibrilas do colageno, gerando um verdadeiro
biocomposito (LAWSON & CZERNUSZKA, 1998; LEE et al., 2001; DOROZHKIN &
EPPLE, 2002). Os cristais de apatita bioldgica se organizam na forma de placas
alongadas na direcao do eixo cristalografico c, paralelamente as fibrilas (ver figura 2.5).
Tal organizagdo estrutural ¢ a responsavel por todas as propriedades mecanicas

observadas no 0sso.

Figura 2.5 - Modelo da

Fibrilas de colageno

mineralizadas acomodagﬁo dos cristais de

apatita no interior das fibrilas de
Moléculas de tropocolageno colégeno (modiﬁcado de
(cadeias polipeptidicas)
Cristal de HA deficiente DOROZHKIN & EPPLE, 2002)-
em calcio
Recentemente, essa organizacdo hierdrquica vem sendo simulada em sinteses
com relativo sucesso (HARTGERINK et al., 2001; SENA et al., 2004). No entanto, a

interface cristais de apatita biologica/colageno ainda ¢ pouco compreendida.

2.2. BIOMATERIAIS

Biomateriais sdo definidos como todo e qualquer material, sintéticos ou nao, que
podem ser utilizados no corpo humano de forma a substituir, em parte ou de todo,
algum tecido ou 6rgdo do corpo. Para que um material seja classificado dessa forma ¢

preciso que apresente propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas compativeis com o0s



tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta adequada do mesmo. Tais

propriedades caracterizam a biocompatibilidade (SEPULVEDA et al., 1999).

Biomateriais sdo utilizados desde as civilizagdes mais antigas: olhos artificiais,
orelhas, dentes e até narizes foram notificados em mumias egipcias. Chineses e indianos
j& usavam ceras, resinas e tecidos para reconstruir partes perdidas ou defeitos do corpo.
Ao longo dos séculos, avangos nos tipos de materiais sintéticos, técnicas cirurgicas e
métodos de esterilizagdo vém permitindo o uso de biomateriais em partes do corpo
nunca antes imaginadas (RAMAKRISHNA et al., 2001). Além disso, esses materiais
sdo produzidos para serem usados em tecidos do corpo que experimentam niveis
consideravelmente altos de agressividade. O pH nos fluidos corpdreos de varios tecidos
varia sob faixas bastante amplas (1 a 9 em alguns casos). Cotidianamente 0os 0ssos sdo
submetidos a tensodes de até 4 MPa enquanto os tenddes e ligamentos suportam entre 40
e 80 MPa. Estas tensdes sao flutuantes e repetitivas, o que torna o ambiente ainda muito
mais agressivo (BLACK, 1992). Os biomateriais para enxertos 0sseos podem ser

classificados de acordo com a resposta dada pelo organismo em:

Bioinertes

Materiais que ndo desenvolvem no organismo qualquer tipo de citotoxicidade,
carcinogénese, € apresentam uma pequena ou total auséncia de resposta imune. No
entanto, estes materiais tendem a ser envolvidos por uma capsula fibrosa que o isolam

do meio vivo (CASTNER & RATNER, 2002).

Bioativos
Esses materiais tendem a estabelecer um elevado grau de interacdo com o tecido
vivo promovendo adesdes muito mais fortes tecido/implante, sem a formagdo de

involucros fibrosos (HENCH, 1998; CASTNER & RATNER, 2002).

Osteocondutores
O material permite a invasdo, a adesdo e a proliferacdo de células do tecido
hospedeiro em seu interior, bem como, a sua vascularizacdo, promovendo uma rapida

integragdo implante/tecido (PILLIAR, 2001). Um material osteocondutor direciona o
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reparo em locais onde a cicatrizacdo ocorreria, sem utilizacdo de enxertos, de forma

precaria (BURG et al., 2000).

Osteoindutores

A osteoindugdo ¢ definida como a capacidade do material em estimular a
diferencia¢dao de células pluripotenciais (osteoprogenitoras) em osteoblastos pela acao
de moléculas bioativas presentes na superficie do biomaterial. Esse processo tende a
acelerar a taxa de formagao do novo tecido (PILLIAR, 2001; BOYAN et al., 1999;
BURG et al., 2000). Materiais osteoindutores permitem a regeneracdo Ossea em locais

onde, sem a utilizacdo de enxertos, ela nao seria possivel (BURG et al., 2000).

2.2.1. MATERIAIS BIOMIMETICOS

A maior parte dos exoesqueletos produzidos por invertebrados marinhos, como
0s corais, constitui-se em arcabougos ideais para a regeneracdo 6ssea devido tanto a sua
semelhanga estrutural com o osso quanto a completa interconexdo de poros, tao
requeridas para uma efetiva neovascularizagdo e invasdo tecidual (PETITE et al., 2000;

LOUISIA et al., 1999).

O uso dessas estruturas inorganicas naturais, em reparos do tecido 0sseo, tem
sido motivado pela grande dificuldade em se produzir sinteticamente materiais que
associem alta porosidade e resisténcia mecanica compativel com o osso. No entanto,
tratando-se de recursos naturais finitos, aspectos ecologicos tendem a inibir sua

utilizagao.

O biomimetismo ¢ definido como sendo o desenvolvimento de materiais que
imitam a estrutura e fung¢do de materiais criados pela natureza. Em varios casos, o
biomimetismo ndo chega a buscar uma copia idéntica e sim conceitos chaves do sistema
biologico que podem ser adaptados dentro do contexto de sintese (ALMQVIST et al.,
1999). Logo, materiais biomiméticos sdao, geralmente, muito menos complexos que seus
correspondentes naturais e, estruturas hierarquicamente organizadas como as que sdo
vistas entre colageno e hidroxiapatita no tecido Osseo, ainda nao foram

convenientemente produzidas pela engenharia.
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Além da preocupagdo com a manufatura de um arcabougo estrutural perfeito
para o desenvolvimento de células, a mimetizagdo da composi¢do quimica superficial
também deve ser considerada. Arcabougos apenas osteocondutores nao se constituem
em matrizes suficientemente eficazes para serem utilizadas pela engenharia de tecidos.
Buscam-se materiais que, além de proporcionarem invasdo tecidual e
neovascularizagdo, promovam a osteogé€nese. Um dos maiores avangos nessa area tem
sido a purificagdo e a caracterizagdo de familias de proteinas indutoras como as
proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) e proteinas osteogénicas (OPs). Essas
proteinas induzem a neoformacdo 6ssea in vivo (RIPAMONTI & DUNEAS, 1998). O
uso de tais proteinas resulta em novas possibilidades de intervengdes terapéuticas pela

engenharia de tecidos (RIPAMONTI, 1999).

Outra possibilidade de criagdo de biomateriais osteoindutivos gira em torno da
modificacdo superficial do biomaterial com seqiiéncias de aminodcidos que sdo
reconhecidas pelas células, tais como a RGD (Arg-Gly-Asp) (QUIRK et al., 2001).
Desde a identificacdo desta seqiiéncia peptidica como uma das mediadoras da adesdo
celular, varias proteinas do plasma e da propria matriz extracelular do tecido, incluindo
fibronectina, vitronectina, coldgeno tipo I, osteopontina e sialoproteinas dsseas, vém
sendo utilizadas em associagao a biomateriais. YANG et al. (2001) demonstraram o
potencial de promog¢do da diferenciagdo de células osteoprogenitoras humanas sobre

arcaboucos biodegradadveis recobertos com RDG.

Outras seqiiéncias de aminoacidos que nao contém RGD também agem como
promotoras da adesdo celular, tais como YIGSR (Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg) e IKVAV (Ile-
Lys-Val-Ala-Val) na laminina, REDV (Arg-Glu-Asp-Val) e LDV (Leu-Asp-Val) na
fibronectina e DGEA (Asp-Gly-Glu-Ala) no colageno tipo I (TIRRELL et al., 2002).

2.2.2. FOSFATOS DE CALCIO
Existe uma grande quantidade de fosfatos de calcio na natureza e varios desses
sdo vistos em calcificagdes normais e patoldégicas no corpo humano. Além da

solubilidade, a razdo Ca/P ¢ um parametro que diferencia a maior parte desses fosfatos.

Para compostos quimicamente puros essa razao varia entre 0,5 e 2,0 sendo que quanto
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menor € a razdo maior ¢ a sua acidez e a sua solubilidade em agua (DOROZHKIN &
EPPLE, 2002). A hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH);] possui razdo Ca/P 1,67 e ¢ o fosfato

de calcio mais estavel e menos soluvel de todos (tabela 2.1).

A HA pura cristaliza sob a forma monoclinica com espacamento de grupo P2,/b,
no entanto, a temperaturas acima de 250°C, existe a transi¢do da forma monoclinica
para a hexagonal com espagamento de grupo P63/m (ELLIOT, 1998; KIM et al., 2000).
Algumas impurezas, ou substitui¢des parciais da hidroxila por ions cloreto ou fluoreto,
estabilizam a forma hexagonal a temperatura ambiente. Por esse motivo, monocristais
naturais de HA geralmente exibem uma conformacdo hexagonal (DOROZHKIN &
EPPLE, 2002). Sua densidade ¢ 3,16 Kg/m® e os pardmetros de rede sdo: a = b = 0,9423
nm e ¢ = 0,6875 nm (AOKI, 1994). Na figura 2.6 pode-se ver o arranjo de uma célula

unitaria da HA.

Tabela 2.1 - Propriedades de fosfatos de calcio biologicamente importantes. O Ky

refere-se ao produto de solubilidade (FERNANDEZ et al., 1999a; FERNANDEZ et al.,

1999b).
Razio Composto Férmula quimica Solubilidade a  Solubilidade a
Ca/P P q 25°C (log K, 37°C (-log K,,)
0,5 fosfato monocalcico hidratado (MCPM)  Ca(H,PO,),.H,O 1,14 -
0,5 fosfato monocalcico anidro (MCPA) Ca(H,PO,), 1,14 -
1.0 fosfa.to bicalcico bihidratado (DCPD, CaHPO,2H,0 6.59 6.63
bruxita)
1.0 fosfatq bicalcico anidro (DCPA, CaHPO, 6.90 7.02
monetita)
1,33 fosfato octacalcico (OCP) Cag(HPO4),(PO,)4.5H,0 96,6 95,9
1,5 fosfato a-tricalcico (a-TCP) a-Ca3(PO,), 25,5 25,5
1,5 fosfato B-tricalcico (B-TCP) B-Ca3(POs), 28,9 29,5
1,2-2,2  fosfato de calcio amorfo (ACP) Ca(PO4)y.nH,O 25,7 (pH 7,40) 29,9 (pH 6,00)
hidroxiapatita deficiente em calcio Ca;ox(HPO4)(PO4)sx(OH)s.« - -
1,5-1,67 (CDHA) (0<x<1) ~ 85,1 ~ 85,1
1,67 hidroxiapatita (HA) Cao(PO4)s(OH), 116,8 117,2
2,0 fosfato tetracalcico (TTCP) Cay(PO4),0 38-44 37-42
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A sintese da HA pode ser conduzida através de uma reagdo em meio aquoso, por
intermédio de reagentes contendo fons Ca*” ¢ PO, em pH acima de 9 (AOKI, 1994).

As reagdes podem ser do tipo acido-base:

10C3(OH)2 + 6H3PO4 Calo(PO4)6(OH)2 + 18H20
e

Figura 2.6. Rede cristalina da hidroxiapatita (CBPF, 2002).

Ou entre dois sais:
10C3C12 + NazHPO4 + 2H20 — > Calo(PO4)6(OH)2 + 12NaCl + 4H2

10Ca(NOs), + 6(NH)HPO, + 2H,0 — . Cayo(PO4)(OH), + 12NH,NO; + S8HNO;

Hidroxiapatita cristalina pode ser obtida mais eficientemente por meio de
reagoes em estado sélido entre fosfatos de calcio e CaO, Ca(OH), ou CaCOs, com
temperaturas acima de 900°C e em atmosfera constituidas de H,O e N,. Um exemplo é a

reacao entre a brushita e o carbonato de calcio:

6C3HPO42H20 + 4C3CO3 9000‘2 Calo(PO4)6(OH)2 + 4C02 + 14H20
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Monocristais de HA podem ser conseguidos por sintese hidrotérmica (AOKI,

1994; ELLIOT, 1998; DOROZHKIN & EPPLE, 2002).

Ao contrario da HA, o fosfato tricalcico (TCP), Ca3(PQO4),, nunca ocorre em
calcificagdes biologicas, exceto a sua forma contendo magnésio (Mg,Ca)3;(POs),. De
fato, estudos recentes mostram que o TCP puro ndo tem propriedades osteocondutoras
(HANDSCHEL et al., 2002; WANG et al., 2004). Apesar disso, o TCP associado a HA
da origem as chamadas ceramicas bifasicas (MONCHAU et al., 2002; HAO, et al.,
2003; KASTEN et al., 2003), que vém sendo amplamente utilizadas como enxertos

0Ssseos.

O TCP nao pode ser precipitado de solugdo, estando sua produgdo associada a
transformagdo de fase em estado sélido de hidroxiapatitas deficientes em calcio
submetidas a temperaturas acima de 800°C. Existem duas formas alotropicas de TCP: a-
TCP e o B-TCP. A forma o ¢ metaestavel a temperatura ambiente sendo produzida pelo
aquecimento da forma 3 acima de 1125°C. O o-TCP ¢ mais instavel em meio aquoso

podendo ser hidrolisado a misturas de outros fosfatos.

A solubilidade do TCP em agua ¢, consideravelmente, mais elevada do que a da
HA nas mesmas condi¢des. Logo, ceramicas bifasicas quando implantadas sdo passiveis
de uma degradacao muito mais rapida do que aquela observada para a HA. Isso pode ser
interessante quando se objetiva uma substituicdo controlada do material implantado por
tecido novo. Por outro lado, existem pelo menos duas questdes ligadas ao uso de
ceramicas bifasicas que ainda ndo foram devidamente esclarecidas. A primeira esta
relacionada a concentragdo ideal de TCP requerida para se equilibrar a taxa de
degradag@o do material com a taxa de formag¢ao do novo tecido. Provavelmente, esse
valor deve variar de acordo com a regido do implante € com o tamanho da lesdo,
tornando ainda mais dificil qualquer tentativa de avaliagdo. A segunda questdo esta
ligada ao comportamento celular frente a essa dissolucdo. Ou seja, como células
individuais reagem a uma superficie mecanicamente instavel, onde particulas ceramicas

e grandes quantidades de fons Ca®" e PO, sdo liberados?
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2.2.3. FORMACAO DE APATITAS BIOLOGICAS

Qualquer solugio que contenha quantidades suficientemente altas de fons Ca*" e
PO, estd sujeita a4 precipitagio do chamado fosfato de célcio amorfo (ACP),
Cax(PO4)y.nH,O (DOROZHKIN & EPPLE, 2002). Esse fosfato amorfo ¢ tido como um
produto de transicdo que leva a formagdo de fosfatos de célcio mais cristalinos, em

solucdes aquosas.

Sabe-se que o fosfato octacalcico (OCP) e hidroxiapatitas deficientes em calcio
(CDHA) tém energias de formagdo mais baixas que apatitas cristalinas,
termodinamicamente mais estaveis. A taxa de cristalizacdo do OCP a 37°C e pH 6,0 ¢
muito maior do que a da HA (ELLIOT, 1994). Logo, o OCP vem sendo descrito como o
precursor de apatitas em solucao aquosa (BROWN et al., 1987). A mudancga estrutural
de OCP para HA pode se dar também por meio de transformacdo de fase em estado

solido.

Em 1971, HENCH et al. descobriram que quando vidros, com determinadas
composi¢des quimicas, eram colocados em contato com fluido bioldgico, varias
alteragdes quimicas da superficie aconteciam, tornando a superficie do material
completamente diferente do seu interior. Foi descoberta uma seqiiéncia de, pelo menos,
trés estagios de reacdes superficiais que resultavam na formagao de uma fina camada de

apatita sobre a superficie de tais vidros (figura 2.7).

Plasma

+ + 2 : _
Na K Mg’ ci HCO so,’

PIV] Ca(in)  P(V) Ca(ll)

Figura 2.7 - Modelo sobre a
formacgao de apatitas
biologicas na superficie de
biovidros (modificado de
DUCHEYNE & KOKUBO,
1992).
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A lixiviagdo superficial foi descrita como o primeiro estdgio de transformagao,
onde cations de metais alcalinos ou alcalino-terrosos superficiais eram trocados por ions
H;O". Os grupamentos hidroxilas surgidos apos essa troca idnica promoviam a quebra
das ligacdes siloxana (Si-O-Si) e o silicio era liberado na forma de Si(OH)s;. A
superficie hidratada rica em grupos silandis (Si-OH) tendia a sofrer um processo de
expansao e policondensacdo dando origem a uma camada rica em silica gel hidratada. O
terceiro estadgio era caracterizado por reagdes de precipitagdo. Os ions calcio
provenientes do proprio vidro ou vindos da solugdo reagiam com o fosforo em solugao,
sendo precipitados sobre a primeira camada de silica hidratada (figura 2.7). A camada
formada, rica em calcio e fosforo, era inicialmente amorfa, sendo associada ao ACP. No
entanto, a incorporagdo subseqiiente de substituintes, como carbonato e hidroxilas,
tendia a aumentar a cristalinidade do material dando origem a uma carboapatita
deficiente em célcio, bastante semelhante a fase mineral 6ssea. Logo, os vidros que

desenvolviam esse comportamento passaram a ser chamados de biovidros.

