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RESUMO

Titanio CP e a liga Ti6Al4V s3o amplamente empregados na fabricacdo de componentes para
aplicacdes biomédicas. No entanto, estes materiais podem causar problemas de saide em fungao
da liberagdo de ions metdlicos citotoxicos e reabsor¢do do osso adjacente devido a grande
diferenga entre o modulo de elasticidade do material ¢ osso. Esses fatores tém levado ao
desenvolvimento de novas ligas de titdnio e também de novas técnicas de modificagdo de
superficie. Amostras da liga experimental Ti-30Ta na forma de discos com 13 mm de didmetro e
3 mm de espessura foram empregadas nesse estudo. O processo de anodizagdo foi realizado sob
tensdo de 15V, 25V e 35V e tempos de 20 e 40 min em eletrdlito formado por HF/H,SO4 com
adi¢do de dimetil sulféoxido (DMSO). A calcinagdo das amostras foi realizada a 530°C durante 3
h. As superficies foram avaliadas empregando-se MEV-FEG, EDS e a molhabilidade avaliada
com angulo de contato. Todas as condi¢cdes avaliadas apresentam superficie hidrofilica.
Nanotubos de Ti-30Ta foram obtidos na condi¢gdo 35V-40 mim apresentado 100 nm de
comprimento e 80-100 nm de didmetro. A biocompatibilidade da liga Ti-30Ta com nanotubos foi
avaliada apos 24 e 72 horas de cultura celular com fibroblastos dérmicos humanos (HDF,
neonatal). A adesdo e proliferacdo celular, viabilidade, organizag¢do do citoesqueleto e morfologia
celular foram investigadas por meio de imagens de microscopio de fluorescéncia, ensaios
bioquimicos ¢ MEV-FEG. Andlise celular demonstrou aumento significativo na adesdo e
proliferagdo celular, viavilidade, alongamento e produgdo de matriz extracelular de fibroblastos
na superficie da liga Ti-30Ta com nanotubos apds 72 horas de cultura celular quando comparada
ao grupo controle. Os resultados obtidos indicam que a formagdo de nanotubos na liga Ti-30Ta

tem o potencial para fornecer uma interface de sucesso para implantes dentérios.

PALAVRAS-CHAVE: Ti-30Ta. Oxidagao anddica. Nanotubos. Cultura Celular. Fibroblasto.
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ABSTRACT

In the last years, titanium and theirs alloys have been used in dental applications due their
excellent properties such as corrosion resistance and biocompatibility. However, these materials
are considered bioinerts and due to your poor physiological integration that may result in fibrous
encapsulation and further biomaterial rejection. Ti-30Ta alloys, for use in biomedical
applications are the subject of this research. The aim is to discover optimal alloy proportions for
tissue-like mechanical properties and improved biocompatibility. Of the alloys tested, 30% Ta
with Ti exhibits favorable properties including a low elastic modulus, improved strain-resistance
and increased elongation to failure. Recent studies have identified strong correlations between
anodized metals and the production of highly biomimetic nanoscale topographies. These surfaces
provide an interface of enhanced biocompatibility that exhibits a high degree of oxidation and
surface energy. In this study, the mechanical substrate and topographical surface properties of
anodized Ti-30Ta alloy were investigated using scanning electron microscopy (SEM), energy-
dispersive spectroscopy (EDS) and contact angle measurement. The anodization process was
performed in an electrolyte solution containing HF (48%) and H,SOy4 (98%) in the volumetric
ratios 1:9 with the addition of 5% dimethyl sulféxido (DMSO) at 15V, 25V and 35V for 20 and
40 min, producing a nanotube architecture when anodized at 35V for 40 min. Human dermal
fibroblasts (HDF, neonatal) were utilized to evaluate the biocompatibility of Ti-30Ta nanotubes
after 24 and 72 hours of culture. Cellular adhesion, proliferation, viability, cytoskeletal
organization and morphology were investigated using fluorescence microscope imaging,
biochemical assay and SEM imaging respectively. The results presented identify altered material
properties and improved cellular interaction on Ti-30Ta nanotubes as compared to the control

substrates.

Key Words: Ti-30Ta Alloys. Anodization. Ti-30Ta Nanotubes. Human Dermal Fibroblasts.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a literatura, biomaterial pode ser definido como todo material de
origem natural ou sintética, utilizado por tempo indeterminado na substitui¢ao total, parcial ou
ainda na repara¢do de tecidos vivos danificados, para reparar a estrutura bioldgica perdida ou
doente, buscando restabelecer a forma e a fungao (GEETHA et al., 2009).

Materiais para aplicacdes biomédicas podem ser fabricados a partir de uma grande
variedade de biomateriais, incluindo metais, ceramicas, polimeros e compdsitos. Biomateriais
metalicos podem ser usados em diversas aplicagdes clinicas com o intuito de reforgar a
estrutura ou restaurar a funcdo de tecidos duros, sendo usados como préteses de joelho e
quadril, cirurgias de reconstrucdo facial e implantes dentarios (OH et al., 2005).

Elementos dentais t€ém sido substituidos desde antes da era cristd em fungdo da
necessidade funcional ou estética o que levou a procura de materiais compativeis para esta
funcdo. Relatos egipcios e da era pré-colombiana descrevem o uso de marfim, metais e dentes
retirados de cadaveres que eram utilizados esteticamente para substituir dentes (PHILLIPS,
1991). No ramo de implantes dentarios as pesquisas de Branemark (1983) desenvolveram o
conceito de osseointegragdo quando investigavam a cicatrizacdo dssea em coelhos. Neste
estudo uma camera Optica de titdnio foi inserida no osso para observar o processo de
osteogénese (formagdo 6ssea) em coelhos, apds alguns meses quando da retirada desta camera
observou-se que a mesma estava fortemente fixada ao osso e o tecido ao redor ndo mostrava
sinais de inflamagdo. A esse fendmeno deu-se o nome de osseointegragdo definida como a
unido estavel e funcional entre o o0sso e a superficie do material implantado com a auséncia de
tecido fibroso na interface osso- implante (BRANEMARK, 1983).

Na Figura 1 podem ser observadas as etapas do processo de osseointegragdo de um
implante odontologico de Ti CP descrito histologicamente por Branemark (1983). O implante
dentario ndo apresenta exatamente o mesmo formato do espago no osso perfurado. A rosca ou
morfologia do implante tem a fungcdo mecédnica de imobilizar 0 mesmo no 0sso,
imediatamente apos a sua colocagdo e durante o estagio inicial de cicatrizacdo. Um hematoma
¢ originado no sitio receptor pelo trauma da acdo mecanica e térmica da implantagdo. Este
hematoma (2) ficard entre o implante (1) e o tecido 6sseo injuriado (3). A etapa de
cicatrizagdo (Etapa 1) ira ocorrer até 6 meses apds a implantacdo metdlica quando entdo o
hematoma regenera-se sendo gradualmente transformado em um novo tecido 6sseo (Etapa 2).
Devido as atividades osteoblasticas e osteoclasticas a regido do tecido 0sseo injuriado também

¢ cicatrizada pelos processos bioldgicos de remineralizagdo, desmineralizacdo e
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revascularizacdo (6). Pode ser observado o processo de cicatrizacdo concluido (Etapa 3) com
o implante em contato direto com o novo tecido 6sseo formado sem a presenca de uma
camada fibrosa. Na Figura 2 pode observado exemplo de um implante dentario e sua relagao

com o dente natural.

Figura 1 — Representagdo esquematica do processo de osseointegragdo de um implante odontolégico de Ti CP:
(1) Superficie de TiO, do implante (2) Hematoma, (3) Tecido 6sseo danificado, (4) Tecido dsseo saudavel, (5)
Hematoma transformado em novo tecido 6sseo, (6) Tecido ésseo danificado cicatrizado pela desmineralizagdo e
remineraliza¢8o, (7) Novo tecido dsseo saudavel (adaptado de BRANEMARK (1983)).

O biomaterial para uso intra-0sseo devera apresentar biocompatibilidade e
propriedades mecanicas similares ao osso humano ( ZHOU; NIINOMI, 2009). Um modelo
que envolve os requisitos essenciais para um biomaterial foi proposto por Chu et al., (2002)

observando as caracteristicas biologicas, dos materiais e de fabricacdo para um implante

(Figura 3).
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Figura 2 — Representagdo esquematica de um implante dentdrio (Adaptado de (http://implantesdentales-
co.blogspot.com)

Figura 3 - Requisitos essenciais para um biomaterial
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O biomaterial ideal para implantes 6sseos deve apresentar propriedades mecanicas
comparaveis ao do tecido natural onde ele ¢ inserido para que ndo ocorra tensdo adicional ao
tecido circundante (KURELLA; DAHOTRE, 2005). O tecido 6sseo humano apresenta
propriedades mecanicas como alta resisténcia a fadiga, ductilidade, baixo modulo de
elasticidade, resisténcia ao desgaste e a corrosdo (BANNON; MILD, 1983; GALANTE et al.,
1991; KOKUBO; KIM; KAWASHITA, 2003; OH et al., 2005; HABIBOVIC et al., 2006;
NIINOMI, 2008).

Pesquisas tém sido realizadas com o Ti CP e titanio e suas ligas com o objetivo de se
alcancar o biomaterial ideal para uso em implante dentario, sendo a liga Ti6Al4V a mais
empregada. No entanto, a baixa resisténcia mecanica do titdnio CP e os efeitos citotoxicos
atribuidos a utilizacdo da liga Ti6Al4V como, por exemplo, doenca de Alzheimer
(BALAZAC et al., 2007; BOZIC et al., 2010; BOZKUS; GERMEC-CAKAN; ARUN, 2011;
ELLINGSEN; THOMSEN; LYNGSTADAAS, 2006; LIU;CHU; DING, 2004; MJOBERG et
al., 1997, WANG,1996; ZAFFE; BERTOLDI; CONSOLO, 2004) tem levado ao
desenvolvimento de metais com a adi¢do de elementos de ligas ndo-toxicos como, por
exemplo, Ta, Zr, Nb, Hf, Mo e Sn (EISENBARTH et al., 2004; GHERARDI, 1984;
JIANTING; RANUCCI; LIU;CHU; DING, 2004; MARECI et al., 2009; MIYAZAKI,
2000,2001, 2002; NIINOMI, 2002; TAKAO, 2006; VARIOLA et al., 2009 ; ZHOU;
NIINOMI, 2004 b, 2008, 2009; YAO et al., 2007; WEI et al., 2007).

Pesquisas recentes tém investigado o sistema bindrio Ti-Ta para descobrir a propor¢io
ideal de acréscimo de tantalo para obter melhores propriedades mecanicas e de
biocompatibilidade. Das ligas testadas, Ti com 30% de Ta apresenta as melhores condi¢des
para uso em implantes dentarios por apresentar propriedades mecanicas mais proximas a do
tecido natural, menor mddulo de elasticidade e biocompatibilidade com o corpo humano
(DOBROMYSLOV et al., 2009;EISENBARTH et al., 2004; GIL et al., 2011; MARECI et al.,
2009; ZHOU; NIINOMI, 2004 b, 2005, 2008, 2009).

