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Resumo: A associagdo entre nanotubos de carbono de
multiplas paredes superhidrofilicos (MWCNT-O), e
nano-hidroxiapatita (nHAp) ¢ uma alternativa
promissora na area da saude, devido a alta
biocompatibilidade deste nanomaterial. Uma de suas
grandes utilidades ¢ o aprimoramento da deficiéncia
mecdnica da nHAp, sendo esta essencial para
aplicabilidade em regeneragdo de tecido 6sseo. Torna-se
necessario, portanto, analisar a bioatividade deste
composito, a fim de viabilizar a aplicabilidade do
mesmo para recobrimento de proteses Osseas e
formagdo de tecidos. Neste estudo, avaliou-se a
bioatividade do composito de nHAp/MWCNT-O (1%
m/v) produzidos pela sintese via imida assistida por
irradiagdo ultrassdnica imergindo-os por até 14 dias, em
fluido corporal simulado. A bioatividade foi avaliada
por microscopia eletronica de varredura, medi¢do de pH
e difracdo de raio X. Observou-se uma elevada
bioatividade, identificando a formacdo de nHAp
carbonatada na superficie e entre os nHAp/MWCNT-O.
Estes resultados s3o promissores para o uso de
compositos de nHAp/MWCNT-O para a regeneragdo de
tecido Osseo.

Palavras-chave: Nano-hidroxiapatita, nanotubo de
carbono de multiplas paredes, superhidrofilicidade e
bioatividade.

Abstract: The association between superhydrophilic
multi-walled carbon nanotubes and nano-hydroxyapatite
is a promising technique, due to the high
biocompatibility of this nanobiomaterial. One of its
major uses is for the improvement of hydroxyapatite
mechanical failure. It is necessary to analyze the
bioactivity of this biocompound, in order to enable its
applicability for covering bone prosthesis and tissue
formation. In this study, we evaluated the bioactivity of
the nHAp/MWCNT-O (1% w/v) composites soaking
them up to 14 days, in simulated body fluid (SBF). We
evaluated the bioactivity using scanning electron
microscopy, pH measurements and x-ray diffracton. We
showed a high bioactivity identifying the carbonated
nHAp presence on and between nHAp/MWCNT-O
composites. These results are promising to use of

nHAp/MWCNT-O  composites to bone tissue
regeneration.
Keywords:  Hydroxyapatite, multi-walled  carbon

nanotube, bioactivity.

712

Introducao

Os nanotubos de carbono de multiplas paredes
superhidrofilicos  (MWCNT-0O) sdao  excelentes
candidatos para terapéutica biomédica, pois sdo
biomateriais nanoestruturados similares a matriz

extracelular. FEles apresentam combinacdo tUnica de
caracteristicas mecanicas e quimicas, facilidade de
incorporacao de grupos funcionais e biocompatibilidade
[1,2].

A combinacdo de materiais a fim de se obter um
melhor conjunto de propriedades é uma técnica
consolidada e o produto de tal combinagdo ¢
denominado composito.

Deste modo, paralelamente ao estudo de MWCNT-
O, a nanohidroxiapatita (nHAp), forma de fosfato de
calcio de maior proeminéncia na fase mineral do tecido
6sseo, ¢ um componente que desperta interesse
cientifico, pois ¢ um material osteocondutivo e
biodegradavel que pode ser utilizado em implantes e
fixacdo protética [3]. Devido a tais caracteristicas, a
nHAp ¢ considerada um dos materiais mais
biocompativeis para reparacdo 0ssea [4].

Outra importante propriedade da nHAp ¢é a
osteointegragdo. Contudo, uma limitagdo da nHAp ¢ sua
baixa resisténcia ao desgaste e baixas propriedades
mecanicas [5, 6].

Por este motivo, estudos inovadores vém gerando
compoésitos com base na associacdo entre nHAp e
MWCNT-O a fim de reduzir as limitacdes da HAp e
aprimorar a qualidade das terapias biomédicas [4].

A interagdo entre as vantagens da nHAp e as
caracteristicas do MWCNT-O, tais como superficies
favoraveis a fixagdo das células e biomineralizacdo do
tecido dsseo [7], € topico de pesquisas promissoras.

Desenvolveu-se, atualmente, uma nova metodologia
para a fabricagdo de compositos a base de
nHAp/MWCNT-O, por modificagcdo de superficie com
grupos carboxilicos e carboxilatos e utilizacdo da
sintese quimica via imida assistida por ultrassom [§].

A analise de bioatividade utilizando fluido corporal
simulado (SBF) ¢ uma técnica in vifro que consiste na
avaliagdo da possivel resposta in vivo de biomateriais.
Se apresentar bioatividade, forma-se uma camada de
nHAp carbonatada sobre as superficies de biomateriais
apods a imersdo em SBF em periodos de até 21 dias [9 e
10].