A partir dai, comportamentos superficiais semelhantes comecaram a ser notados
ndo s6 nos biovidros, mas também em HA implantadas (BECKHAM, et al., 1971;
HEUGHEBAERT et al., 1988) e ceramicas bifasicas (LEGEROS ef al, 1990;
LEGEROS et al., 1992). Mais tarde descobriu-se que mesmo materiais considerados
inertes, como o Ti, podiam ser recobertos com tal camada quando em contato com
solucdes inorganicas simuladoras do plasma sanguineo (SBF) (KOKUBO, 1991;
ANDRADE et al., 2002). Uma maneira relativamente eficiente de se caracterizar a
bioatividade dos materiais foi desenvolvida com base nesses estudos. O grau de
bioatividade de um material passou a ser avaliado pela sua capacidade de formagao de

camadas de apatitas superficiais.

Exatamente duas décadas depois de Hench, Kokubo nomeou mais precisamente
essas camadas formadas em superficies, como apatitas biologicas (bone-like layers)
(KOKUBO, 1991; OHTSUKI et al., 1991). Desde entdo, numerosos estudos sobre a sua
formag¢do tém sido publicados. Hoje, o termo apatita bioldgica parece ter, pelo menos,
trés significados distintos: (a) apatitas, (b) apatitas deficientes em calcio ou

carbonatadas e (c) agrupamentos de pequenos nddulos cristalinos (KOKUBO, 2002).
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Sabe-se que todo biomaterial, logo apos entrar em contato com o tecido dsseo,
tende a desenvolver uma camada de apatita bioldgica. A Unica diferenca entre os varios
tipos de biomateriais existentes esta na cinética de deposicao dessa apatita. No entanto,
tais camadas sdo ricas em proteinas do plasma, diferentemente daquelas conseguidas em
solucdes de SBF in vitro. Mais recentemente, apatitas bioldgicas quimicamente
semelhantes aquelas observadas in vivo tém sido conseguidas pela incorporagdo de
proteinas as solucdes de SBF (SERRO et al., 1997; LIN et al., 2001). Outro meio de se
obter camadas ricas em proteinas ¢ a incubag¢do dos materiais em soro ou, no caso de
cultura de células, no proprio meio de cultivo suplementado com soro (KIZUKI ef al.,

2003).

2.3. INTERACAO CELULA/BIOMATERIAL

A adesao celular influencia varios fendmenos naturais, tais como, embriogénese,
manuten¢do estrutural dos tecidos, cicatrizacdo, resposta imune, metatases, além da
propria integracao biomaterial/tecido. A biocompatibilidade esta diretamente ligada ao
comportamento celular frente a superficie do material (ANSELME, 2000). O termo
adesdo ¢ uma expressao geral que parece englobar varios fendmenos que acontecem até

que a célula esteja estdvel sobre o material: adsorcdo, adesdo e espraiamento (figura

2.8).

Figura 2. 8. Ilustracdo sobre as etapas envolvidas no processo

de adesdo celular: adsor¢do, adesdo e espraiamento (de cima

para baixo).
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A aproximacdo da célula ao biomaterial ¢ o primeiro passo para a adesao e,
geralmente, envolve atragdes fisicas de carater eletrostitico, como atragdes
coulombiana e de van der Waals. Uma vez que a membrana celular lipidica desenvolve
carga superficial de acordo com o pH do meio essas atracdes sdo facilitadas. No
entanto, falar sobre uma adesao efetiva nesse estagio somente por conta dessas forgas ¢
algo err6neo, uma vez que qualquer forga cisalhante aplicada sobre a célula seria o
suficiente para desestabilizd-la. Além disso, a etapa de aproximacgao ¢ dificultada ainda
mais pelo impedimento estérico causado pelas cadeias proteicas que se projetam a partir
da membrana celular (KOLLER & PAPOUTSAKIS, 1995; ANSELME, 2000). Essa
fase estd intimamente ligada a adsor¢do fisica das células sobre o material sem, no

entanto, haver qualquer tipo de interagdes especificas (proteinas) célula/biomaterial.

A segunda fase descrita diz respeito a fase de adesdo propriamente dita. Varias
biomoléculas como proteinas da matriz extracelular, proteinas da membrana celular e
proteinas do citoesqueleto sdo envolvidas nessa fase. O reconhecimento da superficie
pelas células ¢ intermediado por proteinas que conduzem sinais de transdugdo até o
nucleo celular. No nucleo, por sua vez, fatores de transcricdo que regulam a expressao

genética celular, sdo produzidos (ANSELME, 2000).

A matriz extracelular 6ssea ¢ constituida de aproximadamente 90% de proteinas
colagenosas (colageno I e IV), 10% de proteinas ndo colagenosas (osteocalcina,
osteonectina, sialoproteinas, glicoproteinas, osteopontina e fibronectina), fatores de
crescimento e proteinas morfogenéticas oOsseas. Todas elas sdo sintetizadas pelos
osteoblastos e muitas delas atuam nesse processo de adesdo celular (ANSELME, 2000;

ANSELME et al., 2000).
2.3.1. PROTEINAS ENVOLVIDAS NA ADESAO CELULAR

Muitas das proteinas presentes na matriz extracelular dettm quimiotaxia ou
propriedades adesivas por efeito de uma seqiiéncia de aminoacidos RGD (Arg-Gly-Asp)

que ¢ reconhecida seletivamente pelos receptores distribuidos ao longo da membrana

celular: integrinas (figura 2.9) (MALAVAL et al., 1996; GRZESIK & ROBEY, 1994).
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Algumas pesquisas mostram que seqiiéncias sintéticas de GRGDS (Gly-Arg-
Gly-Asp-Ser) s3o inibidoras da adesdo celular (GRZESIK & ROBEY, 1994). Isso
sugere que do mesmo modo que existem seqiiéncias que facilitam a adesdo outras sdao
inibidoras. A resisténcia com que as células se ligam ao substrato varia conforme a
seqliéncia associada ao processo. Células da calvaria de ratos apresentaram uma melhor
adesdo sobre superficies recobertas com RGD do que com RGE (REZANIA et al,
1997). Mesmo a conformacao espacial dessas moléculas parece influenciar a adesao de

c¢lulas osteoprogenitoras (VERRIER et al., 1998).

Os sitios de adesao célula/biomaterial sdo chamados de contatos focais e a sua
parte exterior ¢ formada pelas integrinas. As integrinas sdo familias de heterodimeros

que consistem em associagdes nao covalentes entre unidades o e B (figura 2.9).

Tensio mecinica

[’ KCilY il Ry RG1 Rl RGN
T I T E e A T e srzi

U 1

Figura 2.9. Ilustragdo da adesdo celular sobre um material recoberto com RDG

(modificado de ANSELME, 2000).

Cada integrina possui uma parte extracelular, uma parte membranar e outra parte
menor citoplasmatica. Esses heterodimeros se ligam a proteinas internas como talina e

vinculina (figura 2.9). A ligagdo de todas essas proteinas, desde as integrinas até as
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proteinas internas, serve para transmitir sinais de reconhecimento superficial até o
interior da célula. As informacdes chegam ao nucleo celular por meio de reagdes
bioquimicas que se propagam no citoplasma. Ao sinal favoravel de adesdo o nucleo
estimula a producdo de feixes de proteinas do citoesqueleto que sdo arranjados em sua
periferia proximo a membrana celular estruturando as projecdes celulares e facilitando a

adesio (CRAIG & JOHNSON, 1996; ANSELME, 2000).
2.3.2. DIFERENCIACAO

Células tronco pluripotenciais provenientes de embrides humanos sdo cultivadas
com sucesso e podem se diferenciar nos mais diversos tipos de tecido e 6rgaos do corpo
de acordo com o meio em que elas se encontram. Por essa razdo, elas sdo vistas como
tendo uma capacidade ilimitada de recomposi¢ao de tecidos do corpo danificados
(THOMSON et al., 1998). No entanto, questdes éticas impedem o desenvolvimento de
tais propodsitos. Atualmente, uma grande atengdo tem sido dada a células-tronco
mesenquimais extraidas da medula 6ssea que podem se diferenciar, de igual modo, em

células de varios tecidos (GERSON, 1999) (figura 2.10).

Célnlas tronco mersequirnais 3
Froliferagén _D + ..D Iedula desea
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Y \ Y Y Y Y ol
" i‘? . - e . "
'*35{? — 'Hﬁ-'_ "‘...J 'L-‘gr' 'L'-ﬁr
' Y ' ' Y Y
Progressio da 3 3 y :
rogressio 0 o . J L .
mbageat ;’ F :ia":i = \@J 4 _.* -"’)
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Dlioblasto Ostechlasto  Condrdcite  Flroblasto  Préadipdeito Tenoblaste = Tecido
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< i & i ) 2
Diferenciagin i ( ,.3 J ] ESr
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Figura 2.10. Esquema sobre a diferenciacao de células-tronco mesenquimais em células

de varios tecidos (modificado de RISBUD & SITTINGER, 2002).
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Apos a fase de adesdo, em que a célula estabelece o primeiro contato com um
substrato que pode representar um biomaterial, vem a fase de espraiamento. Somente a
partir desse momento ¢ que a célula comega a expressar o seu fenotipo, sintetizando
proteinas da matriz extracelular e adquirindo sua forma especifica (CHESMEL et al.,

1995).

As variaveis que influenciam no processo de adesdo celular parecem influenciar
também no processo de diferenciacdo celular, uma vez que eles estdo inteiramente
interligados (ANSELME, 2000). As expressdes de proteinas como a osteopontina e a
sialoproteina por células tronco mesenquimais de ratos sdo mais intensas sobre HA do
que sobre Ti ou vitroceramicas (OZAWA & KASUGALI 1996). Condrocitos adquirem
forma poligonal quando em meio contendo fibronectina do plasma. No entanto, quando
estdo num meio contendo fibronectina celular, sua forma se torna plana e alongada
(KOLLER & PAPOUTSAKIS, 1995). HEALY et al. (1996) mostraram que células
Osseas fixadas sobre um material com diferentes cargas superficiais iniciam a

mineralizagdo, preferencialmente, em sitios carregados positivamente.

2.3.3. OUTROS FATORES QUE AFETAM A ADESAO

Topografia

A comparagao do comportamento de osteoblastos sobre biomateriais mostra que
eles reagem diferentemente de acordo com a rugosidade superficial do material. Véarios
trabalhos relatam que superficies mais rugosas tendem a acomodar melhor as células
(DINIZ et al., 2002). KNABE et al. (2002) observaram que o crescimento de
osteoblastos foi muito mais acentuado e homogéneo sobre as superficies rugosas
quando comparado a superficie polida de titdnio. A expressao do fenotipo das células
parece estar ligada diretamente, entre outros aspectos, a rugosidade do material

(BOYAN & SCHWARTZ, 1999).

ROSA et al. (2003) mostraram que a microporosidade de superficie em pastilhas
de hidroxiapatita parece ndo afetar nos momentos iniciais de adesdo (até 2h) de
osteoblastos murinos sendo que, a longo prazo, a proliferagdo, sintese de proteinas ¢ a

mineralizagcdo sdo favorecidas com o aumento dessa microporosidade. DELIGIANNI et
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al. (2001) ja haviam mostrado anteriormente que a proliferagdo de osteoblastos

humanos esta diretamente ligada a rugosidade de superficie.

Materiais macroporosos, ou que possuem poros maiores que as células,
desempenham fungdes diferentes daquelas observadas em materiais microporosos, €
ainda podem ser vistos diferentemente quando se fala em poros simples ou
interconectados. Poros simples e profundos geralmente ndo sdo proprios a invasao
celular, uma vez que estes ambientes ndo apresentam condi¢des favoraveis de
circulacao de nutrientes e subprodutos do metabolismo celular. A interconexao de poros
favorece sobremaneira a migracao de células para o interior do implante induzindo uma

mais rapida neoformacao tecidual e angiogénese.

Sabe-se que poros interconectados menores que 10um inibem a invasao celular,
poros entre 15 e 50um propiciam a neovascularizagdo, poros entre 50 e 150pum
permitem o crescimento da ostedide e acima de 150um facilitam a mineralizagdo da
ostedide formada (HULBERT et al., 1973). Um trabalho mais recente (CERRONI et
al., 2002) usando pequenos blocos de hidroxiapatita com poros interconectados e
células MC3T3-E1 (linhagem osteoblastica), mostrou bons resultados no que se refere a

invasao e proliferagdo celular para volume de poros entre 30 e 60%.

Um outro fendmeno importante causado pela topografia ¢ a orientagdo celular.
Virios trabalhos mostram que ranhuras superficiais nas dimensodes celulares induzem a
orientacdo de grupos ou células individuais ao longo do seu eixo (DEN BRABER et al.
1995; MATSUZAKA et al., 2003). Essa orientagcdo ocorre pela organizagdo ordenada
de células com espraiamento preferencial paralelo as ranhuras. A principal motivagao
para o estudo detalhado desse fenomeno ¢ a possibilidade de criagdo de arcabougos para
o desenvolvimento de tecidos direcionalmente organizados, como aqueles verificados
em tenddes. Além disso, sabe-se que osteoblastos orientados tendem a mineralizar mais
rapidamente (BRUNETTE & CHEHROUDI, 1999). Assim, osteointegracoes

tecido/implante mais eficientes podem ser conseguidas utilizando-se tal fendmeno.

Principalmente em materiais bioinertes como o titanio, ligas metalicas usadas

como implante ou polimeros, a topografia da superficie tem um papel fundamental no
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aumento da interacdo célula/substrato, ja que nao existe qualquer tipo de atrativo

quimico que facilite a adesao.

Hidrofilicidade

As células de um modo geral preferem substratos hidrofilicos aos hidrofobicos
(ALTANKOV & GROTH, 1995; LIAO et al., 2003). Isso pode ser explicado, em parte,
pela propria constituicdo da membrana celular lipidica que, sendo altamente hidratada,
tende a desenvolver melhores contatos com superficies igualmente hidratadas. Além
disso, varias das interacdes célula/material s sdo possiveis gracas ao carater hidrofilico
desse material. Materiais hidrofobicos como alguns polimeros densos, quando
biocompativeis, tendem a ser bioinertes e ndo bioativos. Polimeros altamente
hidratados, como os hidrogéis utilizados em reparos dos tecidos moles do corpo sdo
altamente bioativos ¢ estabelecem ligagdes com tecidos (LESNY et al, 2002;

AMBROSIO et al., 2002).

Energia de superficie

A energia de superficie influi diretamente sobre dois fendmenos extremamente
importantes para uma intera¢do eficiente célula/biomaterial: adsor¢do de proteinas e
aproximacao celular. O primeiro estagio logo ap6s a implantacdo de qualquer material
no corpo estd associado a adsor¢do de proteinas na sua superficie. O contato entre as
células e o biomaterial ¢ intermediado, portanto, por tais camadas protéicas adsorvidas

(ANSELME, 2000; CASTNER & RATNER, 2002).

A presenga de grupamentos quimicos doadores e receptores de elétrons na
mesma molécula fazem das proteinas compostos capazes de serem adsorvidos sobre os
mais variados materiais. Assim, os sitios superficiais disponiveis a adsorcdo de
proteinas sdo formados, basicamente, por afinidades quimicas. Tais afinidades se
refletem diretamente na energia de superficie dessas regides. No entanto, mesmo locais
onde a quimica superficial ¢ invariavel a energia de superficie pode adquirir grandezas
diferentes devido a modificacdes fisicas de superficie. A energia de superficie medida
sobre um material pode ser definida, entdo, como um reflexo das suas caracteristicas

fisicas e quimicas.
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Sabe-se que a aproximagao celular também ¢ dirigida, em parte, pela energia de
superficie, por meio de afinidades quimicas semelhantes aquelas exibidas por moléculas
(KOLLER & PAPOUTSAKIS, 1995). A associacdo entre a adsor¢do de proteinas e
aproximagao celular, regidas pela energia de superficie, parece definir uma maior ou
menor adesdo de células sobre os materiais. HALLAB et al. (2001) mostraram que, sob
certas condigdes, a energia de superficie pode ser mais importante que a rugosidade
superficial para uma melhor adesdo e proliferacao celular. Apesar do grande numero de
mediadores no processo de adesdo celular, SCHAKENRAAD et al. (1988) sugeriram
que a energia de superficie foi o fator determinante na aproximacao de células sobre

superficies poliméricas e superficies recobertas com camadas de proteinas.

2.4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

2.4.1. TECNICAS FISICAS
Difragdo de raios-X (DRX)

Na técnica de DRX um feixe de raio-X € incidido sobre a amostra, em um
angulo tal que permite a sua reflexdo. Essa reflexdo tende a se dar nos planos atomicos
mais superficiais da amostra. Como existe sempre um leve atraso entre um raio que
incidiu sobre um plano e outro que incidiu num plano logo abaixo, uma vez que as
trajetorias sdo paralelas, pode-se determinar a distancia entre os planos através da lei de
Bragg. No plano do detector, a situagdes que representam interferéncias construtivas

dos raios refletidos sdo dadas por:

niA = 2dsen0 2.1

onde:
A = comprimento de onda
d = distancia entre os planos do cristal
0 = angulo entre a superficie e os raios refletidos

n=1,2,3, ..

Logo, a quantidade de fases presentes, pureza do material, fases simples ou

multiplas, grau de cristalinidade dessas fases, quantidade de fase cristalina em relagao a
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amorfa e tamanho de cristais, de acordo com os parametros de rede do material, podem

ser obtidos por esta técnica (LEGEROS et al., 1995).

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

A técnica FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy) ¢ um método nao
destrutivo de andlise que estd fundamentado no fato de que grupos moleculares
absorvem energia em comprimentos de onda definidos do espectro infravermelho
provocando vibragdes, tor¢cdes e deformacdes das ligagdes interatdmicas. A alta
especificidade dessa absor¢do permite a caracterizagdo de quais grupos quimicos sao
sensibilizados em tais comprimentos de onda. A Transformada de Fourier aplicada a
esta técnica permite a amplificagdo dos sinais e da resolugdo, melhorando a

caracteriza¢cdo do material (GRAINGER & HEALY, 1999).

