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Resumo- Nanobiomaterias a base de nanotubos de carbono de miltiplas paredes verticalmente alinhados
superhidrofilicos (VAMWCNT-0O,) sédo promissores pelas suas similaridades e biocompatibilidade com o
tecido 6sseo. Busca-se a obtencao do processo de biomineralizacdo de nanobiomateriais visando acelerar
0 processo de osseointegracdo. A biomineralizagdo desse nanobiomaterial viabiliza sua aplicabilidade como
arcabouco para sustentacdo celular e consequente formacdo de tecido 6sseo. O recobrimento de
VAMWCNT-O, com nanohidroxiapatita (nHAp) visa aprimorar as propriedades mecanicas e a
biocompatibilidade, devido a sua semelhanga com a matriz estrutural 6ssea. Este trabalho tem como
objetivo a biomineralizacdo in vitro de nanocompdsitos a base de nHAp/VAMWCNT-O, utilizando fluido
corpéreo simulado (SBF). Conseguiu-se obter densificacdo devido ao depésito de nanoapatitas
policristalinas nas superficies e entre os nanocompésitos de nHAp/VACNT-O, de forma rapida, sem a
necessidade de tratamento térmico. Devido as caracteristicas e propriedades dos nanocompadsitos torna-se

extremamente viavel suas aplicacdes para aceleracao de processos regenerativos in vivo.
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Introducéo

Na natureza, os organismos controlam a
nucleacdo e o crescimento de cristais usando
interfaces organicas como modelos (HEUER et al,
1992). Nas dUltimas décadas, cientistas vém
tentando aprender com a natureza como projetar
biomateriais  biomiméticos, inspirados pela
estrutura hierarquica complexa de 0sso e outros
tecidos naturais mineralizados, e para controlar o
processo de biomineralizacdo em substratos de
biomateriais, a fim de promover as propriedades
osteocondutoras dos dispositivos implantaveis
(WEINER; ADDADI, 1997).

Aspectos fundamentais da biomineralizacéo
também podem ser importantes a fim de propor
novas metodologias para melhorar a calcificacdo
sobre a superficie dos biomateriais ou para
desenvolver modelos bioativos tridimensionais que
podem ser utilizados na medicina regenerativa
(HEUER et al, 1992). Em particular, a literatura
relata que alguns grupos quimicos e protéicos,
bem como a matriz tridimensional, na qual poderia
ocorrer a calcificacdo, desempenham um papel
fundamental na nucleacdo e crescimento de
nanohidroxiapatita (nHAp) (ADDADI; WEINER,;

Biomineralizagdo, Nanotubos de carbono, Nanohidroxiapatita, SBF e Técnicas de

Nanociéncia e Nanotecnologia Aplicada

GEVA, 2001). A analise da bioatividade de
materiais artificiais, quando implantados in vivo,
pode ser reproduzida in vitro por ensaios de
imersdo utilizando uma solugdo fisiologica
simulada que imita as concentragbes de ions
tipicos nos fluidos corporais simulados (SBF)
(KOKUBO; TAKADAMA, 2006). Nanotubos de
carbono verticalmente alinhados superhidrofilicos
(VAMWCNT-O,) sdo de particular interesse na
medicina regenerativa, devido as suas excelentes
propriedades  mecanicas e  caracteristicas
biomiméticas (LOBO et al, 2010). O modelo
induzido de nHAp tem amplas perspectivas em
campos aplicados da medicina 6sseo-regenerativa
(BRUNSKI; PULEO; NANCI, 2000). Assim, uma
combinacdo desses dois excelentes materiais
pode ser utilizada em aplicagdes de engenharia de
tecido 6sseo. Sabe-se que ocorre a formacao de
nanoapatitas policristalinas sobre os VAMWCNT-
0O,, através da biomineralizacdo em SBF e outras
solugdes contendo ions de célcio e fosfato, onde
os grupos funcionais presentes nos VAMWCNT-
0,, como a carboxila (-COOH), atuam como
locais de nucleacdo e deposicdo de apatitas
(MARSI et al, 2012).
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Varias metodologias tém sido aplicadas no
preparo da solucho SBF para obter
nanobiomateriais mineralizados para 0
desenvolvimento de enxertos @sseos, sao
mostrados na literatura (HABIBOVIC et al, 2002).
No entanto, os seus cristais de apatita relatados
eram diferentes na morfologia, e os processos de
deposicdo de apatita ndo sao suficientemente
claros. Neste estudo, mostra-se, pela primeira vez,
o] processo de biomineralizacéo de
nanocompoésitos a base de nHAp/VAMWCNT-O,
utilizando diferentes metodologias de solucdo de
SBF viabilizando seu uso como enxertos 0sseos in
vivo.