No Quadro 1 pode ser observado o mddulo de elasticidade do Ti CP, da liga Ti6Al4V,
Ti-30Ta e do osso humano (ZHOU; NIINOMI, 2004 b, 2009).
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Quadro 1- Médulo de elasticidade (Adaptado de Zhou e Niinomi ( 2004 b, 2009)

Material Modulo de elasticidade (GPa)
TiCP 103
Ti6Al4V 124
Ti-30Ta 69
Osso humano 10-30

Além de estabelecer propriedades fisicas compativeis, a interface favoravel
implante/tecido ¢ também determinante para o sucesso em longo prazo de dispositivos dsseos
implantaveis. Modificagdes na morfologia de superficie de um biomaterial que imitem a
arquitetura do tecido natural tem demonstrado melhorar as interacdes celulares e promover a
formacdo de tecido saudavel (SHIMOJO et al., 2007; ALLAM; FENG; GRIMES, 2008).
Diferentes técnicas de modifica¢do de superficie para biomateriais metalicos foram propostas
nos ultimos anos buscando uma melhor resposta bioldgica apds a sua implantagdo. Estes
tratamentos de superficie podem ser classificados em métodos mecanicos, fisicos e quimicos
de acordo com o mecanismo de formagdo da camada superficial do material (LIU et al.,
2008). Abordagens de modificagdo de superficie incluem técnicas como anodizacdo
(ALLAM; FENG; GRIMES, 2008; WANG,1996), tratamento alcalino e térmico
(MIYAZAKI et al., 2002), implantag@o i6nica (FUKUMOTO et al., 1999; LEI et al., 2001),
SFB (KIM et al., 2002) e plasma spray ( LIU; CHU; DING, 2004; RIEDEL; WILLIAMS;
POPAT, 2011; ZHU et al., 2011). Modificacdo bioquimica de superficie pode ser definida
como uma técnica que promove reacdes quimicas na interface metal /solugdo.

Estudos com diferentes tipos de células investigaram a resposta celular em superficies
nanoestruturadas encontrando uma resposta favoravel que altera a adesdo celular de maneira
direta e indireta (CHOE, 2011; POPAT et al., 2007 a,2007 b; SMITH et al., 2010, 2011).

Além disso, a superficie do metal anodizado com morfologia tubular apresenta um
maior grau de oxidagdo e de energia de superficie, bem como melhora considerdvel da
biocompatibilidade (BALLA et al., 2010). Estudos anteriores mostraram evidéncias que

suportam o uso de nanotubos de titdnio produzidos pela anodiza¢do do mesmo, para
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dispositivos implantdveis que interagem com ambos os tecidos, duros e moles (CHOE, 2011;
DAS; BOSE; BANDYOPADHYAY, 2009; OH et al., 2006 a; POPAT et al., 2007b; SMITH
etal., 2010,1022; WANG et al., 2011).

1.2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ a investigagdo do processo de anodizagdo da liga Ti-30Ta
para a obtencdo de nanotubos, e caracteriza-la quanto as propriedades fisicas e bioldgicas a
partir da realizagdo de estudo in vitro com cultura de célula fibroblasticas, para posterior

aplicacdo na superficie de implantes dentarios.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

Esta tese foi dividida em cinco capitulos e referéncias bibliogréaficas, e seu conteudo
apresenta-se distribuido da seguinte forma:

Capitulo 1, Introducdo: expde aspectos gerais sobre a tese, proposta do trabalho,
objetivos e a estrutura da tese.

Capitulo 2, Revisdo da Literatura: consideragdes gerais sobre implantes de titdnio e
suas ligas, osseointegracdo e tratamentos superficiais.

Capitulo 3, Materiais ¢ M¢étodos: descricdo dos métodos utilizados no preparo das
amostras, processo de anodizacdo da liga, caracterizacdo fisica das superficies apds
anodizagdo ¢ avaliagdo celular.

Capitulo 4, Resultados e Discussdo: apresentagdo dos resultados alcangados nos
experimentos realizados no trabalho e suas respectivas andlises, em confronto com outros
autores e trabalhos revisados da literatura.

Capitulo 5, Conclusdes: sdo expostas as conclusdoes obtidas a partir da avaliacdo
criteriosa dos resultados encontrados neste estudo.

Capitulo 6, Sugestdes para trabalhos futuros: expde sugestdes para a continuidade da

pesquisa pertinentes ao tema.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Titanio e suas ligas sdo biomateriais metalicos empregados em aplicagdes biomédicas,
na fabrica¢do de implantes dentarios, por exemplo, devido as suas excelentes propriedades
mecanicas e resisténcia a corrosdo. Para melhorar a osseointegracdo desses materiais, diversas
técnicas de modificagcdo de superficie podem ser empregados métodos mecanicos, fisicos e
quimicos de acordo com o mecanismo de formag¢do da camada superficial do material (LIU et
al., 2008). Abordagens de modifica¢do de superficie para alterar a superficie do biomaterial
em diferentes profundidades incluem técnicas como anodizagdo (ALLAM; FENG; GRIMES,
2008; WANG et al.,, 2011), tratamento alcalino e térmico (MIYAZAKI et al., 2002)
implanta¢do io6nica (FUKUMOTO et al., 1999; LEletal.,2001), tratamento biomimético
(BARRERE et al., 2003) e plasma spray ( LIU; CHU; DING, 2004; RIEDEL; WILLIAMS;
POPAT, 2011; ZHU et al., 2011).

Os diferentes tipos de rugosidade podem ser classificados de acordo com o tamanho
da irregularidade na superficie do material. Macrorugosidades podem ser caracterizadas como
irregularidades visiveis pelo olho humano, com tamanho minimo de 100pum. A rugosidade de
superficie em microescala pode ser definida por irregularidades de 1 ate 100pum, em
submicrometro com tamanhos de 100 nm ate 1 um e nanorugosidades por irregularidades
menores que 100nm (ZHANG; WEBSTER,2009). Cada tipo de rugosidade apresenta uma
influéncia especifica na adesividade celular ( BACAKOVA et al., 2011).

Na Figura 4 ¢ possivel observar uma ilustracdo esquematica do mecanismo a partir do
qual nanomateriais podem ser superiores aos materiais convencionais quando se considera a
regeneragdo Ossea. As superficies de nanomateriais imitam a superficie dos ossos naturais
promovendo assim uma maior quantidade de adsor¢@o de proteinas e estimulando uma maior

formagdo dssea do que os materiais convencionais (ZHANG; WEBSTER,2009).
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Figura 4- Representagdo esquematica dos mecanismos pelos quais nanosuperficies podem ser superiores a
superficies convencionais para o processo de regeneragéo Ossea ( adaptado de ZHANG et al., 2009)

A formacdo de camadas de 6xidos nanoestruturadas na superficie de metais do tipo
valvula (metais que formam uma camada passiva resistente a corrosdo) como tantalo, titdnio
CP e suas ligas, empregando oxidacdo anodica tém atraido grande interesse. Essa técnica
modifica a morfologia desses materiais a partir da formacdo de nanotubos que alteram a
reposta bioldgica do tecido d¢sseo ao redor do material implantado. Acredita-se que a
arquitetura dos nanotubos, similar a do osso cortical, seja um fator diferencial na melhoria da
integracdo 6ssea (POPAT et al., 2007; SMITH et al., 2010, 2011). Com isso, a presenga de
nanotubos de TiO, na superficie do titinio CP promovera um aumento na formagdo
mineral (OH; JIN, 2006), maior ades@o de osteoblastos (OH et al., 2006) e significativa
osseointegra¢do in vivo ( BJURSTEN et al., 2010).

Estudos in vitro e in vivo (LIU et al., 2008; VETRONE et al., 2009; WU et al., 2009)
mostram que a resposta celular reage positivamente a nanomorfologia, pois exibem mudangas
na morfologia celular, orientagdo celular, organizacdo citoesquelética, proliferagdo e

expressdo genética.

2.2. OXIDACAO ANODICA

O processo de anodizagdo consiste na criagdo de um filme 6xido em um metal por

meio de imersdo em um meio eletrolitico. Na célula eletroquimica, o metal que se deseja
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anodizar ¢ ligado ao polo positivo de uma fonte de corrente continua transformando-se no
anodo da cuba eletrolitica. O catodo ¢ ligado ao polo negativo e ele pode ser uma placa ou
barra, de platina, grafite ou qualquer outro metal condutor que ndo reaja com o banho de
anodizac¢do. O anodo serd o eletrodo para onde se dirigem os anions € o catodo o eletrodo para
onde vio os cations. Quando o circuito ¢ fechado uma reagdo de oxidagio ocorre (M -M"" +
ne’). Na Figura 5 € possivel observar a representacdo esquematica do processo de anodizagado

eletroquimico (ROY; BERGER; SHMUKI, 2011).

Catodo Anodo

Mo M"™ +ne

Figura 5 — Representacdo esquematica do processo de anodizagdo eletroquimico

Dependendo do eletrolito e dos parametros de anodizacdo, trés possibilidades de
reagOes podem existir (Figura 6):

I) os fons M™ no eletrélito, isto é, o metal é continuamente dissolvido (corrosio);

1D) os fons M™ formados reagem com O® (fornecido pela agua presente no
eletrdlito) e formam uma camada de 6xido compacta (MO), se MO nao ¢
soluvel no eletrolito;

II)  sob algumas condigdes eletroquimicos sera estabelecida uma competi¢do entre
a solvatacdo e formacdo do oxido, levando a formag¢do de uma camada de
oxido (MO) porosa. Sob condi¢des experimentais mais especificas ocorrera a

auto-organizacdo dos poros durante o crescimento;
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IV)  Além disso, poderd também ocorrer o crescimento rapido desordenado de

nanotubos ou ainda a formag¢ao de camadas auto organizadas de mesoporos.

Figura 6 — Possiveis morfologias apds anodizagdo: (I) metal elétropolido; (II) formagdo de camada de 6xido
compacta; (II) formagdo de nanotubos ou nanoporos auto-organizados; (IV) nanotubos desordenados;
(Adaptado de ROY; BERGER; SHMUKI, 2011)

A obtengdo de estrutura tubular no Ti CP tem sido intensamente investigada devido a
diversas areas de aplicagdo deste material como: fotocatalise, célula solar, area biomédica,
ceramicas, catalise, etc. O titdnio e outros metais sdo conhecidos como metais valvula ha mais
de 50 anos por serem capazes de crescer uma camada de 6xido compacta resistiva em sua
superficie a partir do processo de anodizagdo, com consideravel espessura, em eletrolito
aquoso (MACAK et al., 2007).

Existem diversas técnicas para produzir nanotubos de TiO, por anodizac¢do. Os
eletrolitos sdo formados tipicamente por solu¢des contendo ions fluoreto como, por exemplo,
acido fluoridrico (HF). O titanio forma uma camada passiva estavel de TiO, em sua superficie
que o protege contra a corrosdo ¢ que quando danificada reconstréi-se rapidamente em
contato com ar ou agua. Esta reagdo resultard em TiO, bem como gés hidrogénio de acordo

com a seguinte reacdo exposta na equacio( 1) (EL-SAYED; BIRRS, 2009):

Ti + 2H,0 —» T102 + 2H, (1)

Quando a superficie do Ti CP entra em contato com uma solu¢do aquosa contendo
fluoreto o mecanismo de formagao dos nanotubos ocorre de acordo com a equagdo (2) (EL-

SAYED; BIRRS, 2009):

TiO, + 6F + 4H" — [TiFe] * + 2 H,0 )
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Neste processo, uma camada intermediaria [TiFs] % ¢ formada na superficie do titdnio
na solucdo contendo fluoreto.