Neste trabalho, avaliou-se a bioatividade do novo
composito a base de nHAp/MWCNT-O [8] utilizando
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SBF com o intuito de aplicabilidade dos mesmos como
enxertos ¢ conformacdo de arcabougos visando a
aplicabilidade na regeneracao de tecido 6sseo.

Materiais e métodos

Todo o processo de produgdo de nanotubos de
catbono de miultiplas paredes (MWCNT-O) foi
realizado no Laboratorio Associado de Sensores e
Materiais do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais.
Os MWCNT-O foram depositados na parede do tubo de
quartzo pela técnica de deposicdo quimica via fase
vapor assistida por processo térmico a pressdo
atmosférica ¢ a 850 °C. Fontes de carbono (canfora,
CioHi60, 84% da massa total) e o catalisador de Fe
(ferroceno, Fe(CsHs),, 16%) foram evaporados a 200 °'C
e transportado para dentro do tubo de quartzo por um
fluxo de N> de 1,5 litros/minuto [11]. Apds 5 minutos de
reagdo, os vapores foram cortados e o forno arrefeceu
até a temperatura ambiente sob N>. Os MWCNT-O
foram produzidos por canfora/ferroceno e purificados
por recozimento a alta temperatura numa atmosfera
livre de oxigénio (N2) [12]. O novo método de
funcionalizagdo dos MWCNT-O para a incorporacdo de
grupos contendo oxigénio foi realizada num reator de
plasma pulsado de corrente continua, com uma taxa de
fluxo de oxigénio de 1 sccm, com uma pressdo de 85
mTorr, -700 V e com uma frequéncia de pulsos de 20
kHz a 50% ciclo de trabalho durante 40 minutos [13,
14]. Estas amostras serdo denominadas MWCNT-O.

Para a producdo da nHAp, Ca(NO3), 4H,O e (NHy)
H,PO4 foram dissolvidos em 50 mL de agua deionizada
separadamente. As duas solu¢des foram misturadas, o
controle do pH foi realizado inserindo-se solugdo de
NH4OH (25%), visando a manuten¢do do pH durante
todo o processo. A mistura foi sonicada utilizando uma
sonda ultrassonica (Vibracell Sonics) 500 W por 30 min,
produzindo um precipitado leitoso/gelatinoso. A amostra
foi elevada durante 10 dias sendo retirado o
sobrenadante da solu¢do e adicionando-se novamente
agua deionizada. Apds esse periodo, o precipitado foi
deixado em repouso em estufa durante 48 horas a 60°C.
ApOs sua secagem, triturou-se o material com moinho
analitico modelo A11, marca IKA, com velocidade do
motor de 2800 rpm. Para a produgdo do compdsito
nHAp/MWCNT-O (1% m/v), seguiu-se 0 mesmo
procedimento descrito acima, porém adicionou-se po de
MWCNT-O funcionalizado (1% em peso) na solugdo de
(NH4) H,POs.

Caracterizou-se as amostras por difracdo de raio-X
(DRX, X-Pert Philips), sendo o sinal analisado no
software HighScore 3.0 da marca Panalytical.
Morfologicamente, as amostras foram caracterizadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV). As
mesmas foram metalizadas com uma fina camada de
ouro (~10 nm) via técnica de Sputtering e
posteriormente analisadas no microscopio eletronico de
varredura EVO MA10-Zeiss.

Para o teste de bioatividade, o composito
nHap/MWCNT-O (1%) foi imerso na solugdo de 1.5
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SBF, pH 7.4 [10], regulado com solucéo tampao TRIS,
contendo as concentragdes dos ions em mM: Na*142.0;
K" 5.0; Ca?" 3.75; Mg* 1.5; CI' 148.8; HCO;5 4.2;
HPO*; 1.5 e SO%*4 0.5 [15]. As amostras foram
incubadas numa relagdo sélido/liquido de 1 mg/mL sem
renovagdo do SBF, acondicionadas em incubadora
refrigerada de bancada, da marca Cientec (CT-712-R),
agitadas a 75 rpm, em temperatura em torno de 36,5 °C
por 14 dias.

Apos imersao pelo periodo determinado, mediu-se,
com peagametro, o pH da solu¢do. O compdsito foi
lavado com agua deionizada a 80 °C para remogao dos
sais, filtrado em papel filtrante de 200 mm, e seco a
temperatura ambiente por 24 h. As medidas de pH
foram analisadas no software Origin 8.5 utilizando o
modelo de curva exponencial com coeficiente de
correlacdo entre 0.98 - 0.94, em seguida a andlise do
teste de bioatividade foi feita por Difragdo de Raio-X
(DRX) da amostra.

