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Avaliacdo da biocompatibilidade do polimero PCL recobrindo a liga Ti-30Ta
Biocompatibility evaluation of the PCL polymer covering the Ti-30Ta alloy

Evaluacion de biocompatibilidad del polimero PCL que cubre la aleacion Ti-30Ta
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Resumo

Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido realizadas buscando o desenvolvimento de
materiais para aplicacfes biomédicas. E, um dos objetivos desses estudos, é otimizar o
comportamento da interface material/meio bioldgico. Dentre os materiais mais utilizados,
estdo o titdnio e suas ligas devido as suas propriedades como resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade. Estudos constataram que o comportamento celular pode ser influenciado
por alteracBes na morfologia das superficies. Dessa maneira, 0 objetivo deste estudo foi
associar a deposicao de fibras poliméricas de PCL com o crescimento de nanotubos de TiO>
na superficie da liga Ti-30Ta para aplicacGes biomédicas. O processo de eletrofiacdo foi
usado para a producdo de nanofibras de polimero com 200 nm, devido em grande parte, ao
aumento do interesse em propriedades e tecnologias em nanoescala. O uso de polimeros
biocompativeis para a viabilidade do crescimento celular é uma alternativa promissora para
melhorar a osseointegragdo. Técnicas de caracterizagdo como microscopia eletrdnica de
varredura (MEV-FEG) foi usado para investigar a superficie das amostras. Também foram
utilizadas células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo humano (ADSC) para estudar a
resposta celular desses biomateriais. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio Cell
Titer-Blue ap6s 1 e 7 dias. Os resultados indicaram que as alteracGes na nanoarquitetura das
caracteristicas morfolégicas das nanoestruturas na micro-topografia, podem ser promissoras
no campo biomédico devido @ modulagéo da resposta celular.

Palavras-chave: Liga Ti-30Ta; Nanotubos de TiO2; Nanofibras de PCL; Viabilidade celular.
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Abstract

Nowadays, researches have been investigated new materials for biomedical applications. The aim of
this study iso optimize the behavior of the material / biological environment interface. Among the
most used materials are titanium and its alloys due to properties such as resistance to corrosion and
biocompatibility. Studies have shown cellular behavior can be influenced by surface morphology.
Therefore, the objective of this study was to associate the deposition of PCL polymer fibers with the
growth of TiO, nanotubes on the surface of the Ti-30Ta alloy for biomedical applications. The
electrospinning process was used for the production of 200nm polymer nanofibers. The use of
biocompatible polymers for the viability of cell growth is a promising alternative to improve
osseointegration. Characterization techniques such as scanning electron microscopy (SEM-FEG) were
used to investigate the surface of the samples. Adult stem cells derived from human adipose tissue
(ADSC) were also used to study the cellular response of these biomaterials. Cell viability was
determined by the Cell Titer-Blue assay after 1 and 7 days. The results indicated the nanoarchitecture
of the nanostructures in the micro-topography has a is a promising in the biomedical field.

Keywords: Nanomaterials; Ti-30Ta alloy; TiO, nanotubes; Biocompatible polymers; Cell cultures.

Resumen

En los ultimos afios, se han llevado a cabo varias investigaciones en busca del desarrollo de materiales
para aplicaciones biomédicas. Y uno de los objetivos de estos estudios es optimizar el comportamiento
de la interfaz material / entorno biol6gico. Entre los materiales mas utilizados se encuentran el titanio
y sus aleaciones debido a sus propiedades como la resistencia a la corrosion y la biocompatibilidad.
Los estudios han encontrado que el comportamiento celular puede verse influenciado por los cambios
en la morfologia de la superficie. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue asociar la deposicion de
fibras poliméricas de PCL con el crecimiento de nanotubos de TiO2 en la superficie de la aleacién Ti-
30Ta para aplicaciones biomédicas. El proceso de electrohilado se utilizé para la produccion de
nanofibras de polimero de 200 nm, debido en gran parte al mayor interés en las propiedades y
tecnologias a nanoescala. EI uso de polimeros biocompatibles para la viabilidad del crecimiento
celular es una alternativa prometedora para mejorar la osteointegracion. Se utilizaron técnicas de
caracterizacién como la microscopia electronica de barrido (SEM-FEG) para investigar la superficie
de las muestras. Las células madre adultas derivadas del tejido adiposo humano (ADSC) también se
utilizaron para estudiar la respuesta celular de estos biomateriales. La viabilidad celular se determind
mediante el ensayo Cell Titer-Blue después de 1y 7 dias. Los resultados indicaron que los cambios en
la nanoarquitectura de las caracteristicas morfolégicas de las nanoestructuras en la micro-topografia,
pueden ser prometedores en el campo biomédico debido a la modulacidn de la respuesta celular.
Palabras clave: Nanomateriales; Aleacion Ti-30Ta; Nanotubos de TiO,; Polimeros biocompatibles;

