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RESUMO

O desenvolvimento preciso de um dispositivo implantavel também implica no
conhecimento de suas propriedades superficiais, como caracteristicas da topografia,
molhabilidade e cargas superficiais. Apesar do conhecimento dessas variaveis de
influéncia, pouco se sabe sobre a configuracdo de uma superficie ideal para
implantes. A proposta deste trabalho foi caracterizar a superficie de materiais
biocompativeis de fosfatos de calcio (hidroxiapatita, B-fosfato tricalcico) baseada no
grau de molhabilidade expresso por medidas de angulo de contato, medidas de
rugosidade média e a presenca de grupamentos funcionais por FTIR, além da carga
de superficie, por mobilidade eletroforética. Os resultados demonstraram que as
bioceramicas sdo de natureza hidrofilica, de baixa rugosidade, classificando-as
como lisas e presenca de espécies reativas na superficie, que estabelecem uma
condicdo adequada de interface e compatibilidade morfolégica para cada ceramica,
além de contribuir para o desenvolvimento de carga superficial negativa, em ampla

faixa de pH, inclusive o fisiologico, evidenciando uma interagdo adequada.
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INTRODUCAO

Estudos recentes tém provado que para ocorrer a formacao de tecido ésseo na
superficie de um implante, € necessario que haja o recrutamento e a proliferacdo de
células precursoras de osteoblastos, sendo capazes de se diferenciar e produzir
matriz extracelular ndo mineralizada, que sera posteriormente calcificada. Tais
eventos sofrem grande influéncia das propriedades da superficie dos implantes, tais
como, a composicado quimica, energia de superficie, molhabilidade e a textura da
superficie, uma combinacédo entre topografia e rugosidade. No entanto, mesmo com
0s avancos da engenharia de superficie ainda ndo ha uma definicdo do padrao ideal
para a configuracdo de uma superficie, visando o desempenho perfeito de um
implante ) @),

Caracteristicas de superficie como molhabilidade e rugosidade apresentam
grande influéncia na adeséo de diversos tipos celulares e moléculas. Em todas as
respostas celulares, a adesdo é considerada a resposta mais importante e
necesséria para o desenvolvimento da rigidez do osso na interface com o implante.
Observacgbes histologicas tém revelado que implantes com alta energia de
superficie, possuem camadas de proteinas com uma espessura maior do que as
superficies de baixa energia. Este comportamento reforca que a atividade celular
sofre variacdo com a energia livre superficial da amostra, exercendo um efeito na
configuracdo e conformacédo das proteinas adsorvidas sobre o substrato, as quais
desenvolvem uma importante funcéo durante a ades&o celular @,

Durante certo tempo, houve muita controvérsia sobre o real significado do
angulo de contato e até que ponto este parametro poderia ser considerado uma
propriedade termodinamica. Estudos salientam que, com a possibilidade de se medir
0os angulos de contato e com o0s avancos ocorridos na teoria fisico-quimica de
interfaces € possivel entender melhor a relacdo entre o angulo de contato e a

molhabilidade “®. Geralmente, quanto menor o angulo de contato (inferior a 90°)
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maior sera a interacdo com o meio. Angulos que expressam uma medida superior a
90° sao tipicos de superficies hidrofébicas ©.

A rugosidade média (Ra) tem sido bastante explorada na obtencdo de
superficies potencialmente favoraveis a osteointegracdo e esta associada ao
conjunto de desvios microgeométricos, caracterizado pelas pequenas saliéncias e
reentrancias presentes na superficie. Esta propriedade também est4 relacionada a
fendmenos superficiais, pois possibilita o aumento da é&rea superficial, afeta o
coeficiente de atrito e proporciona uma retencdo mecanica, tanto de materiais afins
como estranhos .

Admitindo-se que a interacdo das células com o implante é afetada pela
topografia em niveis macroscopicos e a rugosidade em nivel microscoépico, espera-
se que o0 aumento da area superficial do implante, aumente o nimero de sitios para
as células se ligarem, facilite o crescimento dos tecidos e aumente a estabilidade
mecanica ®. Porém, isto ndo é uma regra geral. Sabe-se que o nivel de rugosidade
deve ser controlado, porque as células necessitam de pontos de ancoragem na
superficie do implante para iniciar a proliferacdo e garantir a biofixacdo ©. Se a
superficie possui rugosidade muito menor que o tamanho das células, podera
ocorrer auséncia dos sitios de fixacdo. Por outro lado, se o implante possuir grandes
picos ou vales, mas, estes possuem superficies lisas, as células também, néo
poderao se fixar, comprometendo o bom desempenho dos implantes 4 (.