Resultados

Primeiramente, as amostras de nHAp/MWCNT-O,
nHAp e MWCNT-O foram caracterizadas por difragdo
de raio-X, conforme indicado na figura 1. Observou-se a
presenca de cristais de hidroxiapatita nas amostras de
nHAp/MWCNT-O, cujos picos sdo semelhantes aos
encontrados na amostra de nHAp. No grupo MWCNT-
O, ¢ notéria a presenga de carbonos hexagonais e
auséncia de nHAp.
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Figura 1: Difracio de raios-X das amostras de
nHAp/MWCNT-O, nHAp e MWCNT-O. Como
referéncia dos picos, utilizou-se fichas cristalograficas:
JCPDS 009-0432 (Hidroxiapatita), JCPDS 025-1137
(TTCP), JCPDS 026-1077 (Carbono presente no grafite)
e JCPDS 052-0997 (substrato do porta amostra contento
Cu, Fe e Si em sua composicao).

Na micrografia das amostras realizada em MEYV,
caracterizou-se a morfologia do material, como indicado
na figura 2. Na imagem 2c, ¢ possivel observar a
interagdo do MWCNT-O com a nHAp.
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Figura 2: Micrografias das amostras: a. nHAp, b.
MWCNT-O e c. nHAp/MWCNT-O (1% m/v). Em 2c,
observa-se interagdo do MWCNT-O com a nHAp.

Apos a caracterizagdo dos materiais, realizou-se o
ensaio de bioatividade, imergindo-se os mesmos, por 14
dias, em SBF. Apods o periodo incubatorio, as amostras
foram analisadas em difratometria de raio-X. Observou-
se, neste ensaio, picos de carbonato de calcio nas trés
amostras, indicativo de que tanto o compdsito, quanto a
nHAp e o MWCNT-O isolados possuem interagdo com
o SBF.
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Figura 3: Difragdo de raios-X das amostras de
nHAp/MWCNT-O, nHAp e MWCNT-O e ap6s 14 dias
imersos em 1.5 SBF. Como referéncia dos picos,
utilizou-se fichas cristalograficas: JCPDS 009-0432
(Hidroxiapatita), JCPDS 025-1137 (TTCP), JCPDS
004-0697(Carbonato de calcio), JCPDS 026-1077
(Carbono presente no grafite) e JCPDS 052-0997
(substrato do porta amostra contento Cu, Fe e Si em sua
composicao).

Realizou-se também medi¢cdo do pH da solucdo de
SBF durante o periodo incubatério do teste de
bioatividade, a qual indicou alcalinizagdo crescente do
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meio até aproximadamente o décimo dia de incubagao.
Nos dias posteriores, os valores de pH foram
estabilizados. Tal comportamento de elevagdo de pH
sinaliza a interagdo do material com o SBF,
confirmando novamente a bioatividade do compdsito.
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Figura 4: Grafico dos valores crescentes de pH das
amostras de nHAp, MWCNT-O e nHAp/MWCNT-O,
imersos em 1.5 SBF, em funcao dos dias de incubagao.

Discussao

O calcio ¢ um dos principais componentes do SBF ¢
estd amplamente distribuido em materiais bioativos,
sendo efetivo no processo de precipitacdo e dissolug@o.
Sua presenca ¢ um dos fatores responsaveis por
estimulo para crescimento 6sseo e formacdo da camada
biologicamente ativa [16]. Comparando-se os espectros
dos difratogramas antes e apds imersdo em SBF, figuras
1 e 3 respectivamente, observa-se a presenca de cristais
de nHAp carbonatada apenas apés o periodo de
incubacdo, indicando bioatividade do compdsito.

Nas micrografias das amostras antes do ensaio de
bioatividade, figura 2, visualiza-se morfologicamente a
agregacao entre 0 MWCNT-O e a nHAp, comprovando
que ocorre associacdo de ambos na formagdo do
composito.

A medigdo dos valores de pH, representada na figura
4, indicou elevacdo dos mesmos em todas as amostras
durante o periodo de incubagdo, passando de = 7,4 para
~ 8,0 no grupo nHAp/MWCNT-O. A estabiliza¢do dos
valores de pH ocorreu aproximadamente apds 9 dias de
incubacdo. Sabe-se que a alcalinizagdo do pH ¢
fundamental para atividade e formag¢do da nHAp
carbonatada [17]. Deste modo, ambos os ensaios de
difracdo de raios-X e medi¢do de pH revelam que o
compdsito pode ser considerado bioativo, pois € capaz
de interagir com o fluido corporal simulado, precipitar
nHAp carbonatada [18] e alcalinizar o pH do meio.

Espera-se que a resposta do organismo ao composito
nHAp/MWCNT-O seja similar a obtida nestes ensaios.
Para isto, investigagdes futuras pretendem elucidar o
comportamento de nHAp/MWCNT-O em animais, a
fim de confirmar in vivo a mesma eficacia verificada
neste estudo in vitro.
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Conclusao

O presente estudo do compdsito nHAp/MWCNT-O
indicou que o mesmo tem suas caracteristicas alteradas
apos imerso em SBF, por 14 dias, comprovando sua
bioatividade in vitro, pois uma camada de carbonato de
calcio foi depositada sobre o material e seu pH foi
alterado. Tal comportamento comprova uma futura
aplicabilidade deste compdsito, de forma a contribuir
com calcificagdo de matriz extracelular e regeneragéo
tecidual.
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