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SOUZA, M. A. Incorporacao da apatita na superficie da ligaTi30Ta empregando
tratamento alcalino associado a eletrofiacdo de fibras de PCL. 2015. 120f. Tese
(Doutorado em Engenharia Mecanica)-Faculdade de Engenharia do Campus de
Guaratingueta, Universidade Estadual Paulista, Guaratingueta, 2015.

RESUMO

O uso da liga Ti30Ta para aplicacBes biomédicas tem sido avaliado devido as suas
propriedades, como, biocompatibilidade e baixo modulo de elasticidade (menor que o
aco inoxidavel e o titanio puro). Quando esses materiais sdo inseridos no corpo humano
as propriedades de sua superficie induzirdo uma resposta tecidual e osseointegracao. As
técnicas de modificacdo de superficie sdo utilizadas para modificar a superficie inerte
para uma melhor interacdo osso/biomaterial. Ligas experimentais com 30% em peso de
Ta foram produzidas de chapas de titdnio comercialmente puro (99,9%) e tantalo
(99,9%) e como grupo controle foram utilizadas ligas de Ti6Al4V, a mais utilizada nos
dias atuais e a liga de titanio comercialmente puro (TiCP). Os lingotes das ligas foram
obtidos a partir da fuséo dos elementos puros em forno a arco voltaico, com atmosfera
de argénio e cadinho de cobre refrigerado a agua. O tratamento térmico de
homogeneizacdo foi realizado apds essa etapa a 1000°C por 24h com resfriamento
dentro do forno. Discos com 6 mm de didmetro e 3 mm de espessura foram cortados
para o tratamento. As amostras de Ti30Ta foram imersas em solu¢cdo de NaOH (1M)
por 24h, as de Ti6Al4V e TiCP (5M) por 24h e secas a temperatura ambiente, imersas
em HCI por uma hora e colocadas em estufa a 40°C por 24h. Em seguida, PCL foram
depositados nas ligas de Ti30Ta, Ti6Al4V e no TICP através da eletrofiacdo. Foi
utilizado o PCL (MW 70000-90000), marca Sigma Aldrich, cloroférmio/acetona
(Merck 99.0%) e (Synth 99.5%) na proporcao 1:1. Para as solucGes, uma concentracao
de 13.6% peso foi dissolvido para a eletrofiacdo de PCL, 24h antes da utilizacdo da
solucdo. Para o processo de eletrofiacdo, utilizou-se um equipamento composto por
uma bomba de infusdo e um anteparo coletor de aluminio para a acomodacdo das
amostras. Apos a eletrofiagdo das amostras, foi realizada a imersdo das amostras em
solucdo de 0,5M CaCl; e 0,3M Na;HPO, para o crescimento de apatita. A morfologia
das superficies das amostras foi avaliada através do microscopio eletronico de varredura
por emissdo de campo (FEG/MEV), para avaliacdo da composicdo foi realizada a
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), microscopio confocal para avaliacdo da
rugosidade, difracéo de raios X para a caracterizagdo microestrutural dos materiais e a
molhabilidade do material através do angulo de contato. Para a analise térmica da manta
de fibras de PCL foram utilizadas as anélises, espectroscopia de infra-vermelho por
transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimeétrica (TGA) e calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). Para avaliacdo da adesdo e proliferacdo celular foi
utilizado o (MEV/FEG). Foi observada a deposi¢cdo uniforme das fibras e boa adesao
das fibras nas superficies das ligas Ti30Ta, Ti6Al4V e TiCP. As nanofibras de PCL
exibem comportamento hidrofébico, porém ap0s a imersdo nas solucdes tornou-se
hidrofilico com formagdo de apatita. Nas amostras eletrofiadas e eletrofiadas com
mineralizacdo foram observadas proliferacao celular e espalhamento. Estes resultados
mostram a viabilidade com esta técnica, melhorando as propriedades da superficie das
ligas de titanio.




PALAVRAS-CHAVES: Ligas de titanio. Tratamento de superficie.
Tratamento Alcalino. Eletrofiacdo

SOUZA, M. A. Incorporate of apatite on the surface of Ti 30Ta employing
alkaline treatment associated with electrospinning PCL fibers. 2015. 120f. Thesis
(Doctorate in Mechanical Engineering) — Faculdade de Engenharia do Campus de
Guaratingueta, Universidade Estadual Paulista, Guaratingueta, 2015.

ABSTRACT

The use of the Ti-30Ta alloy for biomedical applications has been evaluated due to their
properties, such as, biocompatibility and lower elastic modulus than stainless steel and
titanium CP. When these materials are inserted inside human body the surface
properties will affect their response and osseointegration. Surface modifications
techniques can be used for change the inert surface of titanium alloys for better
interaction bone/biomaterial. Experimental alloy with Ta concentration of 30 wt% was
produced from sheets of commercially pure titanium (99.9%) and tantalum (99.9%) and
control groups Ti6AI4V and titanium commercially pure (TiCP). Ingots were melted in
an arc furnace under an argon atmosphere and re-melted ten times at least. They were
homogenized under vacuum at 1000 °C for 86.4 ks to eliminate chemical segregation
and cold-worked by swaging. Discs with 6 mm diameter and 3 mm in height were cut
for surface treatment. Samples were immersed in aqueous NaOH solution (1 M) for
24h, TiAl4V and TiCP (5M), dried at room temperature, immersed in HCI for one hour
and dried at 40 °C in oven for 24 hours. Followed, PCL fibers were deposited on the
Ti30Ta alloy discs surfaces by electrospinning. PCL (MW 70000-90000) was used
supplied by Sigma Aldrich, a chloroform / acetone (Merck 99.0%) and (Synth 99.5%)
in the proportion 1:1 by weight. For solutions, a concentration of 13.6 wt% was
dissolved to PCL electrospinning, maintained under mechanical stirring for 24 hours
preparing the solution. For the electrospinning process, it was used a device consisting
of infusion pump and a collector screen an aluminum plate was used for samples with
accommodation. After deposition samples were immersed in 0,3 M CacCl, solution and
0,5 M NayHPO, solution for apatite growth. Morphology of the alloy surface was
evaluated by FEM, EDX, XRD, Confocal Microscope, Contact Angle, FTIR
Spectroscopy, TGA and DSC. For cell adhesion and proliferation SEM/FE was used.
Crystal structure was analyzed by wide-angle X-ray diffraction. Also the contact angle
measurements were taken. It can be observed uniform deposition and good adhesion of
the fibers on the Ti30Ta alloy surface. Electrospun PCL nanofibers exhibited
hydrophobic behavior however the values were reduced and hydrophilic surfaces were
obtained after solution immersion with apatite formation. Electrospinning samples and
electrospinning samples with mineralization showed cells proliferation and spreading.
These results show the viability this technique for improve surface properties of
titanium alloys.

KEYWORDS: Titanium alloys. Surface treatment. Alkalin treatment. Electrospinning
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INTRODUCAO

Desde os tempos primordios, o homem busca solugbes para as perdas fisicas do
corpo humano, oriundas da busca inconsciente da evolucdo mental e consciente da
tecnoldgica, com 17choques de ideais e ideias demonstradas através das guerras e
revolugdes, ou mesmo, pela busca apenas do instinto de sobrevivéncia. Durante as
guerras foram descobertas varias formas e materiais para a reparacdo das perdas fisicas
e assim foi sendo possivel identificar um material que melhor se integre ao corpo
humano, minimizando os problemas, como rejeicGes, toxicidade e durabilidade e
proporcionar as pessoas melhores condi¢des de regeneracao.

Os biomateriais sdo utilizados em aplicacGes ortopédicas, cardiovasculares bem
como em outras areas da Medicina, e também na Odontologia, na confec¢do de
implantes dentarios, dentre outras aplicacfes. O estudo de materiais para essas
aplicacBes se intensificou nos ultimos anos, com o desenvolvimento de ligas metalicas
como aco inoxidavel e ligas cobalto-cromo.

O inicio do emprego do titanio na Odontologia ocorreu na década de 1960 com o
experimento de um pesquisador sueco, Branemark, que verificou a capacidade deste
material em se osseointegrar ao 0sso humano durante a realizagcdo de um experimento
em tibia de coelho. Ao introduzir um cilindro de titdnio no animal para inserir uma
camera fotografica verificou que, ao tentar retirar o dispositivo, o material estava
aderido ao osso (BRANEMARK, 1985). A partir deste resultado, ele aprofundou seus
estudos definindo um dos principais conceitos empregados até hoje na éarea
odontoldgica: a osseointegracdo. Esta descoberta teve o seu lado social, contribuindo
para a melhoria da vida das pessoas com perdas dentarias extensas e perdas fisicas, e
também cientifico, resultando no crescimento dos estudos nesta area.

Além da biocompatibilidade responsavel pela osseointegracao, o titanio apresenta
excelentes propriedades mecanicas e resisténcia a corrosao devido a formacéo de uma
camada passiva de dioxido de titdnio. Uma das maiores limitac@es atribuidas ao seu uso
estd no modulo de elasticidade elevado, o que resultou na adi¢do de elementos de ligas
como niobio, tantalo, molibdénio, que diminuem o modulo de elasticidade (LIU et al.,
2004, GEETHA et al., 2009). A liga Ti-6Al-4V é bastante empregada, no entanto,
pesquisas mostram que o aluminio e o vanadio podem ser tdxicos ao corpo humano. J&

existem varios estudos relacionando o aluminio com doengas degenerativas como
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Alzheimer e Mal de Parkinson, sendo encontrados niveis elevados de aluminio em
pessoas que foram a 6bito por essas doencas (SIMOES et al., 1994, FERREIRA et al.,
2008).

Dessa forma, ligas de titanio, livres de elementos toxicos, sdo alvo de diversas
pesquisas (KIM et al., 1997, NISHIGUCHI et al., 1999, BARRERE et al., 2002, LIU et
al., 2004, RACK et al. 2006, NIEMEYER et al. 2006, OLIVEIRA et al. 2007,
NIINOMI 1998, 2008, WANG et al., 2008, CHEN et al., 2009, GEETHA et al., 2009 ).

O titanio e suas ligas sdo considerados bioinertes, ou seja, ndo induzem resposta
local do sistema imunoldgico, e para torna-lo bioativo, com uma resposta bioldgica
especifica na interface com o tecido vivo, sem camada de tecido fibroso, tratamentos de
superficie podem ser empregados, como, método por deposicdo assistida de feixe de
ions por sputtering (LACEFIELD, 1998, MATTOX, 2000), método plasma-spray
(AMARANTE et al., 2001), método sol-gel (SANTOS et al.,, 2005), eletrélise
(GUASTALDI et al., 2010), jateamento de particulas (GIL, 2006), ataque acido
(COOPER, 2006), anodizacgdo eletroquimica (KIM et al., 2011), implantacdo idnica
(BYON, 2005) e biomimético (WEI et al., 2002, LI et al., 2002, BARRERE et al., 2002,
2004, JONASOVA et al., 2004, GUASTALDI et al., 2010). De um modo geral os
tratamentos produzem superficies rugosas, modificam a composi¢do superficial,
melhoram a resisténcia a abrasdo, a corrosdo, e aumentam a compatibilidade sanguinea
(LIU et al., 2004) aumentando, com isso, a interacdo osso-material.

