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Resumo- Nanobiomaterias sdo promissores pelo fato de apresentarem similaridades com componentes
nanoestruturados de matriz extracelular. Dentro desta classe, os nanotubos de carbono de mdltiplas
paredes (MWCNT) tém sido estudados com grande interesse devido a sua alta biocompatibilidade A
bioatividade associada a biocompatibilidade de um material torna-se essencial, viabilizando sua
aplicabilidade como arcaboucos para formacédo de tecidos e recobrimentos de préteses ésseas. Este
trabalho teve como objetivo a modificacdo superficial e fabricacdo de compédsitos de MWCNT e
hidroxiapatita (HA) viabilizando aplicacdes como arcaboucos para crescimento ésseo. A Bioatividade dos
compositos obtidos foi avaliada utilizando simulado do fluido corpéreo in vitro (SBF). Conseguiu-se obter
cristais de HA sobre os MWCNTSs super-hidrofilicos de forma rapida, homogénea, cristalina e de 6tima
qualidade sem a necessidade de tratamento térmico. Excelentes resultados de bioatividade foram obtidos
apos sete dias (7) de incubacdo com SBF. Devido as caracteristicas e propriedades dos compdsitos torna-

se extremamente viavel suas aplicacdes para aceleracéo de processos regenerativos in vivo.

Palavras-chave: Nanobiomateriais, nanotubos de carbono, Hidroxiapatita e Bioatividade

Area do Conhecimento: Biomateriais
Introducéo

Um dos maiores tépicos de pesquisas
atuais em engenharia de tecidos € o controle da
topografia, particularmente para a otimizacdo da
colonizagédo celular. Condi¢des topograficas nano-
escalares oferecem um efeito significativo na
proliferacdo e diferenciagdo celular (HORBETT,
1996; SCHAKENRAAD, 1996). A engenharia de
tecidos procura desenvolver estruturas
nanoescalares, onde biomimeticamente podem
ser usadas para controlar o comportamento celular
(WILSON et al, 2005; SATO, N.; WEBSTER, T. J.,
2004).

Biomateriais nanoestruturados séo
promissores pelo fato de apresentarem
similaridades com componentes nanoestruturados
de matriz extracelular, despertando grande
interesse na area de bioengenharia. Suas
configuracbes e propriedades fisico-quimicas
influenciam nas interacBes celulares que
conduzem a regeneracao de tecidos, sendo vistos
como um avanco em superficies implantaveis.
Dentro da classe de nanomateriais, os nanotubos

de carbono (CNT) possuem um grande potencial
para aplicacbes biomédicas devido as suas
propriedades Unicas, tais como, condutividade
elétrica, alta estabilidade quimica, alta resisténcia
mecéanica e facilitacdo para incorporacdo de
grupos funcionais para producdo de arcaboucos
para sustentacéo celular (HORBETT, 1996; SATO,
N.; WEBSTER, T. J., 2004).

A interacdo dos tecidos vivos com o
biomaterial, associada com o tipo de resposta do
organismo a presenca do material, € 0 ponto mais
desafiador no desenvolvimento de biomateriais.
Os tipos de interacdo entre tecido-implante séo
fundamentalmente dependentes do tipo de
material e podem ser reunidos nos seguintes
grupos: téxica, ndo-toxica (muitas vezes chamada
de bioinerte), bioativa e  biodegradavel.
Ultimamente o desenvolvimento de materiais
considerados bioativos vém sendo enfatizado ja
que, além de substituir tecidos traumatizados,
estes materiais também podem propiciar a
recuperacao do tecido danificado através da
atuacdo em metabolismos intra e extracelulares
responsaveis pela reproducdo celular e
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propagacao dos tecidos em crescimento (HENCH,
L. L, 1991).