Metodologia

Todo o processo de producdo dos VAMWCNTSs
foi realizado no Laboratério Associado de
Sensores e Materiais do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais. Para o crescimento do filme
de VACNT utilizou-se um reator de plasma de
microondas. Utilizaram-se ligas de titAnio com
pureza biomédica como substrato. Como
catalisadores  metdlicos, para consequente
nucleacdo dos VACNTSs, utilizou-se o depdsito de
uma camada de 10 nm de niquel obtidas em uma
evaporadora de feixe de elétrons (Auto 306 —EB3
Multihearth  Electron Beam  Source). Os
VAMWCNT foram crescidos em duas etapas,
denominadas de pré-tratamento e deposicéo,
respectivamente. Na etapa de pré-tratamento, o
objetivo foi criar nanoilhas do material catalisador,
a partir das quais os nanotubos puderam ser
nucleados. Antes de iniciar esse processo, foram
inseridos 90 sccm de H, + 10 sccm de N, a uma
presséo de 4x10° Pa, aguecendo o porta-amostras
com uma resisténcia elétrica até atingir uma
temperatura aproximada de 300°C. Na fase de
pré-tratamento, com duracdo de 5 minutos, a
poténcia do gerador de microondas foi mantida em
800 W e a temperatura atingiu cerca de 760°C. Na
etapa de deposicdo, foram adicionados 14 sccm
de CH, como fonte de carbono por 1 minuto
(LOBO, 2011).

Para obtenc&o da superhidrofilicidade, ocorreu
a funcionalizagcdo dos VAMWCNT (VAMWCNT-
0O,), utilizando o sistema de plasma de O, DC-
pulsado, nos parédmetros experimentais
desenvolvido por Lobo et al (2011): Tempo de
tratamento a plasma: 2 minutos, Tensédo aplicada:
- 400V e Presséo de trabalho: 80 mTorr.

Utilizou-se a técnica desenvolvida por Lobo et
al (2010), onde a nHAp é eletrodepositada sobre
os VAMWCNT-O,, e desta forma, obtiveram-se os
nanocompoésitos de nHAp/VAMWCNT-O,. O
processo de eletrodeposicdo foi realizado em um
potenciostato/galvanostato (AUTOLAB, PGSTAT
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128N, HOLANDA),
potenciostatico.

A biomineralizagcdo dos nanocompdsitos de
nHAp/VAMWCNT-O, foi realizada pela imersao do
material em solucdo de SBF. A solucao foi
preparada pela dissolucdo de ions em &gua
destilada, em chapa de agitacdo. O pH da solucéo
foi ajustado com o peagametro (METROHM),
sendo obtidos valores de 6,10 (HCl) e 7,40
(NaOH). As composicBes das SBFs utilizadas
neste trabalho s&@o propostas por Barrére et al
(2002), cuja concentragdo dos componentes €
cinco vezes maior do que a solucdo original
proposta por Kokubo (1998). Na Tabela 1 séo
apresentados os componentes e as composi¢oes

operando em  modo

empregados.
Tabela 1- Composi¢do SBF 5x.
Componente Quantidade (g/L)
NaCl 40,00
CaC|2 . 2H,0 1,84
Na,HPO, . 2H,0 0,89
NaHCO; 1,76