Além de informacdes sobre a natureza quimica do material, a técnica FT-IR
permite ainda especulagdes sobre a cristalinidade do material (LEGEROS et al., 1995).
Pode-se dizer que tudo que ¢ observado na difragdo de raios-X também pode ser
observado no infravermelho, no entanto, a difragdo de raios-X nao indica a natureza dos
constituintes quimicos da amostra. Uma das grandes vantagens da andlise por
infravermelho ¢ que ela pode ser conduzida em liquidos (organicos ou inorganicos) e

solidos (cristalinos ou amorfos).

Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios-X (XPS)

A técnica de XPS (X-ray photoelectron spectroscopy) também ¢ conhecida
como Andlise Quimica por Espectroscopia de Elétrons (ESCA, electron spectroscopy
for chemical analysis) e se baseia no efeito fotoelétrico descrito por Einstein em 1905.
Raios-X que bombardeiam a amostra interagem com seus atomos superficiais
energizando alguns elétrons que emergem da amostra sob a forma de fotoelétrons. A
medida dessa energia informa sobre a natureza dos atomos superficiais € os tipos de
ligagdes presentes. O XPS pode distinguir entre espécies oxidadas e nao oxidadas e
pode ser aplicado a todos os materiais so6lidos como polimeros e vidros, identificando
todos os elementos quimicos existentes, exceto hidrogénio e hélio. Informagdes de
atomos em até 10 nm de profundidade da superficie sdo obtidas desde que estes estejam

em concentracdes locais superiores a 0,1%. Além disso, essa técnica pode ser conduzida
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para superficies planas ou polidas, rugosas, esféricas ou pos (SLOMKOWSKI et al.,

2000), e sem causar danos a superficie (método ndo destrutivo).

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Na microscopia eletronica de varredura, um feixe de elétrons acelerados varre
toda a superficie da amostra (por meio de lentes eletromagnéticas), gerando varios tipos
de sinais (elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, fotons, raios-X, etc.). Para
cada sinal, um detector especifico deve ser usado. Elétrons secundarios de baixa energia
constituem, talvez, o sinal mais importante adquirido por MEV, e sdo provenientes de
profundidades que variam entre 5 e 50nm (profundidade de escape). A emissdo de
elétrons retroespalhados ¢ aumentada pelo aumento do numero atémico dos atomos
constituintes, servindo pra obtencdo de imagens contrastadas de regides com diferentes

composigoes.

Como o comprimento de onda associado aos elétrons ¢ bastante reduzido, se
consegue aumentos entre 10 e 100000X e uma resolu¢do de 300nm (com 1000X de
aumento). Além disso, a profundidade de foco ¢ de at¢ 0,lmm (com 1000X de
aumento), permitindo melhores imagens de superficies rugosas, uma vez que os niveis
topograficos da regido observada sdo preservados. Amostras ndo condutoras devem ser
recobertas com uma pelicula condutora de ouro para permitir a producdo de eletrosn
secundarios, impossibilitando o reaproveitamento da amostra (técnica destrutiva). O
acoplamento de um sensor EDS (energy dispersive X-ray spectrometer) pode ainda
qualificar e semiquantificar elementos quimicos presentes na amostra, no que se
conhece como microandlise por raio-X (FARINA, 1998; GRAINGER & HEALY,
1999; MANNHEIMER, 2002).

Angulo de contato

A medida do angulo de contato ¢ baseada na avaliacao morfoldgica de uma gota
de liquido sobre uma superficie sélida. Essa avaliacao ¢ feita por meio de um aparelho
denominado Gonidmetro, proprio para a determinacdo do angulo € formado entre a
superficie solida e a tangente ao liquido sobre o solido, partindo de um vértice comum

(figura 2.11).
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De uma relagdo vetorial entre as diferentes tensdes interfaciais envolvidas,

temos a equac¢do de Young (KWOK & NEUMANN, 1999)

ysy = ys. + yrycosO 2.2

onde, ysy, ys. € YLy sd0, respectivamente, as tensdes interfaciais solido-vapor, solido-
liquido e liquido-vapor. O valor numérico obtido 6 pode ser usado em varias
determinagdes caracteristicas da superficie estudada. O grau de molhabilidade da
superficie e previsdes do comportamento de liquidos de naturezas diferentes sobre o
mesmo material podem ser facilmente obtidos. Ou seja, a hidrofilicidade ou
hidrofobicidade das superficies podem ser avaliadas assim. Mais detalhadamente, pode-
se avaliar a energia livre superficial (4Gs), trabalho de adesdo (W,;) e ainda as
componentes polares (ys") e dispersivas (ys”) que compdem a tensdo superficial (ys).
Existem varios métodos para determinacdo do angulo de contato. Pela facilidade, o
método brevemente descrito acima (Método da Gota) e seu inverso (Método da Bolha)
sdo os mais usados em superficies solidas. No entanto, métodos menos diretos, como o
da Ascensdao Capilar, sdao usados em sistemas mais complexos como, por exemplo,

solidos particulados.

Figura 2.11 - Modelo
YLv l representando o Método da
Gota usado na determinagao
Vsv da energia de superficie
0 Vs. N
-4 L pela molhabilidade.

2.4.2. TECNICAS BIOLOGICAS

Adesdo e proliferacdo de células (in vitro)

Testes in vitro sdo conduzidos obrigatoriamente antes de qualquer teste in vivo
por questdes €ticas e praticas. Existem varios tipos de células que podem ser usadas em
estudos in vitro. O uso de cada uma delas vai depender do material que se quer testar ou

do tipo de avaliacdo que se quer fazer. A avaliacdo da biocompatibilidade de materiais
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usados em reparos Osseos ¢ conduzida, geralmente, com osteoblastos. Quando a
avaliacdo ¢ sobre uma possivel toxicidade outros tipos de células podem ser utilizadas.
Células com muitas passagens sao menos resistentes e detém uma menor atividade que
as células da primeira geragdo. Testes mais rigorosos necessitam de células da primeira

geragao, pois estas conseguem expressar seu fenotipo de forma razoavel.

Apesar dos testes in vivo simularem a situagdo real na qual o implante ird
funcionar eles também deixam a desejar, uma vez que estes testes sdo feitos geralmente
em outras espécies de mamiferos, ndo humanos. O nivel de carregamento, aspectos
comportamentais, alimentares e metabolicos sdo diferentes em cada espécie de
mamifero e caracterizam-se em variaveis que afetam o resultado desses testes. De
qualquer modo, avalia¢des in vitro disponibilizam informagdes rapidas e de baixo custo
sobre a biocompatibilidade do material (BLACK, 1992). Viarios métodos podem ser
utilizados a fim de se avaliar citotoxicidade, grau de adesdo celular, proliferagdo de
células, expressdo de proteinas da matriz extracelular e (no caso das células Osseas)

mineralizagdo.

Microscopia de Fluorescéncia

A emissao de luz por uma substancia que ¢ estimulada térmica, luminosa ou
quimicamente ¢ chamada de luminescéncia. Tais estimulos promovem,
energeticamente, elétrons em niveis de energia mais baixos para niveis mais elevados
(estado excitado). O retorno desses elétrons a posicdo de equilibrio acontece
acompanhado da liberagao de energia sob a forma de luz. Quando a excitacao ¢ causada
pela luz incidente, o fenomeno de emissao ¢ dito fotoluminescente. A fotoluminescéncia

¢ dividida ainda em fluorescéncia ¢ fosforescéncia. Quando a emissao de luz ¢

o~

encerrada no mesmo instante que a fonte estimuladora ¢ retirada, o fendmeno
classificado como fluorescente. Por outro lado, na fosforescéncia, mesmo apds a

retirada da fonte de excitacdo, a emissdo ainda pode ser vista por algum tempo.

O microscopio de fluorescéncia se baseia na excitagdo de uma amostra
fotosensivel a luz em algum comprimento de onda definido, e na captacdo da luz
emitida pela amostra (NIKON, 2002). As principais vantagens de se utilizar esta técnica

sao:
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Substancias especificas tais como proteinas, antigenos, DNA e RNA podem ser
observados seletivamente;

Mesmo espécies que ndo sdo auto-luminescentes podem ser processadas de
modo a se tornarem luminescentes, pelo emprego de fluorocromos;

Espécies que ndo podem ser observadas em microscopio Optico comum sao
facilmente observadas devido ao contraste da fluorescéncia;

Diversos tipos de informacdes sdo obtidas pela luz da fluorescéncia permitindo

analises quantitativas e qualitativas da amostra.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS
3.1.1. HIDROXIAPATITAS

Hidroxiapatitas estequiométricas (E-HA) e deficientes em calcio (CD-HA)
foram sintetizadas pelo método de precipitacdo em solugdo (MAVROPOULOS et al.,
2003) no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF). Andlises quimicas permitiram
a avaliacdo da razdo Ca/P para cada uma das hidroxiapatitas. Os teores de célcio e
fosforo foram obtidos, respectivamente, via titulagdo complexométrica usando EDTA e
espectrofotometria de absor¢do molecular (BALMAIN et al., 1982). Trés pos de HA
com razdes Ca/P distintas foram obtidos: 1,58 + 0,02 (CD-HA), 1,66 = 0,02 (E1-HA) ¢
1,67 £ 0,02 (E2-HA). Analises adicionais de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) e difragdo de raio-X (DRX) confirmaram parametros

cristalograficos e composi¢do quimica dos pos.

3.1.2. PASTILHAS DENSAS DE HA E HA/TCP

Pastilhas densas com 7,6mm de didmetro ¢ 1,Imm de altura foram produzidas
por prensagem uniaxial de 100mg de pé de HA, sob uma carga de 500Kg (108MPa)
durante 15min, usando uma matriz de aco temperado. Ranhuras paralelas foram
usinadas sobre metade da superficie da matriz de prensagem, deixando a outra metade
lisa. Apés a prensagem, a superficie das pastilhas obtidas exibiram uma imagem
negativa da matriz de ago, contendo, igualmente, duas regides, uma lisa e outra

ondulada (figura 3.1).

. Figura 3.1 - Modelo da superficie de uma
| pastilha apds prensagem. Dois padroes

topograficos podem ser identificados: uma

regido lisa (a) e outra ondulada (b).

7.6mm -
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ApoOs a prensagem, as pastilhas foram divididas em dois grupos. O primeiro
grupo foi calcinado a 1150°C por 2h e o segundo, por 72h, com o intuito de aumentar
sua resisténcia mecanica e produzir pastilhas bifasicas constituidas de HA
estequiométrica e fosfato tricalcico (TCP), pela decomposi¢ao das HA deficientes em

calcio. Com isso, 5 tipos de pastilhas foram produzidos, como resumido na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Relagdo entre os pds de HA usados na preparacao das pastilhas, o tempo de
calcina¢do empregado e a designacdo final das pastilhas obtidas. Essa designagdo levou
em conta o nome do po inicial (CD, E1 e E2) bem como o tempo de calcinagdo (a = 2h

e b ="72h).

Tempo de calcinacio

Pos de HA a 1150°C (h) Pastilhas obtidas
2 CD,
CD-HA 7 CD:
2 El,
E1-HA 7 El,
E2-HA 2 E2,

3.2. METODOS
3.2.1. TOPOGRAFIA DAS PASTILHAS

A topografia da regido ondulada sobre as pastilhas foi avaliada por meio de
Andlise de Imagens. Usando microscopia eletronica de varredura (MEV), varias
imagens da secdo transversal de uma pastilha foram capturadas e processadas
digitalmente de modo a se obter o perfil dessa regido, incluindo medidas mais precisas
de largura, altura, raio de curvatura e distancia entre as ondula¢des. O microscopio
usado foi o modelo JSM-5310 da JEOL. Os programas especificos de analise de
imagens Adobe® Photoshop® 6.0 e Global Lab Image® foram usados, respectivamente,

para ajustar e segmentar as imagens, ¢ efetuar as medigoes.
3.2.2. COMPOSICAO QUIMICA
A composic¢ao quimica das pastilhas apos calcinagdo foi investigada por meio de

FT-IR e DRX, usando o p6 obtido da trituracdo de pastilhas. Os espectros de DRX

foram obtidos variando 20 de 10° a 100°, com uma velocidade de 1°/min e passo de
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0,05° em um difratdmetro de alta resolu¢do RIGAKU MINIFLEX (Nucleo de Catalise -
PEQ/COPPE/UFRIJ). Os parametros da célula unitaria dos compostos identificados
foram refinados usando o programa Celref com auxilio dos cartdes contidos no JCPDS
(HA n® 9-432, 0-TCP n® 29-0359 ¢ B-TCP n® 9-169). As quantidades das fases presentes
em cada pastilha puderam ser determinadas pela utilizagdo de uma curva de calibragao
obtida da relagcdo linear entre as intensidades maximas relativas de reflexdo dos
compostos em questdo py = [ga(211)/[Iga(211) + I1cp(034)] € a quantidade de a-TCP
contida numa mistura padrao conhecida HA/a-TCP (OLIVEIRA et al., 2003).

A andlise de FT-IR foi executada pelo método de pastilhas de KBr, no modo
transmitancia, varrendo o espectro de 4000 a 400cm” e usando um espectrémetro

NICOLET MagnalR-760 (Laboratorio de Analises - [Q/UFRYJ).

3.2.3. ENERGIA DE SUPERFICIE

Dois métodos distintos foram usados na determinacdo do angulo de contato
sobre as ceramicas usadas: Método da Bolha e Ascensdo Capilar. A partir do angulo

obtido, a energia de superficie pdde ser calculada.

Meétodo da Bolha

Este método se constitui numa inversdo do usual Método da Gota. As pastilhas
CD, ¢ E1, foram fixadas horizontalmente sobre um suporte que foi imerso no liquido
em questdo. Soltou-se uma pequena bolha de ar, por meio de uma seringa invertida, que
se depositou sob a superficie da pastilha (figura 3.2). Usando um gonidometro acoplado a
um computador, a imagem da bolha foi captada. O valor do angulo de contato foi
calculado automaticamente com base nas tangentes interfaciais horizontais e verticais,
no lado direito e esquerdo da imagem projetada, totalizando quatro valores. De acordo
com a convengdo estabelecida para o Método da Gota, o angulo de contato ¢ sempre
aquele formado entre a superficie sélida e a tangente ao liquido sobre o sélido partindo
de um vértice comum (DECKER et al., 1999). Isso implica dizer que o valor obtido no
Método da Bolha ndo se adequa a regra acima, uma vez que o angulo calculado pelo

gonidmetro o ¢ formado entre a superficie solida e a tangente ao ar sobre o so6lido
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(vértice comum). Logo, para o Método da Bolha, o angulo real # deve ser o valor

suplementar ao obtido: 8 = (180°- a).

Os liquidos usados foram agua MilliQ e glicerol (VETEC, grau analitico) sob
uma temperatura de 25°C. Para cada liquido, foram usadas 3 pastilhas de cada grupo.
Avaliaram-se 6 bolhas sobre regides diferentes da superficie de uma mesma pastilha e,
para cada bolha, 10 medidas de angulo de contado foram tomadas. Calculou-se o valor

médio do angulo de contato, e o erro, associado ao desvio padrao.

Figura 3.2 - Modelo do aparato

usado na determinacdo do angulo de

contato pelo Método da Bolha.

Antes das medidas, realizaram-se alguns testes para fixar as melhores condi¢des de
trabalho, como a influéncia do tempo e do tamanho das bolhas no valor obtido. Assim,
varios tamanhos de bolha foram testados. Do mesmo modo, investigou-se uma possivel
variagdo significativa nos valores de angulo de contato ao longo de 2h, para uma mesma
pastilha e liquido. E importante salientar que todas as medidas foram efetuadas sobre a

regido plana da pastilha.

De posse dos valores obtidos para o angulo de contato da dgua e glicerol, a tensdo
superficial das pastilhas e suas componentes polar e dispersiva foram calculadas pelo
método da aproximagdo geométrica descrito, primeiramente, por OWENS & WENDT

(1969).

Sabe-se que o trabalho de adesdo (W,,) ¢ definido como,
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Waa = ys+ yr-yst 3.1

onde, ys ~ ysy € y. ~ yry. Este trabalho pode ser separado em dois componentes distintos,
um dispersivo Wik (referente as forgas de London) e outro polar Wi (referentes a

forcas de Keesom e Debye, e outras forgas de carater polar):

Wad = WadD + WadP 32
Sabe-se que,
Wea = 2(rs 7)™ 3.3

Combinando as equagdes 2.2, 3.1, 3.2 e 3.3 temos,

(1 + cosO)y, = 2[(vs"y )" + (sPyl)"] 3.4

D P~ - .. . . .
onde, ys~ e ys sdo as tensdes superficiais dispersiva e polar, respectivamente, da
superficie solida estudada, e y,” e 7, sdo as tensdes superficiais dispersiva e polar,

respectivamente, do liquido usado (tabeladas).

A determinacdo do angulo de contato pelo Método da Bolha foi realizado no

Laboratorio de Quimica de Interface e Coloides - PEMM/COPPE/UFRIJ.

Ascensdo Capilar

O método da Ascensao Capilar ¢ indicado principalmente para a determinagao
do angulo de contato de materiais particulados (LIU et al., 1997). Dessa forma, 300mg
do pd obtido pela trituracdo de pastilhas CD, e El, foram colocados num capilar
graduado (2mm de didmetro), fechado na sua extremidade inferior por uma membrana
permeavel, e compactados até atingirem uma altura fixa dentro do capilar. A
extremidade permeével do capilar foi, entdo, colocada em contato com o liquido em
questdo e a velocidade de ascensdao desse liquido dentro do capilar foi medida. Apos

cada ascensdo, secou-se o sistema a 60°C por 30min a fim de se efetuar uma nova
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ascensao com outro liquido. Esse procedimento foi realizado em triplicada para cada

liquido usado, sendo que, duas compactacdes foram feitas para cada tipo de pastilha.

