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Abstract: The objective of this work was to evaluate
the relative role of the calcium phosphates surface
chemistry and surface topography on human
osteoblast behavior. Highly dense phosphate
ceramics  (hydroxyapatite HA and B-TCP)
presenting two distinct nano roughnesses were
produced. Some samples were gold-sputter coated in
order to conveniently mask the surface chemical
effects (without any significant modification of the
original roughness) and to study the isolated effect of
surface topography on cellular behavior. Our results
had indicated that the topography of the studied
ceramics had not any effect on the cellular adhesion
but strong topographical effects were verified on cell
differentiation.
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Introducéo

O sucesso de um biomaterial para engenharia dssea
vai sempre depender de como as proteinas presentes no
meio biologico interagem com as superficies desses
materiais. Essa interac@o inicial vai definir o grau de
influéncia das proteinas sobre as células envolvidas no
processo de remodelacdo, acionando ou nio a cascata de
eventos que ird resultar na formagdo 6ssea. Apesar do
grande nimero de pesquisas em curso, ainda nao se tem
claro, a partir da caracterizacdo fisico-quimica de um
material, se o mesmo serd efetivamente integrado ou
ndo. Isto por que a topografia ¢ a quimica de superficies
sdo interdependentes [1], o que torna bastante dificil o
entendimento do papel isolado de cada uma dessas
variaveis sobre a adesdo de proteinas e,
consequentemente, sobre o comportamento das células.

Similarmente ao que ocorre com o titdnio submetido
a tratamentos de superficie [2,3], variagoes quimicas em
ceramicas de fosfatos de calcio sdo geralmente
acompanhadas por mudancas topograficas
significativas, seja pela forma tomada pelos cristais
durante precipitagdo ou mesmo sobre o crescimento de
grdo de superficie durante sinterizagdo [4]. Logo,
comparar o efeito de diferentes fosfatos de calcio sobre
o comportamento celular nao se constitui uma tarefa

facil, na maior parte dos casos. Isto porque os resultados
obtidos podem ser um reflexo isolado da topografia de
cada ceramica, e nao necessariamente de suas diferengas
quimicas. Como isso € praticamente impossivel se obter
cerdmicas com composicao quimica diferente e mesma
topografia, propomos aqui um modelo experimental
para se isolar efeitos quimicos e topograficos sobre o
comportamento de celulas.

Primeiramente, escolhemos dois dos fosfatos de
calcio mais utilizados para regeneragdo dssea que sdo a
hidroxiapatita (HA) e o fosfato B-tricalcico (B-TCP).
Alguns materiais de enxertos s3o produzidos em
cerdmicas bifasicas (HA + TCP) como forma de
conjugar a elevada reabsor¢do do TCP com a maior
estabilidade em meios biologicos caracteristico da
hidroxiapatita.

Ceramicas com superficie plana e elevada
densidade foram produzidas por prensagem uniaxial de
pos, seguido de sinterizagdo. Para se obter elevada
densidade diferentes pressdes de prensagem foram
empregadas, resultando — ap0s a sinterizagdo — em gréos
com diferentes dimensdes. A fim de se isolar o efeito
topografico sobre o comportamente das celulas, parte
das amostras de HA e 3-TCP foram recobertas com um
filme fino de ouro. Este procedimento tornou possivel o
acesso direto ao papel particular da topografia dessas
duas ceramicas sobre o comportamento celular.

O ouro ¢ conhecido como um metal biocompativel,
apesar de se ter mostrado que osteoblastos cultivados
sobre ele apresentaram menor proliferacao e
diferenciacao quando comparados ao titanio [5]. Por
outro lado, ficou também demonstrado que uma camada
fina de ouro-paladio foi capaz de mascarar os efeitos
toxicos deixados na superficie de titanio apds ataque
acido [6]. Obviamente, a utilizacao de recobrimentos de
ouro sobre implantes seria algo inviavel. No entanto, no
presente trabalho, ele se mostrou uma ferramenta util
para mascarar a quimica original das ceramicas
estudades.