Os nanocompositos de nHAp/VAMWCNTSs
foram colocados em tubo de ensaio com 15 mL de
SBF, com uma amostra em cada frasco, e
acondicionados em incubadora refrigerada de
bancada, equipamento da marca Cientec, modelo
CT-712-R. As amostras foram agitados a 75 RPM,
em temperatura em torno de 36,5C pelos
periodos de 7, 14 e 21 dias. ApGs o periodo de
imersdo as amostras foram retiradas da solucao
de SBF, lavadas em agua destilada e secas em
estufa por 24 horas a 50C.

Resultados

Na figura 1 é possivel observar as micrografias
obtidas pela técnica de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) das superficies dos
nanocompésitos de nHAp/VAMWCNTs antes
(Figura 1A) e apds imersdes nas respectivas
solugcdes SBF com diferentes pHs, sendo eles:
6,10 (Figura 1l.la-c) e 7,40 (Figura 1.2a-c). Os
tempos de incubacdo seguem a sequéncia de 7
dias (a), 14 dias (b) e 21 dias (c). Na Figura 1A é
possivel verificar os cristais de nHAp
eletrodepositados sobre os VAMWCNT-O, como
crescidos, ou seja, sem a respectiva imersdo em
SBF(controle).

Observa-se que em ambos 0s pHs os
nanocompositos se mostram bioativos pois
ocorrem precipitacbes de apatitas policristalinas.
Contudo, na amostra imersa em pH &cido por 7
dias (Figura 1.1a) ndo se observa a uma camada
densa, apenas cristais de nHAp. Em 14 dias
(Figura 1.1b), ja possivel observar a densificacao
da camada seguida da forma¢&o de uma segunda
camada sobre a superficie, sendo que as
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nanoapatitas apresentam uma morfologia plate-
like (em forma de placas), mantida na amostra de
21 dias (Figura 1.1c). Quanto aos nanocompdositos
imersos em pH basico (Figuras 1.2a-c), é possivel
observar ques na amostra imersa por 7 dias
(Figura 1.2a)s ja ocorre a densificacdo completa
da camada com a deposicdo de nanoapatitas
globulares. Apés 14 dias (Figura 1.2b) verifica-se
uma maior ampliacdo dos detalhes da
densificacdo, bem como um aumento da
espessura em relagdo ao mesmo periodo
observado pH acido. Detalhes desse aumento de
espessura sdo mostrados nas amostras de 21 dias
(Figura 1.2c), onde é possivel observar o deposito
de nanoapatitas, ndo somente na superficie, como
também entre os VAMWCNT-O,.

A Figura 2 mostra a rugosidade dos compositos
antes e ap6s a biomineralizacdo, utilizando o
perfildmetro optico. Para o céalculo da rugosidade
média (Ra), foram feitas trés medidas em cada
amostras (Tabela 2). Essas analises foram feitas
porgue se observou uma variagdo nas dimensdes
das microestruturas das amostras (formacédo de
nanoapatitas policristalinas) devido ao tempo de
imersdo em SBF nos diferentes pHs estudados. E
possivel observar que, quando comparadas a
amostra controle (Figura 2a), todas as demais
amostras apresentam rugosidade elevada (Tabela
2).

Tabela 2- Rugosidade média (Ra).

