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Movimento
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tensao

Figura 2.14 — Efeito Gibbs-Marangoni '*°.

Como representado na Figura 2.14, ha uma diferenca de tensio superficial
entre a zona estirada da pelicula (tensdo mais elevada, menor espessura) € as zonas
adjacentes (ndo estiradas, tensdo mais baixa), que provoca um fendmeno conhecido como
instabilidade de Marangoni, descrita como a movimentagfo de liquidos por gradientes de
tensio superficial ** 14!,

O gradiente de adsorgdo entre a zona delgada e a zona vizinha se deve ao
gradiente de tensdo que corresponde ao equilibrio entre a superficie e a fase liquida 140,

Em baixa concentragfo de surfactante, a tenso superficial se aproxima a da
agua pura, ndo havendo um gradiente de tensfo significativo por estiramento da pelicula.
Esta informagdo estd de acordo com observagdes experimentais, que indicam alta
espumabilidade a medida que a concentragdo de surfactante aumenta, até atingir a

5 140

concentragdo micelar critica (CMC), Figura 2.1 , uma das principais caracteristicas dos

tensoativos.

cmc

Espumabilidade

Concentragdo de surfactante

-

Figura 2.15 — Variagéo tipica da espumabilidade em fungdo da concentragio do tensoativo
em fase liquida '*°.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

difracdo a laser, dos pds de hidroxiapatita e P-fosfato-tricalcico, sdo apresentados na

Tabela 5.1.

Tabela 5.1- Resultados obtidos das analises por BET e Cilas.

Parametros avaliados Hidroxiapatita -HAp Fosfato tricalcico — TCP
Tamanho de particulas D 90% (jum) 7,37 9,77
Tamanho de particulas D 50% (pm) 2,83 2,67
Tamanho de particulas D 10% (um) 0,80 0,60
Diametro médio particulas (um) 3,59 4,0
Area superficial BET (m%/g) 45,7 £0,2 2,3 £0,1

Estas técnicas forneceram resultados que estdo associados ao estado de
aglomeragdo dos pds, principalmente na HAp, indicando a presenga de agregados densos,
ja que ndo foram rompidos depois de mantidos em ultra-som. As particulas muito finas
tendem a se aglomerar em decorréncia da maior intensidade das forgas atrativas sobre as
repulsivas, devido a distribui¢do de cargas nas superficies. Normalmente, particulas de
dimensdes pequenas, suspensas em meio liquido, tendem a se movimentar rapido e
aleatoriamente, decorrente do impacto entre as proprias particulas, ou com as moléculas do
meio, ou contra a superficie do recipiente, facilitando a aglomeragfo. Este fendmeno
apresenta uma influéncia marcante sobre o comportamento reologico de suspensdes, visto
que dreas de superficie especifica elevada sdo favoraveis a formagdo de aglomerados '’ .
Foram obtidos espectros de infravermelho por transmitincia para os pos de

HAp ¢ TCP . As Figuras 5.3-5.4 apresentam os espectros obtidos e os picos de

transmitancia caracteristicos.

90

80

~
o
1

©
=
< 60
&
b 50
o
L 40

30 t PO"’

* 0K t
20 T T T T T T v T r T T T v T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n°. de onda (cm™)

Figura 5.3 — Espectro de transmiténcia obtido por FTIR da HAp (material de partida).
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Os principais picos de energia de vibragdo identificados nas duas amostras:
HAp e TCP sdo atribuidos aos grupos funcionais de ortofosfatos (PO,™), hidroxilas (OH),
hidrogenofosfato (HPO4?) e provavelmente pirofosfato (P,07%), estes dois Gltimos em
quantidade trago, ja que seus picos ndo sdo expressivos e nem observados nas outras
posi¢des do espectro, caracteristicas destas espécies. A presenga de carbonato néo foi

observada nas matérias-primas.
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Figura 5.4 — Espectro de transmitincia obtido por FTIR do 3-TCP.