A taxa de ascensdo do liquido no capilar pdde ser relacionada com o angulo de

contato pela equagao de Washburn (SIEBOLD et al., 2000),

W= tyrrcos0/2m 35

onde, & ¢ a altura do liquido penetrante em determinado instante ¢, y, é a tensdo
superficial (liquido-vapor) do liquido usado, » ¢ o raio médio dos poros entre as
particulas, # ¢ a viscosidade do liquido ¢ 8 ¢ o angulo de contato. O valor de r ¢
dependente do grau de compactacdo entre as particulas, logo, cada sistema possui um r
caracteristico. A presenca de duas varidveis impossibilita o uso direto dessa equagao.
No entanto, » pode ser conseguido pela ascensdo de liquidos que molhem
completamente a amostra, ou seja, que definam um angulo de contato de 0° (cos 6= 1).

Assim,

r= (/0 2ny. 3.6

A reta definida pela equagdo acima pode ser tracada pelo uso de, pelo menos,
trés alcanos liquidos (cosf = 0°), onde o coeficiente angular da reta é o proprio . Neste
trabalho, n-hexano, n-heptano e n-dodecano (VETEC, grau analitico) foram usados.
Ap6s a determinagdo do valor de 7, os angulos de contato de dois outros liquidos (éter e
acetona) puderam ser facilmente obtidos pela aplicacdo da equacdo 3.4. De forma
idéntica ao item descrito anteriormente, por meio da aproximacdo geométrica de
OWENS & WENDT (1969) definida pela equacdo 3.3, os valores de tensdo superficial

s, YSD e ysP foram calculados.

A escolha de éter e acetona deve-se ao fato de que estas substancias ndo reagem

quimicamente com a superficie, permitindo a reutilizacdo das amostras.
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3.2.4. CULTURA DE OSTEOBLASTOS

Todos o procedimentos com células foram conduzidos no Banco de Células do

Rio de Janeiro do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/UFRJ.

Cultura Primaria

Osteoblastos humanos foram extraidos de amostras Osseas obtidas de
intervengdes cirurgicas no Hospital de Traumato-Ortopedia do Rio de Janeiro sob
supervisio do Comité de Etica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As amostras
(explantes) foram cortadas em pequenos pedagos com cerca de lem de didmetro e
lavadas extensiva e repetidamente em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). Em
seguida, as amostras foram tratadas com colagenase 1A (duas imersdes de 1 e 2h,
respectivamente, a 37°C) para remover células aderentes e ndo-aderentes superficiais,
expondo a parte trabecular interna do osso. A atividade da colagenase foi inibida pela
adicao de meio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). Apos nova lavagem em PBS, cada explante foi
colocado em garrafas de cultivo de 25cm® contendo um filme liquido de DMEM
suplementado com 10% de SFB e antibidticos (100U/mL de penicilina e 100pug/mL de
estreptomicina), raso o suficiente para molhar somente a base de cada explante. Todos
os procedimentos anteriores foram efetuados em atmosfera estéril, dentro do fluxo
laminar. O cultivo foi conduzido em um incubador a 37°C, sob uma atmosfera imida

contendo 95% de ar e 5% de CO,, e com trocas do meio de cultivo a cada trés dias.

Manutencdo da cultura (sub-cultivos)

Logo que as culturas primarias atingiram confluéncia (ocuparam cerca de 80%
da superficie disponivel na garrafa) os explantes foram retirados cuidadosamente e
colocados em outra garrafa contendo um filme de DMEM suplementado, para promover
a migracdo de mais células, de modo igual ao descrito anteriormente. As células em
confluéncia, ja sem o explante, foram lavadas com uma solucao salina balanceada livre
de ions célcio e magnésio (BSS.CMF) e tratadas com tripsina até que os contatos de
adesdo célula/superficie e célula/célula estivessem desfeitos, e a maior parte das células
estivesse em suspensdo. A visualizagdo das células foi feita em um microscopio de

contraste de fases (LEICA DM IL 090). Finalizou-se a agdo da tripsina pela adicdo de
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DMEM suplementado com 10% de soro e a suspensdo de células resultante foi
imediatamente centrifugada a 1300rpm durante Smin. O sobrenadante isento de células
foi descartado e as células ressuspendidas em DMEM suplementado com 10% de SFB
sem antibioticos. Cerca de 2cm’ dessa suspensio foram transferidos para uma garrafa de
cultivo de 250m2, incubados em estufa a 37°C, sob uma atmosfera imida contendo 95%

de ar e 5% de CO; e com trocas do meio de cultivo a cada trés dias.

O procedimento descrito acima caracteriza uma passagem celular. Entdo, apds a
primeira tripsinizac¢ao, diz-se que as células deixam de ser uma cultura primdria e
passam a ser designadas como células de primeira passagem. A cada tripsinizagdo, uma
passagem a mais ¢ incorporada. Ao atingirem confluéncia, as células sdo novamente
tratadas com tripsina e expandidas em uma nova garrafa de cultivo, conforme descrito.

Dessa forma, as culturas foram expandidas até a terceira passagem.

Uma outra parte das células em cultura primaria foi tripsinizada, centrifugada,
ressuspendida em SFB contendo 10% do agente crioscopico dimetilsuféxido, colocada
em tubos de criopreservagao, identificada e congelada imediatamente em nitrogénio

liquido, servindo como um estoque de células.

3.2.5. TESTE DE FOSFATASE ALCALINA

Aproximadamente 10* células em segunda passagem foram semeadas em
laminas de vidro dentro de placas de cultivo de 4 pocos e cultivadas em DMEM
suplementado com 10% de SFB. Apos 7 dias em cultivo, as células foram lavadas trés
vezes com PBS, fixadas em solu¢do de formaldeido (4%) em PBS por 15min, lavadas
novamente com PBS e tratadas em tampao Tris-HCI (pH 8,2) para fosfatase alcalina. As
células foram coradas usando um kit de teste proprio para fosfatase alcalina (Vector®
Red Kit I Cat. No. SK-5100) seguindo as instrug¢des do fabricante, por 1h, protegidas do
contato direto com a luz, lavadas com PBS e dgua bidestilada. A marcacdo das células
foi avaliada pelo uso de microscopia de fluorescéncia (microscopio ZEISS Axioskop II

Plus) no Laboratorio de Neuro-Histologia e Ultraestrutura - ICB/UFRJ.
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3.2.6. CULTURA DE OSTEOBLASTOS SOBRE PASTILHAS

Inicialmente as pastilhas foram esterilizadas por imersdao durante 10min em
etanol e aquecimento em estufa a 120°C por 48h. O método usual de autoclavagem foi
substituido pela possibilidade de transformacao quimica de superficie e dissolucao do
TCP. Para promover uma melhor adesdo celular e estabilizar o pH inicial do meio de
cultivo, as pastilhas foram colocadas nas placas de cultivo e imersas em DMEM
suplementado com 10% de SFB por lh antes da inoculagdo de células. Tal
procedimento ¢ comumente relatado em estudos semelhantes (ANSELME, 2000;

MONCHAU et al., 2002).

Quatro experimentos usando células em terceira passagem foram efetuados para
avaliar o efeito das ondulacdes, da energia de superficie, da composi¢do quimica e do
nimero de células plaqueadas sobre os comportamentos de adesdo, proliferacdo e
migracio celular. No primeiro experimento, cerca de 2,5x10* células foram inoculadas
sobre as pastilhas CD,. No segundo, cerca de 4,0x10° células foram plaqueadas sobre
cada pastilha (CD, e El,). No terceiro, as pastilhas CD, e E2, foram usadas com
1,3x10* células sobre cada uma delas. E no quarto, 2,0x10° células foram inoculadas
sobre cada pastilha (CDy € Ely). As células foram monitoradas em 4h, 1, 2, 4, 7 ¢ 14
dias em cultivo. Eficiéncia de adesdo, proliferagdo, migracdo e morfologia das células

foram avaliadas.

3.2.7. MORFOLOGIA CELULAR

A morfologia das células sobre as pastilhas foi avaliada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Células aderidas foram fixadas usando uma solugdo de
glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,1mol L™ por 1h e pos-fixadas com
uma solugdo de tetroxido de 6smio 1,0% em tampio cacodilato de sédio 0,1mol L™ por
15min. Apds fixagdo, as células foram desidratadas por imersao em solugdes aquosas de
etanol com concentragdes crescentes (15%, 35%, 50%, 70%, 90% e 100%). Cada
imersdao durou cerca de 10min tomando-se o cuidado de nunca deixar a amostra secar,
para evitar danos a estrutura da membrana das células. As amostras foram secas usando

aparelho de ponto critico de CO, (BAL-TEC CPD 030) no Instituto de Microbiologia
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Professor Paulo de Gées - CCS/UFRIJ, recobertas com um filme de ouro por sputtering
(aparato Balzers) e examinadas criteriosamente em microscopios eletronicos de
varredura ZEISS DSM 940A (Laboratorio de Microscopia Eletronica -
PEMM/COPPE/UFRJ) e JEOL JSM-5310 (Laboratério de Ultraestrutura Celular
Hertha Meyer - ICB/UFR]J).

3.2.8. AVALIACOES CELULARES QUANTITATIVAS

Eficiéncia na Adesdo
Por meio da razdo entre o numero de células aderidas, at¢ 4h apds o
plaqueamento, e o numero de células inoculadas sobre as pastilhas, obtiveram-se

indices relacionados a eficiéncia com que as células se ligaram a cada substrato.

Proliferagdo Celular

A quantificacdo das células sobre as pastilhas foi efetuada por meio de
microscopia Optica de reflexdo (OLYMPUS BX 60M), no Laboratério de Anélise de
Imagens - PEMM/COPPE/UFRIJ. As pastilhas contendo células foram cuidadosamente
lavadas com PBS a 37°C, a fim de se remover eventuais células mortas e/ou nao
aderidas a superficie, e fixadas em metanol por 20min. Em seguida, as células foram
lavadas com 4gua destilada e coradas com uma solu¢do PBS/Giemsa (4:1) por Smin.
Para cada pastilha, 25 imagens de superficie foram capturadas no microscopio usando
objetiva de 5X e ocular de 10X. A aquisi¢do digital das imagens e o seu processamento
pelos programas Adobe® Photoshop® 6.0 e Global Lab Image® permitiram a
determinag¢do do numero de células na superficie. Cada nticleo corado correspondeu a
uma célula. Logo, a unidade de medida adotada foi nimero de células por area de

superficie. Essa avaliacdo foi realizada nos tempos de 4h, 1, 2, 4, 7 e 14 dias.

Preferéncia topogrdfica e orientagdo celular

De modo semelhante ao descrito acima, uma avaliagdo mais criteriosa pdde ser
feita com relagdo a variagdo do numero de células sobre as ondulagdes e nas regides
planas vizinhas, ao longo do cultivo, sendo possivel o estudo das preferéncias celulares
em relagdo a aspectos topograficos superficiais. Todas as determinacdes levaram em

consideracdao o aumento de area provocado pela ondulagdo.
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O namero de células com espraiamento preferencial na mesma direcdo das
ondulagdes pdde ser monitorado ao longo do cultivo. Essa avaliacdo baseou-se na razao
entre o numero de células orientadas e o nimero total de células sobre as ondulagdes.
Somente as células arranjadas paralelamente as ondulacdes e dispostas sobre elas foram

consideradas orientadas.

3.2.9. TRANSFORMACOES DE SUPERFICIE IN VITRO

Porosidade

A variagao na porosidade superficial das pastilhas CD, foi monitorada ao longo
do cultivo com células (4, 7 e 11 dias) por Anélise de Imagens. Para a aquisicdo das
imagens, a superficie da pastilha foi dividida em quatro areas. De cada regido, 4
imagens em MEV (ZEISS DSM 940A), no modo elétrons retroespalhados e sob um
aumento de 2000X, foram capturadas digitalmente, totalizando 16 imagens por pastilha.
Usando o programa Global Lab Image®, a ocupagio da superficie por poros (%) foi

obtida.

Quimica de Superficie (FT-IR)

As pastilhas CD, e E1, foram incubadas (sem adi¢dao de células) em DMEM
suplementado com 10% de SFB em estufa a 37°C, sob uma atmosfera imida contendo
95% de ar e 5% de CO, e com trocas do meio de cultivo a cada trés dias, identicamente
a um cultivo normal de células. Apds o periodo de incubagdo, as pastilhas foram
lavadas em agua MilliQ e secas a temperatura ambiente em dessecador, sob vacuo.
Andlises de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (no modo
refletancia difusa), foram conduzidas tanto sobre a superficie lisa quanto sobre a regido

ondulada das pastilhas, em 4 e 14 dias apds a incubacao.

Em outro experimento, as pastilhas CD, e E1, foram trituradas separadamente e
o po resultante, incubado em placas de cultivo com 2mL de DMEM suplementado com
10% de SFB em estufa a 37°C, sob uma atmosfera timida contendo 95% de ar e 5% de
CO; e com trocas do meio de cultivo a cada trés dias. Apos incubagdo em 2 horas, 4, 7 ¢
14 dias, o meio de cultivo foi cuidadosamente retirado, as amostras, lavadas com agua

MilliQ a 14°C e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. A secagem foi
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conduzida por liofilizagao (liofilizador de mesa FTS SYSTEM, Flexi-Dry FD-1-54A)
no Laboratorio de Ressonancia Paramagnética Eletronica - CBPF, por 24h. Apos
secagem as amostras foram analisadas por FT-IR pelo método de pastilhas de KBr, no

modo absorvancia, varrendo o espectro de 4000 a 400cm™.

As analises dos dois experimentos acima foram realizados num espectrometro

NICOLET MagnalR-760 no Laboratério de Analises - IQ/UFRJ.

Quimica de Superficie (XPS)

Osteoblastos foram inoculados sobre uma pastilha E1, e cultivados nas mesmas
condicdes descritas no item 3.2.6, por 4 dias. Entdo, a pastilha foi lavada com solugdo
salina balanceada livre de ions célcio e magnésio (BSS.CMF) e tratadas com tripsina
para desfazer os contatos de adesdo célula/superficie, deixando-a livre de células.
Lavou-se em agua MilliQ e secou-se a temperatura ambiente em dessecador de silica
sob vacuo. Como controle, uma outra pastilha E1, ndo cultivada, foi, do mesmo modo
que a primeira, lavada em BSS.CMF, tratadas com tripsina, lavada com agua MilliQ e
seca a temperatura ambiente em dessecador de silica sob vacuo. As duas pastilhas foram
submetidas a analise superficial via espectroscopia de fotoelétrons por raios-X (XPS
1257 PHI) no Nucleo de Catalise - PEQ/COPPE/UFRJ. O aparelho foi operado a 12kV
em um angulo de 54°, com energia Ka do Al (1486,6eV) e didmetro de feixe de
aproximadamente Smm’. Nenhum bombardeamento com elétrons foi feito de modo a se
obter informagdes apenas da camada mais externa de superficie (até 10nm). Espectros
mais detalhados foram obtidos para os elementos carbono, célcio, fosforo, oxigénio e

nitrogénio.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS

4.1. MATERIAIS
4.1.1. TOPOGRAFIA DAS PASTILHAS

As pastilhas calcinadas por 2h a 1150°C sofreram uma redug¢do de 21,0% no seu
diametro original, ficando com 6,0mm de didmetro e 1,0mm de altura. Aquelas
calcinadas a 1150°C por 72h sofreram uma redugdo de 28,9%, ficando com 5,4mm de

diametro ¢ 0,9mm de altura.

Na figura 4.1, pode-se observar uma imagem em MEV da regido ondulada de
uma pastilha e seu perfil. O contorno das ondulacdes foi obtido pela montagem de
imagens laterais de uma mesma pastilha. Nao houve homogeneidade na disposicao,
altura e largura das ondulagdes. As alturas variaram de 10 até 85um (base a topo), e as
larguras entre 87 e 235um. A distancia entre as ondulagdes vizinhas variaram de 92 a

456um (cume a cume). Apesar dessas variagcdes de altura e largura, o raio de curvatura

foi 0 mesmo para todas elas (~ 175um).

Figura 4.1 - Detalhes em
MEV de uma pastilha apds

calcinacao mostrando

ondulagdes superficiais e seu

mw —~—— perfil.

De uma maneira geral, nenhum padrao topografico diferenciado, no que se
refere ao grau de microporosidade e rugosidade de superficie, foi observado por MEV
entre as regides planas e ondulagdes. As pastilhas que apresentaram defeitos, gerados no

momento de prensagem, foram descartadas.
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4.1.2. COMPOSICAO QUIMICA

Os padroes de DRX das pastilhas CD,, CDy, E1, e El,, confirmaram a presenca
tanto de hidroxiapatita (HA) quanto de fosfato a-tricalcico (a-TCP). Os picos
caracteristicos correspondentes aos planos de difragdo da HA (2 1 1) e do a-TCP (0 3 4)
foram identificados em angulos de difracdo 26 de 31,8° e 30,7°, respectivamente (ver
figuras IV.2 e IV.3). O padrdo de difracao da pastilha E2, corresponde ao padrao de
uma HA pura, sem qualquer trago de TCP (ver figura 4.3). O pico caracteristico da
forma alotrépica B-TCP (0 2 1 0) em 260 = 31,0° ndo foi significativo em nenhuma das

amostras.

°
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Figura 4.2 - Espectros de DRX do p¢ das pastilhas CD, e CDy, calcinadas a 1150°C por

2h e 72h, respectivamente.
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® HA
° H o-TCP

Figura 4.3 - Espectros de DRX do po6 das pastilhas El, e E2,, calcinadas a 1150°C por
2h, e El, calcinada a 1150°C por 72h.

Os valores de intensidade méaxima de difracdo obtidos dos espectros para as
formas HA (/4) € a-TCP (I,.rcp) foram inseridos na equacao p, = Ipa(211)/[Ig4(211) +
1,.7cp(034)] para obtengdo do valor de intensidade relativa de difracdo p,. Aplicando-se
este valor a curva de calibragdo (OLIVEIRA et al., 2003) mostrada na figura 4.4 e
definida pela equagdo 4.1, os valores de concentracdo de HA (X}4) no sistema bifasico

foram determinados.