A hidroxiapatita (HA), por ser o principal
constituinte da fase inorganica do osso, tem sido
muito estudada. Suas caracteristicas quimicas e
estruturais possibilitam seu uso na area médica
como material biocompativel em implantes e
proteses (EANES, E. D, 1980). O interesse
particular por estas estruturas ocorre devido a
facilidade de promover a ligacéo interfacial estavel
entre o material implantado e o tecido vivo
(FULMER et al., 1992).

A utilizacdo de scaffolds a base de CNT
para crescimento de células vem sendo
amplamente estudadas, podendo variar suas
composicdes de acordo com as aplicacdes.
Geralmente utilizam-se os CNT crescidos sobre
substratos, misturados em hidroxiapatita (WHITE,
A. A, BEST, S. M, 2007) ou misturados em
matrizes poliméricas biorreabsorviveis (ZHANG,
D.et al, 2006; ABARRATEGI, A. et al , 2008),
buscando melhorar propriedades mecanicas e
também favorecera proliferacdo e diferenciacéo
celular.

A utilizacdo de solugdes que simulam o
fluido corpéreo acelular (SBF) tem se intensificado
nos Ultimos anos, principalmente depois que
KOKUBO e colaboradores definiram bioatividade
como sendo a capacidade de alguns materiais tem
de desenvolverem uma camada de apatita sobre
sua superficie apds imersao nestas solugdes. Esta
camada de apatita formada pode atuar como
sinalizadora das células que se proliferam e se
diferenciam para  produzir  colageno e
hidroxiapatita. Desde entdo, varias solucdes
simuladoras, que diferem entre si pela composicao
guimica, tém sido propostas com esta finalidade.
Em Kokubo et al. (2006) estes autores apresentam
um balanco da previsdo do comportamento in vivo
a partir do emprego de teste in vitro (KOKUBO et
al., 2006) onde principalmente procuram
caracterizar as diversas formas de apatitas
presentes nos filmes obtidos.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver
um novo método rapido, eficiente de fabricacao de
compdsitos  nanoestruturados de CNT e
hidroxiapatita pelo método de eletrodeposicao
direta. Foram obtidos cristais de HA com alto grau
de cristalinidade e com excelentes propriedades
bioativas apds incubacdo com SBF por 21 dias
viabilizando futuras aplicagcbes como scaffolds
para estudos in vitro e in vivo.

Materiais e Métodos

Producéo e funcionalizacdo dos nanotubos de
carbono
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Os nanotubos de carbono de miultiplas
camadas (MWNTSs) foram crescidos em um Reator
de Plasma de Microondas por um processo de
duas etapas, que denominamos de Pré-

Tratamento e Deposicéo. Utilizou-se, como
substrato para o crescimento, silicio revestido por
uma fina camada de niquel (~5nm). Na etapa de
Pré-Tratamento, o objetivo foi criar nano-ilhas de
niquel, a partir das quais os nanotubos puderam
ser nucleados. Antes de iniciar esse processo,
misturou-se 90 sccm de H, +10 sccm de N, a uma
pressdo de 20 Torr aquecendo o porta- substrato
utilizando uma resisténcia elétrica até atingir uma
temperatura aproximada de 525°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 700°C.
A etapa de deposicdo teve duracdo de 2 minutos
e, nela, 14 sccm de CH, foram adicionados como
fonte de carbono, a 20 Torr de presséo, 800 W de
poténcia e temperatura de 750°C.

Os MWCNT foram funcionalizados
utilizando plasma de oxigénio para incorporacdo
de grupos funcionais carboxilicos, e com isso
apresentando melhores propriedades de
molhabilidade, estes resultados s&o bem descritos
e comprovados por RAMOS e colaboradores
(RAMOS SC et al.,, 2010). Para o tratamento a
plasma foi utilizado um reator montado no
laboratério do grupo, utilizando a técnica de DC
pulsado PECVD (BONETTI, 2008). Brevemente os
pardmetros para a funcionalizagéo foram: fluxo de
1 sccm; tensdo aplicada — 400V, pressdo de
trabalho 80mTorr e tempo total de 2 minutos. Mais
detalhes sobre os métodos e principios estédo
descritos em outros trabalhos do grupo por
RAMOS e colaborares (RAMOS SC et al., 2010).