— 84 —



219 Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica

ISBN: 978-85-60064-13-7

Materiais e Métodos

Uma  hidroxiapatita (HA) estequiométrica,
sintetizada pelo método de precipitacdo em solugdo no
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas - CBPF, foi
utilizada para a produgdo de pastilhas 100% HA. O
fosfato tricalcico (TCP) comercializado pela Merck foi
utilizado como base para a produgdo da forma
alotropica B-TCP. Amostras densas de HA ¢ B-TCP na
forma de pastilhas com didmetros de 7,6 ou 14,8 mm e
1 mm de altura foram obtidas por meio de prensagem a
frio, seguido de sinterizagdo a 1150 °C por 4 h. As
fases presentes nas pastilhas foram identificadas por
difracdo de Raios-X, DRX.

Metade das amostras foram recobertas com uma
fina e homogénea camada de ouro, sendo entdo
denominadas HA[Au] e B-TCP[Au], respectivamente. A
morfologia e a rugosidade das superficies foram
determinadas  por, respectivamente, microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca
atomica (AFM).

A espessura da camada de ouro foi avaliada por
microscopia eletronica de transmissdo (MET) de segoes
transversais das pastilhas. A energia de superficie total
e as componentes polar e dispersiva, determinadas por
meio de medidas em gonidmetro, usando trés liquidos
com diferentes tensdes superficiais [7].

Osteoblastos humanos (SaOs2) na 6 passagem
foram cultivados em meio McCoy's 5SA modificado
(Sigma) e suplementado com 10% de soro fetal bovino
e antibidticos. Apos confluénecia, as células foram
tripisinizadas e resuspensas no meio. As pastilhas
ceramicas foram esterilizadas a 180°C por 2h.
Inicialmente as pastilhas foram pré-incubadas por 30
minutos em 500ul de meio de cultivo suplementado.
Apos esse periodo, mais 500uL de meio de cultivo
suplementado (¢ contendo 4.0x10* células) foram
adicionados. Como superficie controle, foram utilizadas
laminulas proprias a adesdo celular (Thermanox®
Plastic Coverslips, 13mm de didmetro, NUNCTM,
USA). Cada ensaio foi realizado em triplicata para um
total de trés ensaios independentes. As células foram
analisadas apds 4h, 1 e 7 dias.

A eficiéncia de adesdo foi determinada apds 4
horas de cultura pela razao entre o nimero de células
aderidas em cada material e o ntimero de células
aderidas no controle (laminula). A quantificagdo das
células foi feita indiretamente pelo teste MTT (células
viaveis) e indica a afinidade inicial das células com a
superficie analisada. O espraiamento celular apés 1 dia
foi quantificado usando imagens digitais obtidas em
microscopia de fluorescéncia e determinando-se a razao
entre a area ocupada por uma célula aderida em relagao
a area total da imagem. Ja a diferenciagdo celular foi
determinada pela atividade de fosfatase alcalina (ALP)
apos 7 dias de cultura. As andlises estatisticas foram
realizadas usando-se ANOVA seguindo do Tukey test.

Resultados e Discussao

As pastilhas de HA e B-TCP sdo constituidas por
uma unica fase, como mostra os difratogramas de raios-
X apresentados na Fig.l, correspondendo as fichas
JCPDS ntimeros 9-432 e 9-169, respectivamente.

20 ()
Fig.1 : padrao de difragdo para HA (a) e B-TCP (b)

Na Fig.2 podem ser observadas as diferencas no
tamanho de grio e rugosidade das pastilhas produzidas
com a hidroxiapatita - HA (Fig. 2a, 2b) que apresenta
graos mais facetados e menores que a ceramica 3-TCP
(Fig. 2¢ e 2f). Por AFM (Fig. 2c e 2g) obteve-se a
rugosidade aritmética média (R,) maior para B-TCP,
Tabela 1. Por microscopia eletronica de transmissdo
(MET) observa-se na Fig. 2d e 2h o recobrimento de
ouro usado para mascarar a quimica original dos
fosfatos. Esse recobrimento ndo afetou de forma
significativa a rugosidade das superficies originais (sem
recobrimento), Tabela 1.