Culturas celulares.
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1. Introducgéo

Nos ultimos anos diversas pesquisas tém sido realizadas buscando o desenvolvimento
de materiais para aplicacbes biomédicas tendo como objetivo a optimizacdo do
comportamento do material quando em meio bioldgico (Verma, 2020). O titanio e suas ligas
tém sido utilizados devido as suas propriedades, como resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade (Jawed et al., 2020). Entretanto, as ligas de titanio, por exemplo Ti6Al4V
apresentam efeitos ndo desejaveis como a liberacdo de ions que podem levar a doenca de
Alzheimer (Walker et al.,1989). Além disso, o0 mddulo de elasticidade do titnio puro
(E=105GPa) e suas ligas apresentam-se alto quando comparados ao do osso (E=15 a 25GPa).
Por este motivo novas ligas com modulo de elasticidade proximo ao 0sso tém sido estudadas,
entre elas a liga Ti-30Ta que apresenta médulo de elasticidade de E=69GPa (Domingues
Goncalves et al., 2020; Zhou et al., 2005).

Além das propriedades de volume encontramos a interface implante/tecido
determinante para o sucesso de dispositivos 0sseos implantaveis. Modificacdes na morfologia
de superficie de um biomaterial que imitem a arquitetura do tecido natural tém demonstrado
melhorar as interagdes celulares e promover a formacéo de tecido saudavel (Devgan & Sidhu,
2019; Liu et al., 2020).

Diferentes técnicas de modificacdo de superficie para biomateriais metalicos foram
propostas nos ultimos anos buscando uma melhor resposta biolégica ap6s a sua implantacéo.
Abordagens de modificacdo de superficie incluem técnicas como tratamento alcalino e
térmico (Miyazaki et al., 2002), SFB (Capellato et al., 2014),plasma spray (Capellato et al.,
2015), eletrofiacdo (Capellato et al., 2020) e nanotubos (Capellato et al., 2012). Estudos
mostram que as células do corpo humano estdo predispostas a interagir com superficies
nanoestruturadas tais como superficies nanorugosas e materiais em nanoescala interagem com
algumas proteinas de forma mais eficaz do que os materiais convencionais.

Observamos também o aumento em pesquisas com nanofibras, pois estas mimetizam a
matriz extracelular e podem ser fabricadas de diversos materiais como polimeros, compositos,
semicondutores e cerdmicas. Entretanto, os materiais mais comumente usados, Sa0 0S
polimeros solubilizados como o polimero biocompativel Poly (e-caprolactona (PCL) (Pham et
al., 2006). Neste estudo buscou-se associar a deposicao de fibras poliméricas de PCL com o

crescimento de nanotubos de TiO2 na superficie da liga Ti-30Ta para aplica¢fes biomédicas.
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2. Metodologia

2.1 Obtencdo da liga Ti-30Ta

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 (gas argbnio) e
cadinho de cobre refrigerado a 4gua. Antes da fusdo os metais foram limpos empregando
decapagem quimica em solucdo formada por 50 mL de H2SOs, 20 mL de HF, 20 mL de
HNOs e 10 mL de &gua destilada e pesada de acordo com a composi¢do estudada. O botdo
obtido com a fuséo foi refundido de 7 a 10 vezes com o objetivo de homogeneizar a liga.

Apbs a fusdo, foi feito o tratamento térmico para garantir a uniformidade da estrutura e
estabilizar uma fase mais suscetivel a deformacdo mecéanica. O tratamento térmico de
homogeneizagéo foi realizado em forno tubular, os lingotes foram colocados sobre cadinho de
alumina, colocado dentro de um tubo de quartzo e mantido dentro do forno. Foi entéo iniciada
a purga. O forno foi aquecido a 1000°C sob uma taxa de aquecimento de 10°C/min, mantido
nesta temperatura por 24 horas e o resfriamento dos lingotes foi feito dentro do forno até
chegar a temperatura ambiente. O tratamento térmico de solubilizacdo foi realizado também
em forno tubular, mediante o aquecimento da liga a 900°C (15,5°C/min) por 2 horas seguido
de resfriamento brusco em agua e gelo. Os tarugos foram forjados em forja rotativa FENN.
Os lingotes foram deformados por meio da aplicagdo de forcas de compressdo de forma
radial, sendo em cada passe estabelecida uma reducdo de cerca de 20% no didmetro,
permitindo um tarugo com diametro final de 6,0 mm.