Xua=122,749p, - 12,63 4.1

O coeficiente de correlagdo para a curva de calibragdo usada foi de 0,9989 (}"2 =

0,9978). Os valores de intensidade de difracdo da HA (/p4), do o-TCP (I,.rcp),
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intensidade relativa de difracao (p,) € as concentragdes calculadas de HA e a-TCP nas

pastilhas estdo listados na tabela 4.1, abaixo.

XHA (%%)

90

80
70 +

60

T
0,4

pa = IH//(IHA+ Ia - TCP)

T

0,6

0,8

Figura 4.4 - Curva de calibragdo para determinacdes da concentracio de HA em

sistemas bifasicos HA/a-TCP, r* = 0,9978 (OLIVEIRA et al., 2003).

Tabela 4.1 - Concentracdes de HA e a-TCP nas pastilhas calcinadas a 1150°C por 2 e

72h em fung¢do das intensidades de difracdao para cada fase presente.

Pastilha _Lcmpo de Tq L.rcp Py Composicao (%)
calcinacio (h) HA o-TCP
CD, 2 783,67 355,8 0,74 78,2 21,8
CDy 72 809,03 559,63 0,59 59,8 40,2
El, 2 1350,61 172,77 0,88 ~ 95,4 ~4,6
El, 72 1189,95 160,86 0,88 ~ 95,4 ~4,6
E2, 2 907,24 - 1 100,0 -

Apenas as pastilhas calcinadas a 1150°C por 2h foram avaliadas adicionalmente

por FT-IR. Os espectros obtidos confirmaram as transformacdes identificadas por DRX.

Bandas de absorcdo caracteristicas de grupos PO4> (570, 602, 962, 1046 ¢ 1089cm™) ¢
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OH’ estrutural (3570 ¢ 632cm’™) presentes na HA foram observadas. Além disso, bandas
adicionais de TCP (944 ¢ 971cm™) foram encontradas nos espectros das pastilhas CD,,
confirmando a presenca da segunda fase (ver figura 4.5). O espectro da pastilha E1, nao
mostrou bandas na regido de absor¢do do TCP, apesar de conterem ~ 4,6% de a-TCP
(ver figuras 4.5). O espectro da pastilha E2, corresponde a um espectro padrao de uma
hidroxiapatita estequiométrica, sem qualquer segunda fase inserida. O pico
correspondente ao OH estrutural em 3572cm™ cresce na mesma medida em que a

concentragdo de HA torna-se maior (CD, < E1, < E2,).

TCP
CD

i

E1

E2

/L
! | ! 77

f T T T T 1
4000 3600 3200 1200 1000 800 600 400

NUmero de onda (cm™)

Figura 4.5 - Espectros de FT-IR (transmissao) das pastilhas CD,, E1, e E2,, calcinadas a
1150°C por 2h.
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4.1.3. ENERGIA DE SUPERFICIE

Meétodo da Bolha

Os testes preliminares para determinacdo do tempo de medida do angulo de
contato ndo revelaram nenhuma variacdo significativa (p = 0,01; n = 4) nos valores
obtidos, por até 1h40min apds o inicio das determinagdes (figura 4.6). Todas as
determinagdes seguintes foram efetuadas dentro desse periodo. No entanto, tamanhos de
bolhas discrepantes entre si influenciam sobremaneira os resultados de angulo de
contato. Para solucionar esse problema, todas as bolhas que se ajustaram precisamente a
janela de medida (tamanho fixo) do gonidmetro exibida na tela do computador, foram
aproveitadas.

30

25

N
o
|

Angulo de contato (0)
>
|

-
o
|

5 T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo de medida (min)

Figura 4.6 - Variacdo dos valores de angulo de contato da 4dgua sobre uma mesma

pastilha E1, durante aproximadamente 1h40min a 25°C.

Somente as pastilhas CD, e E1, foram submetidas ao método da bolha. Para cada bolha
avaliada 10 medidas de angulo de contato foram tomadas, sendo que, 6 bolhas, em
regides diferentes de uma mesma pastilha, foram estudadas. Os angulos obtidos foram
expressos pela média aritmética entre todos os valores conseguidos para cada pastilha e
o erro, associado ao desvio padrdo. Os angulos de contato da dgua apontam uma alta

hidrofilicidade de superficie nas duas amostras. No entanto, a hidrofilicidade nas
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pastilhas E1, ¢ ligeiramente mais elevada que nas CD, (tabela 4.2). Usando as tensdes

interfaciais (liquido/vapor) da 4gua (y. = 72,8; v,” = 21,8 e y,” = 51,0mJ m™) e do

glicerol (y. = 64,0; v,° = 34,0 ¢ y,” = 30,0mJ m™), ¢ os valores correspondentes aos

respectivos angulos de contato, pdde-se calcular, igualmente, as tensdes interfaciais

(so6lido/vapor) caracteristicas das superficies analisadas (tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Angulos de contato e tensdes interfaciais caracteristicas (s6lido/vapor) das

superficies das pastilha analisadas.

Pastilha

Ha'gua Hglicerol

Tensoes Interfaciais (mJ m'z)

7S ?sD J’sP
CD, 29 + 5° 34 +£2° 67,72 7,60 60,12
El, 18 £ 4° 29 +£2° 75,61 6,03 69,58

Ascensdo Capilar

As velocidades de ascensdo (4°/f) dos alcanos n-hexano, n-heptano e n-dodecano

no interior do capilar contendo as amostras particuladas, foram medidas por meio das

curvas h’xt mostradas nas figuras IV.7 ¢ IV.8. O valor h’/t refere-se ao coeficiente

angular das curvas de ascensao efetuadas.

®m n-hexano
® n-heptano
A pn-dodecano

5,0x10™ -

4,0x10™ 4

— 3,0x10™ o
E

N 4

< 2,0x10" A

1,0x10™

0,0 4

I I I

80

T T r T T ' 1 7
100 120 140 160 180 200

Tempo (s)

Figura 4.7 - Graficos obtidos diretamente da ascensao capilar dos liquidos apolares nos

particulados CD,. Os coeficientes de correlacdo foram 0,9992, 0,9986 e 0,9986 para o

n-hexano, n-heptano e n-dodecano, respectivamente.
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Figura 4.8 - Graficos obtidos diretamente da ascensdo capilar dos liquidos apolares nos

particulados E1,. Os coeficientes de correlagdo foram 0,9982, 0,9976 ¢ 0,9981 para o n-

hexano, n-heptano e n-dodecano, respectivamente.

O valores das tensoes interfaciais (liquido/vapor) de todos os liquidos utilizados estao

listados na tabela 4.3. As velocidades de ascensdo dos n-alcanos sio inversamente

proporcionais a quantidade de dtomos de carbono presentes. Como se trata de cadeias

alifaticas, o aumento do nimero de carbonos esta diretamente ligado ao aumento da

viscosidade e, portanto, da reducdo de velocidade. Essa reducdo ¢ mais evidente na

amostra E1, que na CD,.

Tabela 4.3 - Constantes fisicas dos liquidos usados na determinacdo da energia de

superficie das pastilhas CD, e E1,.

Tensoes interfaciais W/t
Alcanos (c’{D) (m] m'z) (x 10 m? s'l)

’L YLD }’LP CD, E1l,
n-hexano 0,326 18,4 18,4 - 5,95 9,15
n-heptano 0,409 20,1 20,1 - 5,24 7,64
n-dodecano 1,508 27,6 27,6 - 2,08 3,01
éter etilico 0,360 17,0 15,0 2,0 6,41 8,45
acetona 0,240 25,2 16,5 8,7 6,99 9,89
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Os valores de r foram determinados pelo coeficiente angular das curvas 25(h’/)
x y; obtidas para os trés alcanos. O valor de r para o sistema CD, foi de 2,61x10m.
Para o sistema contendo E1,, foi de 3,5><10'7m. O diametro médio de poros relativo aos
espacos entre as particulas no primeiro sistema compactado foi consideravelmente
menor que no segundo, sugerindo que as particulas do sistema CD, sdo menores que as
El,. Os valores de angulo de contato foram determinados por meio da equacdo 3.5.
Seguindo a descrigao feita no item 2.3 do capitulo 3, os valores de tensdo superficial

dos sistemas estudados foram definidos (tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Angulos de contato e tensdes interfaciais caracteristicas (sélido/vapor) dos

sistemas particulados CD, e E1,.

Tensoes Interfaciais (mJ m'z)

Pastilha 0e'ter eacetona D P
’s /s ’s
CD, 46,1 40,1 27,48 3,75 23,73
El, 47,0 36,2 31,16 3,03 28,13

Os valores de tensdes superficiais obtidos pelo método da bolha sdo sempre

maiores que aqueles obtidos pela ascensao capilar (figura 4.9).

70 2 77215
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_ .
50
“.‘E 40
pl
E 3
X .
20 ~
10
mEmn EEm -

E1, cp, E1, CD,
Método da Bolha Ascenséo Capilar

Figura 4.9 - Comparacdo das tensdes superficiais obtidas pelos dois métodos descritos

(Método da Bolha e Ascensao Capilar).
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4.2. COMPORTAMENTO CELULAR
4.2.1. TESTE DE FOSFATASE ALCALINA

A atividadfe de fosfatase alcalina nos osteoblastos de segunda passagem,
cultivados por 7 dias em laminulas de vidro, foi identificada na membrana da maioria

das células cultivadas, sob uma colora¢ao vermelha, como pode ser visto na figura 4.10.

4.2.2. ORIENTACAO DOS OSTEOBLASTOS

O comportamento dos osteoblastos frente as ondulagdes de superficie foi
avaliado usando apenas pastilhas do tipo CD,, a fim de se eliminar varidveis adicionais.
No primeiro experimento, cerca de 2,5x10" células foram plaqueadas sobre cada
pastilha. Apds 4 dias de cultivo, as imagens de MEV revelaram células completamente
aderidas e espraiadas sobre a superficie das pastilhas sem, no entanto, estarem em
confluéncia. As células sobre a regido plana da pastilha ndo apresentaram qualquer
orientagdo particular de longa distancia, estando aleatoriamente distribuidas (figura
4.11). Contrariamente, sobre a regido ondulada, células orientadas por longas distancias,

e na mesma direcao das ondulacdes foram facilmente notadas (figura 4.12).

Morfologicamente, os osteoblastos adquiriram um espraiamento polarizado
sobre as ondulagdes, tornando-se bastante alongados. Varias células polarizadas e
arranjadas em paralelo sobre uma ondulacdo podem ser vistas na figura 4.13. Tal
comportamento pdde ser observado tanto sobre as ondulagdes menores quanto sobre as
maiores. Por outro lado, sempre que ondulagdes vizinhas encontravam-se em distancias
menores que 100pum (cume a cume), as células formaram pontes entre elas (figura 4.14).
Numa avalia¢do rapida e qualitativa, um numero reduzido de células foi visto nas
regides planas entre as ondulagdes, quando comparado ao ntimero de células observado

sobre as ondulagdes (figuras 4.12 e 4.14).
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Figura 4.10 - Imagens de osteoblastos humanos de segunda passagem corados com um

kit de teste proprio para fosfatase alcalina (Vector® Red Kit I Cat. No. SK-5100) ap6s 7

dias em cultivo sobre laminula.
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A quase auséncia de cé€lulas entre ondulagdes vizinhas sugeriu algum tipo de nao
adequacdo das células aquela regido e, portanto, migracdo para a regido ondulada
proxima. Na figura 4.15 pode-se observar a interface entre a regido plana e ondulada da
pastilha. Osteoblastos sobre a superficie plana, ao alcancarem a primeira ondulagao,
parecem mudar sua dire¢do de espraiamento em quase 90°. Apds 7 dias de cultivo, as
células se encontravam em estado de pos-confluéncia, sendo que, em algumas regioes,
foi possivel observar duplas camadas de células. As células dispostas nas camadas
superiores ndo apresentaram qualquer orientacdo particular relativamente a topografia
das pastilhas, diferentemente daquelas em contato direto com a superficie ondulada.

(figura 4.16).

Usando uma densidade de celulas cerca de 6 vezes menor sobre o mesmo tipo de
pastilha (CD,), verificou-se um ligeiro atraso no espraiamento inicial das células.
Mesmo no quarto dia de cultivo ainda foi possivel observar algumas células de formato
semi-esférico, sem presenca de projecdes como filopddios ou lamelipodios. De modo

similar, a orientacdo das células foi atrasada.
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Figura 4.11 - Micrografia por MEV de osteoblastos sobre a regido plana da pastilha CD,

apos 4 dias em cultura, sem qualquer orientagdo preferencial de longa distancia.
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Figura 4.12 - Micrografia por MEV mostrando células orientadas (verticalmente

disposta na figura) ao longo do eixo das ondulacdes apos 4 dias em cultura.
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Figura 4.13 - Micrografia detalhada por MEV de células orientadas (obliquas na figura)

sobre uma ondulagao.
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Figura 4.14 - Imagem por MEV mostrando vérias pontes celulares entre ondulagdes

vizinhas (setas).
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Figura 4.15 - Micrografia em MEV mostrando a interface entre a regido plana (parte

inferior da imagem) e a ondulada (parte superior da imagem) de uma pastilha.

Micron

Figura 4.16 - Micrografia (MEV) mostrando células em camadas superiores orientadas

diferentemente aquelas em contato com a superficie.
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Na figura 4.17 pode-se verificar a orientacao gradual dos osteoblastos ao longo
do tempo em cultura. Nota-se que mesmo no quarto dia menos de 35% das células
estavam orientadas. A aparente preferéncia pelas ondulacdes expressas pelos
osteoblastos e inicialmente observada qualitativamente por MEV, foi confirmada com
uma andlise quantitativa que levou em conta a variagdo da densidade celular
(células/area) sobre as ondulagdes e sobre as regides planas vizinhas usando

microscopia optica (figura 4.18).

Inicialmente, o nimero de células nas superficies planas vizinhas as ondulagdes
era sempre maior que o niumero de células sobre elas. Uma grande quantidade de células
pode ser observada na base das ondulacdes 4 horas apods terem sido plaqueadas (ver
figura 4.19). Mesmo algumas células ja aderidas e emitindo prolongamentos foram
vistas nesse tempo (figura 4.20). Apos o quarto dia essa situacao se inverte € o nimero
de células sobre as ondulagdes comeca a se sobrepor. Células com morfologia similar
aquelas mostradas nas figuras 4.21 e 4.22 puderam ser vistas apds o primeiro dia em
cultura, indicando algum tipo de migragdo celular na dire¢do das ondulagdes. Apos 7
dias, células isoladas e grupos de células com espraiamento polarizado (orientadas)

puderam ser facilmente observadas (ver figuras 4.23 e 4.24).

4.2.3. ADESAO E PROLIFERACAO DE OSTEOBLASTOS

Eficiéncia de adesdo

A eficiéncia de adesdo se refere a fragdo de células aderidas apds 4 horas de
cultivo em relagdo ao niimero total de células plaqueadas sobre a pastilha. Portanto,
uma eficiéncia de 100% significaria que todas as células plaqueadas aderiram

efetivamente apds 4 horas.

Cada pogo, em placas de cultivo de 48 pocos, dispde de uma area de superficie
de ~102,0mm®. Levando-se em conta que todas as células precipitam sobre a superficie
do pogo e se distribuem homogeneamente sobre ela, a densidade de células que deveria
estar presente sobre uma pastilha dentro de um poco, pode ser facilmente calculada. O
valor real de células aderidas sobre a superficie foi calculado por meio de andlise de

imagens sobre microscopia optica.
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Figura 4.17 - Fracdo de células orientadas sobre as ondulag¢des ao longo do tempo em
cultivo, baseadas na razdo entre o namero de células orientadas € o niumero total de

células sobre as ondulagoes.
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Figura 4.18 - Dinamica da distribui¢do celular ao longo do tempo sobre as ondulagdes e

sua vizinhanga.
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Figura 4.19 - Micrografia (MEV) mostrando um osteoblasto no vale entre duas

ondulacdes 4h apods o inicio da cultura (ondulagdo no canto inferior direito).

1dpm 111143

Figura 4.20 - Micrografia (MEV) mostrando um osteoblasto aderido na interface

ondulacdo/superficie plana, emitindo lamelipodios na dire¢do da ondulagao.
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Figura 4.21 - Micrografia (MEV} de um osteoblasto “escalando” uma ondulagdo apos 4

dias em cultivo.

28k K1,588 188 m 111‘143

Figura 4.22 - Micrografia (MEV) mostrando um osteoblasto com espraiamento

caracteristico na base de uma ondulagao ap6s 1 dia de cultivo.
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Figura 4.23 - Micrografia (MEV) mostrando células individuais orientadas sobre uma

ondulacao apos 7 dias de cultivo.
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Figura 4.24 - Micrografia (MEV) da regido entre duas ondulagdes mostrando grupos de

células orientadas apds 14 dias de cultivo.
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A tabela 4.5 lista a eficiéncia de adesdao dos osteoblastos apds 4h de cultivo nas

diversas pastilhas testadas. O valor total de células plaqueadas também ¢ mostrado.

Tabela 4.5 - Eficiéncia de adesdo para as superficies estudadas.

. Total de osteoblastos . Eficiéncia de adesio
Experimento Pastilhas
plaqueados (%)

3 CD, 77+ 10
! 4,0<10 El, 62+ 10

4 CD, 88+ 17
2 1,3x10 E2, 76 + 18

3 CDy 35+5
3 2,0x10 El, 504 7

Os valores de eficiéncia obtidos revelam valores significativamente diferentes (p
= 0,01; n = 25) entre as pastilhas CD e E dos experimentos 1 e 3. No primeiro
experimento, um numero maior de células aderiram, inicialmente, sobre as pastilhas
CD.. No terceiro experimento, mais células aderiram nas pastilhas E1, do que nas CD,.
Nao existiu diferenga estatistica entre as eficiéncias sobre as pastilhas CD, e E2, para o

segundo experimento.