De modo geral, a composicdo quimica, natureza de cargas, topografia e a
energia atribuida a superficie, governam a resposta bioldégica dos materiais usados
nos implantes, podendo definir alguns parametros de biocompatibilidade em fungéao

da interacdo destas propriedades .

A maneira como cada propriedade
correlaciona-se dentro do contexto biolégico ainda é pouco discutida. Diante disso,
foi proposta a caracterizagdo de superficies de duas ceradmicas sabidamente
biocompativeis (hidroxiapatita e B-fosfato tricalcico) pela analise das propriedades de
molhabilidade (adngulo de contato), rugosidade média (Ra), quanto a natureza das

cargas superficiais e presenca de grupamentos reativos na superficie.

MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados para obtencdo dos corpos ceramicos foram a
hidroxiapatita (c6d.20-2039, Strem Chemicals) e o B- fosfato tricalcico (céd. 21218,
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Fluka). Os corpos de prova foram confeccionados em matriz cilindrica de 12mm de
didmetro obtidos por prensagem uniaxial de 20MPa, seguida de isostatica a frio:
200MPa. As condigbes de sinterizagéo foram estabelecidas de acordo com estudos
prévios para obtencdo destas mesmas ceramicas com microestruturas de alta
densidade (~ 94% B-TCP e 96% HAp), preservando a fase Unica desejada V.

As ceramicas foram caracterizadas quanto a natureza das cargas superficiais -
potencial zeta, por medidas de mobilidade eletroforética em Zetametro, ZETA PALS
- Brookhaven Instruments Corporation, e espectroscopia de infravermelho por
reflectancia difusa — FTIR - Thermo Nicolet 870-FTIR-NEXUS, para identificacdo dos
grupamentos existentes na superficie de cada ceramica.

Para determinacdo da mobilidade eletroforética foram preparadas suspensodes
ceramicas com 0,04 % (volume) de HAp e B-TCP, em solugéo 1.10° M de KCI. O pH
das suspensdes foi ajustado com HCI ou KOH, obtendo diferentes pHs para leitura.

E importante ressaltar que a caracterizacdo das superficies ceramicas foram
feitas da forma como processadas, ou seja, sem nenhum tratamento posterior ou
modificacdo prévia nas superficies, apenas garantindo que as superficies estavam
isentas de qualquer tipo de impureza ou contaminacdo superficial durante as
analises, com intuito de investigar a natureza das superficies associadas ao
processamento convencional da ceramica.

Foram também realizadas medidas de rugosidade média, em rugosimetro TR
200 (TIME Group Inc.) em 3 direcBes distintas em uma mesma face para cada
amostra, sendo adotadas triplicatas para cada espécie de ceramica (HAp e TCP).
Apo6s devida acomodacdo das amostras sobre a base, as varreduras foram feitas
adotando um curso de analise de 10mm com sistema de agulha com apalpador
esférico de diamante de 5 um de raio.

As medidas de angulo de contato a temperatura ambiente foram feitas
utilizando tensidmetro Theta lite LT101 e software Attension theta para analise dos
dados. Para estas medidas foi utilizada dgua destilada como fluido de deposicéo.
Antes das medidas as amostras passaram por processo de desinfeccdo em
ultrassom, utilizando agua destilada e deionizada, seguido também de etanol e
mantidas em estufa a 100°C por 12 horas e posteriormente, em dessecador até o
momento das medidas para assegurar superficies livres de qualquer residuo de
poeira ou contaminacdo que pudesse interferir nas medidas. As medidas de angulo

de contato foram realizadas criteriosamente no mesmo dia, ndo sendo observada
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oscilacdo de temperatura durante as medidas e estabelecendo um tempo para

estabilidade da medida e equilibrio da gota.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi determinado o potencial zeta caracteristico de cada ceramica (HAp e B-
TCP), antes e apdés o processamento das amostras. Informa¢des desta natureza
permitem acompanhar possiveis alteracfes na superficie dos materiais durante os
estagios de processamento. A Figura 1 apresenta a evolucédo do potencial zeta em
funcdo do pH para os diferentes materiais de partida (HAp e B-TCP) e apos

conclusao de seu processamento.
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Figura 1- Curvas de potencial zeta obtidas a partir da mobilidade eletroforética para
as amostras: (a) HAp e (b) B-TCP.

Foi observado que os pés de partida de hidroxiapatita em intervalos de pH
proximos a neutralidade e de minima acidez ou alcalinidade (pH entre 6-8,
respectivamente) desenvolvem uma carga superficial positiva, sendo o ponto
isoelétrico detectado em pH 8,6; neste ponto o potencial é nulo e a ceramica
apresenta forte tendéncia de aglomeracédo. Os valores de pH acima de 10,5
referentes ao intervalo maximo de potencial entre —22 e —24 mV definem condi¢des
adequadas de dispersdo para esta ceramica, podendo refletir em uma melhor
interacéo da HAp com o meio onde se encontra © ®.