No espectro da amostra de HAp, Figura 5.3, sdo observadas suas bandas
caracteristicas em: 561, 603 e 631 (cm™) que correspondem aos modos de deformagéo
tripla degenerada de ligagdes O-P-O de grupos fosfatos do tipo vy € vsa, associados ao
nivel de energia e tipo de vizinhanga que estdo ligados e, a0 modo v, do tipo rotacional da
ligagio O-H, respectivamente. Em 3572 ¢cm™' ¢ observada a banda decorrente também do
grupo OH, referente a seu modo de estiramento, v;. A banda observada em 962 cm™', de
baixa intensidade em amostras de HAp, ¢ decorrente do modo, v;, correspondente ao
estiramento simétrico ndo degenerado de ligagdes P-O de grupos fosfatos. As bandas em
1033 e 1089 (cm™) representam os modos de estiramento assimétrico triplo degenerado,
V3¢ € V3,, respectivamente, das ligagdes P-O de grupos fosfatos 176

Foi observada a presenca de 4gua nos materiais de partida pela existéncia de
bandas associadas a ruidos nas regides de 1590 - 1630 (¢cm™), modo de deformagio v, e

banda larga por volta de 3400 cm™, sugerindo a presencga de moléculas de 4gua adsorvidas
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Figura 5.5 - Curvas de potencial zeta obtidas a ,....:. da mobilidade eletroforética para as

amostras: (a) HAp e (b) B-TCP.

Foi observado que a hidroxiapatita em intervalos de pH proximos a
neutralidade e de minima acidez ou alcalinidade (pH entre 6-8, respectivamente)
desenvolve uma carga superficial positiva, sendo o ponto isoelétrico detectado em pH 8,6;
neste ponto o potencial € nulo e a suspensfo encontra-se aglomerada. Os valores de pH
acima de 10,5 referentes ao intervalo maximo de potencial entre ~22 ¢ —24 mV definem
suspensdes de HAp completamente dispersas.

A presenca dos eletrdlitos (HCl e KOH) utilizados durante as medidas,
principalmente, para pHs inferiores a 7 e proximos de 12 pode ter provocado alteragdes na
curva de potencial zeta da HAp, observa-se que nestes intervalos a curva apresenta uma
tendéncia diferente do seu percurso normal. Este comportamento pode estar relacionado ao
fendmeno de saturagiio decorrente do aumento da for¢a ibnica (excesso do eletrdlito),
causando uma compressdo na dupla camada elétrica que pode modificar a estabilidade da
suspensio s,

Para o sistema contendo B-TCP houve uma predominéncia de carga superficial
negativa sobre as particulas nos diferentes pHs analisados. A maior solubilidade desta
ceramica com relagdo a HAp tornou dificil o alcance de seu ponto isoelétrico, ja que
abaixo de pH 6 o material apresenta significativa solubilidade. As particulas de B-TCP
indicaram alta mobilidade em pH acima de 7 (intervalo de méximo potencial) , mas com
minima varia¢3o na sensibilidade para estes valores de pH (> 7).

A evolugio da curva de potencial zeta para o B-TCP sofreu uma sutil oscilagdo

em regides alcalinas devido a presen¢a de contra-fons e co-fons capazes de alterar a
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remanescentes, principalmente aqueles que apresentam compatibilidade com fosfatos de
célcio (Na, K, Mg, Cl) e os proprios elementos Ca ¢ P, nfo pode ser descartada.

Para analisar a presenga de seus grupos caracteristicos, que néo puderam ser
identificados por FRX, foi obtido o espectro de transmissdo por espectroscopia de

infravermelho (FTIR), da amostra de albumina, Figura 5.6.

amida 111

%transmitancia
K-S
()

NH
30 -CH,-
20 ~
1 amida Il
10 ~
0 amida [
0 ———— — — 7

T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

n® de onda (cm™)

Figura 5.6- Espectro de transmiss@o obtido por FTIR da amostra de albumina.