Proliferagdo celular

A proliferacdo dos osteoblastos sobre as pastilhas estudadas nos 3 experimentos
relatados no item acima foi determinada via analise de imagens em microscopia Optica.
Os graficos de crescimento de células podem ser vistos nas figuras 4.25, 4.26 e 4.27
para os experimentos 1, 2 e 3, respectivamente. Apds 4h do inicio do primeiro
experimento, a quantidade de células aderidas sobre a pastilha E1, foi menor que sobre
a pastilha CD, (p = 0,01; n = 25). Um dia apds o inicio do experimento, uma diminui¢ao
notavel no niamero de células pode ser observada tanto sobre as pastilhas CD, quanto
sobre El,. No entanto, essa diminui¢ao foi mais acentuada sobre as pastilhas CD,. Do
segundo até o sétimo dia, um aumento sutil no numero de células foi observado sobre as
duas pastilhas, podendo-se associar esse periodo a fase /ag observada também em
cultura de células animais. Somente apds 7 dias de cultivo a prolifera¢ao celular comeca
a entrar na fase exponencial de crescimento, igualmente sobre as duas pastilhas. E
importante notar que, exceto para os tempos iniciais, a tendéncia de proliferacao entre
as duas pastilhas estudadas foi muito semelhante, no entanto, apds o primeiro dia, a

quantidade de células sobre El, foi sempre maior que sobre CD,. Uma situacdo muito
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proxima aquela vista no primeiro experimento foi observada no segundo experimento.
Apo6s 4h o nimero de células sobre as duas pastilhas (CD, e E2,) foi estatisticamente
igual. A redu¢do das células vista no primeiro experimento depois de um dia de cultivo
foi, de igual modo, observada sobre as duas pastilhas, no entanto, essa reducdo se
prolongou até o segundo dia nas pastilhas CD,. A partir do segundo dia, o nimero de
células sobre as pastilhas E2, foi sempre maior que sobre as pastilhas CD,, descrevendo
um perfil de curva muito semelhante ao observado no primeiro experimento. A fase lag,
sugerida pela curva de proliferacdo, bastante desenvolvida do primeiro experimento, foi
notavelmente reduzida no segundo. De qualquer modo, até¢ 14 dias de cultivo nenhum
perfil de crescimento exponencial foi verificado, tendo, a curva, um carater linear muito
mais acentuado, sem exibir, portanto, grande proliferacdo celular. No terceiro
experimento o nimero de células aderidas nas primeiras 4h de cultivo foi enormemente
baixo para as duas pastilhas CDy, e Elp. Apos um dia, o nimero de células se eleva até o
segundo dia sobre as duas pastilhas (p = 0,01; n = 25), permanecendo quase constante
até o quarto dia. A fase exponencial de crescimento foi alcangada ja a partir do sétimo
dia. Desde 4h, uma maior quantidade de células foi vista sobre as pastilhas El}, e apos
14 dias de cultivo essa quantidade foi cerca de duas vezes maior que na CDy,. Nenhuma

tendéncia de morte celular foi notada nos tempos iniciais de cultivo.
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Figura 4.25 - Curva de crescimento de osteoblastos sobre pastilhas CD, e E1,.
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Figura 4.26 - Curva de crescimento de osteoblastos sobre pastilhas CD, e E2,.

3,2x10"

2,8x10" -

2,4x10* 1

2,0x10* 1

1,6x10*

1,2x10*

8,0x10° 1

4,0x10° 1

0,0

- -2
Densidade celular (cells cr)

777 CD, |
JEY,

o ]

t i T i T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo em cultivo (dias)

Figura 4.27 - Curva de crescimento de osteoblastos sobre pastilhas CDy € Ely.
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4.3. TRANSFORMACOES SUPERFICIAIS IN VITRO
4.3.1. DISSOLUCAO E REPRECIPITACAO

O comportamento de dissolug¢do das pastilhas contendo 21,8% de o-TCP (CD,)
foi monitorado indiretamente por meio de uma avaliagdo quantitativa da varia¢do de
microporosidade na superficie das pastilhas incubadas com células apés 4, 7 e 11 dias
em cultura (ver figura 4.28 e 4.29). Apesar da alta temperatura de calcinagdo usada
(1150°C) observou-se que, antes da incubacdo, 7,9% (2,23mm?) da superficie da
pastilha era ocupado por microporos (figuras 4.28 e 4.29). Apos 4 dias de incubacao,
um significativo aumento de porosidade foi observado, principalmente no contorno de
grao (figura 4.28 e 4.29). No entanto, apos 7 dias de incubagdo, a porosidade decresceu
e se manteve constante (p = 0,01; n = 16) até o décimo primeiro dia. Imagens de
superficie (MEV), com aumentos elevados apds 4h de incubacdo, mostram pequenos
nédulos de precipitacio homogeneamente distribuidos por sobre a superficie (figura
4.30). Ap6s 7 dias de incubag@o, comegam a aparecer graos distintos, menores, bastante
rugosos e pontuados com nodulos (figura 4.31). E importante notar a auséncia dessa
morfologia em graos proximos, similares aqueles vistos na figura 4.30. Morfologias

semelhantes também foram observadas até o 14° dia de incubac@o.

Porosidade superficial (%)

. . — —
0 2 4 6 8 10
Tempo em cultura (dias)

Figura 4.28 - Variagdo da porosidade de superficie das pastilhas CD, incubadas a 37°C
em DMEM suplementado com 10% de SFB e osteoblastos.
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Figura 4.29 - Micrografias (MEV) representativas da superficie das pastilhas antes da
incubacao (A), apos 4 dias (B), 7 dias (C) e 11 dias (D). Barra: 5 pm.
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Figura 4.30 - Micrografia (MEV) da superficie CD, ap6s 4h de incubagdo onde podem
ser vistos pequenos nddulos precipitados (setas) distribuidos homogeneamente por

todos os graos.

Figura 4.31 - Micrografia (MEV) da superficie CD, ap6s 7 dias de incubacao. Graos
rugosos € com pequenos nddulos (setas) se destacam entre graos lisos, sugerindo a

presenca de uma nova fase.

68



4.3.2. TRANSFORMACOES QUIMICAS DE SUPERFICIE

FT-IR (Refletancia Difusa)

Ainda buscando maiores informacdes sobre as transformagdes ocorridas na
superficie, as pastilhas CD, e EIl, foram monitoradas por espectroscopia de
infravermelho, no modo refletancia difusa, em 4 e 14 dias ap6s incubacdo com células.
Os espectros de refletancia difusa da superficie plana das pastilhas CD, e E1, podem ser
vistos na figura 4.32 e 4.34, respectivamente. Espectros obtidos da regido ondulada das

pastilhas CD, e E1, podem ser vistos nas figuras 4.33 e 4.35, respectivamente.

Uma das principais modificagdes ocorridas ao longo do cultivo vistas no
espectro da regido plana CD, foi uma leve reducdo da intensidade do pico de absor¢ao
ligado a vOH (630cm™) caracteristico de HA, em 4 dias de incubagdo. Redugdes

semelhantes ndo foram observadas em outros espectros.

Bandas na regido de 1100, 1070, 1050, 605 ¢ 570cm™ atribuidas a grupamentos
PO4 de HA (LIN et al., 2001) foram observadas em todos os espectros. Na regido de
vibragio dos grupamentos HPO, (1150-1125¢cm™) foi possivel observar, geralmente em
14 dias, um sutil alargamento e/ou aumento na intensidade de reflexdo das bandas
(figuras 4.32 e 4.33). Nas pastilhas E1,, essa regido parece ndo ser alterada ao longo da
incubacdo. No entanto, o alargamento das bandas de PO4; (1050-1080cm™) nos
espectros das pastilhas E1, (figuras 4.34 e 4.35) foi observado ao longo do tempo em

cultivo.

Fracos picos de reflexdo caracteristicos de PO4 em TCP aparecem na regido de
1140, 550 e 540cm™ nos espectros feitos sobre a regido ondulada das pastilhas CD,
(figura 4.33). E importante notar que, mesmo pouco intensos, eles aparecem em todos
os tempos avaliados. No entanto, os espectros obtidos sobre a parte plana das pastilhas
CD, nao apresentam esses picos (figura 4.32). As superficies lisa ¢ ondulada das

pastilhas E1, também ndo apresentaram bandas de TCP (figura 4.34 e 4.35).
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Figura 4.32 - Espectros de FT-IR (refletincia difusa) obtidos na superficie plana das

pastilhas CD, ao longo do tempo de incubagdo a 37°C em meio de cultivo.
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Figura 4.33 - Espectros de FT-IR (refletancia difusa) obtidos na superficie ondulada das

pastilhas CD, ao longo do tempo de incubagdo a 37°C em meio de cultivo.
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Figura 4.34 - Espectros de FT-IR (refletancia difusa) obtidos na superficie lisa das

pastilhas E1, ao longo do tempo de incubacao a 37°C em meio de cultivo.
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Figura 4.35 - Espectros de FT-IR (refletdncia difusa) obtidos na superficie ondulada das

pastilhas E1, ao longo do tempo de incubagdo a 37°C em meio de cultivo.
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FT-IR (Transmissdo)

As pastilhas CD, e E1, foram trituradas e incubadas a 37°C em meio de cultivo
por 14 dias a fim de se obter espectros FT-IR (no modo normal) mais detalhados sobre
as transformagdes quimicas de superficie ocorridas ao longo do tempo. O material
particulado tem uma maior area de superficie quando comparado a pastilhas densas e,
portanto, todas as transformacdes quimicas de superficie devem ser mais evidentes. No
entanto, os espectros obtidos 4h, 4, 7 e 14 dias ap0s inicio da incubagdo nao indicaram

qualquer tipo de transformacao de superficie (figura 4.36).
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Figura 4.36 - Espectros de FT-IR (transmissdo) para o po de pastilhas CD, incubado a

37°C em meio de cultivo.



XPS

O espectro geral de XPS obtido na superficie plana das pastilhas El, apds
calcinagdo pode ser visto na figura 4.37. Picos correspondentes a C, O, Ca e P foram
identificados e espectros detalhados, nas regides correspondentes a cada elemento,
foram tracados (figura 4.39). Osteoblastos cultivados por 4 dias sobre a pastilha El,
foram removidos por tripsinizacdo e a superficie, isenta de células, avaliada também por
XPS. Além de todos os elementos identificados na superficie da pastilha controle (C, O,
Ca e P), o espectro geral obtido revelou a presenga de nitrogénio (401,0eV) (figura
4.38). Cada curva foi integrada e, por meio do fator de sensibilidade e da area sob a
curva obtida para cada elemento, a quantidade de cada um deles (% atémico) foi

determinada (programa XPS-Quantification) (ver tabela 4.6).

O espectro do C 1Is exibiu um pico bem definido na regido de 286,4eV
caracteristico de carbono contaminante. Nenhuma deconvolu¢dao gerou subpicos de
carbono pertencentes a COs> (289,6eV) ou ligagio C-N de aminas (285,6¢V). Os cerca
de 7,1% de carbono presentes na amostra foi relacionado apenas ao carbono
contaminante. Oxigénios pertencentes a PO, (532,6eV) foram identificados nos
espectros de O 1s. A presenca desse elemento em ligagcdes Ca-O (231,3eV) ndo pode ser
observada, provavelmente em fungdo da sobreposicao de sinal produzido pelos grupos
PO,*, mais abundantes. O Ca 2p foi identificado em picos localizados a 349,0 e
352,0eV. Ligagdes entre P-O caracteristicas de grupos P,Os foram observadas para
valores de energia de 135,1eV. De posse dos valores relativos de concentragdo, a razao

Ca/P da superficie foi definida em 1,62.

Espectros detalhados podem ser visto na figura 4.40. A curva espectral do C 1s
pode ser decomposta em trés subpicos em regides de energia associados a liga¢des do
tipo COs> (289,6¢V), C-N (285,4¢V) e C contaminante (286,4¢V), numa concentracio
total de 49,4%. Os espectros de O 1s, Ca 2p e P 2p foram muito semelhantes aos

obtidos da superficie controle.
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Figura 4.37 - Espectro geral de XPS obtido da superficie das pastilhas E, apos

calcinagdo (pastilha controle).
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Figura 4.38 - Espectro geral de XPS obtido da superficie das pastilhas E, apds cultivo

de osteoblastos por 4 dias.
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Figura 4.39 - Espectros detalhados de XPS das superficies E, apds calcinagao.

Tabela 4.6 - Concentragdes atomicas (%) dos elementos encontrados nas superficies das

pastilhas E1, antes e apds 4 dias de cultivo. O erro associado ao método ¢ de £+ 10%.

Elementos Antes do cultivo Ap6s cultivo
C 7,1 49,4
O 61,5 27,1
Ca 19,4 7,8
P 12,0 5,7
N - 9,9
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Ligagdes do tipo P,Os (532,6eV) e Ca-O (531,3eV) foram identificadas pela
deconvolugdo da curva na regido de energia do O 1s. Igualmente, a decomposi¢do do
espectro para a regido de energia do N Is revelou a presenga de ligagcdes do tipo
H,N'CHRCOO™ (400,9¢V) e H,N-R (399,6eV). O nitrogénio compde cerca de 9,9%
dos elementos identificados na superficie apds cultivo com osteoblastos. A razdao Ca/P

calculada foi de 1,37.
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CAPITULO 5 — DISCUSSAO

A compacta¢do de pds ceramicos sob altas pressdes gera condi¢des Otimas para
que varias transformagdes de carater fisico e quimico ocorram durante a calcinagao em
altas temperaturas. O contato intimo entre as particulas facilita sobremaneira a difusdo
no estado solido e, conseqiientemente, contragdes, diminuicdo da rugosidade de
superficie e mudancas de fase. Portanto, as contra¢des observadas nas pastilhas apos
calcinagdo estdo coerentes com a alta temperatura de calcinacdo empregada e os tempos
utilizados (OLIVEIRA et al., 2003). No entanto, mesmo apresentando um nivel elevado
de contracdo, a avaliacdo da porosidade superficial para as pastilhas CD,, calcinadas a
1150°C por 2h, revelou a presenca de cerca de 7,6% de microporos (relativamente a
area total da pastilha), refletindo a, relativamente, baixa pressdo de compactagao
(108MPa). Esta microporosidade esteve distribuida homogeneamente sobre toda a
superficie da pastilha. Nenhuma avaliacdo quantitativa foi feita sobre as superficies das
pastilhas calcinadas a 1150°C por 72h, no entanto, considerando-se a maior contracdo

observada, a microporosidade de superficie deve ser menor que 7,6%.

Temperaturas acima de 800°C sdao suficientes para transformar HA deficientes em
calcio (Ca/P < 1,67) em B-TCP de acordo com a equagdo 5.1. Acima de 1125°C, a
forma alotrépica f se torna instavel, sendo transformada na forma a. Calcinagdes de HA
deficientes acima dessa temperatura produzem predominantemente o-TCP
(DOROZHKIN & EPPLE, 2002; PENA & VALLET-REGI, 2003), o que justifica a
auséncia de B-TCP em todas as pastilhas calcinadas (figuras 4.2 e 4.3, tabela 4.1). De
qualquer forma, essa auséncia contribuiu para a exclusdo de mais uma variavel no
sistema estudado, a qual tornaria as avaliagdes de comportamento celular frente a

quimica de superficie muito mais complicadas e imprecisas.

Cag(HPO4)(PO4)5OH > 3C33(PO4)2 + HzO 5.1
A utilizagdo de um tempo mais longo de calcinagdo (72h) possibilitou uma

maior quantidade de fase transformada na CD-HA, indicando que tais transformagdes

ndo sdo instantaneas e, mesmo a 1150°C, ainda se prolongam por mais de 2h. No

entanto, as pastilhas E1, e El, (produzidas com hidroxiapatita estequiométrica E1-HA),
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sofreram transformacdes semelhantes sob diferentes tempos de calcinagdo, sugerindo
que toda a transformacdo de fase ocorreu em até 2h apos o inicio da calcinagdo a
1150°C. Deve existir, portanto, um tempo de calcinagdo limite, a partir do qual
nenhuma transformagado acontece, dependente apenas da razdo Ca/P das amostras. Algo
semelhante foi observado por PENA & VALLET-REGI (2003) em fosfatos com razdes

Ca/P variando de 1,50 a 1,67, submetidos a varias temperaturas e tempos de calcinagao.

A avaliagdo da composi¢do quimica das pastilhas por FT-IR ¢ muitas vezes
bastante dificil, pois praticamente todos os grupamentos fosfatos vibram na mesma
regido, dificultando tanto a caracterizacdo dos seus varios tipos como a identificagcdo da
sua presenca (GADALETA et al, 1995; PENA & VALLET-REGI, 2003).
Adicionalmente, os dados disponiveis na literatura envolvendo identificacdo de fosfatos
de calcio por FT-IR nem sempre identificam de forma clara as bandas presentes. Isso
fica mais acentuado quando a fase estudada encontra-se numa baixa concentragdo,
como no caso das pastilhas E1,. Logo, apesar dos espectros de DRX das pastilhas E1, e
El, terem mostrado picos caracteristicos de a-TCP (figura 4.3), o espectro FT-IR
(transmissao) da pastilha E1, (figura 4.5) ndo possuiu qualquer banda relativa a essa
fase. Isso parece sugerir que 4,6% de a-TCP, para a metodologia empregada, parece nao

ser passivel de identificacao por esta técnica.