A presenca dos eletrélitos (HCI e KOH) utilizados durante as medidas,

principalmente, para pHs inferiores a 7 e proximos de 12 pode ter provocado
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alteracdes na curva de potencial zeta da HAp, antes de processada; observa-se que
nestes intervalos a curva apresenta uma tendéncia diferente do seu percurso
normal. Este comportamento pode estar relacionado ao fendmeno de saturacao
decorrente do aumento da forca ibnica (excesso do eletrdlito), causando uma
compressdo na dupla camada elétrica que pode modificar a estabilidade das
particulas e as caracteristicas de superficie ©.

Para o sistema contendo B-TCP houve uma predominancia de carga superficial
negativa sobre as particulas nos diferentes pHs analisados, tanto para o material de
partida como para a ceramica apos processamento. A maior solubilidade desta
ceramica com relacdo a HAp tornou dificil o alcance de seu ponto isoelétrico, ja que
em pH inferior a 6, o material apresenta significativa solubilidade. As particulas de -
TCP indicaram alta mobilidade em pH acima de 7 (intervalo de maximo potencial)
para o po de partida, mas com minima variacdo na sensibilidade para valores de pH
maiores que 7.

A evolucao da curva de potencial zeta para o B-TCP sofreu uma sutil oscilacao
em regides alcalinas devido a presenca de contra-ions e co-ions capazes de alterar
a mobilidade eletroforética, mas os resultados obtidos indicam que este material
apresenta-se disperso na regido com pH acima de 7 e a superficie é
predominantemente negativa, sendo mais favoravel para as interacées bioldgicas .

Foi verificada uma alteragdo na carga superficial das ceramicas de HAp e B-
TCP, apés sinterizagdo, Figura 1. Diferentemente da condicdo de partida, as
amostras de HAp, apds conclusdo das etapas de processamento, ndo desenvolvem
cargas positivas em suas superficies, para valores de pH inferiores a 8,5, como na
condi¢do inicial referente a esta ceramica. As amostras obtidas apresentaram
apenas carga superficial negativa no amplo intervalo de pH analisado, sendo
observada uma alta densidade de carga (alta mobilidade) para valores de pH
proximos de 7,5 para o B-TCP e no intervalo de 9 a 11 para a HAp. As amostras de
B-TCP apresentaram valores (em modulo) de potencial zeta mais altos que as
amostras de HAp, porém em pH fisiolégico ambas apresentaram uma variacao
semelhante na densidade de carga negativa com relacéo as respectivas curvas dos
materiais de partida.

A literatura tem relatado que a presenca de carga negativa na superficie de

biomateriais pode proporcionar melhores resultados frente aos eventos celulares da
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reparacdo, quando comparados a materiais com superficie positiva. Além disso, a
presenca de carga negativa na superficie é favoravel a nucleacdo de HAp em meio
fisiolégico ® . A carga superficial tem influéncia direta na interacdo material/célula
e pode definir a adesdo, capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, sendo
determinante para o processo de osteointegracdo e para os resultados clinicos a
curto e longo prazo de um implante ¢ ®,

De acordo com os resultados obtidos, o B-TCP apresenta maior densidade de
cargas negativas em sua superficie em pH fisioldgico, sendo mais favoravel ao
processo de hidratacdo, além de proporcionar maior difusdo de agua para o tecido
gue estiver interagindo. Este comportamento de hidratacdo tende a dificultar a
deposicdo de proteinas de adesdo, o que pode justificar o mecanismo diferenciado
de reatividade, comparado a HAp que apresenta maior facilidade de adsorcao
protéica, fato determinante para o comportamento bioativo, enquanto o TCP é
reabsorvivel © () (10),

A presenga destas cargas superficiais estdo diretamente associadas a
presenca de grupamentos especificos na superficie das amostras, que puderam ser
detectados por FTIR, Figura 2. Dependendo da natureza destes grupamentos
funcionais € possivel definir a interagdo destas espécies com outros ions presentes
nos fluidos corporeos e estabelecer a natureza hidrofilica ou hidrofébica
predominante na superficie do material @ (),