No espectro apresentado € possivel identificar a presenca de diferentes grupos
funcionais '** '®!: 600-800 cm™, banda caracteristica da deformacgdo angular fora do plano
de ligagdo N-H, que ¢ tipicamente encontrada em proteinas; 1072 ¢ 1155 cm’! atribuida a
deformagdo angular no plano de ligagio C-H; 1235 ¢ 1450 cm™, vibragdes no plano tipo
amida III, resultantes do estiramento C-N e da vibragdo N-H; 1360 cm™ referente a
deformagio no plano simétrico CHy; 1552 cm’™, vibragdes no plano tipo amida II, da
ligagdo N-H e estiramento C-N; 1654 cm™', amida 1, estiramento da carbonila (C=0) da
ligag@o peptidica; 2700 — 3100 cm™' resultantes da deformagdo axial assimétrica e simétrica
do grupo —CH,- da cadeia hidrocarbénica e na regio de 3500 cm™, banda larga atribuida a
presenca de agua.

A curva de analise termogravimétrica (TG) e a respectiva derivada (DTG) da
amostra de albumina ¢ apresentada na Figura 5.7. O grafico desta Figura apresenta dois

estagios de perda de massa, o primeiro com perda de aproximadamente 9%, intervalo onde
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final de 7,5 , que corresponde a um potencial zeta (Figura 5.5), com boa condi¢do de
dispersdo para as particulas em suspensdo.

Durante o preparo das suspensdes foi observada uma fécil dispersdo ¢ uma
tendéncia a sedimentagfio em tempos prolongados para as amostras contendo B-TCP. Este
comportamento pode ser resultante da menor solvatagdo e de seu maior tamanho de
particula, que pode promover uma acelerada sedimentagio e, a menor area superficial deste
material, tendendo a uma dispersdo mais facil, comparada a HAp. E importante esclarecer
que o tempo para obtengdo da espuma consolidada nfio foi afetado pelo efeito da
sedimentagio do B-TCP, que acontece em tempos mais longos. A suspensdo de HAp,
obtida inicialmente apresentou o aspecto de uma pasta totalmente aglomerada, por isso
suas suspensdes foram feitas com uma concentrag@o de 58% de sélidos. Esta concentrag@o
de solidos para suspensido de HAp, apesar de menor em relag@o as suspensdes que contém
a fase TCP, supera a maioria dos dados encontrados na literatura L8, 124

As suspensdes obtidas foram submetidas a um estudo reoldgico preliminar.
Neste estudo, nio foi variado o teor de solidos, nem a concentragdo de dispersante, com o
objetivo de observar o perfil inicial de viscosidade das suspensdes. As Figuras 5.12 e 5.13
(a) apresentam as curvas de tensdo em fun¢fio da taxa de cisalhamento, que descreve as
propriedades de fluxo, € o comportamento da viscosidade em funcio da taxa de

cisalhamento (curvas b) das suspensdes de HAp e 3-TCP, respectivamente.

180—+ 2500
160+ | ]
1w . 2250 ’
140 - ,l’.-‘ Ao
] 2000
120 4
- — 17501 W
<« ,-".r. » \
£ & 1500
2 £ -
v = 1250 g
L N
oypg
1000 "‘.Ji—-....m.
750
T T T T 500 14— T T T —T T v v
10 12 14 16 18 [¢] 2 —; é ‘é 1[0 1‘2 1I4 1|6 113—‘
Y (1/5) ¥ (1/s)
(a) ~ (b)