Em vérios tratamentos ocorre a formacdo de hidroxiapatita, que € um material
bioceramico e € o constituinte principal da fase mineral dos 0ssos. A hidroxiapatita tem
capacidade de adsorcdo, ou seja, de fixar em sua superficie moléculas de outra
substancia e esta propriedade faz com que ela possa ser utilizada como suporte para
antibidticos sobre a superficie do metal (COSTA et al., 2009).

Outro material que vem sendo muito pesquisado como biomaterial, sé@o o0s
polimeros. Existem varios métodos de deposicdo desses materiais, dentre eles, a
eletrofiacdo que desde a década de 1990, vem sendo aplicada na Engenharia de Tecidos
no processamento de polimeros para ancoragem celular (BARBANTI et al., 2004).

A partir do exposto, essa pesquisa tem como objetivo geral empregar a
eletrofiacdo para a deposicdo de fibras de PCL na superficie da liga Ti30Ta visando
melhorar a adeséo celular.

Para que fosse possivel alcancar esse objetivo geral foram desenvolvidos os
seguintes objetivos especificos:
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1) Estudo do tratamento de superficie NaOH prévio a eletrofiacéo;

2) Eletrofiacdo do polimero PCL na superficie da liga na Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP);

3) Emprego de técnicas para mineralizacao do polimero com calcio e fosfato;

4) Caracterizacdo da fibra do polimero apds a eletrofiacdo por meio das analises
de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), analise termogravimétrica (TGA);

5) Caracterizacdo da superficie da liga apos eletrofiacdo e mineralizacdo por meio
das andlises de microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG), espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), difracdo de raios X, microscopia confocal e medidas do
angulo de contato;

6) Cultura celular com células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC)
realizada na Universidade do Colorado, com a supervisdo do Prof. Dr. Ketul Popat para

verificacdo da adesdo e proliferacao celular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

A histéria dos materiais utilizados para repara¢do do corpo humano vem desde
a.C.; existem relatos da utilizagdo em suturas, e reparacdo de dentes com ouro e madeira
pelos romanos, chineses e astecas. No século XVIII e X1X com a Revolugdo Industrial
houve um avanco nos conhecimentos anatdmicos e fisioldgicos do corpo humano
levando a um aprimoramento das técnicas e dos materiais. A Segunda Guerra Mundial
também trouxe conhecimentos sobre materiais e os médicos observaram que alguns
projéteis promoviam uma menor reacao de corpo estranho ao organismo (RATNER et
al., 1996).

Em 1982, na Conferéncia do Instituto de Desenvolvimento de Consenso em
Saude, definiu-se como biomaterial, “qualquer substincia, ou combinag¢do de
substancias, de origem sintética ou natural, capaz de tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, 6rgdo ou fun¢do do corpo por um periodo de tempo” (HELMUS E
TWEDEN, 1995). Os biomateriais comecaram a ser utilizados como dispositivos
médicos, préteses ortopédicas, oculares, odontoldgicas e nos dias atuais existem mais de
40 tipos de biomateriais em mais de 50 implantes diversos (FRANCA et al., 2005,
RODRIGUES, 2013).

Os biomateriais séo classificados de acordo com a interacdo com os tecidos
adjacentes ap6s a insercdo no organismo. De acordo com Geetha et al. (2009) os
biomateriais podem ser classificados como:

e Biotolerantes: ocorre a formacdo de tecido fibroso na interface
material/osso, prejudicando a conexdo direta, como titanio, a liga Co-Cr
e Polimetilmetacrilato (PMMA);

e Bioativos: ocorre a formacao de 0sso ao redor do implante e uma forte
interagdo com a superficie do implante, como fosfato de célcio sintético,
incluindo hidroxiapatita;

e Bioreabsorviveis: materiais que substituem o tecido autdégeno, como

alguns polimeros e 0sso processado.
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Com o titanio, depois de meses, ocorre a 0sseointegracdo, mas O processo é
muito lento e quando colocado sobre funcdo, ou seja, com carga, ocorre 0 insucesso da
implantacdo (ALBREKTSSON et al., 1987).

O estudo do emprego de implantes dentarios teve inicio na década de 1960 com
pesquisas sobre a reacdo da medula dssea frente a varios traumas e procedimentos
clinicos. O conceito de osseointegracdo definido como sendo a “conexdo estrutural
direta e funcional entre 0 0sso vivo e a superficie de um implante suportando carga”,
que alavancou os estudos na area Odontoldgica, surgiu nessa ocasido a partir de
resultados de Branemark na condugdo de experiéncias com animais (BRANEMARK,
1985). Durante a retirada de uma cadmera instalada em tibia de coelho e envolvida por
um cilindro de titanio, o metal que a envolvia e 0 0sso, estavam completamente unidos
(integrados) sem qualquer rejeicdo. Com esta informacgdo, foram desenvolvidos
cilindros personalizados para serem implantados em 0sso maxilar ou mandibular, e em
longo prazo, foram colocadas e confeccionadas préteses parciais fixas, que permitissem
a funcdo por dez anos (BRANEMARK, 1983). Esta técnica foi sendo aperfeicoada
pelos pesquisadores, criando o sistema mais evoluido de prétese fixa mundial daguela
época. Com esse sistema, cerca de trés mil desdentados da Suécia, quase todos idosos,
foram reabilitados com os implantes osseointegrados (BRANEMARK, 1985).

O titanio comercialmente puro (TiCP) foi amplamente empregado na fabricacéo
de implantes dentarios por causa da sua excelente resisténcia a corrosdo, devido a
camada passiva de didxido de titdnio e biocompatibilidade. As pesquisas com ligas
alternativas a base de titanio com a adicdo de elementos de liga cresceram, com a
finalidade de melhorar as suas propriedades mecanicas, tendo como principal objetivo a
reducdo do modulo de elasticidade conforme pode ser verificado no Quadro 1. O titanio
CP apresenta médulo de elasticidade correspondente a aproximadamente 110 GPa.
Com a adic¢éo de elementos como nidbio (Nb), zirconio (Zr), molibdénio (Mo) e tantalo
(Ta) é possivel a obtencdo de valores mais reduzidos, no entanto, ainda superiores ao
0ss0 (10-40 GPa) (KIM et al., 1997, NIINOMI et al., 1998, 2008, NISHIGUCHI et al.,
1999, BARRERE et al., 2002, LIU et al., 2004, RACK et al., 2006, WANG et al., 2008,
CHEN et al., 2009, GEETHA et al., 2009).

O modulo de elasticidade é uma propriedade mecanica dos materiais
demonstrada através da razdo entre a tensdo aplicada e a deformacéo resultante de um

material. Quando os mddulos de elasticidade entre dois materiais sdo muito diferentes,
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muito distantes os valores, ocorre um processo chamado stress shielding ou tenséo de
blindagem, ocorrendo reabsorcéo 6ssea (GOMES et al., 2010, BRAGA et al., 2007).

Como foi dito anteriormente a diminui¢do do moédulo de elasticidade € requerida
para uma melhor resposta Ossea e cabe ressaltar que esta diminui¢do nédo interfere na
resisténcia do material, e assim, o baixo médulo de elasticidade pode coexistir com uma
elevada tensdo de ruptura (GOMES et al., 2010).

Com a evolugdo do conceito de biomaterial, as ligas de titanio foram
classificadas como bioinertes, ou seja, quando introduzidas no corpo humano, formam
uma fina camada de tecido fibroso entre o material e 0 0sso, que ndo impede a
osseointegracdo, porém o processo € muito lento (em torno de 24 meses), e quando o
implante entra em funcdo com carga, pode ocorrer 0 insucesso da implantacdo, o que
levou aos tratamentos de superficies com deposi¢do de materiais bioativos, como as
ceramicas, na superficie desses materiais, tornando-os bioativos, fazendo com que
diminua o tempo de osseointegracao para até oito semanas, como mostra o trabalho de
Nishiguchi et al. (1999).

Quadro 1 — Modulo de elasticidade do titanio comercialmente puro (TiCP) e

algumas ligas.

Liga/Material Maodulo de elasticidade (GPa)
Osso 10-40

TiCP 105

Ti6Al4V 110

Ti30Ta 69

Ti7,5Mo 55

Til3Nb13Zr 80

Ti6AI7NDb 105

Til2Mo6Zr2Fe 74-85

Fonte: Adaptado de Zhou et al., 2004, Ho et al., 1999, Liu et al., 2004.
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Quando o implante é inserido no corpo humano, ocorre uma sequéncia de
atividades celulares, migracéo de proteinas, plaquetas, que irdo propiciar a deposi¢do de
um novo 0sso (JOKSTAD, 2011), (FIGURA 1). Estes primordiais acontecimentos tém
grande importancia sobre a migracdo, adesdo e diferenciacdo das células (LAVENUS et
al., 2010), e estdo intimamente relacionados com a topografia do implante (rugosa ou
lisa), composicdo quimica da superficie, bioatividade, molhabilidade da superficie (

hidrofdbica ou hidrofilica).

Figura 1 - Desenho esquematizado do implante com as atividades celulares,
migracdo de proteinas, plaquetas, leucocitos (LAVENUS et al., 2010)

Implante/tecido gengival

Conexdo direta
implante/osso
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Fonte: Adaptado de Lavenus et al. 2010

Primeiramente em um processo de formacdo dssea ocorre a migracdo, que é a
osteoconducao das células em direcdo ao material implantado.

O contato inicial do sangue com a superficie do implante cria um estado
dindmico de atividade celular, iniciado pela ativacdo das plaquetas e leucécitos no
hematoma periimplantar e adesé@o de proteinas, como a fibrina, a superficie do implante.

Estas caracteristicas celulares em relacdo a topografia do material implantado
reforca a importancia do tratamento de superficie tornando-o hidrofilico. Em um estudo
de Bacakova et al. (2011), foi concluido que superficies hidrofilicas melhoram a adeséo
celular, este estudo foi realizado com células mesenquimais.

As proteinas sdo aderidas na superficie do implante devido a topografia
superficial, e € através da estrutura biologica tridimensional que as células osteogénicas
putativas migram para o implante.

Nos implantes com superficies lisas essa aderéncia celular era muito pobre,
porém com as superficies rugosas teve um grande progresso (JOKSTAD, 2011).

Em relacdo as superficies dos implantes, muitas pesquisas mostram respostas
diversificadas em relacdo a natureza celular, como fibroblastos gengivais e células
epiteliais com mais afinidade por superficies lisas e proliferagdo de osteoblastos com
mais afinidade nas superficies rugosas (COCHRAN et al., 1994, PONSONNET et al.,
2002, BATZER et al., 1998, BOYAN et al., 1998, LOHMANN et al., 1997).

Os efeitos da rugosidade superficial da liga Ti6Al4V na resposta de células da
medula éssea humana foi avaliada por Deligianni et al., em 2001, e verificou que houve
aumento na adeséo e proliferacdo celular.

A rugosidade superficial altera a proliferacdo e a diferenciacdo dos osteoblastos
e a producédo de matriz in vitro (KIESWETTER et al.,1996, SCHWARTS et al., 1997).

Porém, existe uma diversidade entre alguns artigos que mostram a resposta
inicial das células nas superficies lisas sendo melhor, e que com o decorrer das
atividades celulares, ha uma diminuigéo da proliferacdo celular, ocorrendo um aumento
na atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP). Estas diferencas sdo em relacao ao tipo
de células utilizadas, fibroblastos, osteoblastos, entre outras.