Dias pH- 6,10 pH- 7,40
7 6,63+1,26 14,74+0,51
14 19,11+2,43 6,74+1,02

21 20,63+6,26 1641+2,71

E possivel verificar uma diminuicdo na
rugosidade, com a mudanca no pH, devido
Aformacdo de uma camada de nanoapatitas
policristalinas (Tabela 2), embora as amostras
submersas em pH 7,4 por 7 dias terem
apresentado uma rugosidade muito elevada se
comparadas as amostras imersas no pH 6,1
(Figuras 2e e 2b, respectivamente). Essa
rugosidade ndo é mantida (Figura 2f), diminuindo
conforme pode ser constatado na Tabela 2,
enquanto que a rugosidade das amostras
submersas em pH 6,1 aumentam
progressivamente (Figura 2c e 2d), mantendo-se
superior as demais amostras (Figura 2f e 2g).

Verifica-se que ha deposicdo de forma
homogénea de célcio e de fdsforo sobre os
nanocompésitos de nHAp/VAMWCNT-O, antes e
apos o processo de hiomineralizacao (dados de
distribuicdo ndo mostrados). No entanto, opta-se
em utilizar para comparacbes somente a razao
Ca/P quantificadas pela técnica de EDX
apresentados na Figura 3. Andlises semi-
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guantitativas elementares de célcio (Ca) e fésforo

(P) foram realizadas por um espectrémetro
de microfluorescéncia de raios-X por
energia dispersiva (u1-EDX 1300, Shimadzu, Kyoto,
Japéo), equipado com um rédio de tubo de Raio-X
e um detector de Si (Li) resfriado por nitrogénio
liqguido (N,). O equipamento foiacoplado a
um sistema de computador para processamento
de dados. A faixa de energia de exames foi de 0,0
a 40,0 eV. A tens@ono  tubo foi fixada
em 15 kV, com ajuste de corrente automatico. As
andlises de emissdes caracteristicas de Ca e P
foram tomadas longitudinalmente na  superficie
das amostras, com didmetro de feixe incidente de
50 um. O mapeamento foi tomado com base em
40 x 30 pontos com uma etapa de 20 microns ao
longo das apatitas bioldgicas formadas nos
filmes de VACNT superhidrofilicos. A andlise foi
realizada em uma linha de 100 mm de
comprimento e 50mm de espessura. Os

exames foram realizados comumataxa de
contagem de 10s por ponto (tempo
Vivo) e um tempo morto de 25%. O

equipamento foi ajustado com uso de um reagente
de certificado comercial de hidroxiapatita
estequiométrica (Sigma-Aldrich sintético
Cay0(PO,4)s(OH),, grau 99,999%, lote 10818HA)
como referéncia. As medi¢cdes foram coletadas
usando 0s parametros fundamentais da

emissao de raios-X caracteristico dos
elementos Cae do P. Os elementosO eH
foram utilizados como equilibrio  quimico. A

referéncia também foi utilizada
como um ponto nacurva de calibracdo de
intensidade. A calibracdo de energia foi realizada
utilizando padrdes internos para os elementos de
luz (SOARES et al, 2009). As analises foram
realizadas no Laboratério de Espectroscopia
Vibracional Biomédica da Univap.

Utilizaram-se-se nHAp eletrodepositadas sobre
os VAMWCNT-O, como controle para as analises.

Discusséo

A literatura identifica diferentes metodologias
para a preparacao de solugdo biomimética de SBF
(BARRERE et al, 2002). Inicialmente, é proposta
por Kokubo e Takadama (2006), porém com o
intuito de minimizar o0s reagentes para a
confeccdo, tornando-a de baixo custo, pequenas
alteracdes foram realizadas (HABIBOVIC et al,
2002). Além dos diferentes tipos de reagentes,
também sdo  propostos diferentes  pHSs,
identificando  melhorias no  processo de
precipitacdo de ions Ca e P. Vale a ressalva que
todos o0s processos foram realizados em
superficies bidimensionais, onde, na maioria das
vezes, utilizam-se ligas de titAnio (ESCADA,
2009). VAMWCNT-O, séo considerados
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candidatos ao processo de biomineralizacdo em
SBF (MARSI et al, 2012) devido a presencga de
carbonanto de calcio, porém procura-se para o
desenvolvimento de nanobiomateriais mimetizar
cada vez mais o tecido humano. Neste trabalho,
procura-se mimetizar o tecido 6sseo associando
aos VAMWCNT-O, a nHAp para que com isso
melhore as condi¢cdes de deposicdo de célcio e
fésforo in vitro e in vivo.