As avaliagdes de angulo de contato foram realizadas sobre as superficies CD, e
El, apenas, a fim de se verificar alguma relagdo com a adesdo e proliferacdo dos
osteoblastos. A op¢ao pelo método da bolha ao invés do método da gota se deveu,
sobretudo, pela impossibilidade em se realizar as medidas, uma vez que logo que a gota
pendente tocava a superficie da pastilha, era rapida e completamente absorvida. Isso
apontou, inicialmente, a presenca de algum tipo de porosidade que viesse justificar tal
absorcao. Posteriormente, imagens de MEV, como a mostrada na figura 4.25, aliadas a
avaliacdo quantitativa de porosidade de superficie (figura 4.24), vieram confirmar o
carater microporoso das superficies analisadas. A aparente ndo influéncia do tempo
sobre os valores de dngulo de contato sugeridos pelo grafico da figura 4.6 ¢ contrario ao
que geralmente ¢ observado em determinagdes de angulo de contato pelo método da
gota sobre ceramicas (REDEY et al., 2000). Essa estabilidade parece estar intimamente

ligada ao fato de que, no método usado (método da bolha), a amostra foi completamente
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submersa no liquido, promovendo uma interface homogénea liquido/sélido em toda a
extensdo da superficie. Sabe-se que heterogeneidades quimicas e fisicas de superficie
sdao uma das principais responsaveis pelo espraiamento espontaneo de liquidos
(histerese) em superficies solidas (DECKER et al., 1999; WEGE et al., 2003). Do
mesmo modo, os valores obtidos para o angulo de contato foram muitos baixos quando
comparados aos dados geralmente apresentados pela literatura para ceramicas de
fosfato, que variam entre 44° (TCP) e 75,2° (fluorapatita, FAP) (LIU et al., 1997;
SUZUKI et al., 1999). Obviamente, os valores de angulo de contato para uma mesma
substancia podem variar amplamente dependendo da porosidade, rugosidade e, mesmo,
do grau de cristalinidade do material, sendo praticamente impossivel comparar valores
de forma exata. No entanto, os valores encontrados (tabela 4.2) parecem inferir um grau

de hidrofilicidade que ndo ¢ proprio dos fosfatos de calcio.

Pelo método da ascensdo capilar, os valores de angulo de contato obtidos (tabela
4.4) se aproximaram muito daqueles determinados na literatura (SUZUKI et al., 1999).
Comparando-se os dois métodos usados na obtencdo do angulo de contato para o
calculo das componentes polares ys~ e dispersivas ys” da tensdo superficial (figura 4.9),
podemos observar que os valores de tensdo obtidos pelo método da bolha sdo
consideravelmente maiores que aqueles obtidos pela ascensdo capilar. Mais
precisamente, os valores de ys” e ys” (método da bolha) parecem sempre cerca de duas
vezes maiores que os outros. A existéncia de um provavel fator de correcdo para as
energias obtidas aponta para a existéncia de um erro, associado a algum dos dois
métodos. Se levarmos em conta o grau de microporosidade e a propria absor¢do de
liquido exibida pelas pastilhas quando submetidas ao método da gota, ¢ razoavel dizer
que, as pastilhas, apds terem sido imersas (método da bolha), foram completamente
preenchidas pelo liquido em questdo. Se o angulo de contato ¢ sempre aquele formado
entre a superficie sélida e a tangente ao liquido sobre o sélido (DECKER et al., 1999), a
existéncia de poros de superficie preenchidos de liquido tendera a exibir angulos
menores, ja que a superficie possuira uma menor area de interface solido/liquido. Ou
seja, para o caso particular da agua, a superficie se tornara aparentemente mais
hidrofilica. Tais consideragdes podem explicar a alta hidrofilicidade de superficie

exibida pelas pastilhas CD, e E1, (método da bolha).
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Tratando-se de dois sistemas diferentes (pastilhas e particulas), as tensdes
superficiais obtidas pelos dois métodos devem ser, obviamente, diferentes. O aumento
de area superficial induz, necessariamente, um aumento da tensdo total do sistema.
Logo, os resultados obtidos indicam que esse aumento parece ndo ter grande
importancia nesse caso particular, uma vez que vs (calculado pela ascengao capilar) foi
ainda muito menor que o valor obtido pelo método da bolha. Isso ajuda a comprovar

que a alta hidrofilicidade de superficie observada nao ¢ real.

Parece verdade dizer que o aumento da concentracao de a-TCP faz com que a
tensdo interfacial dispersiva ys” aumente ao mesmo tempo em que a componente polar
ys diminui (tabela 4.4, figura 4.9). No entanto, a tensdo interfacial total diminui. As
variagdes de tensdo verificadas para as pastilhas CD, e El,, apesar de existirem, sdo
bastante discretas, muito provavelmente porque as concentracdes de a-TCP nao sdo
suficientemente diferentes para produzir mudangas de tensdo consideraveis. Valores
relativamente proximos também foram observados por LIU et al. (1997) para fosfatos
diferentes como, por exemplo, HA (28,5mJ m?), fosfato octacélcico (21,6mJ m?) e

FAP (32,4mJ m?).

Sabe-se que varios tipos de células expressam fosfatase alcalina (OWEN &
FERIEDENSTEIN, 1988). Esta enzima encontra-se ancorada & membrana plasmatica
via ligacdes tipo glicosil-fosfatidilinositol (LOW, 1989) e ¢ comumente associada ao
fenotipo osteoblastico, ndo apenas pela facilidade com que ela pode ser identificada,
mas também por estar presente em quase todos os seus estdgios de diferenciacao
(HARRIS, 1990). De qualquer modo, a identificagdo da fosfatase alcalina como forma
de caracterizar células do tipo osteoblastos ndo se constitui no método mais preciso
quando utilizado individualmente, uma vez que outros tipos celulares também a
expressam. Entdo, sua utilizacdo deve vir sempre acompanhada de outros
procedimentos analiticos que auxiliem tal caracterizagcdo. Neste trabalho, as células
foram extraidas da superficie de explantes 6sseos por meio de migragdo. O processo de
migracdo das células, por si, constitui-se num método seletivo de isolamento de
osteoblastos uma vez que grande parte das células hematopoiéticas ndo-aderentes, e
mesmo adipocitos, sdo excluidos nesse estagio (MARIE et al. 1989; FRESHNEY,

1994). Aliado a isso, cada passagem celular tende a isolar cada vez mais as células em
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questdo (FRESHNEY, 1994). Logo, a execugdo criteriosa de todos esses
procedimentos, associada ao teste de fosfatase alcalina pode caracterizar precisamente

osteoblastos isolados.

O fendmeno de orientagao celular (DUNN, 1982; CURTIS & WILKINSON,
1997; TRANQUILLO, 1999) vem sendo descrito em trabalhos recentes como uma
grande promessa quanto a mimetizagdo em laboratorio de tecidos altamente organizados
(TURNER et al., 2003). Varios tipos de células reconhecem padrdes topograficos de
superficie e respondem a eles de diversas maneiras. A microtopografia de superficie
influi sobre a adesdo, proliferacdo, morfologia, diferenciagdo e expressdo génica das
células (CLARK et al, 1990; BRITLAND et al., 1996; RAINICEK et al., 1997,
SCHWARTZ et al., 2001; DALBY et al.,, 2003). No entanto, ainda nao se sabe

exatamente como as células se orientam sobre superficies ceramicas.

Neste trabalho, o uso de dois padrdes topograficos (plano e ondulado) sobre uma
mesma superficie permitiu que os osteoblastos humanos fossem submetidos a
superficies quimicamente semelhantes, mas topograficamente diferentes. Além disso, as
ondulagdes foram produzidas no momento da prensagem, como uma imagem negativa
da superficie do molde de ago, fazendo com que cada pastilha fosse uma copia idéntica
da outra. Tais cuidados tornaram possivel a exclusdo de varidveis indesejaveis que
poderiam influenciar as determinagdes, como no caso de ranhuras superficiais criadas

por meio de lixamento.

O uso de diferentes quantidades de células pareceu influir diretamente no
comportamento de orientacdo das células sobre o material testado. Quando cerca de
2,5%x10" células foram plaqueadas, a orientagdo foi vista ja no quarto dia. No entanto,
usando 4,O><103 células, somente no 14° dia mais de 50% das células estiveram
orientadas (figura 4.17). A fun¢do das células plaqueadas ¢ basicamente dependente de
(a) receptores de membrana especificos (integrinas), usados por elas para interagir com
a superficie do material, (b) fatores de crescimento presentes no meio externo e (c)
interacdes com células vizinhas (KIM & MOONEY, 1998). De acordo com LO et al.
(2000), células individuais reagem diferentemente a gradientes de dureza de superficie

(durotaxia) que grupos de células. Células vizinhas podem transmitir facilmente sinais
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mecanicos da superficie via contato direto célula-célula ampliando ou mascarando as
preferéncias de células individuais. Por outro lado, células produzem fatores de
sinalizagdo que agem regulando suas proprias atividades (SECHLER &
SCHWARZBAUER, 1998). Sabe-se que moléculas como vitronectina e fibronectina
induzem a adesdao célula/substrato e quando tais moléculas ndo estdo presentes na
superficie as células comecam imediatamente a sintetizd-las numa tentativa de facilitar
a adesdo (SECHLER & SCHWARZBAUER, 1998; MANN et al., 1999). O mesmo
acontece com outras proteinas necessdrias a vida das células. Assim, quantidades
maiores de células tendem a elevar a concentragdo desses fatores reguladores no meio
de cultivo acelerando os estagios de adesdo, proliferacdo e movimento das células. De
qualquer modo, parece existir um limite superior (células/area) a partir do qual esses

estagios sdo dificultados (WIEDMANN-AL-AHMAD et al., 2002).

Cerca de 4h apos terem sido plaqueadas, um grande ntimero de células pdde ser
observado nas superficies planas entre as ondulagdes (figura 4.18, 4.19 e 4.20). Este
fato ¢ perfeitamente aceitdvel, uma vez que as ondulagdes apresentam regides de
declividades suficientemente elevadas para que a maior parte das células, decantadas
pela agdo da forga gravitacional, deslizem sobre a superficie se depositando nas regides
mais baixas, entre as ondulagdes. Apds alguns dias, o nimero de células sobre as
ondulagdes cresce gradativamente sugerindo dois tipos de mecanismos diferentes:
migracdo e proliferacdo celular. Osteoblastos nao sdao células de natureza
predominantemente migratorias. No entanto, sempre que existem, no sistema,
gradientes relacionados a fatores que os influenciam, a migracao ¢ observada. Portanto,
migragdes podem ter ocorrido principalmente com células bastante proximas as
ondulagdes, ou seja, aquelas que conseguem sentir sua presenca por meio da emissao de
pseudopodes (figura 4.21). Além da possivel migracdo, a proliferacdo celular sobre as
ondulacgdes foi muito mais intensa do que nas superficies planas vizinhas. Isso pode ser
deduzido, pois, supondo que o aumento do niumero de células sobre as ondulagdes fosse
causado apenas por migragado, igual nimero de células deveria ser perdido na superficie
plana vizinha. Como isso ndo ¢ verdade (figura 4.18), o aumento de osteoblastos sobre
as ondulagdes deve-se em muito maior grau a sua maior proliferacdo sobre essas

regioes.
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Osteoblastos espraiados t€ém comprimentos que variam entre 20 e 80um
(DELIGIANNTI et al., 2001), logo, 80um parece ser a distdncia limite para que um
osteoblasto estabeleca contato entre duas ondulacdes vizinhas. Neste trabalho, sempre
que as ondulagdes vizinhas encontravam-se muito proximas (<95um), as células
formavam pontes entre elas, sugerindo que mesmo espraiamentos maiores que 80pum

sdo passiveis de acontecerem, como conseqiiéncia da topografia de superficie.

Recentemente, MATSUZAKA et al. (2003) observaram o comportamento de
células tipo osteoblastos, cultivados sobre superficies contendo microranhuras, em
substratos de poliestireno, com até 1,5um de profundidade. Quando a largura entre as
ranhuras era menor que 2um a tendéncia das células era formar pontes sobre as
ranhuras, no entanto, distdncias entre 5 ¢ 10 um permitiam que as células tocassem o
fundo das ranhuras. Provavelmente, tal fendmeno nao poderia ser observado se ranhuras
com mesma largura e profundidades maiores fossem testadas uma vez que, para
alcancar o fundo da ranhura as células deveriam se espraiar muito mais e, portanto,
consumir uma maior quantidade de energia reorganizando seu citoesqueleto. Por outro
lado, qualquer tentativa de comparar testes com substratos quimicamente diferentes nao
¢ conclusiva, pois o comportamento celular ¢ também altamente dependente da quimica
de superficie (ANSELME, 2000). ZINGER et al. (2004) observaram que osteoblastos
ndo conseguem reconhecer superficies de Ti pontuadas com cavidades hemisféricas de
10um de didmetro, fazendo pontes sobre elas. Quando as cavidades possuem 30 e
100pm as células tendem a se acomodar no interior. Assim, uma provavel relagao deve
existir entre largura e profundidade a partir da qual a formag¢dao de pontes ¢ mais

favoravel para as células.

Uma das principais questdes que vém sempre atreladas a influéncia da superficie
sobre a orientagdo das células, diz respeito as dimensdes topograficas estudadas. Parece
ser razoavel dizer que osteoblastos respondem apenas a padrdes de superficie que sdo
compativeis com seu proprio tamanho (BOYAN & SCHWARTZ, 1999). Neste
trabalho, as dimensdes das ondulagdes (mesmo aquelas menores) foram
consideravelmente superiores as dos osteoblastos. Logo, a microtopografia da superficie
foi criteriosamente avaliada por MEV de modo a se identificar qualquer padrdo

diferenciado que pudesse justificar tanto a orientacao celular quanto a preferéncia das
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células pelas ondulagdes. Como ja mencionado, quantitativamente, ndo existiram
diferencas significativas de porosidade entre as regides plana e ondulada, o que parece
descartar a possibilidade da migracdo celular ser provocada pelo aumento de
porosidade. Por outro lado, a orientacdo celular estd sempre relacionada a desenhos
microtopograficos paralelos, geralmente na forma de ranhuras ou sulcos na superficie.
A avaliagdo cuidadosa das imagens obtidas apontou a inexisténcia de desenhos de
superficie, com dimensdes proximas aquelas sugeridas pela literatura (figuras 4.19-
4.23). Recentemente, ROSE et al. (no prelo) sugeriram que a proliferagdo de
osteoblastos pode ser modulada dentro de tubos de HA apenas pela modificagdao do raio
de curvatura desses tubos. Os raios de curvatura estudados variaram de 170 a 421um,
estando muito acima das dimensdes osteoblasticas. Outros trabalhos vém mostrando
como a macroarquitetura pode mudar o comportamento dos mais variados tipos de
células (ZHAO et al., 1997; KIM et al., 1998; FROSCH et al., 2002). Mesmo CURTIS
& WILKINSON, em 1997 j& haviam relatado que células em superficies curvas podem
sofrer uma compressao diferenciada sobre seus mecanoreceptores induzindo a
mudangas de comportamento. Tais observacdes aliadas aos resultados apresentados
neste trabalho parecem sugerir que os osteoblastos podem responder a topografias de

superficie superiores aquelas descritas pela literatura.

A eficiéncia de adesdo das células ¢ um parametro que indica o grau de
afinidade inicial das células frente ao material. Como se trata de um teste feito apds 4
horas do inicio do cultivo, essa afinidade pode ser diretamente relacionada a
caracteristicas quimicas e/ou fisicas da superficie do substrato usado. Apesar da HA e
suas associagdes com outras fases de fosfatos serem consideradas biocompativeis e
osteocondutoras, muitos estudos in vitro com osteoblastos mostram sempre eficiéncias
de adesao abaixo de 100%, muitas vezes, abaixo de 60% (KASTEN et al., 2003). No
presente trabalho, as pastilhas contendo 21,8% de a-TCP (CD,) pareceram inicialmente
acomodar melhor as células do que aquelas contendo 4,6% (E1,, Ely,) (ver tabela 4.5). O
a-TCP nao ¢ obtido por precipitagdo em meio aquoso e, conseqiientemente, sua
presenga nunca esta associada a calcificagdes biologicas em seres vivos (DOROZHKIN
& EPPLE, 2002). Esse fato parece justificar o carater ndo osteocondutor exibido pelo a-
TCP puro (HANDSCHEL et al., 2002). Portanto, do ponto de vista quimico, parece nao

existir nenhum motivo para uma maior eficiéncia de adesdo sobre as pastilhas CD,, que

84



exibem um teor maior de a-TCP. O aumento do carater polar da tensdo superficial
muitas vezes ¢ associado a um aumento na adesdo de osteoblastos (REDEY et al.,
2000). De um modo geral, o aumento da tensdo superficial total vem sempre ligado a
uma maior adesdo de células sobre materiais. Mesmo os valores de tensdo superficial
observados para as pastilhas CD, e El, ndo parecem explicar o comportamento dos
osteoblastos descrito acima. Um leve aumento na componente dispersiva pode ser
observado nas pastilhas com maior teor de a-TCP. PONSONNET et al. (2003)
conseguiram justificar maiores proliferacdes de fibroblastos sobre Ti pelo aumento
dessa componente. No entanto, tratando-se de células diferentes e superficies inertes,

qualquer comparagao com o sistema em questdo pode ser erronea.