Ku et al. (2002) supdem que o aumento da ALP pode ser devido a diminuigdo
da proliferacéo de osteoblastos.
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Lincks et al. (1998), mostraram que a rugosidade aumenta a diferenciacdo
celular, o que parece ser devido ao aumento da ALP, da producdo de osteocalcina
(proteina produzida pelos osteoblastos durante a fase da mineralizacdo Ossea) e da
producdo de colageno nas superficies rugosas.

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima relacionada ao processo de
osteogénese e a fosfatase acida esta envolvida com a absorcdo do tecido Gsseo
(CHRISTENSON, 1997, VIEIRA, 1999).

A fosfatase alcalina estd diretamente relacionada ao inicio do processo de
mineralizacdo do tecido ésseo (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1995, KATCHBURIAN
E ARANHA, 2004).

Ap0s a osteoconducao celular, os osteoblastos aderem as superficies do implante
e, geralmente, ocupam toda a superficie através da proliferacdo celular.

Apbs a proliferacdo celular ocorre a sintese de proteinas e diferenciacao.

Estudos mostram que nas superficies lisas as células aderem e se proliferam,
mas tem uma pequena expressao dos marcadores de diferenciacao.

A Figura 2 ilustra uma sequéncia da atividade celular durante o processo de

formacéo 0Ossea.

Figura 2 — Sequéncia da atividade celular: adesdo, proliferacéo e diferenciagédo

Adesido - Proliferagdo - Diferenciagado

Fonte: Adaptado de Lavenus et al., 2010
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2.2. TRATAMENTO DE SUPERFICIE DE LIGAS DE TITANIO

Os tratamentos de superficie podem ser empregados para tornar a superficie dos
metais em materiais bioativos, ou seja, para uma conexdo direta do material com o
tecido vivo. Dentre as técnicas mais empregadas se destacam:

« Meétodo por deposicdo assistida de feixe de ions por Sputtering
(LACEFIELD, 1998);

« Método Plasma Spray (AMARANTE et al., 2001);

« Método Sol-Gel (SANTOS et al., 2005);

« Meétodo deposicdo eletrolitica (GUASTALDI et al., 2010);

« Meétodo Biomimético (GUASTALDI et al.,, 2010, WEI et al., 2002,
BARRERE et al., 2002, 2004, JONASOVA et al., 2004, LI et al., 2002)

O método por deposi¢do consiste em uma deposicdo de particulas vaporizadas de
uma superficie solida a partir de um processo fisico.

No plasma-spray o material para recobrir o substrato é ionizado por meio de um
arco elétrico com alta temperatura entre dois eletrodos. A desvantagem desse método é
que sO pode ser usado em substrato metalico e para o recobrimento, somente
hidroxiapatita, pois os outros tipos de fosfato de célcio sofreriam decomposigéo térmica
e a adesdo substrato - recobrimento € mecanico.

O método sol-gel € um método de via Umida que utiliza sais inorganicos como
fonte de cations e anions, agua como agente de hidrdlise e alcool como solvente.

A deposicdo eletrolitica consiste em uma reagdo da agua, 0 substrato a ser
recoberto atua como catodo e um eletrodo de platina como anodo, sendo imersos em
uma solucdo de fons Ca** e PO,>.

Em 1996, Kokubo deu inicio as pesquisas sobre o tratamento das superficies
metalicas das ligas de titanio, tornando-as bioativas a partir da realizacdo de tratamento
alcalino com imers&o das amostras em solugéo alcalina de NaOH. Esse tratamento ficou
conhecido como biomimético sendo a sua funcionalidade avaliada a partir da imersdo
das amostras em solucdo SBF (Simulated Body Fluid) (Quadro 2) que mimetiza os
fluidos corpdreos que o implante entra em contato quando inserido no corpo humano
(GUASTALDI et al.,, 2010, WEI et al.,, 2002, BARRERE et al.,, 2002, 2004,
JONASOVA eta.l, 2004, LI etal., 2002).
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Quadro 2 — Concentracdo idnica (mM) do plasma sanguineo, do SBF e 0s
respectivos pH.

Plasma sanguineo SBF

Na"* 142,0 142,0
K* 5,0 50
Mg~ 1,5 15
ca’’ 2,5 2,5
Cl 103,8 147,8
HCO3 27,0 4,2
HPO,” 1,0 1,0
SO,~ 0,5 0,5
pH 7,2-1,4 7,4

Fonte: Adaptada de Kim et al, 1997

O tratamento biomimético foi empregado por Habibovic et al. (2002), sendo que
nesse caso a imersdo em SBF era parte do tratamento realizado com a formagdo de
fosfato de célcio nas amostras. O metal € imerso em uma solucgéo alcalina de hidréxido
de sodio (NaOH), em varias molaridades, de acordo com a composi¢cdo do material
(KIM etal, 2000, LEE et al., 2003, WANG et al., 2008).

O emprego desse tratamento na superficie do tantalo foi avaliado por Miyazaki
et al. (2000). Quando o tantalo € imerso em solucdo alcalina (NaOH) com baixa
molaridade, ocorre a formacéo de tantalato de sodio amorfo e em alta molaridade ocorre
a formacéo de fase cristalina.

O sodio (Na) ¢ substituido por jons Hz0" formando grupos de Ti-OH que esta
carregado negativamente atraindo os fons calcio (Ca*?) do fluido. O actimulo de fons
positivos de célcio atrai os fons de fosfato (PO4*) negativos, para a formagdo de fosfato
de calcio.

Existem varios tipos de fosfatos, e suas caracteristicas dependem da fragdo Ca/P
(Quadro 3). De acordo com Best et al. (2008), Jong na década de 20 foi o primeiro a

observar através da difracdo de raios X a similaridade entre o 0sso mineral e 0 composto
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de fosfato de célcio, hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH),, sendo este o mais utilizado em
biomateriais devido a similaridade quimica com os componentes inorganicos do tecido
duro e sua alta estabilidade em meio aquoso, mais que outros fosfatos em pH 4.2-8.0. O
fosfato de calcio é utilizado em diversas aplicagbes biomédicas, em reconstrucdes
cranio maxilo facial, tratamento de defeitos dsseos, fraturas, cirurgias de articulacdes
(BEST et al., 2008).

Quadro 3: Tipos de fosfatos de célcio (Ca/P)

Fosfato de calcio Formula quimica Razao
Ca/P

Hidroxiapatita, Fluorapatita, Cloroapatita Cayg(PO4)eX, 1,67

Fosfato octacalcico, OCP CagH,(P0O,)s.5H,0 1,33

Brushitas, a) fosfato dicélcio di-hidratado, DCPD, b) CaHPO,.2H,0 1,00

fosfato dicélcio anidro, DCPA (monetita) CaHPO,

Whitlockita, a) fosfato tricalcio, B-TCP, b) fosfato (Ca, Mg@)o(POy)s 1,50

tricalcio modificado Mg, Mg-TCP

Pirofosfato de calcio di-hidratado Ca,P,0,.2H,0 1,0

Fonte: Adaptado de Legeros, 1991

As principais caracteristicas do fosfato de calcio s&o:
e Semelhanga com a fase mineral dos 0ssos, dentes e tecidos calcificados;
e Biocompatibilidade;
e Material bioativo;
e Auséncia de toxicidade;
e Taxas de degradacéo variaveis e
e Osteocondutividade (GUASTALDI et al., 2010)

Como ja foi dito anteriormente, a hidroxiapatita (HA) é o fosfato de célcio mais
utilizado na area biomédica, porém, este possui baixo indice de bioatividade (Ib) e lenta
taxa de degradacdo ( 4 a 5 anos), o que limita o seu uso e eleva o interesse pelos
pesquisadores por outros fosfatos de calcio, como o fosfato de calcio amorfo (ACP),
fosfato octacalcico (OCP) e fosfato tricalcico (TCP), pois possuem maior solubilidade,
fazendo com que suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas superem as da
hidroxiapatita (HA) (HENCH, 1998, GUASTALDI et al., 2010).
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O indice de bioatividade (Ib) é o tempo necessario para ocorrer 50% de ligacdo
interfacial entre um biomaterial e o tecido 6sseo. Biomateriais com Ib superior a 8 sdo
classificados como de classe A e sdo osteoprodutores, ou seja, provocam um aumento
da atividade dos osteoblastos e osseocondutores, asseguram o crescimento 0sseo em
toda superficie. Os biomateriais que se encontram na faixa de 0-8 séo classificados
como classe B e sdo somente osseocondutores (GUASTALDI et al., 2010, HENCH,
1998).

No Quadro 4 se observa o indice de bioatividade (Ib) de alguns biomateriais e sua

atividade em relacéo aos tecidos 6sseo e mole (GUASTALDI et al., 2010)

Quadro 4 — indice de bioatividade (Ib) de algumas bioceramicas

Biomaterial Ib Classe Ligacdo Ligacdo
bioatividade 0SS0 tecido mole

Vidro Bioativo (4555) 12,5 A Sim Sim

Vidro Bioativo (5254) 10,5 A Sim Sim

Ceramica Bioativa (AW) 6,0 B Sim Né&o

Hidroxiapatita (HA) 31 B Sim N&o

Alumina 0 | - Né&o Né&o

Fonte: Adaptado de Hench, 1998.

Os fosfatos de calcio podem ser sintetizados por precipitacdo a partir de solucGes
contendo fons Ca®* e PO,*

A camada de apatita biologicamente ativa na superficie do implante reduz a
energia na interface com o tecido 6sseo, apressurando a presenca de proteinas e células
para o inicio das atividades celulares, resultando na formacgdo da estrutura Ossea
(KOKUBO et al., 2003).

Recentemente, Ravichandran et al. (2012), associaram o tratamento alcalino a
deposicdo do copolimero poli (L-acido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA) e fibras
colagenas sobre a superficie do titdnio comercialmente puro (TiCP) e da liga Ti6Al4V
com o objetivo de aumentar a adesdo de células progenitoras mesenquimais,
propiciando assim uma osseointegracdo mais rapida, pois em superficies lisas leva

geralmente de 3 a 6 meses.
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Apbs a eletrofiacdo de PLGA/fibras colagenas foi realizada a imobilizacdo de
Ca/P com solucdes de cloreto de célcio (CaCl,) e difosfato de sédio (Na,HPO,),
tornando a superficie bioativa e alterando a molhabilidade.

Na Figura 3 observam-se as imagens de Ravichandran, onde se visualiza as
nanofibras do polimero PLGA, nanofibras com colageno e a formacdo de hidroxiapatita
aderida as fibras.

Com os resultados alcancados, este estudo foi um incentivo para a utilizagdo
neste trabalho do polimero poli (e-caprolactona) PCL, com tratamento alcalino prévio e
apos a eletrofiacdo a incorporacdo de Ca/P, com a finalidade de aumentar a adesdo

celular, diferenciacéo e proliferacdo reduzindo o tempo da osseointegracéo.
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Figura 3 — Microscopia eletronica de varredura por emisséo de campo do TiCP
(a), apos tratamento alcalino (b) nanofibras do polimero PLGA sobre a liga de TiCP (c)
nanofibras do polimero PLGA e colageno (d), nanofibras do polimero PLGA apds
mineralizacdo Ca/P (e), nanofibras do polimero PLGA e coladgeno ap6s mineralizacao
com Ca/P (f)

Fonte: Adaptado de Ravichandran et al., 2012
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As nanofibras poliméricas formadas através da eletrofiacdo sdo similares a
matriz extra celular natural o que melhora a interacéo celular (Figura 4).
Figura 4 — Imagem da matriz extra-celular original de submucosa de intestino

humano(a) e manta de PCL eletrofiada (b)

A firlr

2011

Nesse estudo ap0Os a eletrofiacdo de PLGA/fibras colagenas formou-se uma
superficie com camada uniforme de fibras poliméricas. E com o tratamento de
imobilizacdo de Ca/P houve a formagéo da hidroxiapatita.