Devido ao elevado grau de encruamento na etapa de forjamento, fez-se necessario a
repeticdo do tratamento térmico de solubiliza¢do. Cada tarugo foi cortado em discos de 3 mm

de espessura e 6 mm de diametro (Capellato et al., 2013).

2.2 Recobrimento das amostras e crescimento de nanotubos de TiO2

Os nanotubos foram obtidos a partir da metodologia desenvolvida em estudos
anteriores por Capellato et al., 2013. Brevemente podemos descrever que antes do inicio da
oxidacdo anddica as amostras foram lavadas com acetona, alcool isopropilico, sabdo e dgua
deionizada com posterior secagem com gas nitrogénio. Foi utilizado contra eletrodo de
platina e, como eletrodo de trabalho, a liga Ti-30Ta conectados a uma fonte de energia. O

eletrolito utilizado foi composto por glicerol e agua (1:1) com adicdo de 0, 27% m/v de NH4F,
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submetido a uma tensdo de 30 V e tempo de 6 horas a temperatura ambiente. Ao término do
processo, as amostras foram lavadas trés vezes em alcool isopropilico e secas com ar
comprimido livre de 6leo. Apés a oxidacdo anddica, as amostras foram calcinadas em forno
resistivo a 530°C (5°C/min) pelo periodo de 1 hora. Apds essa etapa, todas as amostras foram
mantidas em um dessecador até 0 momento da caracterizacao e avalia¢do bioldgica (Capellato
etal., 2012).

2.3 Eletrofiacdo do polimero PCL

Para a fabricacdo de nanofibras por meio do processo de eletrofiacdo foi utilizado o
polimero PCL (MM 70.000 - 90.000) que pode ser adquirido da empresa Sigma Aldrich,
desenvolvido em uma mistura de Cloroférmio /acetona (Merck 99,0%) e (Synth 99,5%), na
proporgdo 1:1 em massa. Para as solugdes, uma concentragdo de 13,6% em massa de PCL foi
dissolvida para eletrofiacdo de PCL, mantidas sob agitacdo mecanica por 24h de preparacao
da solucdo. Para o processo de eletrofiacdo por seringa capilar foi empregado uma fonte de
alimentacéo de alta tensdo (até 30 kV), uma seringa, uma agulha de ponta plana e um coletor.
Como anteparo coletor foi utilizado uma placa de aluminio com alojamento para as amostras
e como saida do material foi utilizado uma seringa de 20 mL, conectada a uma agulha com @
1,0 mm no capilar em ago inox. Apds essa etapa, todas as amostras foram mantidas em um

dessecador até 0 momento da caracterizagdo e avaliacdo bioldgica (Capellato et al., 2020).
2.4 Caracterizagdo das amostras

A morfologia da superficie das amostras foi avaliada empregando microscopia
eletronica de varredura (MEV) por meio de um equipamento da marca Zeiss (Modelo Evoma-
15) sendo as amostras revestidas em ouro no equipamento Sputter Coater, Bal-Tec (Modelo
SCD-050).
2.5 Estudo in vitro

2.5.1 Cultura celular

Células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC) foram utilizadas para a avaliagdo

da biocompatibilidade. Células de segunda passagem a -80°C foram descongeladas em banho-
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maria a 37°C antes da cultura celular. Células ADSC foram cultivadas em 13 mL de meio de
cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com 10% de soro fetal de bovino e solugéo
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 ap0s a cultura inicial,
alteragcBes posteriores foram realizadas em dias alternados até que a populacdo celular
alcancou 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 populacdo celular atingiu 70% de confluéncia as
células foram removidas da garrafa de cultura utilizando-se solucdo de trypsina (0,025% de
tripsina / EDTA) para digestdo enziméatica. Apds um destacamento completo da superficie
celular, um neutralizador de tripsina (0,5% soro fetal bovino em tampéo fosfato salino (PBS))
foi adicionado para interromper a reacdo de tripsina. Uma concentracdo celular foi formada
por centrifugacdo a 180 g por 7 minutos, o sobrenadante foi aspirado e as células 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 hemocitémetro.