O processo de anodizacdo do tantalo CP ¢ similar ao do titdnio CP. Inicialmente uma
camada compacta de 6xido ¢ formada a partir da hidrélise do tAntalo exposta na equacao (3)

(ALLAM; FENG; GRIMES, 2008):

2Ta + 5H,0 < Ta,Os+ 10H" + 10e” (3)

Esta reacdo leva a uma drastica diminui¢do na corrente de anodizacdo devido a baixa
condutividade elétrica. Em seguida, essa camada de 6xido de tantalo (Ta,Os) comeca a
dissolver originando poros, porém essa dissolu¢do ndo ¢ uniforme. Assim, a forma¢do de um
filme de oxido compacto ¢ simultdnea a sua ndo dissolucdo e essa competicdo entre o
crescimento e a dissolug¢do do 6xido produzird um filme de 6xido poroso continuo. Esta
situacdo ¢ valida quando o tintalo ¢ anodizado em eletrélito formado por acido sulfurico
(H2S04) e acido fluoridrico (HF). O ion fluoreto € o unico capaz de atacar quimicamente o
oxido de tantalo, fornecendo durante a anodizagdo a taxa de dissolug¢do necessaria em locais
especificos onde ocorre filme poroso de 6xido conforme exposto na equacdo (4) ( ALLAM;

FENG; GRIMES, 2008):

Ta,0s+ 10H" + 14 F — 2[TaF,]> + 5 H,0 (4)

Entdo, o campo elétrico aplicado garante que um filme compacto de Ta,Os seja
continuamente formado na base do poro através da equagdo (4) (ALLAM; FENG; GRIMES,
2008; EL-SAYED; BIRRS, 2009 ; JHA; HAHN; SHMUKI, 2010).

Para um melhor entendimento o processo de crescimento de nanotubos pode ser
dividido em trés etapas principais: formacdo de uma camada compacta de Ta,Os_formacgao de
uma camada de poros uniformemente distribuidos e formag¢ao de nanotubos.

Os parametros da solugdo eletrolitica como concentragdo de acido fluoridrico (HF),
pH e quantidade de agua assim como as condi¢des eletroquimicos, como tensdo e tempo,
determinam a morfologia e a estrutura da camada porosa/ tubular durante o processo de
anodizac¢do do titdnio e outros metais de transicdo (ALLAM; FENG; GRIMES, 2008; JHA;
HAHN; SHMUKI, 2010; MACAK; SIROTNA; SCHMUKI, 2005; MACAK et al., 2007,
ROY; BERGER; SHMUKI, 2011).
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2.2.1 Parametros que influenciam no processo de anodizacdo

O processo de crescimento de nanotubos por meio da anodizagdo pode ser
influenciado por diversos pardmetros do processo como o tipo de eletrolito, tensdo e tempo de

exposicdo do metal.

2.2.1.1 Eletrolito

Diversos eletrélitos tém sido investigados para o crescimento de nanotubos em titanio
CP (MACAK et al.,, 2007, REGONINI et al., 2010; ROY; BERGER; SHMUKI, 2011,
VARIOLA et al., 2009; VETRONE et al., 2009), tantalo CP (ALLAM; FENG; GRIMES,
2008; EL-SAYED; BIRRS, 2009, 2010; SIEBER; KANNAN; SGHMUKI, 2005; WEI,
MACAK; SCHMUKI, 2008; BARTON et al., 2009; RUCKH et al., 2009; FENG et al., 2010)
e ligas de titanio-tantalo (TSUCHIYA et al., 2009; JHA; HAHN; SHMUKI, 2009).

A primeira geragdo de fabricacdo de nanotubos de TiO, empregava eletrolitos a base
de 4cido fluoridrico (HF) resultando em camadas de 6xidos com uma espessura nao superior a
500-600 nm. Eletrdlitos tamponados neutros contendo fluoreto de s6dio (NaF) ou fluoreto de
amonio (NH4F) foram empregados na segunda geragdo em substitui¢do ao acido fluoridrico
(HF) sendo possivel o crescimento de nanotubos de TiO, com espessuras superiores a 2 pm.
Na terceira geragdo, nanotubos foram fabricados em eletrolitos contendo pouca ou quase
nenhuma agua. Neste tipo de eletrdlitos com glicerol foi possivel crescer nanotubos com
paredes retas e comprimento de mais de 7 pum, enquanto eletrdlitos contendo pequenas
quantidades de 4cido acético (CH3;COOH) produziu tubos de pequeno diametro (MACAK et
al., 2007).

A anodizacdo de tantalo em solucdo aquosa formada por HF +H,SO4 (razdo 1:9)
contendo baixas concentracdes de etileno glicol (EG) ou dimetil sulféxido (DMSO) produziu
nanotubos ordenados de tantalo. Esses nanotubos foram depositados em regides e com
paredes de espessuras variaveis, devido a presenca de aditivos orgéanicos, conforme observado

na Figura 7.
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Figura 7- Imagens MEV-FEG do Ta CP anodizado em eletrélito H,SO4 +HF sob tensdo de 20V durante 20
min. a) vista lateral e b) vista de topo em maior aumento (ALLAM; FENG; GRIMES, 2008)

Tsuchiya et al. (2009) investigou a oxidacdo anddica de ligas do sistema binario Ti-Ta
para quatro diferentes composi¢des: Ti-13Ta, Ti-25Ta, Ti-50Ta e Ti-80Ta. O experimento foi
realizado sob 20V de tensdo, durante 1200 s em eletrdlito contendo acido fluoridrico (HF),
acido sulfarico (H,SO4) e dgua deionizada. Nestas condi¢des foram produzidos nanotubos de
dois diferentes comprimentos devido a composi¢cdo das ligas serem bifasicas (o e B). A
anodiza¢do de ligas de duas fases pode resultar em superficies ndo homogéneas, devido a
dissolugdo seletiva da fase menos estavel e/ou diferentes taxas de reagdes nas fases da liga. As
morfologias das camadas de 6xido das ligas Ti-13Ta e Ti-25Ta refletem microestruturas do
tipo Widmanstiaten. Conforme observado nas imagens na Figura 8 b e d estruturas
nanotubulares foram formadas na superficie das ligas, mas em alguns locais uma estrutura
desordenada foi observada. Por outro lado para a liga Ti-50Ta (Figura 8 e) a regido formada
apresenta regides claras e escuras, com formag@o de nanoporos e nanotubos, respectivamente
(Figura 8 f-g). Para a liga Ti-80Ta apenas a formag¢ao de nanoporos foi observada (Fig. 8 h).
Os autores concluiram, a partir da realizacdo desse estudo, que nanotubos auto-organizados
podem ser obtidos para a liga Ti-50Ta, no entanto, o comprimento desses nanotubos

dependera fortemente da composicao das fases das ligas.
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Figura 8- Imagens de MEV-FEG das camadas de 6xido formadas na liga (a,b)Ti-13Ta (c,d) Ti-25Ta (e-g) Ti-
50Ta (h) Ti-80Ta ( adaptado de TSUCHIYA et al., 2009)

Barton et al.(2009) avaliou a formagdo de nanotubos em tantalo CP de acordo com a
proporcdo de 4gua, acido fluoridrico e tensdo aplicada. Os autores buscaram controlar a
morfologia do 6xido de tantalo (Ta,Os) a partir do ajuste da viscosidade da solucdo de
maneira similar ao preconizado para o titdnio CP, utilizando glicerol ou etilenoglicol (solvente
ndo-aquoso) além da adi¢do em pequenas quantidades de ions de flior. No caso do titanio CP
¢ comum a formagdo de paredes tubulares lisas, homogéneas e com grande razdo entre

comprimento e didmetro quando anodizado em solugdes com glicerol e 0,5 % (m/m) de
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fluoreto de amoénio (NH4F). Os autores concluiram que a razdo H,O/HF ¢ a chave para

controlar o comprimento, didmetro interno e externo dos nanotubos (Figura 9).

Figura 9 - Imagens de MEV-FEG da camada de nanotubos de Ta,O; (adaptado de BARTON et al., 2009)

El-Sayed e Birrs (2010) investigaram o processo de anodizagdo do tantalo CP em
eletrélito contendo H,SO4 + HF sob tensdo de 14,5V, com variagdo do tempo de 5 s a 3600s.
Na Figura 10 podem ser observados nanotubos de Ta;Os formados apds um tempo de 90 s.
Nesta condi¢@o, observou-se a formac¢do de nanotubos de Ta,Os aglomerados em regides
localizadas e distintas de nanotubos de Ta,Os separados por vaos contendo dimples de
tantalo.

A influéncia da concentragdo de acido fluoridrico (HF) na formag¢do de nanotubos foi
investigada por Sieber, Kannan, Scmuki (2005). Quando a concentragdo de 4cido fluoridrico
(HF) foi utilizada com valores inferiores a 0,5 %(m/m) apenas poros isolados se formaram,
entre 0,5-1 %(m/m) poros ndo regulares sdo gerados, acima de 3 %(m/m) apenas residuos de
poros foram encontrados e na concentragdo de 4%(m/m) nenhuma formagdo ocorreu. Poros

regulares foram encontrados apenas na concentragdo de 2 %(m/m).
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Oh et al. (2005) investigou o processo de anodizag¢do do titdnio CP em eletrélito
aquoso com acido fluoridrico (HF) sob tensdo de 20V durante 30 min. Os autores obtiveram

nanotubos de Ti0O; alinhados verticalmente em toda a superficie.

Figura 10- Imagens de MEV-FEG de nanotubos de Ta,0s (adaptado de EL- SAYED ; BIRRS, 2010)

Feng et al. (2010) pesquisou o efeito da adi¢do de maior quantidade de agua no
eletrélito H,SO4 + HF. A 4gua deionizada foi acrescentada substituindo em 85% a quantidade
de HF com o objetivo de diminuir o impacto da reacdo eletroquimica. Com uma tensdo de
15V e tempo de 30 min os autores obtiveram uma estrutura tubular homogénea e nanotubos
de 240 nm de comprimento.

De acordo com a literatura, o emprego do eletrolito composto por perclorato - cloreto
de soédio para ligas Ti-Ta, levou a formag¢do de uma estrutura tubular, irregular, ndo
homogénea e em apenas pontos isolados com formato de couve-flor (JHA;HAHN;SHMUKI,
2010). Por outro lado, eletrdlitos a base de acido fluoridrico produzem uma estrutura tubular
mais organizada, contendo, no entanto, nanotubos de diferentes comprimentos (TSUCHIYA

et al., 2009) conforme pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11- Imagens de MEV-FEG da liga Ti-35Ta ap6s anodizagdo em eletrolito composto por cloreto-
perclorato. (a) menor aumento com imagem de flor, (b) imagem de menor aumento dos feixes de nanotubos, (c)
imagem de nanotubos em bloco mostrando diversas camadas e d)imagem de maior aumento do bloco de
nanotubos mostrando o topo com nanotubos organizados (adaptado de JHA;HAHN;SHMUKI, 2010)

2.2.1.2 Tensdo e tempo

A tensdo aplicada ao processo de anodizagdo influencia de maneira direta o
comprimento dos nanotubos formados. De acordo com estudos realizados por Allam, Feng,
Grimes (2008) (Figura 12) a tensdo elevada aplicada em eletrolitos orgénicos, Etileno glicol
(EG) e Dimetil Sulféxido (DMSO), leva a formagdo de nanotubos com maior comprimento e
espessura da ordem de 19 um.