Na Figura 2 estédo identificados os principais grupamentos responsaveis pela
caracteristica negativa predominante na superficie das ceramicas. A presenca de
certas espécies detectadas apenas na superficie da HAp, tornam esta superficie
mais propensa a interacdo com fons Ca'? e outros afins, presentes em meio
biolégico, que com as moléculas de agua. Ja a superficie do TCP é mais reativa em
agua, podendo hidratar-se com mais facilidade do que interagir com outras espécies
do meio “*). E importante ressaltar que mesmo os grupos detectados na superficie
de TCP né&o sendo tdo diversificados como na HAp, podem resultar em maior
densidade de carga negativa, como observado na Figura 1-b, ja que a diversidade
de espécies ndo implica necessariamente que todos os grupamentos sdo dotados
de valéncias anionicas mais altas. Este comportamento, pode repercutir no tipo e
intensidade de ligacbes individuais, que acabam definindo uma reatividade

especifica para cada ceramica.
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Figura 2 - Espectros de FTIR obtidos por reflectancia difusa das superficies das

amostras processadas; (a) hidroxiapatita e (b) B-fosfato tricalcico

Para superficies hidrofilicas existe uma interacdo que depende do grau de
hidratacdo associado a forcas de repulsédo eletrostaticas e interacdo por pontes de
hidrogénio. Essa repulsdo na hidratacdo surge da necessidade da superficie se
desidratar para que o contato com células/tecidos se estabeleca, sendo que a
intensidade destas forcas depende da energia necessaria para romper a molécula
de agua, desidratando a superficie quando espécies afins se aproximam e interagem
com a superficie @ ~®_ A presenca de contra-ions, polieletrélitos e outras espécies
que tem grande afinidade pela superficie de fosfatos de célcio como, Na*, Mg*?,
CO5? sdo abundantes nos fluidos biolégicos. Modificagcdes na carga de superficie de
implantes ceramicos desta natureza, podem ocorrer imediatamente apos a
instalacdo destes implantes, em funcéo destas interacées V.

A Tabela 1 apresenta os resultados de rugosidade média, Ra, e molhabilidade
para as diferentes ceramicas de fosfato de célcio. A Ra é o parametro mais
empregado no estudo da rugosidade superficial dos materiais e quantifica a média
aritmética dos valores absolutos das ordenadas de afastamento (yi), dos pontos de
perfil de rugosidade em relacéo a linha média, dentro do percurso de medicdo “.

A rugosidade detectada nas amostras se enquadra em um perfil de baixa
rugosidade (nanorugosa, quando Ra<1uym), mas ainda sao passiveis de
osteointegracdo, porém sem retencdes mecanicas que permitem o embricamento
0sseo. Esta caracteristica ndo contribui para alta disponibilidade de sitios para
fixagcdo celular, ou melhora na adesdo para rede de fibrina, por onde migram os

osteoblastos a fim de secretar matriz 6ssea. A rugosidade apresentada pelas
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amostras vai atuar de forma mais significativa na interface fisioldgica, ja que o0s
valores obtidos sdo da ordem de grandeza do tamanho das células e
biomoléculas ¥ 9. Sabe-se que a rugosidade além de aumentar a area superficial,
pode afetar o coeficiente de atrito e proporcionar retencdo mecanica de outras
substancias, contribuindo como pontos de ancoragem para biofixacéo ' (). A maior
rugosidade da ceramica de B-TCP pode estar associada a condicdo microestrutural
do material, relacionada a condicdo de processamento, j& que a densidade desta
ceramica corresponde a 94% 0,03, comparada a HAp que apresenta densidade de
96% = 0,02; desta forma a presenca de porosidade residual pode contribuir para um
acréscimo na rugosidade para a ceramica de B-TCP, podendo facilitar sua interacao
com moléculas de 4gua em funcdo do maior espalhamento do liquido pelas
sinuosidades dos poros na superficie.

Tabela 1 - Valores de Rugosidade média e angulo de contato obtidos para cada

ceramica.
Ceramica Rugosidade média — Ra Angulo de contato — 6
(Hm) (graus, °)
Hidroxiapatita- HAp 0,568 + 0,015 48,45 + 1,48
Fosfato tricélcico — B-TCP 0,852 + 0,012 58,10 + 1,67

A fundamentacao envolvida nas medidas de angulo de contato faz mencéo a
superficies de natureza lisa, plana, quimicamente homogénea, inerte e estavel nas
condicdes de medida. Porém, sabe-se que as superficies dos sélidos ndo séo
perfeitas, podendo haver alteracbes locais que podem afetar na energia
superficial ® ®. Tal comportamento, pode levar a valores de angulo de contato
diferentes de uma condicdo de equilibrio para cada regido da amostra, por iSso
foram realizadas 3 medidas, cada uma delas explorando diferentes areas de uma
mesma face, sendo adotadas triplicatas para cada grupo de amostras. No entanto,
nao foi constatada situacdo de histerese significativa para os angulos medidos em
diferentes posi¢cdes da amostra e também entre as amostras de um mesmo grupo.