Figura 5.12 - Curvas da tensdo de cisalhamento (a) € da viscosidade (b) em fungdo da taxa

de cisathameto para suspensdes de HAp.
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Observando a curva (a) de tensio de cisalhamento (1) em fung@o da taxa de
cisalhamento (y) € possivel afirmar que o comportamento reolégico da suspensio de HAp €
tipico de suspensdes concentradas, ou seja, pseudoplastico, mas tendendo a um
comportamento newtoniano em taxas mais altas. A suspensdo de 3-TCP, Figura 5.13-a,
apresenta comportamento newtoniano; sua tensdo maxima de cisalhamento corresponde a
valores minimos de tens3o alcangados pela HAp para promover um decréscimo na
viscosidade, podendo indicar uma melhor dispersio do B-TCP ou a presenga de
aglomerados mais fracos. A curva (a) da Figura 5.13, suspensdo de B-TCP, apresenta

pequena oscilag@o na tenso de cisalhamento, o que pode estar relacionada a sedimentagéo

mais rapida de suas particulas.

8* 140_
1 pter p-TCP
71 120 4
i /./.
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NE 54 r ?,‘\ 0
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Y (1/s) Y (1fs)
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Figura 5.13 - Curvas da tenséo de cisalhamento (a) e da viscosidade (b) em fun¢fo da taxa

de cisalhameto para suspensdes de 3-TCP.

A curva (b), amostra de B-TCP, Figura 5.13, indica a existéncia de uma
viscosidade inicialmente alta na suspensdo, que pode estar relacionada a uma eventual
aglomerag&o de particulas presentes a baixas taxas (y < 0,5 s™); para taxas de cisalhamento
mais altas ha a destrui¢fo destes aglomerados, com liberagfio da 4gua retida no seu interior,
0 que justifica a queda brusca na viscosidade. Este comportamento foi mais pronunciado
para suspensdes de HAp (Figura 5.12 - b), estas apresentam uma tendéncia de redugfo na
viscosidade (comportamento pseudopléstico) a taxas intermediarias. Em contrapartida, a
suspensdo de B-TCP, no mesmo intervalo intermedidrio de taxa de cisalhamento, apresenta

um comportamento estavel de viscosidade, independente da taxa.
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Figura 5.15 - Avaliagio do comportamento das suspensdes de HAp, TCP e 5H,
respectivamente. Variagdo do potencial zeta (a), (c), (¢) e da viscosidade da suspensdes de

gelcasting (b), (d) e (), em fungfo da concentragdo do dispex A-40 (40%massa).

Os dispersantes parecem adsorver a superficie das particulas e modificar a
dupla camada elétrica, elevando sua carga superficial negativa (Figura 5.15 - a, ¢, ¢), que
possibilita uma melhor estabilizagdo para as suspensdes com valores de pH entre 10 e 11.
Observa-se para todas as suspensdes um valor de potencial zeta muito superior a 20 mV,
apontado pela literatura como ‘base para assegurar boa estabilidade para suspensdes
concentradas '’

Os valores de potencial zeta, em pH 10,5, foram mais efetivos para
concentragdes de dispersante correspondente a 1,75% para suspensGes de HAp ¢ TCP
(graficos a, c) e, 2,12% para a mistura SH (grafico e). Os valores de concentragdo (% em
volume) de dispersante, em relagdo a massa do p'c'>, foram convertidos para concentragio
em massa (massa de dispersante em relagio a massa de p6: mg/g) para uma melhor
visualizagdo dos resultados.

Nas curvas da Figura 5.15 (b, d, f) é observado que a presenga do mondmero,
hidroximetilacrilamida (HMAM), que compdem o gelcasting, ocasiona alteragdes na
superficie do pd, o que pode justificar as diferengas observadas na correlagdo entre a
melhor concentragéio de dispersante na suspensio que contém apenas o pé disperso (curvas
a, ¢, €) ¢ a obtida no processamento por gelcasting (curvas b, d, ). Para as amostras de
HAp e da mistura SH, as concentragdes de dispersante (1,75% e 2,12%, respectivamente),

responsaveis pelo methor comportamento de potencial zeta nfo correspondem a menor
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Figura 5.24— Potencial zeta dos materiais processados apds sinterizagdo; (a) B-fosfato

tricalcico e (b) hidroxiapatita.