Eletrodeposicdo de hidroxiapatita sobre os
MWCNT

A eletrodeposicdo de HA sobre os filmes
de VACNTSs foi obtida utilizando os eletrélitos, nas
concentracdes molares definidas a seguir: 0.042
molL?  Ca(NO3)2.4H20 + 0.025 molL™
(NH,).2HPO, electrolytes (pH=4.7). As medidas
eletroquimicas foram feitas utilizando uma célula
de trés eletrodos acoplados a um equipamento
Autolab PGSTAT 302. Os filmes de MWCNTs
superhidrofilicos foram usados como um eletrodo
de trabalho e a area de contato com a solugéo
eletrolitica foi de 0,27 cm2. Como referéncia foram
utilizados eletrodos de Ag/AgCl (Calomelano) e
contra-eletrodos de platina. Os filmes de HA foram
produzidos aplicando uma constante voltagem de -
2,0 V durante 30 min e a temperatura da solucéo
foi mantida a 70° C.

Preparacéo e ensaio invitro do SBF
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Os testes de bioatividade foram realizados
para comparar 0s niveis de bioatividade in vitro
das amostras, usando solucdo de SBF-K9
acelular. Essa solugcdo possui todos os ions
encontrados no plasma humano em concentragdo
semelhante.

A tabela 1 descreve as quantidades de
reagentes utilizados para a preparacdo da solucdo
de SBF, de acordo com o método proposto por
Barrere e colaboradores (BARRERE et al., 2004).

Tabela 2. Composicao e quantidade em peso dos
reagentes para a preparacao da solucdo de SBF.

Componente | Quantidade
(9

NacCl 40,0

MgCI2 . 1,52

6H20

CaCl2. 1,84

2H20

Na2HPO4 . 0,89

2H20

NaHCO3 1,76

Tal avaliacdo é universalmente usada para
testar materiais bioativos, os quais sdo mantidos
em solucdo numa razdo (RSA/VS) = 0,1 cm-1 a
36,7° C. Os reagentes foram dissolvidos em agua
deionizada (900 ml), com agitacdo magnética e
fluxo constante de CO2 e sendo mantido por mais
20 minutos, até que a solugédo final apresentasse
de forma translicida, com pH em torno de 6,04.
ApOs este procedimento, completou-se a solugao
com agua deionizada para um total de 1000 mL.

Os compositos de MWCNTs e HA foram
limpos e desengordurados em ultrassom com
agua deionizada e auto-clavados em estufa a
121,5°C. Os experimentos foram realizados em
frascos de polipropileno de 15 mL cuidadosamente
limpos, com tampa de rosca contendo 10 mL de
solucdo e mantidos a uma temperatura constante
de 37° C em agitador a 75rpm (CT-712R, Cientec)
por um periodo total de 21 dias. Os experimentos
foram feitos em triplicata para cada periodo, sendo
eles: 7,14 e 21 dias. Apb6s cada periodo de
incubacdo as amostras foram retiradas, lavadas
em agua deionizada e preparadas para as
analises.

Caracterizacéo morfol6gica e estrutural dos
filmes de hidroxiapatita.

O material depositado e incubados em
SBF foram caracterizados através de microscopia
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eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia
dispersiva de raio-X (EDS), difracao de raio-X
(DRX) e microscopia de forca atbmica (MFA) e
espectroscopia Raman.

Os parametros utilizados para a realizacéo
da MEV foram: tensdo de 5 kV, distancia de
trabalho entre 5-8 mm, e ampliagBes que variaram
de 200-5.000 vezes. O EDS foi utilizado para fazer
0 mapeamento e composicdo dos elementos
quimicos presentes. As pecas receberam um
revestimento de ouro para que a superficie se
tornasse condutora. O MEV foi utilizado com o
objetivo de se verificar a morfologia e o tamanho
dos cristais depositados.