De acordo com os resultados obtidos para os angulos de contato para as
diferentes ceramicas é possivel afirmar que ambas sdo predominantemente
hidrofilicas, onde a fase liquida é capaz de aderir-se e espalhar-se de forma

espontanea, em funcdo dos baixos valores de angulos (< 90°) associados a cada
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superficie. O menor valor do angulo de contato observado para a ceramica de HAp
pode sugerir uma maior interagdo da sua superficie com o ambiente bioldgico. Este
comportamento também revela que a hidrofilicidade pode estar associada a
presenca de grupos funcionais em sua superficie, capazes de modular a reatividade
da interface, respondendo de forma diferente, mesmo para uma ceramica de
natureza similar, como é o caso do TCP que apresentou um angulo de contato cerca
de dez vezes maior.

Apesar das ceramicas investigadas serem constituidas basicamente por fosfato
de célcio, a HAp apresenta grupamentos OH que podem influenciar na reatividade
da superficie e sobretudo na molhabilidade. Este comportamento pode justificar a
maior afinidade da superficie basica da HAp por proteinas como a
glicosaminoglicanas, que normalmente s&o de natureza acida ® @9, Neste sentido,
a influéncia de grupos funcionais, a natureza e densidade de cargas na superficie da
HAp sdo parametros que podem estar mais envolvidos com a
molhabilidade/hidrofilicidade da amostra que a prépria caracteristica da rugosidade,
ja que mesmo sua rugosidade sendo inferior ao TCP, seu angulo de contato ainda
foi menor, ou seja, a constatacdo de um menor angulo previsto pela presenca de
maiores rugosidades em superficies hidrofilicas ndo foi confirmada para o TCP. Este
comportamento reforca que a molhabilidade da superficie ndo depende
exclusivamente da rugosidade, mas também de outros fatores ja citados aqui " 2.

Estudos indicam que a diferenciacédo de osteoblastos ocorre mais intensamente
em superficies hidrofilicas. Portanto, para um implante 6sseo, o0 alto grau de
molhabilidade é um fator muito positivo. Neste caso, para as duas ceramicas
estudadas a relacéo entre as forcas adesivas que fazem o fluido se espalhar, supera
as forcas coesivas que mantém o fluido no formato de esfera, apresentando
caracteristicas de biocompatibilidade significativamente melhores comparadas a

superficies que expressam um comportamento hidrofébico e com cargas positivas.
CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que tanto as ceramicas
de hidroxiapatita como as de B-fosfato tricalcico apresentam superficies de baixa
rugosidade apds processamento ceramico convencional (prensagem e sinterizacao).

A maior rugosidade da superficie para o B-TCP, pode estar associada a condicéo
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morfologica da superficie, em funcéo da presenca de maior porosidade residual que
para a ceramica de HAp.

Durante a etapa de processamento, as ceramicas sofrem alteragdo no tipo e
densidade de cargas superficiais, que estdo associadas a presenca de grupamentos
reativos em suas superficies, capazes de ditar uma reatividade particular para cada
ceramica. A presenca de carga superficial negativa em ampla faixa de pH, inclusive
o fisiolégico, detectada para as ceramicas € favoravel ao processo de reparagcdo a
longo e curto prazo, além disso, as superficies apresentam natureza hidrofilica
predominante, sendo que a superficie da HAp apresenta maior molhabilidade que a

superficie do B-TCP, portanto melhor interagcdo com o meio bioldgico.
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EVALUATION OF SURFACE PROPERTIES OF BIOCOMPATIBLE CERAMICS
BASED CALCIUM PHOSPHATE

ABSTRACT

The suitable development of an implantable device also means knowledge of
their surface properties, such as topography characteristics, wettability and surface
charges. Despite knowledge of these influence variables, slight is known concerning
the configuration of an ideal implant surface. The purpose of this study was
characterize the of biocompatible calcium phosphate surface (hydroxyapatite, B
tricalcium phosphate) grounded on wettability degree, expressed by contact angle
measurements, average roughness and the presence of functional groups by FTIR,
in addition to surface charge by electrophoretic mobility . The results showed that the
bioceramics are hydrophilic nature, low roughness surface, sorting them as smooth
and presence of reactive species on the surface, which provide appropriated
condition and morphological interface compatibility for each ceramic, contributing to
negative charge surface development in a wide pH range, including physiological,

showing an suitable interaction.

Key-words: tricalcium phosphate, hydroxyapatite, wettability, roughness, surface.
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