A literatura relata que a presenca de carga negativa na superficie de
biomateriais pode proporcionar melhores resultados frente aos eventos celulares da

. .. _ 200
reparagdo, quando comparados a materiais com superficie positiva

. Além disso, a
presenga de cargas negativas na superficie ¢ favoravel a nucleacdo de HAp em solugéo
SBF *”'. A carga superficial tem influéncia direta na interacio material/célula e pode
definir a adesdo, capacidade de proliferagdo e diferenciagdo, determinando a falha ou
sucesso de um implante *%.

Além do estudo com SBF. foi realizada uma investiga¢do das solu¢des que
constituem o meio de cultura DMEM ¢ seus resultados foram comparados aos obtidos a
partir do SBF. Este estudo paralelo foi realizado com o intuito de verificar o efeito de
saturacfo para os ions cdlcio e f6sforo no meio de cultura acelular DMEM (Dulbecco’s
MEM), apos contato com as amostras de composi¢do SH submetidas ao ensaio in vitro
com osteoblastos. Neste ensaio, foram analisadas variagdes de massa ¢ alteragdes de pH,
sendo monitoradas concentrag¢des dos ions calcio e fosforo, por espectrometria de emissdo
por plasma induzido (ICP-OES). Foram avaliados exclusivamente, os elementos, célcio e o
tésforo. porque sdo os principais elementos presentes no plasma humano, em materiais
bioativos, cuja participagdo ¢ bastante efetiva no processo de dissolugdo/precipita¢io e, sdo
essenciais para manutencdo das células ** 202 A liberacdo destes ions a partir de materiais
ceramicos ¢ um dos principais fatores responsaveis pela formacdo da camada
biologicamente ativa e estimulo para o crescimento dsseo © .

Os testes de cultura foram realizados no Laboratério de Pesquisa Basica em

cultivo celular do Departamento de Dentistica da FOUSP, em um periodo maximo de trés
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dias, sem renovagdes do meio (DMEM), conforme protocolo do laboratério. E importante
considerar que este periodo de tempo (3 dias), corresponde a0 mesmo periodo adotado para
renovagdo das solugdes para o estudo com SBF, por isso as concentragdes dos elementos
predominantes (Ca e P) puderam ser comparadas nas diferentes situagdes. A variagdo,
expressa em porcentagem, das concentragdes de calcio e fésforo determinada por ICP, em
cada um dos meios, comparada aos respectivos controles (solu¢do na auséncia das

amostras), estdo apresentadas na Figura 5.25.

g 70 - ]
a (——=1Ca- SBF
s 9 <Y Ca - DMEM
S [_1P-SBF
T 50- V72 P - DMEM
lg 1
]
£ 404
Q
e
8 304
2]
o
[«]
® 204
.
5
% 104
0 ' 3 é

periodo de tempo (dias)

Figura 5.25 — Variagdo porcentual das concentragdes de Ca e P, em solugéio, obtida por
ICP-OES, comparada ao controle das solu¢des SBF ¢ DMEM acelular no periodo de 3

dias.

Nas duas situa¢des (SBF ¢ DMEM), houve uma redug@o na concentragéo dos
ions analisados em solugfo, apos 3 dias de imers@o das amostras nos respectivos meios,
comparada aos controles. Este comportamento ¢ um indicativo da formagdo de compostos
a base de fosfatos de calcio para o SBF e, possivelmente também para o DMEM,
depositados sobre as superficies das amostras, confirmados pelo ganho de massa ¢
observacgdo das superficies, por MEV.

Na Figura 5.26, estdo apresentadas as concentragdes dos ions analisados por

ICP, mediante a variagdo de pH neste intervalo de tempo.
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Figura 5.26 — Concentragéo de Ca e P em solugio DMEM (a) e SBF (b) , em fungfo do pH
das solugBes controle e apdés 3 dias na presenga das amostras SH (HAp/TCP na

propor¢@ol:1), determinadas por ICP-OES.