Valores de tensdo do processo de anodizacdo entre 30V- 40V proporcionaram maiores
diametros de nanotubos, no entanto, a propor¢ao agua/acido fluoridrico também sdo fatores
determinantes na organizacdo dos nanotubos (ALLAM; FENG; GRIMES, 2008; BARTON et
al., 2009).
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Comprimento (m)

Tensio (V)

Figura 12 — Gréafico da variagdo do comprimento do nanotubo em fun¢@o da tensdo de anodizagdo em amostras
de Ta CP na presenga de etilenoglicol (EG) e dimetil sulféxido (DMSO) (adaptado de ALLAM; FENG;
GRIMES, 2008)

Diversos eletrolitos tém sido investigados para o crescimento de nanotubos em titanio
CP. Wei, Macak, Shmuki (2008) investigaram o processo de anodizagdo alterando o eletrolito
e a tensdo. Foi utilizado eletrdlito contendo glicerol e aménia (NH4F). Nestas condicdes eles
variaram a tensdo entre valores de 10 até 50V Os resultados encontrados mostraram que o
diametro do poro na camada aumenta no intervalo de 10-20V, sendo que o maior valor foi
encontrado para 20V. Para valores de tensdo entre 20V e 50V, o didmetro do poro diminui
conforme a tensdo aumenta. Estes resultados demonstram a estreita relacdo entre a tensdo e o
diametro do poro que serd formado durante o processo de anodizagao.

Por outro lado, o tempo empregado no processo de anodizacdo, ou seja, o tempo de
permanéncia no eletrélito com uma dada tensdo influenciard o comprimento do nanotubo
(ALLAM; FENG; GRIMES, 2008).

Ruckh et al. (2009) fabricaram nanotubos ordenados em eletrdlito contendo H,SO4 +
HF + DMSO durante 20 min. Neste experimento variou-se a tensdo obtendo diferentes
comprimentos de nanotubos, sendo para 10 V - 23um, 12V- 7,5 um e para 15V- 11,1 pm.
Demonstrando assim a intima relacdo entre a tensdo de anodizagdo e o comprimento do

nanotubo.
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Sieber, Kannan, Schmuki (2005) investigaram a forma¢do de uma camada porosa de
tantalo a partir da variacdo do tempo de anodizacdo. Os autores concluiram que ap6s duas
horas de anodizagdo ocorre uma distribui¢do regular dos poros, enquanto apos trés horas,
poros maiores com morfologia extremante irregular sdo formados. O descolamento da camada
de oxido correu apds s 4 horas. Este estudo elucida a relacdo existente entre o tempo de
anodiza¢do e didmetro dos poros. Na figura 13 (a) € possivel observar o didmetro do poro
formado na camada porosa apos 1, 2, 3 e 4 horas do metal submetido ao processo de
anodizagdo e na Figura 13 (b) pode-se observar a relagdo entre a espessura do filme poroso e
o tempo de anodizagdo.

El- Sayed e Birrs (2009) investigaram a anodiza¢do do tantalo em solugao formada por
H,SO4 e HF com aplicagdo de tensdo de 15 V. Neste estudo foi investigado o efeito de tempo
de anodizac¢do na formacgdo de nanotubos. O autor variou os tempos de anodizagdo (5, 10, 20,
60, 90 ¢ 120 s) sendo que apds 20 s os nanotubos se apresentaram verticalmente alinhados,
com 60 s eles se tornaram mais longos (2- 2,5um) e com 90 s a formagao tubular foi obtida,
porém os nanotubos parecem estar selados. Os autores concluiram que nestas condi¢des de

anodizac¢do nanotubos estaveis sdo formados no tempo acima de 10 s e abaixo de 120 s.

2.2.2 Calcinagao de nanotubos

Os nanotubos obtidos por oxidagdo anodica possuem estrutura amorfa sendo
necessaria a estabilizacdo da fase por meio da calcinagdo para a obtengdo da estrutura
cristalina. As temperaturas de calcinacdo s@o varidveis e estdo relacionadas com o o6xido
formado sobre a superficie. Para tantalo e suas ligas, temperaturas de calcinagdo
compreendidas entre 400 °C a 700 °C sdo empregadas, uma vez que de acordo com a
literatura temperaturas superiores a 800°C levam a um colapso estrutural dos nanotubos
(BARTON et al., 2009).

A partir do emprego de temperaturas de calcinagdo de 400°C durante 3 horas ¢
possivel a obtencdo de estruturas nanotubulares cristalinas em tantalo CP (ALLAM; FENG;
GRIMES, 2008). Jha, Hahn, Scmuki (2010) investigaram a nanoestrutura formada apds o
processo de calcinacdo na liga Ti-35Ta anodizada em eletrdlito NaCly + NaCl 50:50 vol%
H,O : C,HsOH sob 40V de tensdo por 120 s. Os autores investigaram o processo de

calcinagdo a 700°C durante 3 horas em nanotubos de Ti-35Ta empregando raios X.
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Verificaram que os nanotubos apresentam estrutura amorfa apos sua formacdo e estrutura

cristalina apds a calcinag@o, sendo presente a fase anatase (Ti0;) e 6xido de tantalo (Ta,Os).

(a)

Didmetro do poro, nm

Tempo de Anodizacio, h

(b)

Esnessura do filme. nm

Tempo de anodizacio, h

Figura 13- Graficos obtidos por para anodizagdo do tantalo CP na presenca de H,SO, +HF: a) variagdo do
diametro do poro em fungdo do tempo de anodizagio e b) espessura da camada porosa do 6xido de tantalo em
fungio do tempo de anodizagio (adaptado de SIEBER; KANNAN; SGHMUKI, 2005)
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Nos Quadros 2 e 3 é possivel observar alguns estudos de oxidagdo anddica realizados

nos ultimos anos para o tantalo CP e para ligas do sistema bindrio titanio-tantalo,

respectivamente.

Quadro 2 — Crescimento de nanotubos em tantalo CP

Pesquisador ~ Material Eletrolito Tensdo Tempo Calcinagao
H,SO,4 + HF
Barton et al. 3% (m/m), .
Ta CP 30V 20 min 750°C-12h
(2009) H,0 12%
(m/m)
H,SO4 + HF
1% (m/m),
o ( ) 55V
H,0 4%
(m/m)
H,SO4 + HF
2% (m/m),
H,0 5% 25V
(m/m)
El-Sayed e H,SO4+ HF )
Ta CP 14,5V 5s-60 min
Birss (2010)
Allam, Feng, H,SO4 + HF +
. Ta CP . . 15V 20 min 300°C-1h
Grimes (2008) etilenoglicol
ou DMSO ou
H3PO4
Sieber,
Kannan, Ta CP H,SO4 + HF 20V 1-4h
Scmuki (2005)
Ruck et al. H,SO4 + HF +| 10--12¢
Ta CP 20 min
(2009) DMSO 15V
El-Sayed e 5-10-20-60-90 e 120
. Ta CP H,SO4 + HF 15V
Birss (2009) segundos
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Quadro 3 — Crescimento de nanotubos para ligas do sistema binario Ti-Ta

Pesquisador Material Eletroélito Tensdo  Tempo | Calcinacdo

Tsuchiya et al.

(2009) Ti-xTa H,SO, + HF 20V 12000s
x=13, 25, H,O 200 min
50 e 80%
Jha, Hahn, Scmuki
(2010) Ti-35Ta NaCly +NaCl 40V 2min | 700°C-3h
H,0 : C,HsOH
Tamponado em pH4

2.3 Avaliacio celular

2.3.1. Adesao, proliferacao e viabilidade

Os biomateriais podem ser avaliados empregando-se testes in vitro e in vivo. Os testes
in vitro sao realizados com células enquanto os testes in vivo avaliam a resposta celular a
partir da inser¢do do biomaterial a ser estudado em animais (JOHN, 2012). Entretanto, os
ensaios celulares in vitro sdo a primeira escolha para o teste de um biomaterial, pois permitem
uma avaliagdo rapida sobre informagdes de compatibilidade por meio de cultura de células de
linhagem adequadas, evitando o sacrificio de animais nesse primeiro estdgio da pesquisa
(BRAMMER et al., 2008). Ensaios in vitro sdo o primeiro indicador de biocompatibilidade
devido a citotoxicidade alterar padrdoes de metabolismo, caracteristicas de cultura e
crescimento (JOHN, 2012).

Alguns testes como adesdo e proliferacdo celular fornecem informagdes primarias
sobre o tipo de interagdo entre o material investigado e o hospedeiro. A adesio celular requer
uma série de eventos sucessivos e podem demonstrar o grau de citotoxicidade a partir de uma
simples contagem de células vivas e mortas. A maneira como as biomoléculas interagem e as
caracteristicas fisicas do ancoramento mecanico sinalizam o caminho da proliferacdo celular
na superficie investigada. Produtos da atividade celular como produ¢do enzimadtica ou da
matriz extracelular fornecem dados que podem também ser avaliados (BRAMMER et al.,

2009; GEETHA et al., 2009; RATNER; BRYANT, 2004).
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Assim na analise da biocompatibilidade, a adesdo celular aos discos € a primeira etapa
a ser considerada, as células que se mantém em suspensdo tem uma via de morte auto-
induzida (apoptose); numa segunda etapa observa-se a proliferacdo celular, pois esta necessita
de uma estabilizacdo com o ambiente quando entdo as células reconhecem o substrato como
biocompativel, sendo fornecidas condigdes, nuclear e celular, para que proteinas sejam
formadas. Com isso ocorrera a divisdo celular povoando toda a superficie do material testado,
sendo interrompida apenas quando as células entram em contato uma com a outra (SMITH et
al., 2010).

Estudos recentes avaliaram a interacdo da morfologia da superficie com o
comportamento celular usando diferentes tipos de células como midcitos, osteoblastos células
epiteliais e fibroblastos. No estudo de biomateriais para implante dentario célula fibroblastica
¢ indicada pois durante a formacgdo dos tecido moles periodontais (gengiva e ligamento
periodontal), os fibroblastos sdo as células responsaveis pela formag¢do e manutengdo de
matriz extracelular e producéo de fibras colagenas do ligamento periodontal (Ten Cate,1989).

A nanoestrutura da superficie apresenta propriedades unicas que alteram a adesdo
celular por meio de mecanismos direto agindo na interagdo célula- superficie e indireto
afetando a interagdo proteina- superficie (MENDONCA et al., 2008). A resposta de células
fibroblasticas na superficie de nanotubos de TiO; foi investigada por Smith et al. (2010, 2011)
concluindo que a proliferagdo celular foi maior na superficie dos nanotubos de TiO, (Figura
14) e o ntmero de células vivas mostrou um aumento significativo na superficie de

nanotubos de TiO, ( Figural5 ).