O angulo de contato diminuiu significantemente tanto para as amostras de titanio
puro, como para as de Ti6Al4V. A cultura de células mostrou maior adesdo nas
amostras mineralizadas, ocorrendo a adeséo celular, diferenciagéo e proliferacdo. Esta
pesquisa mostrou a eficacia do tratamento &cido/alcalino com eletrofiagdo de polimeros
e mineralizacdo com Ca/P como um eficiente método para aumentar a osseointegracao.
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2.3 ELETROFIACAO

Desde os anos 90, a eletrofiacdo vem sendo aplicada na engenharia de tecidos na
fabricacdo de suporte celular (XIE et al., 2008). Este consiste em um processamento a
partir de solucBes poliméricas, onde se pode obter como resultado final micro ou nano
fibras de polimeros, que mimetizam a matriz extra-celular natural, responsaveis pela
adesdo celular e desenvolvimento (ABEDIN et al., 2010).

O processo de eletrofiagio foi patenteado por J.F.Cooley* e W.J.Morton? em 1902
e através desta patente surgiu o método fundamentado em fontes de alta tensdo para
produzir filamentos, e ndo gotas, recebendo o nome de eetrospinning (COOLY, 1902,
MORTON, 1902).

O equipamento é composto por uma bomba de infusdo e uma fonte de
alimentacdo e dispde de um ajuste individual de tensdo e a frequéncia da tensdo pode
ser variada. Na eletrofiacdo ocorre um processo de aplicacdo de forcas eletrostaticas e
de arraste na solugdo para a formagdo das microfibras ou nano fibras (GUERRINI,
2006).

Existem alguns parametros que interferem na eletrofiacdo dos quais se destacam:

e Tensdo elétrica aplicada na solucgéo;

¢ Viscosidade da fibra, ou seja, concentracdo polimero/solvente;

e Adicdo de sais na solucéo;

e Vazdo de alimentacéo (saida da solucdo do capilar);

¢ Distancia de trabalho (entre a extremidade do capilar até o coletor)

Existem varias pesquisas variando esses parametros e mostrando as modificacdes
nos diametros, degradacéo e morfologia das fibras geradas por este processo.

Guerrini et al.(2006), avaliou os efeitos da modificagdo da tensdo aplicada e a
adicdo ou ndo de cloreto de aluminio no polimero poli(alcool vinilico), PVOH, a tenséo
foi variada de 15kV para 18kV e os resultados obtidos mostraram uma variagdo na
morfologia das fibras e no didmetro médio.

Ito et al. (2005), utilizou o polimero poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato),
PHBV, com imersdo em solucdo que mimetiza os fluidos corporais (SBF) para

formacdo de hidroxiapatita. O resultado mostrou que com o SBF as fibras tornaram-se
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hidrofilicas e ocorreu uma diminuicdo no tempo de degradacdo, ou seja, degradacao
mais rapida, porém, ndo houve mudanca significativa na adeséo celular.

O solvente utilizado no preparo da solucdo que seréd eletrofiada, também pode
interferir nas propriedades das fibras.

Tsang et al. (2004) realizaram um estudo que foi utilizado quatro solventes
diferentes, cloroférmio, tetrahydrofurano, acetona e acetato de etila para dissolver o
PCL. No estudo se observou alteracbes no angulo de contato com o solvente
hidrofobico (cloroférmio e acetato de etila) e hidrofilicos (tetrahydrofurano e acetona),
porém mostrou que com todos os solventes ocorreu a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular e é importante ressaltar que o solvente apds a eletrofiagdo €
eliminado na secagem (evaporado), ndo interferindo na biocompatibilidade.

Para uma boa ancoragem celular existem algumas caracteristicas importantes,
como, composi¢do quimica, cristalinidade, morfologia do suporte e 0 processamento
dos materiais, que também interferem na degradacéo.

O grau de cristalinidade estd diretamente relacionado a degradacdo, afetando a
adsor¢do de liquido, por exemplo, polimeros com alta cristalinidade exibem alta
resisténcia a tensdo e apresentam lenta taxa de degradac¢do (CARDOSO, 2010).

A morfologia das fibras interferem na atividade de adeséo celular e consequente
proliferacdo e diferenciagéo.

Xie et al. (2009), prepararam nanofibras de PCL com diametro em torno de
250nm e demonstrou que as fibras alinhadas podem induzir células tronco embrionarias
a se diferenciarem em linhagens neurais especificas. As nanofibras aleatdrias sao mais
interessantes para a engenharia tecidual e as nanofibras alinhadas para a engenharia
neuro-tecidual (XIE et al., 2009).

O processamento dos materiais esta relacionado ao tipo de fibras (mantas)
fabricadas, e no caso da eletrofiacdo sdo produzidas fibras na escala de micrometros e
nanémetros, que variam de cinco microns a dezenas de nandémetros e se aproximam da
escala do tamanho das células e estruturas da matriz extra-celular.

Existem varios métodos utilizados para a fabricagdo de suporte celular, porém na
eletrofiacdo as fibras podem ser geradas em 3D, tornando o suporte mais semelhante as
naturais, logo, a superficie torna-se mais propicia ao desenvolvimento das células e a
bioquimica superficial serd mais real e na eletrofiacdo também a taxa de porosidade sera

alta (>80%), o que aumenta a fixagéo celular (MA et al., 2005).
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Alguns métodos de fabricacdo de suporte celular:
 Injecdo de géas (gas foaming) (HARRIS et al., 1998);
» Deposicao por fusdo (melt moulding) (HUTMACHER et al., 2004);
« Filmcasting and solute leaching (TESEMA et al., 2005);
« Emulsion freeze drying (SULTANA et al., 2008);
» Eletrofiacdo (KURPINSKI et al., 2010).

A técnica de injecdo de gas (gas foaming) consiste na formacdo de mantas com
alta porosidade através de polimero sem a utilizacdo de solventes organicos, nem altas
temperaturas. Nesta técnica é adicionado ao polimero, a solucdo de cloreto de sédio
(NaCl) e essa mistura é comprimida para formacdo de discos sélidos, em seguida sdo
expostos a alta pressdo de gas de CO, por 48h para ocorrer a saturacdo do polimero com
0 gas (HARRIS etal., 1998).

A deposicdo por fusdo (melt moulding) € a fabricacdo de suporte celular através da
deposicédo de fibras 3D pelo sistema CAD (computacdo). Dentre as muitas utilizagdes
na area biomédica, destaca-se, a de cicatrizacdo de feridas. Esta técnica oferece
praticidade para a construcdo em quantidade e qualidade para a utilizagdo na Engenharia
de Tecidos (HUTMACHER et al., 2004).

A preparacdo de suporte celular, film casting and solute leaching, ocorre atraves
da disperséo das particulas de sal da solucdo polimérica. O solvente em que o polimero
é dissolvido evapora para produzir uma membrana de composi¢do polimero/sal. As
particulas de sal passam pelo processo de lixiviagdo, resultando em poros (TESEMA et
al., 2005, YANG et al., 2006).

Emulsion freeze drying, metodo empregado para producdo de scaffolds com alta
porosidade atraves da separacdo da agua do solvente por congelamento (SULTANA et
al., 2008).

Varios tipos de polimeros naturais sdo utilizados na confec¢do de fibras para
suporte celular, como quitosana (ZHANG et al., 2008), colageno (SONG et al., 2008),
gelatina (CASPER et al., 2007) e polimeros sintéticos, como, PCL poli(e-caprolactona)
(MA et al., 2005), PLLA poli(acido-L-lactico),( SUI G et al., 2007), PLGA poli(acido
lactico-co-glicolico), (FU Y C et al., 2008), PHBV poli (hidroxibutirato-co-valerato)
(LAN-XIN LU, et al., 2012).

Alguns exemplos de aplicacbes de polimeros sdo em fios de sutura

biodegradaveis, em dispositivos ortopédicos (Figura 5), sistemas de liberacdo de drogas,
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recobrimento de canulas uretrais, tecido epidérmico e muscular (SASMAZEL et al,
2008).

Figura 5 — Aplicacdes de polimeros (a) Fios de sutura biodegradaveis, (b)
prétese de quadril, (c) radiografia prétese/quadril.

1 Parte acetabular
©) g
* Cabeca

T Haste femoral

Fonte: www.ufsm.br/ www.medicinadoquadril.com.br

O poli (e-caprolactona) PCL é um polimero da classe dos poliésteres alifaticos
sintéticos, da familia das policaprolactonas semi-cristalino, termoplastico,
biodegradavel, bioreabsorvivel e derivado do petréleo, é amplamente empregado na
eletrofiacdo (Figura 6). Seu ponto de fusdo é na faixa de 60°C e a temperatura de
transicdo vitrea esta entre -60°C e -70°C (DUARTE, 2004, BARBANTI et al., 2006,
ROA et al., 2010). O mddulo de elasticidade do PCL é 0,4GPa (BARBANTI et al.,
2005) e o valor de cristalinidade é 70%.
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Figura 6 — Formula estrutural do PCL poli (e-caprolactona)

CH, CH, C
14N New,”

Fonte: Vogelsanger N et al., 2003.

Possui boa compatibilidade biolégica, sendo muito utilizado na area biomédica,
farmacéutica e na engenharia tecidual (RHEE, 2004, TANG et al., 2004, 2006, SUNG
et al., 2004, KIM et al., 2004, CIAPETTI et al., 2003, ANSELME, 2000, NAVA et al.,
2005, RAI et al., 2005).

Seu tempo de degradacdo in vivo, é bem lento, 24 a 36 meses, 0 que 0 torna
muito interessante na engenharia tecidual (BARBANTI et al., 2005).

O poli (e-caprolactona) PCL tem sido muito empregado em pesquisas
biomédicas por suas boas propriedades para esta area. Este consiste em um polimero
com grande potencial na reparacdo 0ssea e de cartilagem. No estudo de Williams et
al.(2005), foram fabricados scaffolds porosos de PCL através da computacdo via
selective laser sintering (SLS) e mostrou potencial para a reparacdo de tecidos 0sseos
(WILLIAMS et al., 2005).

Vaérios estudos demonstram seu bom desempenho na adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular (WILLIAMSON et al., 2004, TANG et al., 2006, SUNG et al.,
2004).
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Na Figura 7 é possivel observar o fluxograma da metodologia empregada neste

estudo.

Figura 7 — Fluxograma da metodologia empregada
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3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os lingotes da liga Ti30Ta foram obtidos a partir da fusdo dos elementos puros
em forno a arco voltaico, com atmosfera de argdnio e cadinho de cobre refrigerado a
agua. O tratamento térmico de homogeneizacao foi realizado apds essa etapa a 1000°C
por 24h com resfriamento dentro do forno (KONATU, 2014).

Posteriormente, com o emprego do forjamento rotativo a frio foi possivel a
obtencdo de barras com 6 mm de diametro. Apds o tratamento térmico de solubilizacédo
a 900 °C por 2 horas, foram seccionados discos com 3 mm de espessura. Como grupo
controle foram utilizados discos da liga comercial Ti6AI4V e titanio comercialmente
puro (TiCP), com as mesmas dimensdes, como mostra a Figura 8.