Para as medidas de raios-X usou-se um
difractbmetro de alta resolucdo (marca Philips
X'Pert MRD). O espectro de refletividade foi
ajustado com uma varredura de w/2Q entre
w=0,050 and w=70. O objetivo da difracdo de raio-
X foi identificar as fases presentes no depaésito.

Os espectros foram coletados pelo
sistema micro-Raman, modelo Renishaw 2000,
com comprimento de excitacdo no visivel (514,5
nm), utilizando um laser de argbnio. O Objetivo
desta técnica € caracterizar as ligacbes de
fosfatos presentes nos filmes obtidos.

Resultados

Na Figura 1 mostra-se o EDS, para
comprovar a eficiéncia da eletrodeposicdo. As
andlises foram realizadas pontualmente, em uma
area de 1um2. Podemos observar a presenca dos
elementos Ca e P.
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Figura 1: EDS dos filmes de hidroxiapatita obtidos sobre
MWCNT super-hidrofilicos.

A Figura 2 mostra o espectro tipico de
raios-X da composicdo das fases obtidas dos
filmes bioativos de HA obtidos sobre os MWCNT
super-hidrofilicos.
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Figura 2: Espectroscopia de raios X dos filmes bioativos de HA
sobre MWCNT super-hidrofilicos.
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Utilizou-se a espectroscopia Raman para
caracterizar as ligagbes quimicas de Cal/P
presentes nos filmes bioativos de HA sobre os
MWCNT alinhados. Na Figura 3 esta o espectro
Raman.
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Figura 3: Espectro Raman dos filmes bioativos de HA obtidos
sobre as amostras de MWCNT super-hidrofilicos.

ApOs a caracterizagdo dos compoésitos de
MWCNT/HA foram iniciados estudos de avaliacao
da bioatividade dos compésitos. A bioatividade
esta associada aos fenbmenos que ocorrem na
interface do material. Normalmente, ela é definida
como a habilidade de um material ligar-se
guimicamente ao osso, através da formagdo de
uma camada de fosfato de célcio, promovendo
uma osteogénese verdadeira.

A Figura 4a.1 e 4b.1 mostram os cristais
de HA formados sobre os MWCNT super-
hidrofilicos alinhados, com uma visdo de topo (b,)
e na lateral (a).

Nas figuras 4 a.2, a.3, a.4, b.2, b.3, b.4,
temos as imagens de MEV para os periodos de
exposicdo ao SBF. Claramente nota-se que
ocorreram a formacdo gradual, de acordo com
cada tempo de incubacdo, uma camada compacta
de apatita sobre os compositos de MWCNT e HA.
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Figura 4: Imagens de MEV dos compésitos de
MWCNT/HA eletrodepositados (a.1 e b.1) e incubados ap6s 7
(a.2eb.2),14 (a.3 e b.3) e 21 (a.4 e b.4) dias de incubacédo em
SBF.

Discussao

No resultado de EDS mostrado na Figura
1, a concentracdo molar encontrada para o Ca foi
de 9,21 mol e para o P foi de 5,63 mol,
apresentando uma relacdo de Ca/P=1,64, valores
préximos a HA estequiométrica presente nos
tecidos Gsseos (Ca/P=1,67).

Pode-se observar na Figura 2 que os
filmes bioativos de HA sobre os MWCNT
alinhados certamente apresentam alta
cristalinidade. A formacao de apatita € deduzida
na presenga de muitas caracteristicas dos picos
apresentados pelo espectro obtidos por raios X.
Podemos observar os principais planos e fases,
tais como: 25,9° (002), 31,9° (211), 32,9 (112),
entre outros (YANG et al.,, 2009; ,TASIS et al.,
2007; ARYAL et al., 2006). Pelo fato dos picos
nestas regifes apresentarem-se bem estreitos
podemos garantir a cristalinidade dos biofilmes de
HA obtidos sobre MWCNT alinhados.