Titanio Nanotubos de titanio

Figura 14- Imagens de microscépio de fluorescéncia de células fibroblasticas coradas com DAPI apos 4 dias de
cultura em titdnio e nanotubos de titanio (adaptado de SMITH et al., 2011)
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Figura 15- Grafico da (a) cobertura celular e (b) contagem de células fibroblasticas em titanio e nanotubos de
titdnio (adaptado de SMITH et al., 2010)

O teste de MTT (metiltiazol) ¢ um indicador calorimétrico de viabilidade celular

(TIM, 1983), um importante pardmetro para avaliar a citotoxicidade de um material. O teste

de citotoxicidade MTT avalia a atividade mitocondrial da célula a partir da sua incubacdo

inicial em tetrazolato de brometo 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H como indicador

colorimétrico da viabilidade celular. A enzima desidrogenase mitocondrial quando ativada
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metaboliza o reagente MTT em um composto colorido, denominado formazan que pode ser
medido através de espectrofotometria.

Oh e Jin (2006), Smith et al. (2010, 2011) e Ruckh et al. (2009) demonstram um
aumento da atividade mitocondrial em nanotubos. Na figura 16 ¢ possivel observar valores de

MTT obtidos em titdnio CP e nanotubos de TiO, .

. |
T
oos{ | |

Absorbancia

Titanio Nanotubos de titanio

Figura 16- Teste MTT teste em titanio e nanotubos de titdnio ( adaptado de SMITH et al., 2010)

2.3.2 Citoesqueleto celular

A organizacdo do citoesqueleto pode ser um indicativo da compatibilidade celular. O
citoesqueleto ¢ uma estrutura composta por uma rede de microfilamentos, microtubulos e
filamentos intermedidrios, cuja organizacdo ¢ indicativo da comunicagdo intra e
extracelulares, integracdo, recrutamento e diferenciacdo celular. A capacidade do
citoesqueleto da célula de se reorganizar estd relacionada com a saiude celular, reproducio
mecanica de tecidos e células do tecido. A investigacdo do citoesqueleto pode ser realizada
com a utilizacdo do corante F-actin fornecendo informag¢des de biocompatibilidade celular
(OH et al., 2006,2009; RUCKH et al., 2009, 2010; SMITH et al., 2010, 2011).

Smith et al.(2011) investigaram o crescimento de células fibroblasticas apds 4 dias de
cultura em titdnio e nanotubos de TiO, (Figura 17). O corante F-actin foi utilizado para
identificar o citoesqueleto celular. Os resultados indicam maior numero de células na

superficie de nanotubos de TiO,. Com comunicagdo intra e extracelulares e integragdo celular.
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Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Das, Bose, Bandyopadhyay (2008) e
Brammer et al. (2009).

Titanio Nanotubos de titinio

Figura 17 - Imagens de microscopio optico de fluorescéncia de células fibroblasticas coradas com F-actin apods
4 dias de cultura em titanio ¢ nanotubos de titanio (adaptado de SMITH et al., 2011)

2.3.3 Morfologia celular

Smith et al. (2011) investigaram o crescimento de células fibroblasticas apds quatro
dias de cultura em titanio e nanotubos de TiO; (Figura 18). O autor conclui que as células
fibroblasticas apresentam um aumento na ativag¢do das células fibroblasticas assim como de
formacdo de matriz extra celular. Estes resultados estdo e acordo com Bauer et al.(2008),
Roshasnorlyza et al. (2009), Oh et al. (2005) e Ruckh et al. (2009).

Smith et al. (2010) demonstraram um aumento da resposta de célular em materiais
com nanomorfologia, assim como Brammer et al.(2008, 2009) e Park et al.(2009) descreve
que nanotubos com 100 nm de comprimento tem a melhor indica¢do para implantes 6sseos
devido ao estimulo no alongamento de osteoblastos o que esta de acordo com os resultados

apresentados por Oh e Jin (2006).
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Titanio Nanotubos de titanio

Figura 18- Morfologia das células fibroblasticas em titdnio e nanotubo de TiO, (adaptado de SMITH et al.,
2011)

Estudos tém sido realizados para tentar explicar a influéncia da energia de superficie
de um material de implante sobre o comportamento celular ( DEMETRECUS; PIRVU;
MITRAN, 2010; BACAKOVA et al., 2011). A molhabilidade da superficie exerce efeito
seletivo sobre a configuragdo e conformacdo das proteinas que sdo adsorvidas sobre um
material implantado. Sendo assim a associagdo de fatores sorologicos com a superficie do
material ¢ influenciada pela energia de superficie, que € sensivel a rugosidade e topografia da
superficie do implante (BOYAN et al., 2003).

Groth e Altankov (1996) e Altankov, Grinnel, Groth (1996) investigaram a resposta de
células fibroblasticas concluindo que superficies hidrofilicas sao mais favoravel para adesdo e
proliferacdo celular.

A resposta de células mesenquimais na superficie hidrofébica de nanotubos de TiO, foi
avaliada por Bauer et al. (2008). Os autores concluiram que superficies hidrofobicas ndo sio
favoraveis a adesdo e proliferagdo de células mesemquimais. Essa teoria foi comprovada por
Das, Bose, Bandyopadhyay (2009) que investigaram a resposta de células osteoblasticas em
superficies cobertas de nanotubos de TiO; hidrofilicas concluindo que as células aderem e
proliferam mais em superficie hidrofilica.

Demetrecus, Pirvu, Mitran (2010) cultivou células fibroblasticas na superficie de
nanotubos de TiO, e avaliou influéncia do angulo de contato na resposta celular, adesdo,
proliferagdo e wviabilidade celular concluindo que a superficie tubular proporciona
significativa melhora em todos os parametros avaliados o que esta de acordo com os
resultados de Roshasnorlyza et al. (2009) e Cheung et al.(2007) quanto a adesdo, viabilidade e
morfologia de fibroblastos em nanotubos de TiO,.

Bacakova et al. (2011) investigaram a influéncia do dngulo de contato na resposta
celular para varios biomateriais. Células mesenquimais foram cultivadas na superficie das

amostras e testadas para adesdo e proliferacdo celular e morfologia celular. Os autores
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concluiram que superficies hidrofilicas melhoram a resposta celular indo de acordo com os

resultados encontrados por Bauer et al. (2009) quanto ao angulo de contato, viabilidade e

morfologia celular.

No Quadro 3 pode ser observado alguns estudos de cultura celular relacionados com

angulo de contato adesdo e proliferacdo celular, viabilidade, citoesqueleto e morfologia

celular.

Quadro 4- Investigagdo celular

Angulo de Adesdo e Viabilidade
Pesquisador contato proliferagdo (MTT) Citoesqueleto Morfologia
Bacakova et al.
(2010) X X
Bauer et al. (2009) X X X
Demetrecus, Pirvu,
Mitran (2010) X X X
Smith et al. (2010) X X X X
Ruck et al. (2009) X X X
Smith et al. (2010) X X X X
Roshasnorlyza et al.
(2009) X X
Oh et al. (2005) X X X
Cheung et al. (2007) X X X
Das, Bose,
Bandyopadhyay
(2009) X X
Brammer et al.
(2008) X X X X
Vetrone et al. (2009) X X X
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O fluxograma da Figura 19 descreve as etapas empregadas durante a obtencdo das

amostras, oxida¢@o anoddica e caracterizacdo da superficie.

amostras

Oxidagao
Anddica

[ Obtencgao das ]

Caracterizacao
da Superficie

MEV-FEG EDS Angulo de
Contato

Figura 19 - Fluxograma da metodologia (1)
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3.1 Preparo da liga e obtencdo das amostras

As amostras da liga Ti-30Ta foram obtidas a partir da fusdo de titdnio CP (Sandinox) e
tantalo CP (Sigma-Aldrich) em forno a arco voltaico com atmosfera inerte (gds argonio) e
cadinho de cobre refrigerado a dgua (Figura 20 (a), (b) e (c)). Antes da fusdo os metais foram
limpos empregando decapagem quimica em solugdo formada por 50 mL de H,SO4, 20 mL de
HF, 20 mL de HNO;s e 10 mL de 4gua destilada e pesada de acordo com a composi¢do
estudada. O botdo obtido com a fusdo foi refundido de 7 a 10 vezes com o objetivo de

homogeneizar a liga (Figura 20 (d)).

Figura 20- (a) Forno a arco voltaico, (b) Camara do forno a arco voltaico e cadinho de cobre, (¢) Detalhe do
catodo - ponta de tungsténio (terminal positivo do arco) e anodo-cadinho de cobre (terminal negativo do arco),
(d) botdo da liga Ti-30Ta
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O tratamento de solubilizacdo foi realizado em forno tubular. O lingote obtido foi
encapsulado a vacuo em tubo de quartzo devido a reatividade do titanio com oxigénio. A
homogeneizagdo dos lingotes foi realizada a 1000°C durante um periodo de 24 horas (Figura

21).

Figura 21 - Forno tubular usado para solubilizagdo da liga Ti-30Ta (Detalhe do lingote encapsulado em tubo de
quartzo)

Em seguida as amostras foram conformadas a frio de tal forma que ocorresse uma
diminui¢do do didmetro da amostra na ordem de 20%, . O forjamento rotativo foi realizado
em equipamento FENN modelos 6F (2" até 3/8") e 3F (1/2" até 1/8"), com velocidade de
1700 rotagdes por minuto (rpm), 30 CV (HP) no Departamento de Engenharia de Materiais —
EEL — USP (Figura 22).
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(a) (b)

Figura 22- (a) Equipamento FENN modelos 6F e (b) Detalhe do lingote sendo introduzido na prensa rotativa

Os tarugos obtidos foram entdo cortados em maquina Isomet 4, Buehler resultando

em discos com 3 mm de espessura e 13 mm de didmetro (Figura 23).

Figura 23 — Discos obtidos a partir da liga Ti-30Ta (13 mm de didmetro e 3 mm de espessura)
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3.2. Oxidag¢@o anddica da liga Ti-30Ta

As amostras foram divididas em trés grupos de acordo com a tensdo e dois subgrupos

de acordo com o tempo de anodizacdo (Tabela 1).

Tabela 1 — Grupos avaliados nesse estudo de acordo com os parametros de anodizacéo

15V 25V 35V
20 min 20 min 20 min
40 min 40 min 40 min

Antes do inicio da oxidacdo anodica as amostras foram imersas em acetona por 3
minutos, lavadas 3 vezes em alcool isopropilico e agua, esfregadas =~ manualmente em
sabdo ( Micro 90) e dgua corrente, lavadas 3 vezes em agua destilada e alcool isopropilico,
submetidas a ultrassom por 7 minutos imersas em alcool isopropilico, lavadas 3 vezes em
alcool isopropilico e secas com gas nitrogénio. Foi utilizado como contra-eletrodo platina e
como eletrodo de trabalho a liga Ti-30Ta, mantendo-se a uma distancia constante entre os
dois de 15 mm. Os eletrodos foram conectados a uma fonte de alimentag¢do (cc) com limite
maximo de 400 mA (Fisher Scientific FB 300 Electrophoresis). O processo de anodizagédo foi
realizado dentro de uma capela de exaustdo de gases devido a toxidade do experimento.