A variagdo da concentragdo de calcio entre as duas solu¢des foi pouco
expressiva (Figura 5.25), sendo mais elevada para a solugio DMEM. E importante
esclarecer que a concentrag@o de cdlcio determinada por ICP para as duas solugdes foi
superior a concentragdo de fosforo (Figura 5.26), havendo uma condigio de equilibrio mais
favorével entre Ca e P para solugio DMEM, que apresenta uma razdo Ca:P de 2:1. Este
equilibrio i6nico entre Ca e P existente na solugdo controle pode ser responsavel pela
variagdo proporcional da concentragdo destes ions observada na Figura 5.25, ap6s trés dias
de permanéncia das amostras na solugdo DMEM.

A raz@o entre estes elementos é muito mais elevada em SBF, Figura 5.26 —(b),
sendo a quantidade de calcio nesta solugfo, superior a concentragdo deste mesmo ion
presente no meto de cultura DMEM acelular, Figura 5.26 —(a). Por outro lado, sua
concentragdo inicial (controle) de fésforo foi menor que a concentragéo deste elemento no
meio DMEM e apds trés dias de ensaio. A presenga do fésforo no meio de cultura é
extremamente importante, considerando que este elemento € um dos componentes base das

207 justificando a

glicoproteinas e também € responsavel pelo tamponamento do meio
variagdo mais acentuada deste elemento no grafico da Figura 5.25 para os dois meios
simulados. Isto acontece no intuito de recuperar a condigéo inicial de equilibrio, verificada
antes da presenca da amostra. O controle DMEM apresentou uma quantidade de fosforo
estimada em 28,4% superior e, 83,9 % de calcio inferior, & solug@o controle de SBF. Além

da ac#io de tamponamento do meio promovida pela participagdo do fésforo, este elemento
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RESULTADOS E DISCUSSAO

quantitativa precisa. Esta caracteristica teve efeito na contagem real do nGmero de
osteoblastos sobre as superficies, permitindo apenas uma avaliagdo semi-quantitativa.

A Figura 5.30 ilustra a viabilidade celular,'a partir do gréafico representativo do
crescimento dos osteoblastos, em um periodo maximo de 3 dias, sobre as cerimicas

porosas de composigdo SH .

40—J %
s N /
. %
= %
3 20 %
2 15 Z.
o 10—_ %

Sj /

12 24 36 48 60 72
periodo de tempo (horas)

Figura 5.30- Avaliagdo do crescimento/proliferagdo celular de osteoblastos em superficies

das amostras macroporosas de fosfatos de célcio (SH) para diferentes periodos.

Observa-se na Figura 5.30, que hda um aumento gradativo do nimero de células
na superficie das amostras, ndo sendo observado periodo de supressdo entre as culturas que
indique reagles adversas ou sinal de citotoxicidade do material. No estagio inicial (12
horas), o metabolismo celular esta voltado para o processo de ancoragem, na garantia de
uma adesdo adequada. A ancoragem das células requer a presenga de proteinas de ligag&o
especificas, enquanto a proliferagéo e diferenciagfio necessitam de fatores de crescimento e
citocinas, glicoproteinas de baixo peso molecular, inferior a 80KDa, que atuam na
intercomunicagdo celular .

Apds a etapa de adesdo, as células iniciam processo de
prolifera¢@o/diferencia¢do. Se o processo de adesfio n#o tiver sido efetivo, dificilmente as
células atingem as proximas fases de desenvolvimento, que acontecem em periodos mais
prolongados 213 Nos ultimos estagios, as fungles metabdlicas estdo voltadas para o
processo de diferenciagdo celular, por isso ndo acontece um aumento expressivo do
namero de células, como observado para as amostras de 2 e 3 dias, na Figura 5.30,

enquanto um refor¢o das caracteristicas fenotipicas ¢ notado, como, por exemplo, nas
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