O espectro Raman da HA sobre os
MWCNTSs alinhados obtidos apds 30 minutos de
eletrodeposicdo sdo mostrados na Figura 3.
Observamos em ambos 0s espectros a presenca
da banda D e G, tipica de materiais carbonosos. O
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espectro dos biofilmes de HA contém bandas
associadas ao carbonato de fésforo, apatita e ions
de hidroxila presentes. Observa-se que ocorre a
presenca de uma banda muito intensa a 961 cm™,
a qual esta relacionada ao modo de estiramento
do grupo fosfato (PO,), caracteristica quando
obtém cristais de HA cristalinos. Os outros modos
de fosfatos sdo também observados no espectro
Raman, sendo eles relacionados aos modos de
estiramento, tais como: 432 cm™ gPO4), 590 cm™
(PO,), 1025 cm™(PO,) e 1035 cm™(CO»).

Observa-se que ocorreu a formacéo de cristais

regulares em formas de agulhas e placas e de
forma homogénea sobre os MWCNT super-
hidrofilicos pela técnica de eletrodeposicdo (Figura
4a.2) com uma espessura em torno de 3 um. Na
Figura 4a.2 e b.2, sdo mostrados os resultados
dos compdésitos de MWCNT e HA obtidos apés 7
dias de incubacdo em SBF. Observa-se que
ocorreu um aumento da ordem de 3 vezes (~9 um)
da camada de HA sobre os MWCNT, e inicio da
compactacdo da estrutura alinhada dos MWCNT,
inicialmente expostas ap6s a eletrodeposicao de
HA, além de diferencas apresentadas em relacdo
a estrutura dos cristais. Nitidamente observa-se
uma evolucdo do crescimento da camada densa
de apatita ap6s 14 dias em SBF (Figura 4a.3 e
b.3), em torno de ~12 um. A bioatividade dos
compasitos obtidos podem ser comprovadas apos
21 dias de incubacéo em SBF (Figura 4a.4 e b.4),
onde devido a densidade da camada formada
ocorreram desprendimento do substrato de titanio
devido a sua espessura e densificacao.
As alteracdes morfolégicas ocorreram
provavelmente devido a nucleacéo de ions de Ca
e conseqlentemente P, sobre as superficies dos
cristais inicialmente formados. Alguns fatores séo
considerados influentes na dissolucdo de ions de
Ca e P, sendo um dos principais as caracteristicas
micro-estruturais, ou seja, tamanho de grdo e
distribuicho de poros, sabe-se que uma
porosidade elevada e grdos de pequenas
dimensfes aumentam a taxa de dissolucdo. Poros
nanomeétricos, também podem atuar como sitios
iniciantes para nucleacéo e crescimento de cristais
de apatita (LEGEROS et al., 1991).

Pode ser considerado que as caracteristicas
dos compodsitos de MWCNT/HA apresentem uma
alta energia interfacial, o que pode estar
favorecendo a formacdo da camada compacta e
densa observada. Se em meio biolégico, ocorrer
similaridades aos dados obtidos apds a incubacao
com SBF, podemos comprovar que a presenca de
nucleos pequenos, pode se desencadear a rapida
acao dos macréfagos que tendem a realizar o
processo de fagocitose, resultando em uma maior
tendéncia a reabsorcdo que ao estimulo do
crescimento 6sseo (HENCH et al, 2001). O calcio
€ um dos principais elementos presentes no SBF e
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em materiais bioativos, cuja participacdo €