Figura 8 — Amostra de Ti30Ta com 6 mm de didametro e 3mm de espessura
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3.2 TRATAMENTO DE SUPERFICIE

O tratamento de superficie das amostras foi realizado em trés etapas: 1)
tratamento alcalino seguido de imersdo em HCI, 2) eletrofiagdo do polimero (e-

caprolactona) PCL e 3) imobilizacéo de fosfato de célcio.

3.2.1. Tratamento Alcalino

Antes do tratamento alcalino as amostras foram lixadas com lixas de carbeto de
silicio # 100 e limpas em banho ultrassénico (modelo UltraCleaner 800 A, marca
Unique) por 30 minutos para retirada das impurezas.

Em seguida, as amostras de Ti30Ta foram imersas em NaOH (1M) e as amostras
de Ti6Al4V e titanio comercialmente puro CP em NaOH (5M) a 60°C por 24h, em
banho termostatizado (marca Tecnal TE-184) para o tratamento alcalino (Figura 9). Em
seguida, as amostras foram lavadas em agua deionizada e deixadas para secar em
temperatura ambiente. Apds a secagem as amostras foram imersas em solucdo de HCI
(10M) por 1h e em seguida lavadas em agua deionizada e colocadas em estufa por 24h a
40°C.

Figura 9 — Banho termostatizado marca Tecnal TE-184
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3.2.2. Eletrofiacao

Apos o tratamento alcalino foi realizado a eletrofiacdo do PCL sobre a superficie
das ligas de Ti30Ta, Ti6Al4V e TiCP e separada uma parte somente da fibra para as
analises FTIR, analises térmicas e MEV/FEG. Na Figura 10 se observa as amostras

antes e apos a eletrofiacdo com PCL.

Figura 10 — Amostras com tratamento alcalino e apés a eletrofiacédo

Foi utilizado o PCL (MM 70.000 g/mol - 90.000 g/mol) fornecido pela empresa
Sigma Aldrich, uma mistura de cloroférmio / acetona (Merck 99,0 %) e (Synth 99,5 %),
na proporcao 1:1 em massa.

Para as solugdes, uma concentragéo de 13,6% em massa de PCL foi dissolvida
para eletrofiacdo de PCL, mantidas sob agitacdo mecanica por 24h de preparacdo da
solucdo. Para o processo de eletrofiacdo, utilizou-se um equipamento composto por uma
bomba de infusdo KD Scientific, mod. KD-100 e uma fonte de alimentagdo CA/CC
simultanea (Testtech) (Figura 11). Este equipamento é capaz de gerar simultaneamente
tensdo continua de 0 a + 16kV com corrente de saida de até 10mA, bem como, tensdo
alternada de até 20 kV de pico a pico. O equipamento dispde de um ajuste individual de
tensdo e a frequéncia da tensdo alternada pode ser variada de 30 Hz al kHz
continuamente. A fonte alternada é implementada em um transformador com ambos os

terminais flutuantes, de tal maneira, que se podem ligar as duas fontes em série, 0 que
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permite uma tensdo sobreposta a uma tensao continua. Ambas as fontes também podem
ser operadas separadamente a fim de manter o transformador desconectado e utilizar
apenas a fonte (CC). Para evidenciar a operacdo de medicdo adequada da fonte foi
utilizado um osciloscopio Tektronix modelo TDS-2002 e uma ponteira de alta tensdo
P6015A. A fim de importar dados da corrente trafegada pelo circuito ao longo do tempo
foi utilizado um multimetro ICEL modelo MD6450. Como anteparo coletor foi
utilizado uma placa de aluminio com alojamento para as amostras e como saida do
material utilizou-se uma seringa de 20 mL, conectada a uma agulha com @ 1,0 mm no

capilar em ago inox.

Na Tabela 1 sdo apresentados os parametros de processamento das amostras

eletrofiadas durante 120 segundos.

Tabela 1: CondicGes de processamento de obtengéo das fibras em CA/CC (ALMEIDA,
2014)

Amostra Tenséo Tenséo Frequéncia Distancia  Vazéo
(CA) [kV] (CO) [kV] [Hz] [mm] [ml/h]
PCL 7,2 12,0 205 120 8,0

Figura 11 — Equipamento utilizado para a eletrofiacdo, (a) fontes de tenséo

(b) bomba de infuséo e anteparo coletor

(@)
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3.2.3. Imobilizacdo de apatita empregando solucéo calcio/fosfato

Essa etapa seguiu a metodologia proposta por Ravichandran et al., 2011. Apds a
eletrofiacdo com PCL (poli (e-caprolactona)), as amostras foram imersas em solucdo de
0,5M CacCl, , por 600 segundos. Em seguida, foram lavadas em agua deionizada por 60
segundos, e imersas em solucdo de 0,3 M Na,HPO,, por 600 segundos e lavadas em
agua deionizada por 60 segundos (Figura 12). Este processo foi considerado 1 ciclo,
foram realizados 3 ciclos, sendo que no segundo e o terceiro ciclo, as amostras ficaram
imersas nos sais por 300 segundos. Apds a mineralizacdo as amostras foram colocadas

no dessecador por 24h.

Figura 12 — Amostras durante o processo de mineralizacdo com Ca/P

3.3 CULTURA CELULAR

A cultura celular foi realizada para avaliagdo da biocompatibilidade e da
capacidade de adesdo e proliferagdo celular na liga Ti30Ta e no Ti CP apds tratamento
alcalino, eletrofiadas com o polimero PCL e eletrofiadas seguida de imersdo com célcio
e fosfato. E importante essa avaliacdo, pois uma melhor interacdo celular acelera a
osseointegragéo.

Neste trabalho foram realizadas cultura de células-tronco derivadas do tecido
adiposo (ADSC) de segunda passagem. As células ADSC foram armazenadas em
freezer a -80°C e descongeladas em banho maria a 37°C para a cultura. Para o cultivo
celular foi utilizado 13 ml de meio de cultura DMEM/Ham’s f12 e colocadas em placas
de 24 pocos e em seguida na estufa de CO, por 24h. As trocas do meio de cultura foram
realizadas de 48 em 48h até que a populacgdo celular atingiu 70% de confluéncia e entdo
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foram removidas com 3 ml de tripsina (0,025% de tripsina/EDTA) para digestdo
enzimatica das células e colocados por 5 min na estufa de CO, ( o crescimento celular
nesta fase foi acompanhado em microscépio Optico invertido), em seguida, foi levado
para a centrifuga para separacao das células. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
aspirado e as células ADSC foram colocadas para suspensdo em meio de cultura. Assim
foi colocado 1000ul de células em cada pogo da placa juntamente com as amostras
(Figura 13) e foi colocado na estufa de CO, por 24h.

Antes do procedimento de cultura de células as amostras foram esterilizadas com
radiacdo gama (CNEM-IPEN).

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados em cédmara de fluxo
laminar em condi¢es estéreis (Figura 14) na Universidade do Colorado — Fort Callins -
USA.

As imagens foram realizadas no microscopio eletronico de varredura (MEV-FEG)
e as amostras foram tratadas com ouro no equipamento Supter Coater, marca Baltec,
modelo SCD050 para melhorar o nivel de emissdo de elétrons.

Figura 13 — (a) Amostras na placa de 24 pogos com células (ADSC) para cultura de 1
dia, (b) cultura de 4 dias e (c) cultura de 7 dias
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Figura 14 — Camara de fluxo laminar onde foram realizados os procedimentos
laboratoriais na Universidade do Colorado — Fort Collins - USA
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3.4 CARACTERIZACAO DA FIBRA DO POLIMERO (s-CAPROLACTONA) PCL
APOS ELETROFIACAO

Foi realizada a andlise de infravermelho para identificacdo da composicdo da
manta polimérica (e- caprolactona) PCL ap0s a eletrofiagéo, verificando a presenca dos
compostos fenolicos do polimero. Foi utilizado o equipamento de espectrofotometria
em Infravermelho da marca Shimadzu- modelo IR Prestige-21.

Para a obtencdo das temperaturas de inicio e final de degradacéo e a taxa residual
foi utilizada a analise termogravimétrica (TGA) com a fibra PCL antes e apo0s a
imobilizacdo de fosfato e célcio. Foram realizadas as analises de TGA no equipamento
de TG/DTA SI Nanotechnology - Seiko, modelo 6000, instalado na FEG/UNESP
(Figura 15). Foi utilizado 10,3mg da amostra, com variagdo da temperatura ambiente até
1000°C com uma taxa de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de gas nitrogénio
(200ml/min).

Figura 15 — Equipamento TG/DTA S1 Nanotechnology — Seiko, modelo 6000
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Por meio das curvas da calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram obtidos
os valores de transicdo vitrea (tg) da fibra antes e apds a imobilizacdo de Ca/P,
temperatura de fuséo (tm) da fibra e no resfriamento a cristalizag&o.

O equipamento utilizado foi S1 Nanotechnology — Seiko, modelo 6220, instalado
na FEG/UNESP (Figura 16). Foi utilizado 10mg da fibra em panela de aluminio. O
aquecimento inicial para determinar a Tg foi de -80°C a 0°C e ap6s 5 min foi resfriada a
uma temperatura de 0°C a -80°C, ap6s 5 min, de -80°C a 0°C. Todas as etapas foram
realizadas a uma taxa de 20°C/min. Para determinar a Tm e a cristalizacdo a
temperatura inicial foi de -75°C a 100°C, taxa de 20°C/min, resfriada de 100°C a -75°C,
taxa de 50°C/min e o segundo aquecimento de -75°C a 100°C, a uma taxa de 20°C/min,
sobre atmosfera de nitrogénio (20 ml/min).

Figura 16 - Equipamento S1 Nanotechnology — Seiko, modelo 6220
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3.5 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DAS LIGAS APOS ELETROFIACAO

Neste trabalho foi utilizado um equipamento FEI Magellan 400L instalado na
UFSCar/LCE (Figura 17) para a microscopia eletronica de varredura da superficie das
ligas e da fibra de PCL e para a obtencdo de detalhes composicionais, foi utilizado o
detector de elétrons retro-espalhado (EDS). Para melhorar o nivel de emissdo de
elétrons foi realizado metalizacdo com ouro no equipamento Supter Coater, Bal-tec,
modelo SCD 050 (Figura 18). Para a obtencdo do didmetro das fibras de PCL foi

utilizado o software image J.

Figura 17 — Microscopio Eletrénico de Varredura FEI Magellan 400L
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Para visualizacdo dos picos formados apds os tratamentos de superficie, as
amostras foram analisadas por difracdo de raios X em um equipamento marca
Panalytical, modelo Empyrean, instalado no DEMAR-EEL-USP (Figura 19), mediante
uma radiagdo de Cu-Ka, voltagem de 40kV, corrente de 30mA e intervalo angular de 10
a 90°.

Figura 19-Difratdbmetro marca Panalytical, modelo Empyrean
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Para a avaliacdo da hidrofilicidade da superficie das amostras foi utilizado o
equipamento goniémetro modelo DSA 100, marca Kriss, instalado na FEG/UNESP
(Figura 20). Este equipamento dispde de uma camara de alta resolucdo para a captacao
de imagens. As imagens sdo transmitidas e ampliadas para um computador, que por
meio de um software faz o célculo do angulo de contato do liquido (3l de agua

deionizada) gotejado na superficie da amostra.