O eletrdlito utilizado foi baseado na metodologia proposta por Allam, Feng, Grimes,
(2008) para o tantalo puro. O eletrdlito foi constituido por HF concentrado (48%) ¢ H,SO4
(98%) na proporcdo volumétrica 1:9 com a adicdo de 5% dimetilsulféxido (DMSO). O
experimento foi realizado a temperatura ambiente e durante a sua realizacdo foi mantida uma
barra magnética imersa no eletrélito com agitagdo de 250 rpm. Ao término do processo as
amostras foram lavadas trés vezes em alcool isopropilico e secas com ar comprimido livre de
6leo. Na figura 24 ¢é possivel observar a configura¢do da célula eletroquimico empregada
nesse estudo.

Apos a oxidagdo anddica as amostras foram calcinadas em forno resistivo a 530°C
(1°C/min) por um periodo de 3 horas (Figura 25). Apds essa etapa, todas as amostras foram

mantidas em um dessecador até 0 momento da caracterizacdo e avaliagcdo bioldgica.
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v

Figura 24 — Montagem empregada na anodiza¢do das amostras de Ti-30Ta

Figura 25 — Forno tipo mufla utilizado para calcinagdo da superficie a 530°C (1°C/min) por um periodo de 3
horas
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3.3 Caracterizacdo da superficie

A caracterizagdo da superficie das amostras foi realizada empregando-se microscopia

eletronica de varredura, EDS (Espectrometria por Energia Dispersiva) e angulo de contato.

3.3.1 Anélise por microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) e microssonda (EDS)

A caracterizagdo da superficie das amostras foi realizada em microscopio eletronico de
varredura (JEOL JSM 6100) pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade do
Estado do Colorado - EUA (Figura 26). As amostras foram cobertas com uma camada de 15
nm de ouro. As imagens foram feitas em alta resolu¢do, a 15 keV e a uma distancia de
trabalho de 10 mm. Para a obtengdo das imagens transversais 4 superficie da liga Ti-30Ta
anodizada a 35V-40 minutos foi riscada, a distdncia de trabalho foi alterada para 6, 5 mm e
utilizou-se uma inclinagdo de 70°. A composicdo elementar da superficie foi determinada

através de espectrometro de energia dispersiva EDS (JEOL JSM 6100).

Figura 26- Microscopio eletronico de varredura e EDS utilizada para investigar a superficie da liga Ti-30Ta

anodizada
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3.3.2 Medigdes de angulo de contato

As medi¢des de angulo de contato foram realizadas em um gonidmetro automatizado
(DAS Kruss 10) equipado com uma camera de video pertencente ao Departamento de
Quimica da Universidade do Estado do Colorado - EUA (Figura 27). A molhabilidade foi
investigada empregando método de gota séssil, onde uma agulha dispensa agua deionizada
sobre a superficie e um programa de computador determina o angulo entre a gota de 4gua e a
superficie. A caracteristica hidrofilica ¢ identificada quando o angulo é menor que 90° ¢ a

caracteristica hidrofobica quando o angulo ¢ maior que 90°.

Figura 27 - Gonidmetro utilizado para a investiga¢do do angulo de contato da superficie da liga Ti-30Ta
anodizada
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3.4 Cultura celular e avaliacdo biologica

Para a melhor condi¢cdo obtida no processo de anodizacao foi realizada a avaliagdo
celular. Os nanotubos na liga Ti-30Ta foram obtidos por meio do processo de anodiza¢do na
condi¢do 35V-40 min. Na Figura 28 pode ser observado o fluxograma das etapas empregadas
durante a cultura de células fibroblasticas, cultivos na liga Ti-30Ta com nanotubos e os testes

de avaliagdo celular.

Cultura celular

|

Cultivo celular na
liga Ti-30Ta com
nanotubos

Testes de
avaliagao celular

\

Adesio e Viabilidade Organizagao Morfologia
proliferagao celular citoesqueletal celular
celular
24 h 72 h

Figura 28 - Fluxograma da metodologia (2)
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3.4.1 Cultura celular

Essa etapa foi realizada na Universidade do Colorado e contou com a supervisdo do
Dr. Ketul C. Popat. Células fibroblasticas dérmicas humanas (HDF, CLONETICS) foram
isoladas de prepucios neonatais, armazenadas durante 4 dias a -80 C e descongeladas em
banho-maria a 37 °C antes da cultura celular. Células HDF foram cultivadas em 13 ml de
meio de cultura (Medium 106- Invitrogen) com suplemento de soro de crescimento (LSGS) e
solu¢do de gentamicina/anfotericina e incubadas em garrafas de cultivo de 75 cm?®a 37 °C e
5% CO; .A primeira troca do meio de cultura foi realizada entre 24-36 horas apods a cultura
inicial; altera¢des posteriores foram realizadas em dias alternados até que a populagdo celular
alcangou 50% de confluéncia, apdés o qual o meio de cultura passou a ser trocado
integralmente todos os dias. A adesdo e crescimento celular foram acompanhados em
microscopio optico invertido. Quando a populagdo celular atingiu 70% de confluéncia as
células foram removidas da garrafa de cultura utilizando-se solugdo de trypsina (0,025% de
tripsina / EDTA) para digestdo enzimatica. Apds um destacamento completo da superficie
celular, um neutralizador de tripsina (0,5% soro fetal bovino em tampao fosfato salino (PBS))
foi adicionado para interromper a reag¢do de tripsina. Uma concentracdo celular foi formada
por centrifugac@o a 180 g por 7 minutos, o sobrenadante foi aspirado e as células HDF foram
ressuspensas em meio de cultura em uma nova garrafa de cultura. Para determinar a densidade
celular foi utilizado corante azul de tripano e contadas em um hemocitometro. Os
experimentos para este estudo foram realizados com células HDF de quarta passagem.

As células HDF foram semeadas na superficie das amostras anodizada na condi¢do
35V-40 min e no grupo controle em uma placa de 24 pogos dentro de fluxo laminar continuo

ou capela biologica (Figura 29).
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Figura 29 — Capela bioldgica com detalhe das placas de 24 pogos empregadas para a cultura de célula contendo

as amostras

Antes da cultura celular, todos os discos foram esterilizados em etanol 70% por 30
minutos, lavados duas vezes com PBS, secados ao ar livre, e submetido a 30 minutos de
exposicdo aos raios UV. As células HDF foram semeadas 4 uma densidade de 1,5 x 10*
células /mL. Os discos foram incubados a 37 ° C e 5% de CO, em 1 mL de meio de cultura
enriquecido e investigados para adesdo, proliferacdo, viabilidade, morfologia celular e

reorganizacao do citoesqueleto, apds 24 e 72 horas de cultura.

3.4.2 Avaliagdo celular

3.4.2.1 Adesao, proliferacdo e viabilidade das células HDF na superficie da liga Ti-30Ta com

nanotubos

Adesdo e proliferacdo celular foram investigados usando calcein-AM (Invitrogen) e
4’6-diamidino-2-pHenylindole-dicloridrato (DAPI, Invitrogen). Imagens apds 24 e 72 horas
de cultura foram obtidas com um microscopio Optico de fluorescéncia. A aquisicdo das
imagens foram realizadas com um microscopio de fluorescéncia (Axioplan 2 Zeiss) utilizando
um conjunto de filtros 44 FITC BP 530/50 filtro verde (Zeiss). A porcentagem de cobertura

celular nos discos foram avaliadas através das imagens em conjunto com o software Imagel.
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Antes da colorag@o, as células ndo-aderidas foram removidas do meio enriquecido por
aspiragdo e os discos foram lavados cuidadosamente duas vezes com PBS. Os discos foram
entdo transferidos para uma nova placa de 24 pocos e incubadas com solugdo de 3 pL calcein-
AM em PBS por 20 min a temperatura ambiente e lavados novamente com PBS.

O ntmero de células aderidas foi determinado por deteccdo nuclear. Antes da
coloragdo do nucleo das células com DAPI, as células ndo-aderidas foram removidas do meio
de cultura por aspiragdo. Os discos foram entdo transferidos para uma placa de 24 pogos.
Células aderidas foram coradas usando DAPI nucleo stain (dilui¢do 1:50) com BSA 2% em
PBS por 5 minutos. Os discos foram lavados duas vezes (5 minutos por lavagem) em PBS
antes das imagens de fluorescéncia. O numero de células aderidas sobre os discos foi
determinado pelo nimero de nucleos corados por DAPI por meio de imagens de fluorescéncia
utilizando o software Imagel.

A viabilidade celular foi investigada com um kit comercial de Metiltiazol (MTT)
(Sigma). Antes da realizagdo do teste MTT, as células ndo-aderidas foram removidas do meio
de cultura dos discos por aspiragdo e lavados com PBS. O protocolo padrao fornecido pelo
fabricante foi seguido. Os discos foram transferidos para uma nova placa de 24 pogos e
incubados em solugdo MTT de 10% em PBS por 3,5 horas a 37 ° C e 5% de CO;, Os cristais
de formazan resultantes foram dissolvidos em uma mesa agitadora adicionando uma mistura
de 10% Triton-X em MTT solvente e em iguais quantidades de MTT em PBS. A absorbancia
da solugdo foi medida no comprimento de onda de 570 nm usando um leitor de placa (BMG
Labtech). A absorbancia liquida foi calculada subtraindo-se a absorbancia de fundo em um

comprimento de onda de 690 nm para determinar a viabilidade das células sobre os discos.

3.4.2.2 Organizagao citoesqueletal de células HDF na superficie na superficie da liga Ti-30Ta

com nanotubos

Aos discos previamente corados por DAPI foi acrescentado o corante F-actin para
avaliar a organiza¢do do citoesqueleto através da fixacdo nas membranas celulares e
investigados com microscopio Optico de fluorescéncia. Os mesmos foram incubados em
conjugado faloidina- rodamina (dilui¢do 1:40) por 20 min a temperatura ambiente. Os discos
foram fotografados com um microscopio Optico de fluorescéncia usando DAPI BP 445/50

filtro azul e HQ Texas Red BP 560/40 filtro vermelho  (Zeiss).
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3.4.2.3 Morfologia das células HDF na superficie da liga Ti-30Ta com nanotubos
Ti-30Ta nanotubos

A morfologia celular foi investigada usando microscéopio eletronico de varredura para
visualizar a interacdo celular com a arquitetura de nanotubos, apds 24 e 72 horas de cultura.
As células nado-aderidas foram removidas do meio de cultura por aspiragdo e lavados com
PBS. As células aderidas foram desidratadas e fixadas sobre as superficies do discos. As
células foram fixadas por meio da incubagio de uma solucdo fixadora primaria (glutaraldeido
a 3%, Sigma), cacodilato de so6dio 0,1 mol/L (Polysciences), e 0,1 mol/L de sacarose (Sigma)
por 45 min. Os discos foram entdo incubados em uma solucdo fixadora secundaria (fixador
primario sem glutaraldeido) por 10 min. Posteriormente, os discos foram desidratados por
incubagdo em solugdes consecutivas de concentragdes crescentes de etanol (35%, 50%, 70% e
100%) por 10 min cada. A desidratacdo final das amostras foi realizada incubando os discos
em hexametildissilazano (HMDS, Sigma) por 10 minutos e os discos armazenados em um

dessecador.