A curva de proliferagdo de osteoblastos no primeiro experimento (figura 4.25)
exibiu um perfil que sugere os primeiros estagios associados a curvas de crescimento de
células animais (FRESHNEY, 1994). Até o sétimo dia, grosso modo, quase ndo existiu
variagdo na quantidade de células, indicando uma fase de adaptacao (lag) lenta, onde o
metabolismo celular estd muito mais direcionado a otimiza¢do do ambiente externo
(produzindo proteinas de matriz extracelular) e, portanto, onde as divisdes celulares sdao
escassas. Células dependentes de ancoragem, como os osteoblastos, necessitam direta e
indiretamente de substratos quimicamente semelhantes a matriz extracelular
correspondente (FRESHNEY, 1994). Somente a partir da segunda semana de cultivo a
fase exponencial, associada a duplicacdo celular, ¢ alcangada. Curvas de crescimento de
osteoblastos semelhantes, onde a fase /ag se prolonga por até 4 dias, foram mostradas
por WANG et al. (2004), em superficies de fosfatos de célcio. A reducao do ntimero de
células sobre as pastilhas, apds o primeiro dia de cultivo, indica algum tipo de
instabilidade das c€lulas sobre o material. E, justamente na superficie onde se verificou
uma maior eficiéncia de adesdo (CD,), tal comportamento ¢ notado mais efetivamente.
HANEIN et al. (1993) observaram um comportamento bastante parecido em
fibroblastos cultivados sobre duas superficies distintas de monocristais de tartarato de
calcio tetrahidratado. Foi notado que uma das faces do cristal permitia uma adesao
muito mais rapida e, portanto, independente de proteinas (interagdes ndo-especificas)
enquanto que na outra face, a adesdo era lenta e dependente de proteinas (interagdes
especificas). No entanto, sobre a superficie onde a adesdo foi mais rapida, grande parte

das células morreu em até 24h. Esse comportamento confirma que interagdes nao-
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especificas ndo sao suficientes para induzir o espraiamento e, conseqilientemente, a
expressao do fenotipo das células (CHESMEL et al, 1995; KOLLER &
PAPOUTSAKIS, 1995; ANSELME, 2000).

Uma situacdo muito proxima aquela vista no primeiro experimento foi
observada no segundo experimento. Apesar da pastilha E1, ter uma concentragao de a-
TCP diferente da E2, (E1, ~ 4,6% e E2, ~ 0,0%), tal diferen¢a ndo parece ser capaz de
modificar o comportamento de proliferacio das células uma vez que ndo houve
diferencas entre as curvas dos dois experimentos. No entanto, a utilizacdo de uma
concentra¢do de células quase 3 vezes maior, parece ter agido diretamente sobre a
capacidade de multiplicagdo das células, deixando o perfil da curva, antes abrupto a
partir do sétimo dia no primeiro experimento, com uma declividade suave no segundo.
Provavelmente, o recobrimento de toda a area de superficie, disponivel para a formagao
de uma monocamada de células, ¢ muito mais rapido quando se usam quantidades de
células elevadas. Mesmo nao existindo qualquer indicio de que os osteoblastos humanos
possuam inibi¢ao por contato in vitro (DOS SANTOS et al., 2003), grandes populagdes
de células sobre areas pequenas parecem inibir sua propria proliferacio (WIEDMANN-

AL-AHMAD et al., 2002).

As pastilhas calcinadas a 1150°C por 72 horas (CDy e El},) parecem muito mais
inadequadas a adesdo celular, uma vez que a eficiéncia de adesao foi muito mais baixa
sobre elas (tabela 4.5). Apo6s 4h a quantidade de células sobre as superficies aumentou
gradativamente até o quarto dia de cultivo. Esse aumento, ndo podendo ser atribuido a
proliferacdo celular, uma vez que 24 horas ndo sdo suficientes a duplicacdo de um
osteoblasto normal recém plaqueado, sugere um demasiado atraso na adesao das células
sobre a superficie. O aumento na concentragdo de a-TCP na pastilha CDy, de 21,8%
para 40,2%, poderia explicar esse comportamento se, sobre El, (contendo a mesma
quantidade de o-TCP das pastilhas El,), a eficiéncia de adesdo tivesse permanecido
inalterada. Como as concentragdes sdo iguais, a adesdao parece estar, neste caso,
estritamente ligada ao maior tempo de calcinacdo. Uma das principais modificagdes
ocorridas ap6s calcinagdes prolongadas ¢ o aumento do grau de compactagao das
pastilhas, como verificado anteriormente. Portanto, a redu¢do da microporosidade de

superficie deve ter tido um papel fundamental tanto na baixa eficiéncia de adesdo
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quanto no seu atraso sobre a superficie (DELIGIANNI et al., 2001; ROSA et al., 2003;
ZINGER et al., 2004). Apesar deste atraso, a fase exponencial de crescimento foi
alcancada ja no sétimo dia e a taxa de proliferacdo sobre a pastilha El}, foi a mais alta
entre todos os experimentos. Por uma semana, ndo houve discrepancias entre o nimero
de células na superficie CDy e na Elp. No entanto, com 14 dias de cultivo o niumero de
células sobre a pastilha El}, foi cerca de duas vezes maior que na CD, confirmando a
influencia negativa do a-TCP sobre a proliferacdo dos osteoblastos, ja sugerida pelos
dois experimentos anteriores. Adicionalmente, pdde-se ver que, ao contrario dos outros
experimentos, nao houve mortes celulares logo ap6s o primeiro dia de cultivo. Isso
parece se justificar, pois o atraso na adesdo, causado provavelmente pela diminuigdo de
poros, nao impede a adsor¢ao de proteinas na superficie ao longo do tempo, tornando-a

muito mais adequada a adesdo posterior das células via interagdes celulares especificas.

Sabe-se que o TCP ¢ consideravelmente mais soluvel que a HA sob mesmas
condigdes e que, portanto, ceramicas bifasicas com tal composi¢do tendem a sofrer
transformagoes superficiais tdo logo entrem em contato com meios aquosos (HENCH et
al., 1971). A incubagdo das pastilhas a 37°C em meio de cultivo, por si so, ja deve
promover transformacgdes de superficie que vao desde dissolugdes até reprecipitagdes de
apatitas bioldgicas com proteinas incorporadas (BECKHAM, et al, 1971;
HEUGHEBAERT et al., 1988; LEGEROS et al., 1990; KOKUBO, 1991; OHTSUKI et
al., 1991; LEGEROS et al., 1992). Aliada a isso, a adigdo de células a superficie das
pastilhas pode contribuir sobremaneira para que essas modificagdes acontecam mais
acentuadamente (SERRO et al., 1997; LIN et al., 2001; KIZUKI et al., 2003). O
primeiro teste relativo as transformagdes de superficie in vitro baseou-se na observacao
da variagdo da microporosidade das pastilhas CD, apds contato com meio de cultivo e
células, ou seja, sobre o mecanismo dissoluc¢ao/reprecipitacdo. O grafico de variacdo de
microporosidade (figura 4.28) associado as imagens obtidas (figura 4.29) parece apontar
uma dissolu¢do que ocorreu predominantemente no contorno de grao, o que esta de
acordo com WENG et al. (1997). Considerando que a solubilidade do a-TCP ¢ quase 5
vezes maior que a da HA a 37°C, ¢ razoavel dizer que tal variagdo de porosidade esta
muito mais relacionada & sua dissolucao do que a dissolu¢ao da HA. Provavelmente, a
dissolucao da segunda fase a-TCP predominou sobre a reprecipitagdo até o quarto dia

de incubagdo. O decréscimo de microporosidade observado entre o quarto e o sétimo
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dia sugere que a reprecipitacdo comeca a se sobrepor a dissolucdo somente apos esse
periodo. O fato de existir uma certa estabilidade na dissolucdo apods o sétimo dia de
incubagdo indica dois acontecimentos igualmente provaveis: (a) houve uma dissolugao
gradual do o-TCP das camadas mais externas até aquelas mais internas, onde a
dissolugdo foi dificultada proporcionalmente a maior profundidade dessas camadas, e
entdo, (b) somente apds o quarto dia, o processo de reprecipitagdo comecou a
predominar sobre a dissolugdo. A primeira proposi¢do parece ser coerente com o fato de
que a dissolugdo em microporos ¢ bastante dificultada pela facil supersaturagdo do meio
com ions dissociados (OLIVEIRA et al.,, 2003). Logo, quanto mais interno for o

processo de dissolug@o, maior sera a saturacao do meio.

Imagens da superficie da pastilha CD, (MEV), com aumentos elevados apos 4h
de incubagdo, mostraram pequenos nodulos precipitados homogeneamente distribuidos
por sobre a superficie (figura 4.30) que pareceram se fundir e crescer até formar graos
maiores, como aqueles vistos apds 7 dias em cultivo (figura 4.31). Essas imagens
deixam clara a presenca de uma fase nova que provavelmente se depositou e/ou se
transformou ao longo da incubagdo. Logo, a diminuicdo de porosidade observada a
partir do sétimo dia em cultivo parece ser justificada com o fechamento dos poros

causados pela nova fase.

Os espectros de FT-IR no modo refletancia difusa obtidos nas superficies plana e
ondulada das pastilhas CD, e El, também apontaram transformacdes quimicas de
superficie ao longo do cultivo. Sobre a regido plana da pastilha CD, apds 4 dias de
cultivo, uma leve redugio de intensidade do pico de vOH (630cm™) sugeriu algum tipo
de transformacdo de superficie (figura 4.32). A dissolugdo maxima mostrada no grafico
de variagdo da microporosidade (figura 4.29) ocorreu exatamente no quarto dia de
cultivo. Muito provavelmente, se a reprecipitacdo ndo acontecesse simultaneamente
com a dissolugdo, o pico em 630cm™ deveria se tornar muito mais evidente no quarto
dia, uma vez que, sobre a superficie, a razao HA/a-TCP se tornaria cada vez maior. A
diminui¢do na intensidade desse pico confirma tanto a incorporag¢do, ja no quarto dia, de
grupos PO,> vindos de solugdo, quanto a perda de hidroxila da estrutura da HA (LIN et
al., 2001). O proprio alargamento de bandas, visto na regido de 1150 a 1050cm™ em 4 ¢

14 dias, sugerem transformacdes de fase na superficie. Bandas na regido de 1130cm™
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sdo caracteristicas de vibragdes HPOy4 provenientes de apatitas recém formadas (LIN et
al., 2001). Os espectros obtidos da regido ondulada das pastilhas CD, parecem mais
definidos que os espectros feitos na regido plana (figura 4.33). Os picos caracteristicos
de TCP, antes quase inexistentes, sdo mais evidentes. Sabe-se que superficies
topograficamente diferentes induzem, as vezes, transformacgdes de fase diferentes
quando em temperaturas elevadas. Uma possivel explicagcdo para a presenca de TCP
apenas na regido contendo ondulagdes pode estar baseada numa transformagao de fase
diferenciada entre as duas regides. Ou seja, a quantidade de TCP sobre as ondulagdes
seria maior que na superficie plana. Obviamente, se essa transformacdo ocorreu
verdadeiramente, isso ndo ¢ coerente com o fato dos osteoblastos migrarem e
proliferarem muito mais por sobre as ondulagdes (figura 4.18), j4 que concentragdes
elevadas de TCP inibem sua proliferagdo (figura 4.27). No entanto, tais diferencas de
concentracdo nao podem ser desconsideradas. Tanto sobre as regides plana e ondulada
das pastilhas E1, as modificagdes foram menos intensas. Somente alargamentos de
bandas nas regides de POs ao longo do cultivo sugerem alguma transformacao de
superficie. A menor saturagdo das microregides sobre a superficie com ions Ca*’ e
PO, por conta de uma menor dissolucdo da HA, comparada ao TCP, pode ser uma das

causas dessa menor transformacao de fase.

Os espectros de FT-IR (transmitancia), ao contrario do que se esperava, nao
revelaram quaisquer transformagdes de fase ao longo do cultivo (figura 4.36).
Particulados detém uma maior 4rea de superficie e, possivelmente, as transformagdes
sugeridas nos espectros de refletancia difusa ocorreram muito mais intensamente. No
entanto, a quantidade de precipitado parece ndo ter sido suficiente para gerar absor¢des
caracteristicas de carboapatitas, OCP ou qualquer outro precipitado que pudesse ser

identificado.

Picos correspondentes a C, O, Ca e P foram identificados no espectro geral de
XPS obtido na superficie plana das pastilhas E1, apds calcinacao (figura 4.37). A razao
Ca/P obtida pelo célculo da area sob a curva em cada espectros detalhados, nas regides
correspondentes a cada elemento, foi de 1,62. Essa razdo Ca/P ¢ propria de HA
deficientes em calcio, no entanto, levando-se em conta a presenca de 4,6% de a-TCP

nas pastilhas E1, e a auséncia de C032' na superficie, esse valor deve ser um reflexo
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apenas da menor razdo Ca/P exibida pelo a-TCP (Ca/P = 1,50). Sobre a superficie E1,
isenta de células, apds cultivo por 4 dias, os elementos C, O, Ca, P e N foram
identificados (figura 4.38). Ligacdes C-N foram notadas confirmando a presenca de
proteinas na superficie. Tanto as proteinas adsorvidas do meio de cultivo, quanto
proteinas decorrentes das interagdes especificas osteoblastos/superficie devem estar
presentes, uma vez que o processo de tripsinizagdo empregado ndo ¢ capaz de remover
todas elas da superficie. A incubacdo das c€lulas em presenca de dioxido de carbono
facilita sobremaneira a carbonatacdo da superficie. O CO, reage facilmente com agua
gerando o 4cido carbonico (H,COs), altamente instavel, que pode ser incorporado a
superficie na forma de CO;™, o que justifica o alto teor encontrado nas pastilhas. A
razdo Ca/P determinada foi de 1,37. O fosfato octacalcico OCP ¢é considerado um
precursor de apatitas em meio aquoso € possui uma razao Ca/P de 1,33, muito proxima
a exibida pela superficie apos 4 dias em cultivo. Além disso, a diminuigdo da razao
Ca/P pode ser atribuida ainda a incorporagdo de fosforo organico, proveniente de
proteinas e mesmo pedagos de células retidos na superficie. De qualquer modo, apesar
dos espectros FT-IR ndo apontarem grandes transformagdes nas superficies El,, elas
ocorreram. Isso indicaria, como esperado, o maior potencial analitico do XPS em

analises de superficie, quando comparado a técnicas como DRX e FT-IR.
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CAPITULO 6 - CONCLUSOES

Para uma mesma temperatura de calcinagdo, as transformacoes de fase parecem
ser muito mais dependentes da razdo Ca/P das hidroxiapatitas que do tempo de
calcinagdo empregado. As pastilhas CD,, CD,, El, e El, podem ser
consideradas sistemas ceramicos bifasicos compostos de misturas de HA
(estequiométrica) e a-TCP. Apenas a pastilha E2, se constitui num sistema
monoféasico de HA estequiométrica. Concentragdes de até 4,6% de a-TCP, para
os sistemas estudados e metodologia empregada, ndo sdo passiveis de

caracterizacgao via FT-IR.

Por até¢ 1h40min, ndo existiram variagdes significativas nos valores de angulo de
contato, obtidos pelo método da bolha, capazes de inviabilizar as determinagdes.
A microporosidade de superficie induz avaliagdes imprecisas de angulo de
contato (método da bolha), sugerindo uma alta hidrofilicidade de superficie. Os
valores de energia de superficie obtidos pelo método da ascensdo capilar sdo

sempre cerca de duas vezes menores que aqueles obtidos pelo método da bolha.

. . . . D

A componente dispersiva da energia de superficie ys~ cresce com o aumento da
~ D

concentra¢do de a-TCP. Inversamente, a componente polar s~ aumenta com o

aumento da concentracdo de HA. O sistema El, possui uma tensdo superficial

total ys maior que o CD,.

As células usadas podem ser caracterizadas como osteoblastos humanos.
Ondulagdes de superficie, nas dimensdes usadas, induzem arranjos orientados de
osteoblastos ao longo do seu eixo. Essa orientacdo acontece gradativamente ao
longo do tempo em cultivo, sendo consideravelmente mais rdpida para

densidades celulares crescentes.

Apbs 4h de cultivo, o nimero de células nas superficies planas entre as

ondulagdes ¢ sempre menor que o nimero de células sobre elas. Ao longo do
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10.

11.

12

cultivo, os osteoblastos migram dessas superficies planas proximas para as

ondulagoes. Adicionalmente, a proliferacdo celular é maior sobre as ondulagdes.

As células aderem inicialmente muito mais sobre as pastilhas CD, do que sobre
as pastilhas E1,. No entanto, essa adesdo parece ter um carater nao-especifico
grande. Por outro lado, a redu¢do de microporosidade diminui a eficiéncia de
adesdo sobre as pastilhas CD, e El,, quando comparado a CD, e El,,
respectivamente. A adesdo posterior, nesse caso, parece ter um carater
especifico muito maior, pela incorporagdo de proteinas a superficie. A tensao
superficial, exibida pelas pastilhas, ndo parece intervir nos processos

observados.

O aumento da concentragdo de o-TCP nos sistemas bifasicos inibiu a

proliferacao dos osteoblastos ao longo do cultivo.

Densidades elevadas de osteoblastos sobre as pastilhas pareceram diminuir sua

proliferacao.

A dissolugcdo da fase a-TCP nas pastilhas CD, se sobrepde ao processo de
reprecipitagdo até o 4° dia de cultivo. A partir de entdo, a reprecipitagdo parece
predominar sobre a dissolu¢ao. Pequenos nodulos de precipitado sao observados
sobre os graos em pastilhas CD, ja no quarto dia de incubacdo. Apos 7 dias,

outras fases sdo observadas na superficie.

Transformacdes de fases na superficie das pastilhas CD, e El,, ao longo do
cultivo, também sdo apontadas pelos espectros de FT-IR (refletancia difusa). A
maior dissolug¢do verificada inicialmente nas pastilhas CD, permite, por outro

lado, uma maior precipitagao de fases novas.

. Os espectros de XPS mostram que uma grande quantidade de carbonato e

proteina ¢ incorporada a superficie das pastilhas E1, apds 4 dias em cultivo. A
razdo Ca/P obtida para a superficie ¢ proxima a razdo caracteristica do fosfato

octacalcico OCP.

92



CAPITULO 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Estudar mais detalhadamente as transformagdes quimicas ocorridas na superficie

ao longo do cultivo, caracterizando a nova fase precipitada.

» Verificar as possiveis transformagdes na expressdo fenotipica dos osteoblastos

frente aos sistemas bifasicos estudados.

» Avaliar qualitativa e quantitativamente o comportamento de osteoblastos sobre

superficies de biomateriais projetadas com desenhos topograficos especificos.
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