Figura 20 — Gonidmetro modelo DSA 100 marca Krdss
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DA FIBRA DO POLIMERO (e-CAPROLACTONA) PCL
APOS ELETROFIACAO

Para a analise da fibra de PCL foi realizada a espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), anélise termogravimétrica (TGA) da manta de PCL
e da manta de PCL com mineralizagdo de Ca/P, andlise de calorimetria exploratdria

diferencial (DSC) da manta PCL e da manta PCL com mineralizacéo.

De acordo com a andlise de FTIR tipica do PCL poli (e-caprolactona) foi
identificado os compostos fenodlicos do polimero apo6s a eletrofiacdo no pico 2865 -
2359 cm™ para o estiramento C-H 1419 — 1367 cm™ para a deformagdo C-H, na regiéo
do pico 1721 cm™ para o estiramento carbonila C=0O e no pico 1163 cm™ para o
estiramento C-O (Figura 21). Com os picos encontrados foi constatado que o método

utilizado, a eletrofiacdo, conservou as bandas fendlicas do PCL.

Figura 21 — FTIR da manta de PCL poli (e-caprolactona)
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Com a anélise do PCL (Figura 22), foi observado um dnico pico, o que indica a
presenca de apenas um tipo de polimero, o PCL. O inicio da degradacdo ocorre a partir
de 375,5°C, com uma perda de massa de 99,3% e taxa residual 0,7%.

Figura 22 — Anéalise Termogravimétrica (TGA) da manta de PCL
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A manta de PCL com imobilizacdo de Ca/P pode ser observado no grafico
(Figura 23) onde foi observado o inicio da degradacdo em 377,4°C, perda de massa
(degradacdo) foi de 97,5% com residuo de 2,5%. Estes resultados podem ser explicados
devido a imersdo do PCL em solugdo e os residuos devido a presenca de célcio e
fosfato.

Figura 23 — Analise termogravimétrica (TGA) da manta de PCL com imobilizacéo de
Ca/P.
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A partir das curvas de DSC da manta de PCL, foram obtidos os valores da temperatura
de fusdo (Tm), transicdo vitrea (Tg), (Figuras 24 e 25), e a temperatura de cristalizacdo
(Tc) no resfriamento (Figura 24). Com as curvas do DSC verificou a auséncia do
solvente (cloroférmio), 0 que mostrou que ocorreu a sua evaporagdo, constatando uma

eletrofiacdo bem sucedida.

Na Figura 24 foi observado as curvas de DSC no primeiro aquecimento, e foi
possivel constatar o pico endotérmico de fusdo na temperatura de 60°C e a entalpia

(AH) na temperatura 61 J/g.

Figura 24 — Curvas de DSC (1°aguecimento) da manta de PCL
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Os valores da temperatura de fusdo e entalpia mensuradas durante o segundo
aquecimento (54,59°C e 43,7J/g) foram menores que os valores no primeiro
aquecimento (Figura 25). Estes resultados indicaram que as propriedades térmicas do
PCL néo foram alteradas pelo processo de eletrofiacdo. Os valores obtidos no primeiro
aquecimento estdo de acordo com outros estudos de PCL liquido (MIDDLETON et al.,
2000, YANG et al., 2006).

Figura 25 — Curvas de DSC (2° aquecimento) da manta de PCL
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Nas Figuras 26 (a) e 26 (b), se observa a transicao vitrea do PCL a -60,02°C, e a
transicdo vitrea do PCL ap6s imobilizacdo com Ca/P em -60,8°C, respectivamente,
caracterizado pela variacdo da entalpia do material. De acordo com as curvas de DSC se
observou que ndo houve mudanca significativa na transicao vitrea apos a imobilizacédo
Ca/P, sendo os valores de temperatura equiparaveis aos da literatura (ROA et al., 2004,
BARBANTI et al, 2005, FRANCHETTI et al., 2006).
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Figuras 26 (a) e (b) — Curvas de DSC da manta de PCL (a) e manta PCL com

imobilizacdo Ca/P (b), mostrando a transicao vitrea (Tg)
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Na Figura 27 se observou no grafico de resfriamento da manta de PCL a
temperatura de cristalizacdo, com o pico exotérmico de 16,94°C associado com a
entalpia (AH) de -33,46J/g (onset, endset, 24,81°C e 9,98°C, respectivamente),

A cristalinidade é um dos fatores que influenciam na ancoragem celular, e
também na degradacdo do polimero (BARBANTI et al., 2005, DE PAOLLI, 2008). Esta
é influenciada pelo momento em que ocorre a cristalizacdo das cadeias, durante o
processo de eletrofiagdo, antes ou depois do coletor metélico (LIM et al., 2008).

Figura 27 — Curva DSC de resfriamento da manta de PCL, mostrando a

temperatura de cristalizacdo
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Com o DSC do primeiro aquecimento foi calculado a porcentagem de

cristalinidade do PCL por meio da equacéo (1):
Xe (%) = (AHH)/(AH®)* 100 (1)
onde 0s parametros sao:
Xc = grau de cristalinidade (%)
AHTf = entalpia de fusdo (J/g)

AH{° = entalpia de fusdo de uma amostra de polimero 100% cristalino = 136 (J/g)
(RUELLE et al., 2012)

De acordo com a equacao (1), o grau de cristalinidade foi de 44,91% para as fibras
de PCL. Lowery, et al. encontraram valores similares para a eletrofiacdo de PCL
(46,7%) e estes valores estdo de acordo com a dissolugdo do polimero, por exemplo,
Lim, et al. obtiveram valores de cristalinidade de 56%, 54% e 50%, para 10, 12 e 14%
de dissolucdo de polimero, respectivamente. Como apresentado anteriormente, a baixa

cristalinidade ajuda na degradacdo e € interessante no uso para materiais biomédicos.

Tabela 2 — Valores obtidos na analise térmica da fibra de PCL eletrofiada

Material Transicdo Temperatura Cristalinidade Temperatura
vitrea (Tg) de fuséo (Tm) (%) de
°C °C cristalizagdo
(Tc) °C
PCL -60,02 60,09 44,91 16,94

PCL/mineralizada -60,80 ---------- cemememeeeem e
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Por meio da microscopia eletrénica de varredura, verificou-se que as fibras de
PCL se mostraram uniformes, homogéneas, sem porosidade e de formato cilindrico, o
que caracterizou que o processo de eletrofiacdo foi adequado (Figura 28).

As fibras se mostram aleatorias, e varios trabalhos disponiveis em literatura
revelam que a orientacdo mais favoravel para a interacdo celular sdo as fibras aleatérias
(LAN-XIN-LU etal., 2011).

Em relagdo ao didmetro das fibras neste estudo foram obtidos valores na escala de
micrometros, 500nm a aproximadamente 2400nm. Na Figura 29 pode-se observar o
gréfico de barras da frequéncia dos didmetros das nanofibras. A média da maior
frequéncia € 900nm. Este valor também foi obtido em outro estudo com PCL realizado
por Lim et al (2008) e de acordo com este estudo existe uma forte ligacdo entre os
diametros das fibras eletrofiadas e as solugbes utilizadas no processo em altas
concentracoes.

Os valores dos diametros das fibras de PCL apds a mineralizacdo com Ca/P
aumentaram, o que pode ser explicado pelo processo de imobilizacdo, pois ocorre
imersdo das amostras em solucdo de CaCl, e Na,PO, ocorrendo a dilatacéo das fibras
de PCL (Figura 28).

Varias pesquisas mostram que os didmetros cada vez menores das fibras
poliméricas propiciam uma melhor adesao e proliferacdo das células, os valores variam
aproximadamente de 957 a 250nm (ZHANG et al., 2005, SANTOS et al.,, 2007,
RAVICHANDRAN et al., 2012).
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Figura 28 - Micrografia obtida por meio de microscopia eletrénica de varredura,
FEI Magellan 400L, a) e b) Manta PCL, c) e d) Manta PCL mineralizada
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Figura 29 — Gréfico do diametro das fibras de PCL
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Figura 30 — Grafico do diametro das fibras de PCL ap0s a mineralizagcdo com Ca/P
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4.2 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DAS LIGAS APOS ELETROFIACAO

A morfologia das fibras eletrofiadas sobre a superficie da liga Ti30Ta e a
presenca de célcio e fosfato foram observados por meio do MEV e EDS. A liga
Ti6AI4V e Ti CP foram utilizados como grupo controle. Antes da eletrofiacdo, as
amostras lixadas (Figura 31 a) foram submetidas a um pré-tratamento com solucao de
NaOH (Figura 31 b). Este tratamento é similar ao tratamento alcalino proposto por
Kokubo (1998). A superficie das amostras possuem uma camada passiva (TiO;) que
reage com a solucdo de NaOH formando uma camada de hidrogel de tantalato de sédio,
hidratado e amorfo, de acordo com a equagdo 1. A diferenca entre a metodologia
proposta por Ravichandran, utilizada neste estudo, e Kokubo ocorre ap6s a imersao em
NaOH. As amostras ndo foram submetidas ao tratamento térmico a 600°C para
estabilizar a camada amorfa de tantalato de sodio. As amostras foram imersas em HCl e,
neste caso, ndo foi formada uma superficie porosa. Os valores de molaridade usada nas
ligas Ti30Ta foram baseados em estudos anteriores (CAPELLATO et al., 2014).

Ta,0,+0OH™ — HTa,076 (1)
Em seguida o substrato metalico de tantalo reage com o NaOH como segue:

Ta+20H™ — Ta(OH),*" +5e (2)

Ta+30H™ — Ta(OH),”" +5e" (3)
2Ta(OH),”" +4e” —» Ta,0. -H,0 +2H, T (4)
Ta(OH),* +30H" — Ta(OH), (5)
Ta,0.-H,0+0H < HTa,0%-H,0 (6)

A superficie ap6s a deposicdo de PCL pode ser observada na Figura 28c. As fibras
processadas por eletrofiagdo normalmente tem uma distribuicdo unimodal enquanto
fibras bimodal foram observadas com formagdo em gotas por meio de um processo
similar, o processo electrospray. Fibras bimodais alternando em micro e nanofibras
foram observadas por Deitzel et al (2001) em Poli (6xido de etileno) (PEO)/agua com

concentracdo de 8% e concentragdes maiores. Esta formagdo incomum também foi
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observado em nosso estudo (Figura 31 c). De acordo com esses autores, a formacao €
fortemente influenciada por pardmetros, como, taxa de alimentacao, voltagem utilizada
na eletrofiacdo, e outras propriedades da solu¢do como a concentracdo. Nesta formagao
existem dois diametros: primario e secundario (Figura 32).