3.5. Analise estatistica

Cada experimento foi realizado em trés diferentes discos (#min = 3). Todos os
resultados quantitativos foram analisados através de uma analise de varidncia (ANOVA). O
valor de significancia estatistica considerado foi p <0,05. Durante a andlise, as variacdes entre
cada grupo ndo foram considerados iguais ¢ uma amostra com dois testes-t abordagem foi

utilizada para testar a significdncia entre as amostras anodizadas e o grupo controle.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao de superficie apds oxidagdo anddica

4.1.1 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV-FEG) e microssonda (EDS)

Nesse estudo a oxidagdo anddica da liga Ti-30Ta foi avaliada sendo inicialmente
testadas variagdes de tempo e tensdo de anodizag@o para um mesmo eletrdlito, composto por
acido fluoridrico (HF) e acido sulfurico (H,SO4) na proporcdo de 1:9 com adicdo de 5% de
dimetilsulféxido (DMSO).

Na Figura 30 (a-c) pode ser observada a micrografia obtida em microscopio
eletronico de varredura para a superficie da liga Ti-30Ta apos anodizagdo com aplicagdo de
tensdo de 15V durante 20 minutos, com diferentes aumentos. A superficie apresenta em
menor aumento a presenca de porosidades e em maior aumento morfologia ndo homogénea
com trincas sem um padrao definido. Para o tantalo puro e mesmas condi¢des de anodizagao,
Ruckh et al. (2009) e Allam, Feng, Grimes (2008) obtiveram nanotubos com 11,1 um de
comprimento o que ndo foi obtido paras a liga devido a composicdo. De acordo com Zhou et
al.(2005) titdnia sdo observados na superficie de titdnio e suas ligas, porém ndo foram
encontrados pelos autores para liga Ti-30Ta sendo mais estavel a camada passiva de TaOs.

Maiores tempos de anodizacdo para a mesma tensdo levaram a obteng¢do de
morfologias distintas. Na Figura 31 (a-c) pode ser observada a imagem obtida em
microscopio eletronico de varredura para a superficie da liga Ti-30Ta apds anodizagdo com
aplicacdo de tensdo de 15V durante 40 minutos, com diferentes aumentos. Pode ser verificada
a presenca de riscos na superficie na imagem de menor aumento, e formagdo de camada de
oxido homogénea em toda a superficie em maior aumento. Estes resultados estdo proximos ao
verificados por Allam, Feng, Grimes (2008) para o tantalo CP com tensdao de 20V- 20 min o
que levou ao estudo da anodiza¢do com maiores valores de tensao.

Os espectros obtidos para este grupo, apos analise em EDS para as imagens de maior
aumento, podem ser observados na Figura 30 (d) e 31 (d). Observou-se a presenga de picos de

titdnio e tantalo condizente com a composic¢do do substrato.
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Figura 30 — (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta ap6s anodizagio em eletrolito HF +
H,S04 (1:9) + 5% DMSO (15V/20 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h. (d) Detalhe da analise EDS da imagem de
maior aumento.
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Figura 31 — (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apds anodizagdo em eletrélito HF +
H,S04 (1:9) + 5% DMSO (15V/40 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h. (d) Detalhe da analise EDS da imagem de

maior aumento
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Para a tensdo de 25V, nos diferentes tempos avaliados, 20 min e 40 min (Figura 32 (a-
c) e 33 (a-c)), concluiu-se a partir da observagcdo das imagens que, no menor tempo a
espessura da camada de 6xido formada foi mais fina e o tempo de 40 min mais espessa.

Isso porque se verificou que, em 25V-20 min (Figura 32 (a-c)) existe a presenca de
regides localizadas de trincamento, enquanto, que para o tempo de 40 min provavelmente
devido a formag¢@o de uma camada de maior espessura, ocorreu o trincamento homogéneo em
toda a superficie. Esse trincamento ocorreu porque uma camada compacta de d6xido foi
formada durante a anodiza¢do, o que levou a formacdo de defeitos na secagem (trincas). De
acordo com El-Sayed e Birrs (2009) esse € um problema que ocorre na formagao de camadas
de oxidos compactas sendo interessante a obten¢cdo de uma superficie contendo regides de
nanotubos. Os resultados obtidos para 25V- 40 min (Figura 33 (a-c)) foram similares aos
verificados por Barton et al. (2009) durante a analise da anodiza¢do de tantalo CP com
eletrdlito a base de 4gua sem aditivo organico.

O aumento da tensdo de 25V para 35V levou a formag¢do de nanotubos em regides ao
longo da superficie. Na Figura 34 (a-c) pode ser observada a micrografia obtida em
microscopio eletronico de varredura para a superficie da liga Ti-30Ta apds anodizagdo com
aplicagdo de tensdo de 35V durante 20 minutos, com diferentes aumentos. Na imagem de
menor aumento ndo ¢ possivel observar a presenca de nanotubos porque para essas condi¢des
as alteragdes na superficie apenas podem ser visiveis com aumentos acima de 20000X. Na
imagem de maior aumento, é possivel observar a formagao de regides contendo nanotubos.

A condigdo ideal foi obtida com tensdo de 35V e tempo de anodizacao de 40 min
(Figura 35 (a-c)). Devido ao aumento da espessura da camada que de acordo com a literatura
esta diretamente relacionada com o tempo. Com o aumento da espessura da camada de 6xido,
possibilitou-se a dissolugdo e formagdo da camada de oxido compacta e a formagdo de
nanotubos.

Na Figura 34 (d) e 35 (d) podem ser observados os graficos de composi¢do da
superficie (EDS) que foram realizados para investigar a presenca de titanio e tdntalo em todas
as condicdes de anodizag¢do. As andlises indicaram quantidades comparaveis de titanio e

tantalo presentes nos substratos.
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Figura 32— (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apds anodizagdo em eletrdlito HF +
H,SO4 (1:9) + 5% DMSO (25V/20 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h. (d) Detalhe da analise EDS da imagem de
maior aumento



Figura 33 — (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apds anodizagdo em eletrolito HF +
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H,SO4 (1:9) + 5% DMSO (25V/40 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h. (d) Detalhe da andlise EDS da imagem de

maior aumento
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Figura 34 — (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apds anodizagdo em eletrdlito HF +
H,SO4 (1:9) + 5% DMSO (35V/20 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h. (d) Detalhe da andlise EDS da imagem de
maior aumento
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Figura 35 — (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apds anodizagdo em eletrolito HF +
H,SO4 (1:9) + 5% DMSO (35V/40 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h. (d) Detalhe da analise EDS da imagem de
maior aumento

Na Figura 36 (a-c) pode ser observado a micrografia obtida em microscopio
eletronico de varredura do topo da superficie da liga Ti-30Ta com nanotubos obtida na
condi¢do 35V-40min em diferentes aumentos. A superficie apresenta em menor aumento,
nanotubos recobrindo toda a drea de maneira homogénea, separados por regides € em maior

aumento nanotubos.




Diametro do nanotubo- 80-100 nm

Comprimento do nanotubo- 100 nm
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Figura 36— (a-c) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apds anodizagdo em eletrolito HF +
H,S04(1:9) + 5% DMSO (35V/40 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h em diferentes aumentos. Vista de topo.

Na Figura 37 (a-d) pode ser observada uma imagem lateral dos nanotubos de Ti-30Ta
paralelos apos descolamento da camada. Na superficie abaixo da camada formada pelos
nanotubos podem ser observados dimples, os quais originaram a formag¢@o nanotubular
(Figura 37 (b)). Com o auxilio do programa Image J foi possivel obter as medidas

relacionadas com a geometria dos nanotubos, didmetro de 80- 100 nm e comprimento de

100nm.
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Figura 37 — (a-d) micrografia obtida em MEV-FEG para a liga Ti-30Ta apos anodizagio em eletrolito
HF + H,S04(1:9) + 5% DMSO (35V/40 min) e calcinagdo a 530°C- 3 h em diferentes aumentos. Vista lateral.

4.1.2 Medida do angulo de contato

Em aplicacdes biomédicas a hidrofilicidade ¢ uma condi¢@o desejavel, pois superficies
hidrofilicas promovem uma intera¢do celular aumentada. Estudos anteriores j& haviam
relacionado a energia de superficie de um biomaterial com funcionalidade celular, tais como

adsorcdo de proteinas, a ades@o e ativacdo plaquetaria levando a coagulagdo do sangue e
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adesdo bacteriana ( ALTANKOV;GRINNEL; GROTH, 1996; BACAKOVA e¢t al., 2011;
BAUER et al., 2008; DAS; BOSE; BANDYOPADHYAY, 2009; DEMETRECUS; PIRVU;
MITRAN, 2010; LANG et al., 2011). Na Tabela 2 podem ser observados os valores do
angulo de contato obtidos para as condi¢des avaliadas e a forma tipica das gotas para cada
superficie formada.

Na Figura 38 pode ser observado um grafico comparativo das condi¢des de
anodizacdo e do grupo controle. De acordo com os dados obtidos todas as superficies sdo
hidrofilicas (< 90°) podendo ser representados do menor angulo para o maior como segue:
15V-40 min ( 14, 15°), 35V-40 min ( 15, 04°), 15V-20 min ( 15, 68°), 25V-40 min (16, 41°),
25V-20 min ( 21, 27°), 35V-20 min (48, 61°). As cinco primeiras condi¢des apresentam
valores de angulo de contato préximos o que num primeiro momento torna o seu Uuso
indicado. Como apenas a condi¢do 35V-40 min apresentou a forma¢do de nanotubos esses
resultados corroboraram para a sua escolha quando da avaliacio celular. E interessante
observar que valores maiores de angulo de contato podem estar associados a formacdo de

camadas de 6xido compactas.

Angulo de contato (°)

A

Figura 38 — Grafico do angulo de contato do grupo controle e das condi¢des de anodizagdo da liga Ti-30Ta



Tabela 2 — Valores de angulo de contato para as condi¢des de anodizagdo avaliadas
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Parametros de

Angulo de Contato

Anodizagao (Média + Desvio Padrao)
15V-20min 15,68+3,46
14,15+3,63
15V-40 min
25V-20 min 21,2742,536
25V-40 min 16,41+0,94
35V-20 min 48,61+2,51
35V-40 min 15,04+5,98
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4.2 Avaliacdo celular
4.2.1 Adesaio, proliferacdo e viabilidade celular

Apo6s a escolha da melhor condigdo de anodizagdo a avaliagdo celular foi realizada
quanto a adesdo, proliferacdo e viabilidade celular. Nas figuras 39 (a-b) e 40 (a-b) podem ser
observadas as células fibroblasticas cultivadas para o grupo controle e para os nanotubos de
Ti-30Ta (Figura 41 (a-b) e 42 (a-b) nas primeiras 24 horas, em menor ¢ maior aumento. E
possivel identificar o aumento da adesdo e proliferagdo celular na superficie nanotubular
quando comparado com o grupo controle. Quanto ao alinhamento das células fibroblasticas ,
observa-se um alinhamento regular na superficie tubular e uma distribui¢do de forma aleatéria
na superficie do grupo controle demonstrando uma maior organiza¢do da célula fibroblasticas
na superficie tubular.