Os valores de energia total de superficie js, Fig. 3,
das amostras HA e B-TCP sao equivalentes e ndo foram
alterados significativamente com o recobrimento de
ouro. No entanto, o recobrimento com ouro provocou
uma diminuigdo na componente polar (%') e um
aumento na componente dispersiva (") da energia,
indicando um aumento na hidrofobicidade das
superficies recobertas, quando comparado as amostras
originais. A molhabilidade é uma propriedade altamente
dependente da quimica de superficies, apesar de
também poder ser afetada por alteracdes na topografia.
No presente caso, as diferengas topograficas entre
HAJAu] e B-TCP[Au] ndo foram suficientes para afetar
a molhabilidade medida.
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Fig. 2: Imagens de MEV e AFM das pastilhas de HA (a-
c) e B-TCP(e-g), e suas respectivas segdes transversais
em MET (d, h) indicando a camada de ouro depositada
nas superficies.

Tabela 1: Valores de rugosidade medidos por AFM

Ra (nm)
Amostra .. Recoberta com
Original
ouro
HA 32+6 33+3
B-TCP 142 + 24 144 £ 15

A eficiéncia de adesdo celular apds 4 horas pode
ser observada na Fig. 4 que mostra similar adesdo sobre
as pastilhas ndo-recobertas. O recobrimento com ouro
provoca o aumento no numero de células aderidas, mas
ndo ha diferencas significativas entre HA[Au] e [-
TCP[Au]. Esse tltimo resultado permite concluir que as
diferengas topograficas entre as amostras pouco
afetaram a adesdo inicial dos osteoblastos.

Ja comparando as superficies com e sem ouro com
os dados da Fig. 3, observa-se que o carater hidrofobico
do ouro induz uma maior adesdo de células. Este
comportamento sugere que, nas primeiras horas, a
adesdo ¢ regida basicamente pela molhabilidade da
superficie e esta em concordancia com resultados
obtidos por Hallab et al. [7].
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Fig. 3: Energia de superficie () e componentes polar

P . . D e ,
(") e dispersiva ()5 ) das amostras originais e apoés
recobrimento com ouro.
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Fig. 4: Razdo entre o nimero de células aderidas nas

amostras HA e B-TCP em relagdo ao controle, apos 4h de
cultura.

Apds 1 dia de cultura a area ocupada por
células aderidas foi similar nas amostras recobertas com
ouro (Fig. 5).

A grande redugdo do espraiamento celular sobre as
ceramicas de [B-TCP quando comparado com as
ceramicas recobertas com ouro, B-TCP[Au], leva a
inferir que a quimica de superficies do fosfato tricalcico
tenha afetado negativamente o comportamento celular.
O espraiamento celular ¢ fortemente afetado pela
natureza e conformacdo das proteinas adsorvidas na
superficie dos materiais [8] e a maior quantidade de
fibronectina medida nas amostras HA e nas recobertas
com ouro [7] pode entdo explicar o0 menor espraiamento
sobre as amostras de 3-TCP.
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Fig. 5: Espraiamento celular apds 1 dia de cultura.

A  diferenciagdo celular representada pela
quantidade de ALP, Fig. 6, mostra que ha menor
diferenciagdo na amostra B-TCP do que na amostra
controle. Apos o 7" dia a topografia da amostra HA[Au]
parece ser mais favoravel a proliferagdo e diferenciagdo
do que a amostra de B-TCP[Au], j4 que quimicamente
as superficies sdo idénticas. Nas amostras recobertas,
observa-se menor diferenciagdo celular como resposta
as caracteristicas quimicas do elemento ouro
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Fig. 6: Diferenciacdo celular nas amostras originais e
recobertas com ouro.

fons Ca®" desempenham um papel importante
na proliferagdo e diferenciacdo de osteoblastos pela
modificacdo da expressdo de canais de calcio nessas
células. Recentemente, MAENO et al. [9]
demonstraram que pequenas doses de ions Ca>" (baixas
concentragdes) em meio de cultivo tendem a aumentar
tanto a atividade da fosfatase alcalina quanto a
expressdo de osteocalcina em osteoblastos primarios de
ratos. Assim, a maior solubilidade do (-TCP
(relativamente a HA) poderia explicar a maior
importancia quimica do TCP na diferenciagdo dos
osteoblastos ao longo do tempo.

Concluséo
De uma forma geral, as diferencas topograficas

entre as pastilhas de HA e B-TCP pouco afetam a
adesdo celular nas quatro primeiras horas. Ja a

diferenciagdo celular parece ser favorecida pela
topografia da ceramica de HA que apresentou menores e
facetados graos.
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