Apoés a eletrofiacdo as amostras foram imersas em solucdo de 0,5M de CaCl, e
0,3M de Na,HPO, para mineralizacdo, de acordo com a metodologia de Ravichandran
et al (2012). Na Figura 31d foi observada a formagéo de cristais de apatita e na Figura
32 os cristais de apatita estdo aderidos as fibras. Uma observacdo mais detalhada da
superficie apds a mineralizacdo nos leva a conclusdao que a deposicdo de apatita foi
diferente nas amostras de Ti30Ta, Ti6Al4V e TiCP. Para o titanio e a liga Ti6Al4V a
deposicdo da apatita se apresenta entre as fibras, enquanto para a liga Ti30Ta a apatita
foi formada sobre as fibras. Esse comportamento pode ser associado ao pré-tratamento
com NaOH. E evidente nas imagens (28b, 36b e 41b) que as superficies sdo diferentes
apos a imersdo em NaOH seguido de HCI. Provavelmente, a diferenca do substrato
abaixo das fibras, tantalato de sddio, para a liga Ti30Ta e titanato de sédio para a liga

Ti6AIl4V e TICP, respectivamente, podem interferir na distribuicdo da apatita.
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Figura 31: Micrografia obtida por meio de microscopia eletronica de varredura
FEI Magellan 400L, a) Liga Ti30Ta lixada, b) Liga Ti30Ta apos tratamento alcalino em
NaOH(1M) a 60°C por 24h e imersdo em HCI por 1h, c) Liga Ti30Ta com PCL, d) Liga
Ti30Ta com PCL e mineralizacéo
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Figura 32 — Microscopia eletrdnica de varredura das fibras de PCL sobre a

superficie da liga Ti30Ta apds mineralizacdo
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Por meio da microscopia confocal da amostra lixada (Figura 33 a) e ap6s o
tratamento alcalino (Figura 33 b), foi visualizada a topografia da superficie, mostrando
0 que o tratamento alcalino (NaOH) provocou na superficie em termos de rugosidade.

O tratamento de superficie proporcionou micro rugosidades na superficie
semelhante ao tamanho das células 6sseas (Figura 33 b). A microscopia confocal

mostrou maior rugosidade apés o tratamento alcalino e HCI (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores da rugosidade média da liga Ti30Ta lixada e ap6s tratamento

alcalino e HCI
Ti30Ta Rugosidade média (um)
Lixada 0,62+0,14

Tratamento alcalino/HCI 1,55+0,38
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Figura 33a — Microscopia confocal da liga Ti30Ta lixada

Figura 33b — Microscopia confocal da liga Ti30Ta apos tratamento alcalino+ HCI. Os

picos abaixo mostram a porosidade do NaOH na superficie da liga.
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A composicdo das particulas formadas foi avaliada usando a espectroscopia de
energia dispersiva (EDS). Para a liga Ti30Ta o espectro confirmou a presenca de sodio,
cloro, célcio e fosfato na superficie (Figura 34b). Sodio e cloro séo resultantes do pré-
tratamento com NaOH e HCI. A média de Ca/P foi de 1.52 abaixo da hidroxiapatita
estequiométrica (1.67) e do osso humano (1.71). De acordo com a literatura, a formacéo
de apatita deficiente em célcio ocorre durante 0 método utilizado para a formacao do
fosfato de célcio (CHEN et al., 2006).
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Figura 34 — (a) regido observada para determinacdo da apatita; (b) EDS da liga
Ti30Ta apos eletrofiacdo com PCL e mineralizacao
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Na Figura 35 se verificou os picos obtidos apds analise de raios X da liga
Ti30Ta comparando as amostras tratadas com o substrato. Para os grupos NaOH e PCL
nenhum pico adicional foi verificado.

Apo6s o tratamento de imobilizacdo da apatita na amostra eletrofiada, pico
caracteristico de apatita foi observado em aproximadamente 32° (KOKUBO, 1996,
DUEK et al., 1999, LEGEROS, 2008). Esses resultados corroboram com as analises
EDS realizadas nas amostras.

Figura 35 — Difracdo de raios X da liga Ti30Ta lixada, apds tratamento alcalino
com NaOH (1M) a 60°C por 24h e imersdo em HCI por 1h, apos eletrofiagdo com PCL
e apos eletrofiacdo com PCL e mineralizacao
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Um estudo comparativo foi realizado com a liga Ti6Al4V e o titanio
comercialmente puro (Ti CP).

Nas Figuras 36a e 36b € possivel observar a superficie da liga Ti6Al4V antes e
apos o tratamento alcalino seguido de imersdo em HCI, respectivamente.

Na Figura 36c¢ pode ser observada a superficie apds a deposicdo de PCL e, como
na liga Ti30Ta, houve o recobrimento total da amostra com a formacédo de uma camada
homogénea de polimero. Na Figura 36d apds a imersdo das amostras em solugédo
formada por Ca/P houve a deposicdo de cristais nas fibras, e na Figura 37, com maior
aumento, se observou que houve deposicao de cristais na superficie da liga também, o

que pode ser explicado pela diferenca de molaridade durante o tratamento alcalino.

Figura 36 - Micrografia obtida por meio de microscopia eletronica de varredura,
FEI Magellan 400L, a) Liga Ti6Al4V lixada, b) Liga Ti6Al4V apds tratamento alcalino
em NaOH (5M) a 60°C por 24h e imersdo em HCI por 1h, c) Liga Ti6Al4V com PCL
poli ( € -caprolactona), d) Liga Ti6Al4V com PCL (e-caprolactona) e mineralizagéo
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Figura 37 — Microscopia eletrdnica de varredura das fibras de PCL sobre a

superficie da liga Ti6Al4V ap6s mineralizagdo
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A topografia da superficie da liga Ti6Al4V foi verificada por meio da microscopia
confocal com a liga somente lixada e apds o tratamento alcalino/HCI (Figuras 38a e
38b). Na Tabela 4 estdo os valores da rugosidade média e foi observado que ndo houve

mudanca na rugosidade apds o tratamento alcalino.

Figura 38a — Microscopia confocal da liga Ti6Al4V lixada

Figura 38b — Microscopia confocal da liga Ti6Al4V apos tratamento alcalino/HCI

TBAG1_20% 2
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Tabela 4 — Valores de rugosidade média da liga Ti6Al4V lixada e apds o tratamento

alcalino/HCI

Ti6Al4V Rugosidade média (pum)
Lixada 1,00+0,03

Tratamento alcalino/HCI 0,98+0,19

A andlise da composi¢do quimica da regido contendo os cristais (Figura 39)
confirmou a formacéo de varios tipos de fosfatos, a razdo Ca/P variou de 1,0 a 1,20, o
que indica a presenca do fosfato dicalcio di-hidratado (DCPD), fosfato dicalcio anidro
(DCPA) e pirofosfato de calcio di-hidratado.
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Figura 39 — (a) regido observada para determinagdo da apatita (b) EDS da liga
Ti6Al4V apos eletrofiagdo com PCL e mineralizacao
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Os picos da difracdo de raios X da liga Ti6Al4V (Figura 40), mostram a presenca
do polimero (PCL) na faixa entre 20°, 24° (DUEK et al., 1999), e apesar do EDS ter
confirmado a presenca de calcio e fosfato, na difracdo ndo foi possivel visualizar com
clareza a apatita, que, segundo a literatura se apresenta na regido 32° aproximadamente
( LEGEROQOS, 2008).

Figura 40 — Difracdo de raios X da liga Ti6Al4V lixada, apds tratamento alcalino
com NaOH (5M) a 60°C por 24h e imersdo em HCI por 1h, ap6s eletrofiagdo com PCL
e apos eletrofiagdo com PCL e mineralizacéo
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Nas Figuras 41a e 41b é possivel observar a superficie do titanio puro antes e apds
o tratamento alcalino seguido de imersdo em HCI, respectivamente. Nas Figuras 43a e
43b observa-se que com o tratamento alcalino a superficie passa a ser rugoso, o que é
bom indicativo para a deposicao das fibras.

A superficie ap0s a deposicdo de PCL pode ser observada na Figura 41c. Com a
eletrofiacdo houve o recobrimento total da amostra com a formagdo de uma camada
homogénea de polimero. A imersdo das amostras apés eletrofiacdo em solucéo formada
por Ca/P possibilitou a deposicdo de cristais nas fibras conforme visualizado na Figura
41 d e em maior aumento na Figura 42.

Figura 41 - Micrografia obtida por meio de microscopia eletrénica de varredura,
FEI Magellan 400L, a) Ticp lixado, b) Ticp apds tratamento alcalino em NaOH(5M) a
60°C por 24h e imersdo em HCI por 1h, c¢) Ticp com PCL poli ( & -caprolactona), d)
Ticp com PCL (e-caprolactona) e mineralizagdo
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Figura 42 — Microscopia eletrdnica de varredura das fibras de PCL sobre a

superficie do titanio puro apds mineralizagdo
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A microscopia confocal do Ti CP mostrou um aumento da rugosidade apos o
tratamento alcalino (Tabela 5).
Figura 43a — Microscopia confocal do titdnio comercialmente puro lixado

TiCp 2001

Figura 43b — Microscopia confocal do titdnio comercialmente puro ap6s

tratamento alcalino/HCI
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Tabela 5 — Valores de rugosidade do titanio comercialmente puro lixado e ap6s
tratamento alcalino/HCI

Titanio comercialmente puro (CP) Rugosidade média (pum)
Lixado 0,68+0,16
Tratamento alcalino/HCI 0,74+0,07

De acordo com os resultados de rugosidade obtidos com a microscopia confocal
das ligas Ti30Ta, Ti6Al4V e no Ti CP, constatou-se que na liga Ti30Ta os valores
médios da rugosidade foram maiores, seguido pelo Ti CP, que também mostrou
aumento e por ultimo a liga Ti6Al4V que ndo houve alteracdo apds o tratamento

alcalino (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores da rugosidade da liga Ti30Ta, Ti6Al4V e do titanio

comercialmente puro (CP)

Material/ Ti30Ta Ti6AI4V TiCP

Rugosidade média (um)

Lixado 0,62+0,14 1,00+0,03 0,68+0,16

Tratamento alcalino/HCI 1,55+0,38 0,98+0,19 0,74+0,07
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A analise da composicdo quimica da regido contendo os cristais (Figura 44)
confirmou a formacéo de apatita. Somente calcio e fosfato foram verificadas no EDS do
TiCP. A razdo Ca/P foi 1.95 abaixo da hidroxiapatita estequiométrica (1.67). Estes
valores confirmam a nossa hipotese sobre o substrato uma vez que foi obtida a relacdo

Ca/P mais elevada.
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Figura 44 — (a) regido observada para determinacdo da apatita (b) EDS do titanio

puro apos eletrofiagcdo com PCL e mineralizacéo
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Na difracdo de raios X do Ti CP foi observado os picos do polimero (PCL) na liga
apos a eletrofiacdo e com a mineralizacdo com fosfato de calcio entre 20° e 24° e como
na liga Ti6Al4V ndo foi possivel observar a apatita.

Ap0ds as andlises de microscopia, EDS, difracdo de raios X, péde-se observar que
nos trés materiais, Ti30Ta, Ti6Al4V e TIiCP a eletrofiacdo cobriu toda a amostra de
forma homogénea, porém com a mineralizacdo com fosfato de célcio a distribuigdo foi
diferente; na liga Ti30Ta se apresentou sobre as fibras de PCL e na liga Ti6Al4V e no
TICP se apresentou entre as fibras e sobre o substrato, concluindo que o substrato

interfere na deposicéo de apatita.

Figura 45 - Difracédo de raios X do titanio cp lixado, apos tratamento alcalino com
NaOH (5M) a 60°C por 24h e imersdo em HCI por 1h, apos eletrofiagdo com PCL e

apos eletrofiacdo com PCL e mineralizacdo
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4.2.1 Molhabilidade

Nas aplicacbes biomédicas a hidrofilicidade da superficie é importante, pois
proporciona 0 aumento da interacdo celular e consequente osseointegracdo. Com a
medida do angulo de contato pdde-se verificar se 0 material é hidrofilico ou hidrofobico
medindo a energia da superficie através do angulo formado do liquido com a superficie.