ApOs a imersdao em SBF verifica-se que a

superficie do nanocompdsito a base de
nHAp/VAMWCNT-O, é carregada negativamente
e, em consequéncia, combinada de maneira
seletiva com os ions de calcio carregados
positivamente (nHAp), formando assim
nanoapatitas policristalinas (KOKUBO; KIM;
KAWASHITA, 2003), sendo estas identificados
como as nanopatitas depositadas observadas nas
Figuras 1, 2 e 3. Como os ions de calcio
acumulam-se na superficie, esta torna-se
carregada positivamente e, como resultado, esses
fons combinam-se com os ions fosfatos
carregados negativamente, formando assim,
fosfatos de célcio (TUNG, 1998). O fosfato de
calcio se transforma espontaneamente em apatita,
simulando as muitas fases quimicas do fosfato de
célcio presentes nos tecidos biolégicos, como nos
0ss0s, 0 que justifica sua aplicagdo como
nanobiomaterial (ESCADA, 2009).
Observa-se que na Figura 1A ocorre a formacéo
de cristais de nHAp de forma homogénea sobre os
VAMWCNT-O,. As Figuras 1.1a e 1.2a referem-se
aos nanocompositos de nHAp/VAMWCNT-O, que
ficaram imersas em SBF por 7 dias Verifica-se que
em pH mais basico (Figura 1.2a) as nanoapatitas
policristalinas depositadas ficaram mais
homogéneas, apresentando-se mais esferuliticas,
ocorrendo a completa densificacdo da camada de
nanoapatita.

A comprovacdo de tal fendbmeno de
bioatividade pode ser observada na Figura 3, com
um aumento na razdo Ca/P, se comparada as
amostras submersas em solucdo com pH acido
(Figura 1l.1a), que por sua vez apresentam
superficies  recobertas por formagbes de
nanocristais de apatita similares, porém com
diversos tamanhos, o que pode ser visualizado por
meio da MEV. Também € possivel verificar que
gquanto maior o tempo de incubacdo dos
nHAp/VAMWCNT-O,, mais espessa fica a camada
de nanoapatitas policristalinas, porém néo ocorre
a densificacdo da camada. Entretanto, as
amostras submetidas ao pH 7,4 apresentam-se
mais homogéneas, com as nanoapatitas
policristalinas formadas apresentando razdes
molares de Ca/P médias de 2,442; 2,021; 2,430,
para 7, 14 e 21 dias, respectivamente.

agaoc ntifica Jumor

Figura 2 - Perfilbmetro Otico dos compdsitos de
HA/VACNT-O, (a), imersas por 7 (b,e), 14(c,f) e
21 (d,g) dias em SBF. As imagens foram
obtidas na escala de 300 pm®.
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Figura 3 - Gréfico baseado nos dados
fornecidos pelo EDX.

XVI Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica e

XII Encontro Latino Americano de Pés-Graduacado — Universidade do Vale do Paraiba



XVLINIC XILEPG VLINICJr

Encontro Latino Americano Encontro Latino Americano Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica de Pés Graduacgao de Iniciagdo Cientifica Janior