Na figura 41 (a-b) e 42 (a-b) podem ser observadas as células fibroblésticas cultivadas
para o grupo controle e para os nanotubos de Ti-30Ta apds 72 horas de cultura, em menor e
maior aumento. O aumento da adesdo e proliferacdo na superficie tubular é expressivo neste
momento quando comparado ao grupo controle. O alinhamento celular foi significativo no
grupo controle e nos nanotubos, porem foi maior na superficie nanotubular, o que reflete uma
maior organizacdo da célula fibroblasticas. Células esféricas puderam ser observadas na
superficie dos nanotubos apos 72 horas de cultura, logo a ativacdo dos fibroblastos foi mais
elevada na superficie nanotubular do que no grupo controle, promovendo alongamento e
proliferacdo celular o que resulta numa maior interagio célula-célula.

Esta resposta celular indica maior interacdo de fibroblastos com a superficie
nanotubular, para 24 horas e 72 horas e, provavelmente, melhores interagdo tecido/implante.
O aumento das atividades metabdlicas nas células esta relacionado com o numero de células
vivas. Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Demetrecus, Pirvu, Mitran (2010)
que investigou a adesdo e proliferacdo de células fibroblasticas na superficie de nanotubos de
Ti0; e titdnio puro como controle e também de Brammer et al. ( 2009) que também estudou
nanotubos de TiO; e titdnio puro porem cultivando células osteoblasticas. Para esses autores

os melhores resultados também foram obtidos nas superficies contendo nanotubos.
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(a) (b)

Figura 39 — (a-b) imagens apos 24 horas de cultura de células fibroblasticas com calcein-AM. no grupo controle
em microscopio de fluorescéncia

(b)

Figura 40 — (a-b) imagens apo6s 24 horas de cultura de células fibroblasticas com calcein-AM, nos nanotubos de
Ti-30Ta em microscépio de fluorescéncia
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(a) (b)

Figura 41 — (a-b) imagens ap6s 72 horas de cultura de células fibroblasticas com calcein-AM, no grupo controle
em microscopio de fluorescéncia

20 pm

(a) (b)

Figura 42 — (a-b) imagens apds 72 horas de cultura de células fibroblasticas com calcein-AM, nos nanotubos de
Ti-30Ta em microscépio de fluorescéncia
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As imagens obtidas em microscépio de fluorescéncia foram analisadas com o auxilio
do software Image J, para identificar a cobertura celular fibroblasticas apos 24 horas e 72
horas de cultura celular.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores médios percentuais obtidos para as analises
da cobertura de células fibroblasticas apds 24 horas e 72 horas . O grupo controle apresentou
valores de porcentagem de cobertura de 8,2 % e 24,5% apdés 24 horas e 72 horas,
respectivamente. Por outro lado, a superficie nanotubular apresentou apds 24 horas um valor
de porcentagem de cobertura de 10,40 % e ap6s 72 horas um valor de 41% de cobertura
celular. Os resultados mostraram um aumento na porcentagem de cobertura celular
fibroblasticas na superficie de nanotubos de Ti-30Ta quando comparada com o grupo

controle tanto para o grupo analisado em 24 horas como para 72 horas (Figura 43).

Tabela 3- Porcentagem de cobertura de células fibroblasticas apds 24 horas e 72 horas

Grupos 24 horas 72 horas
(Média + Desvio Padrao) (Média + Desvio Padrao)

Controle 8,2+ 0,95 245+£2,5

Nanotubos 10,40+ 3,16 41+ 1,70

Para confirmar a adesdo celular e estimar a densidade de células viaveis o teste MTT
foi realizado. Na Figura 44 pode ser observada os resultados do teste de MTT apds 24 horas e
72 horas de cultura no grupo controle e na superficie tubular. Os resultados mostram que
ambas as superficies avaliadas apresentaram um aumento significativo na viabilidade celular
apoOs 24 horas e 72 horas de cultura. Porém a viabilidade celular foi significativamente maior
na superficie tubular apds 72 horas de cultura. Os resultados claramente indicam uma relag@o
positiva entre a integracdo de fibroblastos e a superficie tubular.

Smith et al. (2010, 2011) utilizou o teste de MTT para avaliar a citotoxidade de
titinio CP e nanotubos de TiO, encontrando resultados que demonstram que a viabilidade
celular apresenta significativo aumento na superficie de nanotubos de TiO, quando

comparados com o grupo controle. Estes resultados estio de acordo com os resultados
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encontrados neste trabalho. Sugere-se, portanto que a estrutura tubular apresenta um maior
nimero de células com conseqiiente maior atividade mitocondrial. Ruckh et al. (2009)
determinou através do MTT a viabilidade celular em nanotubos de TiO, e titdnio CP

encontrando resultados similares ao deste trabalho.

Figura 43 - Gréfico da % de cobertura celular apds 24 e 72 horas de cultivo de células fibroblasticas no grupo
controle e na liga Ti-30Ta com nanotubos
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Figura 44- Teste MTT apds 24 ¢ 72 horas de cultura em células fibroblasticas no grupo controle ¢ na liga Ti-
30Ta com nanotubos

4.2.2 Organizagdo citoesqueletal

O citoesqueleto celular é composto de microfilamentos, microtubos e filamentos
intermedidrios. Quando estes componentes sdo ativados eles desempenham papel importante
na comunicagdo célula-célula e célula-matriz extracelular, assim como em eventos como,
divisdo, movimento e secre¢do de proteinas. Entdo a interacdo celular com nanotubos de Ti-
30Ta pode resultar numa reorganizagdo do citoesqueleto.

Na figura 45 (a-b) e 46 (a-b) é possivel observar as imagens obtidas em microscopio
de fluorescéncia do grupo controle e para a superficie nanotubular apés 24 horas e nas
Figuras 47 (a-b) e 48 (a-b) ap6és 72 horas de cultura. Verificou-se o alongamento do
citoesqueleto em ambos os substratos, porém maior comprimento foi verificado na superficie
nanotubular tanto ap6s 24 horas como apds 72 horas. As imagens indicam maior proliferacao,
comunicacdo e integracdo celular na superficie tubular.

Estes resultados estdo de acordo com estudo realizado por Smith et al. (2011) onde a

superficie coberta com  nanotubos de TiO, apresentou células fibroblasticas com
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alongamento do citoesqueleto e também com Das, Bose, Bandyopadhyay (2008) e Brammer
et al. (2009) que investigaram células osteobldsticas em nanotubos de TiO, com diferentes

diametros encontrando alongamento do citoesqueleto em todas as condi¢des investigadas.

(a) (b)

Figura 45 — (a-b) imagens apo6s 24 horas de cultura de células fibroblasticas com F-actin e DAPI, no grupo
controle em microscépio de fluorescéncia

50 pm

(a) (b)

Figura 46 — (a-b) imagens apos 24 horas de cultura de células fibroblasticas com F-actin, na liga Ti-30ta com
nanotubos em microscopio de fluorescéncia
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(a) (b)

Figura 47 — (a-b) imagens apos 72 horas de cultura de células fibroblasticas com F-actin, no grupo controle em
microscopio de fluorescéncia

(a) (b)

Figura 48 — (a-b) imagens apo6s 72 horas de cultura de células fibroblasticas com F-actin, na liga Ti-30Ta com
nanotubos em microscopio de fluorescéncia
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4.2.3 Morfologia celular

O aumento da agregacdo e ativagdo celular leva a um aumento da produgdo da matriz
celular, medido a partir da visualizacdo da morfologia celular em MEV-FEG. A matriz
extracelular é o agrupamento de elementos intercelulares dos organismos multicelulares. Os
tecidos, os orgdos e sistemas sdo resultados de associagdes de diferentes tipos de células e
matrizes extracelulares. Entre suas fungdes podemos citar preenchimento de espagos nao
ocupados pelas células, resisténcia aos tecidos, veiculo de migragdo e ancoragem celular,
meio por onde chegam os nutrientes e sejam eliminados os dejetos celulares e meio para
transporte de sinais intercelulares.

Nas imagens de MEV-FEG podem ser observadas a morfologia das células
fibroblasticas apds 24 horas ( Figura 49 (a-c) e 50 (a-d)) e 72 h ( Figura 51 (a-c) e 52 (a-¢) )
de cultura para o grupo controle e para a superficie nanotubular, em menor e maior aumento.
Os resultados indicam um aumento consideravel na interag@o de fibroblastos com a superficie
tubular apos 24 horas de cultura. Apds 72 horas de cultura, o grupo controle mostra uma
mistura de células claras ativas e inativas € nas imagens da superficie nanotubular € possivel
identificar produg¢do de matriz extracelular, ausente no grupo controle. Estes resultados
indicam a presenca dos componentes extracelulares com a formagdo de matriz extra celular
em diferentes quantidades cobrindo toda a superficie tubular.

Estes resultados estdo de acordo com Smith et al. (2011), Demetrecus, Pirvu, Mitran
(2010) e Cheung et al. (2007) que investigaram a cultura de células fibroblasticas em
nanotubos de TiO, quanto a morfologia celular encontrando resultados similares ao deste
trabalho e concluindo que a superficie tubular pode ser mais favoravel a producdo de matriz
extra celular.

Oh, Shim, Kim (2005), Ruckh et al. (2009), Vetrone et al. (2009) e Choe (2011)
investigaram a producdo de matriz extracelular em nanotubos de TiO, porém utilizaram
células mesenquimais e osteobldsticas. Nestes experimentos os autores encontraram
resultados que estdo de acordo com este trabalho. A produg¢do de matriz extracelular ¢
significativamente aumentada na superficie tubular independentemente da célula investigada e

do tamanho do nanotubo.



(@) (b)

(©)

Figura 49- (a-c) imagens de células fibroblasticas apds 24 horas de cultura no grupo controle
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(a) (b)

(¢ (d)

Figura 50- (a-d) imagens de células fibroblasticas apds 24 horas de cultura na liga Ti-30Ta com nanotubos
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(a) (b)

(©)

Figura 51- (a-c) imagens de células fibroblasticas apds 72 horas de cultura no grupo controle
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(a) (b)

(©) (d)

(©

Figura 52- (a-e) imagens de células fibroblasticas apds 72 horas de cultura na liga Ti-30Ta com nanotubos
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5 CONCLUSAO

A partir da realizacdo deste trabalho foi possivel concluir que:
e Foi possivel a obtencdo de nanotubos na liga Ti-30Ta fabricados em eletrolito HF +
H2S04 + (1:9) 5% DMSO - tensdo 35V por 40 min
e Os nanotubos apresentam 80-100 nm de didmetro e 100 nm de comprimento
e A presenca de nanotubos na superficie da liga Ti-30Ta aumentou a ades@o e
proliferacdo celular, viabilidade, alongamento e aumento da produgdo de matriz
celular
Os resultados indicam melhora nas propriedades do substrato com nanotubos de Ti-30Ta,
juntamente com expressivo aumento da funcionalidade celular na superficie de nanotubos de
Ti-30Ta. Assim, a forma¢do de nanotubos na liga Ti-30Ta tem potencial para fornecer uma

interface de sucesso para implantes dentarios.
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6 SUGESTAO PARA TRABALHO FUTURO

Baseando-se nos resultados apresentados, sugerimos para futuros trabalhos:
-Investigacdo do 6xido formado na superficie tubular através da técnica difracdo de raios X e

XPS (espectroscopia de foto- elétrons de raios-X).
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