Para caracterizar a molhabilidade da superficie das amostras determinou-se o
angulo de contato das ligas Ti30Ta e Ti6Al4V e do titdnio comercialmente puro,
somente lixadas, com o tratamento alcalino (NaOH) e imersdo em HCI, apo6s a
eletrofiacdo com PCL e também com a mineralizagdo de Ca/P.

A deposicdo das fibras de PCL seguidas pelo tratamento de biomineralizagéo
modificou a molhabilidade da superficie. A Tabela 7 mostra o angulo de contato de
cada material e tratamento. A superficie hidrofobica foi obtida apds a deposicdo de
fibras de PCL eletrofiadas para os trés materiais utilizados neste estudo, liga Ti30Ta
(115,85°), Ti CP (109,35°) e liga Ti6Al4V (110,50°). Apds a imobilizacdo de apatita o
angulo de contato diminuiu para 69,82°, 81° e 72,80°, respectivamente, tornando a

superficie hidrofilica.
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4.3 AVALIACAO CELULAR

Para avaliacdo da morfologia celular foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura
(MEV-FEG) sendo observado o desenvolvimento celular na superficie da liga Ti30Ta e do Ti
CP, apés 1, 4 e 7 dias de crescimento nos trés grupos estudados: amostras lixadas, amostras
revestidas com fibras de PCL eletrofiadas e amostras revestidas com fibras de PCL
eletrofiadas biomineralizadas.

Nesse estudo foram utilizadas células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC)
similares as células-tronco mesenquimais (MSCs), as quais apresentam caracteristicas
fibroblasticas, que favorecem a diferenciacdo celular (SEKIYA et al., 2002).

O tecido adiposo tem sido muito utilizado por ser uma fonte promissora de células-
tronco, por exemplo, em uma lipoaspiracdo € adquirido de 100 ml a 1 litro de tecido adiposo,
pela facilidade de obtencéo, baixo risco para os doadores (lipoaspiracdo) e outra vantagem é
que pode ser utilizado de 8 a 10 passagens, pois mantém seu potencial proliferativo
(ZUTTION et al, 2013, YARAK et al., 2010).

Nas Figuras 46 (a) e 46 (b) é possivel observar na superficie da liga Ti30Ta lixada ap6s
1 dia de cultura, manchas escuras alongadas na dire¢do do lixamento da amostra, indicando a
presenca de células. Esse comportamento € um indicativo da biocompatibilidade da liga
Ti30Ta, propicia para a adeséo e proliferacdo celular (CAPELLATO et al., 2014).
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Figura 46 — Imagens das celulas-tronco (ADSC) ap6s 1 dia de cultura celular na liga
Ti30Ta (500x) (a) e com aumento (1000x) (b)
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No entanto, ndo foi observado aumento na proliferacdo celular para 4 e 7 dias de
andlise. Nas Figuras 47 e 48 é observada uma adesdo celular pouco significativa na superficie
da liga Ti30Ta, para 4 e 7 dias, respectivamente.

Figura 47 — Imagens das células-tronco (ADSC) ap0s 4 dias de cultura celular na liga
Ti30Ta lixada (500x) (a) e com maior aumento (1000x) (b)
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Nas Figuras 48 (a) e (b) é possivel observar a superficie da liga Ti30Ta lixada ap6s 7
dias de cultura com um aglomerado esférico celular.

Figura 48 — Imagens de células-tronco apds 7 dias de cultura celular na liga Ti30Ta
lixada (250x) (a) e aumento (500x) (b)
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Apos o recobrimento das superficies com fibras de PCL eletrofiadas se verificou maior
adesdo celular. A superficie da liga Ti30Ta ap6s 1 dia de cultura celular apresentou células
entrelagadas nas fibras do polimero, com maior espalhamento, corroborando com o estudo de
Ravichandran et al.(2012). E interessante observar que ndo existe um contato direto das
células com o substrato, o que pode ser explicado pela similaridade das fibras de PCL com a
matriz extra-celular (Ravichandran, et al., 2012). O mesmo comportamento foi verificado no
ensaio apos 4 dias (Figuras 50(a)(b)).

Figura 49 — Imagens das células-tronco (ADSC) ap6s 1 dia de cultura celular na liga
Ti30Ta eletrofiada com PCL (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(b)
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Figura 50 — Imagens das células-tronco (ADSC) ap6s 4 dias de cultura celular na liga
Ti30Ta eletrofiada com PCL (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(@)

(b)
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O aumento da proliferacdo celular foi observado para esse grupo apés 7 dias de cultura
(Figura 51). Na Figura 51 (b) com maior aumento é possivel ver claramente as ramificagdes
das células se proliferando.

Figura 51 — Imagens de células-tronco (ADSC) ap6s 7 dias de cultura celular na liga
Ti30Ta eletrofiada com PCL (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(@)

(b)
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A mineralizagdo das fibras de PCL possibilitou uma maior adeséo celular com adeséo
das células nos cristais de apatita aderidos as fibras de PCL. Na Figura 52 (b) se observa a
célula com os cristais de apatita, em maior aumento, e suas ramificacdes.

Figura 52 — Imagens das células-tronco ap6s 1 dia de cultura celular na liga Ti30Ta
eletrofiada com PCL e mineralizagdo com Ca/P (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(a)

(b)
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Apobs 4 e 7 dias de cultura ocorreu um aumento da proliferacdo e adesdo celular. Nas
Figuras 53 (a) e 53 (b) na superficie da liga Ti30Ta eletrofiada e mineralizada apos 4 dias de
cultura, é possivel verificar células bem entrelagcadas e um bom espalhamento.

Figura 53 — Imagens de células-tronco (ADSC) ap0s 4 dias de cultura celular na liga
Ti30Ta eletrofiagdo com PCL e mineralizagdo com Ca/P (500x) e aumento (1000x) (b)
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Nas Figuras 54 (a) e 54 (b) na liga Ti30Ta eletrofiada e mineralizada com calcio e
fosfato com cultura celular de 7 dias, se observa a predominéncia celular em toda a superficie
da liga se proliferando, em comunica¢do com outras células.

Figura 54 — Imagens de células-tronco (ADSC) ap0s 7 dias de cultura celular da liga
Ti30Ta apos eletrofiagdo com PCL e mineralizacdo com Ca/P (500x) (a) e aumento (1000x)

(b)
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Os mesmos grupos foram avaliados para o titanio CP o qual foi usado como grupo
controle. Nas Figuras 55 (a) e 55 (b) é possivel observar na superficie do Ti CP lixado com 1
dia de cultura com células alongadas em toda a superficie. O mesmo comportamento foi
verificado apds 4 e 7 dias de cultura.

Figura 55 — Imagens de células-tronco (ADSC) apds 1 dia de cultura celular do TiCP
lixado (250x) (a) e aumento (500x) (b)




As Figuras 56 (a) e (b) mostram o TiCP lixado ap6s 4 dias de cultura celular e é
possivel observar as células alongadas na superficie.

Figura 56 — Imagens de células-tronco (ADSC) ap0s 4 dias de cultura celular no TiCP
lixado (250x) (a) e aumento (500x) (b)
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Nas Figuras 57 (a) e 57 (b) é possivel visualizar na superficie do TiCP lixado apds 7
dias de cultura, prolongamentos escuros na direcdo do lixamento da superficie.

Figura 57 — Imagens de células-tronco (ADSC) ap0s 7 dias de cultura celular do TiCP
lixado (250x) (a) e aumento (500x) (b)

(@)

(b)
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Nas Figuras 58 (a) e (b) na superficie do Ti CP eletrofiado se verifica a presenca das
células se entrelacando nas fibras do polimero. Na Figura 58 (b) com maior aumento
constatou-se a célula juntamente com a fibra.

Figura 58 — Imagens de células-tronco (ADSC) ap0s 1 dia de cultura celular no TiCP
eletrofiado com PCL (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(a)

(b)
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Nas Figuras 59 (a) e (b) se visualiza as células ap6s 4 dias na amostra de Ti CP
eletrofiado, nestas imagens é possivel constatar prolongamentos celulares e a morfologia.

Figura 59 — Imagens de células-tronco ap6s 4 dias de cultura celular no Ti CP
eletrofiado com PCL (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(@)

(b)
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Nas Figuras 60 (a) e (b) as células com 7 dias no Ti CP eletrofiado, se mostra como um
alongamento escuro (a) e na Figura com maior aumento (b) a célula acompanhando a direcao
da fibra.

Figura 60 — Imagens de células-tronco (ADSC) apds 7 dias de cultura celular do TiCP
eletrofiadas com PCL (500x) (a) e aumento (1000x) (b)

(@)

(b)
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Nas Figuras 61 (a) e (b) é possivel observar apés 1 dia de cultura no Ti CP eletrofiado e
mineralizado a distribuicdo celular e proliferacdo. De acordo com as microscopias
constatamos que a interagdo entre material sintético e células depende das caracteristicas da
superficie do material, determinando como serdo adsorvidas as moléculas bioldgicas
(BOYAN et al., 1998).

Figura 61 — Imagens de células-tronco (ADSC) apds 1 dia de cultura celular no TiCP
apos eletrofiacdo e mineralizacdo com Ca/P (500x) (a) e aumento (1000x) (b)
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Nas Figuras 62 (a) e (b) se observa o prolongamento celular com as fibras e os cristais
de apatita.

Figura 62 — Imagens de células-tronco (ADSC) apds 4 dias de cultura celular no TiCP
apos eletrofiacdo com PCL e mineralizacdo com Ca/P (500x) (a) e aumento (1000x) (b)
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Na Figura 63 (a) a superficie do Ti CP ap06s a eletrofiagdo e mineralizacdo se apresenta
com as células (ADSC) na superficie e na Figura 63 (b) com maior aumento é possivel
observar a ramificagéo celular.

Com as analises de cultura celular com a liga Ti30Ta e Ti CP se observou que nos dois
materiais ocorreu a adesdo e proliferacdo celular apos a eletrofiagdo com PCL e aumentou
com a mineralizacdo com fosfato de célcio, porém, a liga Ti30Ta se mostra mais apropriada
para uso como biomaterial devido ao seu menor modulo de elasticidade (69GPa).

Figura 63 — Imagens de células-tronco (ADSC) apds 7 dias de cultura celular no TiCP
apos eletrofiacdo com PCL e mineralizacdo com Ca/P (500x) (a) e aumento (2000x) (b)

(a)

(b)
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, uma nova proposta de tratamento de superficie a partir da deposicéo de
fibras do polimero (e-caprolactona) (PCL) obtida por meio do método de eletrofiacdo e
imersdo da amostra em solucdo contendo célcio e fosfato para crescimento de apatita foi

desenvolvida.

A eletrofiacdo possibilitou a formacdo de uma camada uniforme do polimero PCL e
com aspecto bimodal. O aspecto hidrofobico dessas fibras foi atenuado pela presenca da

apatita acarretando na diminuicdo do angulo de contato.

Foi possivel observar que com a mudanca do material (substrato) ocorreram mudangas

na deposi¢édo do fosfato de célcio.
Na liga Ti30Ta a razdo calcio-fosfato foi maior que na liga Ti6Al4V e no Ti CP.

O tratamento de superficie possibilitou uma maior adesdo e proliferacdo celular na

superficie da liga Ti30Ta o que indica a sua utilizacdo em aplicacGes biomédicas.

6 TRABALHOS FUTUROS

e Analise da adesdo do polimero com o substrato;
e Cinética das analises térmicas da fibra de PCL;
e Analise da % residual (TGA);

e Analise celular — Imunofluorescéncia, MTT
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