bastante efetiva no processo de
dissolucdo/precipitacdo. A liberacdo deste ion
representa um dos principais fatores responsaveis
pela formacdo da camada biologicamente ativa e
estimulo para o crescimento dsseo (TASIS et al.,
2007). Desta forma conseguimos observar um
aumento na razdo estequiométrica de Ca/P =
2,024, apés 21 dias de incubagcdo em SBF. Estes
resultados expressam um aumento em torno de
20% em relacdo a razdo estequiométrica
inicialmente medida (Ca/P=1,64), comprovando a
bioatividade dos compdsitos de MWCNT/HA.
Alguns  autores jA& reportaram 0
crescimento de apatita sobre compdsitos de
MWCNT. Yang e colaboradores realizaram um
estudo sobre a formagcdo de apatitas sobre
compoésitos de MWCNT e quitosana, utilizando
uma imersdo em uma solucéo de Ca(NOs3), por 12
horas, no entanto ndo conseguiram obter cristais
de apatitas cristalinos e homogéneos. Os autores
obtiveram uma razdo de Ca/P bem maiores que os
valores da HA estequiométrica (2,5-3,0),
dependente da massa de MWCNT dispersos na
matriz. A justificativa destes altos valores obtidos
dar-se-a4 pelo fato da instabilidade da formacéo
dos ions de Ca formados nas superficies dos
MWCNT, o que conseqlientemente provoca uma
precipitagdo ndo homogénea dos ions de P
(TASIS et al.,, 2007). TASIS e colaboradores
estudaram o crescimento de carbonato de calcio
sobre  MWCNT funcionalizados na forma de
“buckpapers”. Para o crescimento dos filmes de
carbonato de célcio utilizaram a técnica de difuséo
de vapor do composto (NH,4),CO3; em solugbes de
CaCl2 contendo os fimes de MWCNT
funcionalizados por 14 horas de incubacdo. Apés
este periodo de tempo observaram-se a formacéo
de cristais nas formas esféricas, e helicoidais de
fosfatos de Ca isolados, e com dimensfes
variando entre 10-15um. Foi evidenciada a
presenca da calcita, uma das fases existentes do
carbonato de Ca (ARYAL et al., 2006). ARYAL e
colaboradores estudaram a formacdo de um
compdsito de MWCNT funcionalizados por grupos
carboxilicos e cristais de HA utilizando a técnica
biomimética de SBF por um periodo de 21 dias.
Apbés os estudos os autores observaram a
formacado de micro-cristais de HA (3um) néo-
homogéneos em forma de cubo apds o periodo de
21 dias em solucdo. Entretanto sdo observados
por espectroscopia Raman apenas 0s modos
vibracionais relacionados a fase cristalina da HA,
sem a presenca das fases de carbonatos e
fosfatos, imprescindiveis quando se deseja a
producéo de biofilmes (DALBY et al., 2004).

Conclusao
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Os resultados apresentados até o
presente momento séo inovadores, pois ainda ndo
foram reportados crescimento de nano-cristais de
HA sobre scaffolds de MWCNT. Diferentemente
dos resultados descritos na literatura, conseguiu-
se a obtencdo de nano-cristais de HA
homogéneos e de forma rapida (20 minutos).
Melhores resultados foram obtidos quando se
utilizaram MWCNT super-hidrofilicos,
funcionalizados utilizando plasma de oxigénio, o
gue certamente viabiliza a formacdo de cristais,
ndo somente pela melhor molhabilidade, mas
também pelas ligacBes quimicas disponiveis nas
superficies dos MWCNT, o que certamente facilita
a incorporacdo de ions de Ca, acelerando a
precipitagcdo de ions de P, conforme demonstrados
pelas razdes estequiométricas obtidas por EDS.
Desta forma, associando os dados de EDS, DRX e
espectroscopia Ramam, pode-se afirmar que se
conseguiu obter cristais de HA de uma forma
homogénea, cristalina e de étima qualidade sobre
MWCNT super-hidrofilicos.

Com os estudos de bioatividade dos
compdsitos de  MWCNT/HA  conseguiu-se
comprovar  que 0S mesmos possuem
caracteristicas e propriedades que possam vir a
colaborar com 0s processos regenerativos para
formagdo de tecidos 6sseos que serdo
complementados com estudos de producdo de
fosfatase alcalinas in vitro associadas aos testes
de adesdo e proliferacdo de osteoblastos
humanos.
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