1 S Wi P IOEm

Figura 1- Imagem do MEV dos compdsitos de HA/VACNT-O, (A), imersas por
7 dias (1a, 2a), 14 dias (1b, 2b) e 21 dias (1c, 2c) em SBF.
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Tal processo de densificacdo, observado na
Figura 1 (analise por MEV), de perfilometria
(Figura 2) e na razdo Ca/P calculada a partir do
EDX (Figura 3) deve-se a saturacdo da densidade
da camada inicialmente formada nos diferentes
pHs. Com pH acido tal saturacdo ocorre apés 7
dias (Figura 1.1a), mantendo-se a deposicdo de
nanoapatitas policristalinas idénticas durante todo
o intervalo de tempo estudado (14 dias-Figural.lb
e 2ldias-Figura 1.1c). Um resultado totalmente
inverso é observado com o SBF ajustado para pH
béasico, onde durante todo o processo estudado
ndo ocorre tal saturacédo, o que é favoravel, tendo
em vista que o plasma humano possui pH igual a
7,38, sendo considerado o processo de
biomineralizacdo in vitro aqui proposto similar ao
gue possivelmente ocorrera in vivo.

Essas alteracbes morfolégicas nas superficies
das amostras culminam nas diferencas
encontradas nas analises de rugosidade (Figura 2,
Tabela 2). Observa-se que ndo ha o crescimento
de uma camada uniforme na superficie das
amostras, sendo observados tanto glébulos
guanto nanocristais de apatitas. Nas amostras
submersas em pH 6,1, com morfologia cristalina, a
rugosidade encontrada é superior a das amostras
sob pH 7,4, de formacado globular, devido a altura
elevada dos cristais, quando comparadas a
homogeneidade e densificacdo das nanoapatitas
esferuliticas.

Nos resultados obtidos pela técnica de EDX
(Figura 3) é possivel verificar o perfil de
distribuicdo dos elementos quimicos calcio e
fosforo antes e apés o0 processo de
biomineralizacdo em SBF. Observa-se que
ocorrem alteragbes nas respectivas porcentagens
em peso dos elementos quimicos quando imersos
nos diferentes pHs e tempos de incubacao
estudados (os dados ndo mostrados). Para as
amostras imersas em SBF por 7, 14 e 21 dias, em
ambos os pHs estudados, as analises por EDX
confrmam (Figura 3) a bioativade dos
nanocompésitos de nHAp/VAMWCNT-O,. Nota-se
gue as amostras de nHAp/VAMWCNT-O, que
ficaram imersas em SBF com pH 7,40 e maiores
temos de imersdo obteve a razdo maior que as
imersas em SBF com pH 6,10 e que ficaram
imersas por periodos menores. A razdo Ca/P em
torno de 1,77 para as amostras imersas em SBF
com pH 6,10, apresenta-se muito proxima a
composicao da camada correspondente
ahidroxiapatita , com uma razdo molar Ca/P igual
a1,67.

Conclusao

Mostra-se, pela primeira vez, o processo de
biomineralizagdo de nanocompdésitos a base de
NHAp/VAMWCNT-O, utilizando diferentes
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metodologias de solu¢do de SBF viabilizando seu
uso como enxertos 0sseos in vivo. Obtém-se a
biomineralizagdo  dos  nanocompdsitos  de
NHAp/VAMWCNT-O, pela imersdo em solucdes
de SBF em ambos os pHs estudados. Utilizando-
se o pH 7,40 consegue-se uma maior densificacao
da camada de nanoapatita formada, sendo
também possivel observar um aumento gradativo
da razdo Ca/P no intervalo de 21 dias e por ser
este pH proximo ao encontrado no plasma
humano (pH 7, 38), considera-se este
nanocomp@ésito como sendo bioativo.

Estes resultados sdo motivadores no aspecto
cientifico, pois indicam a aplicabilidade desse novo
biomaterial a base de nHAp/VAMWCNT-O, na
medicina 6sseo-regenerativa. Portanto, pretende-
se, em trabalhos futuros, confirmar quais grupos
deverdo ser mais adequados ao reparo do tecido
0sseo, através de ensaios in vitro com cultura de
osteoblastos humanos, seguidos por ensaios in
vivo, no que se refere ao pH (6,1 ou 7,4) e ao
tempo de imerséo (7, 14 ou 21 dias),.
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