2.5.2 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi investigada apés 1 e 7 dias de cultura celular com um Kit
comercial Cell Titer-BlueCell (Promega G808A, Madison, WI). Antes da realiza¢do do teste,
as células ndo aderidas foram removidas do meio de cultura dos discos por aspiracdo e
lavados com PBS. O protocolo padréo fornecido pelo fabricante foi sequido. Os discos foram
transferidos para uma nova placa de 24 pogos e incubados em solucdo de 50uL de corante
CellTiter-Blue por cada 500uL de meio de cultura e as amostras foram incubadas durante 4
horas a 37°C e 5% de CO>. A absorbéncia da solucéo foi medida no comprimento de onda de
570nm e 600nm usando um leitor de placa (Molecular Devices Spectra Max M3, Sunnyvale,
CA). Cada experimento foi realizado em trés diferentes discos (nmin = 5). Todos os resultados
guantitativos foram analisados através de uma andlise de variancia (ANOVA). O valor de
significancia estatistica considerado foi p < 0,05. Durante a andlise, as variacdes entre cada
grupo ndo foram consideradas iguais € uma amostra com dois testes-t abordagem foi utilizada
para testar a significancia entre as amostras anodizadas do grupo | e a manta polimérica do

grupo 1.
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3. Resultados e Discussao

Na Figura 1 pode ser observada a micrografia obtida em microscopio eletronico de
varredura para a superficie da liga Ti-30Ta ap6s anodizacdo com aplicacdo de tensdo de 30V
durante 6 horas. Para esta condi¢do de anodizagédo obteve-se nanotubos em formato ovalado e
comprimento significativo recobrindo toda a superficie da amostra de maneira homogénea e
regular. Sendo estes resultados proximos ao verificados por Allam, 2008 para o tantalo CP
com tensdo de 20V (Gulati et al., 2020).

Figura 1. Micrografia obtida em MEV-FEG para nanotubos de TiO- obtidos apds anodizacdo
da liga Ti-30Ta em eletrdlito 0.2M NH4F + glicerol a 30V pelo periodo de 06 horas e

calcinacao a 530°C durante 1 h.

Fonte: Autores.

Por meio da microscopia eletrénica de varredura podemos observar, na Figura 2, que
as fibras se mostraram homogéneas, cobrindo toda a superficie da amostra e de formato
cilindrico demonstrando que o processo de eletrofiacdo foi contundente com a literatura. As
fibras se mostram com disposicao aleatdria, varios trabalhos disponiveis em literatura revelam
que a orientacdo mais favoravel para a interacdo celular sdo as fibras aleatdrias (LAN-XIN-
LU etal., 2011).

Em relacdo ao didmetro das fibras neste estudo foram obtidos valores na escala de
nanémetros com prevaléncia entre 800nm e 1200nm. Entretanto, varias pesquisas mostram
que os diametros cada vez menores das fibras poliméricas propiciam uma melhor adesdo e
proliferacdo das células (Ravichandran et al., 2012).




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, €788985953, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5953

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de nanofibras poliméricas eletrofiadas pelo

método seringa com capilar

Fonte: Autores.

O ensaio de viabilidade celular Cell Titer-Blue revelou gque as células proliferaram e
permaneceram viaveis no grupo I: nanotubos de TiO2 e grupo II: nanotubos de TiO:
recobertos com nanofibras de PCL por até 7 dias de cultura (Figura 3).

Ao analisar o grafico, apresentado na Figura 3, observa-se que para as amostras do
grupo | houve aumento da viabilidade celular por até 7 dias de cultivo, mostrando diferenca
significativa apenas entre o primeiro dia e o dia 7 (p = 0,0005). Apds 1 e 7 dias, ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa para as amostras do grupo | e Il. Nao houve
diferenga na viabilidade celular entre os grupos | e Il, independente dos dias de cultura (p>
0,005) (Ding et al., 2018; Fan & Guo, 2020; Souza et al., 2017).
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Figura 3. Viabilidade celular de células ADSC na superficie do Grupo I- Ti-30Ta recoberto
com nanotubos de TiO2 e Grupo IlI- Ti-30Ta com nanotubos de TiO. recoberto com

nanofibras de PCL ap0s 1 e 7 dias. * N&o indica diferenca significativa (p> 0,005).

Viabilidade celular (%)
81,00
80,50
80,00
79,50
79,00
78,50
78,00
77,50

Dia1 Dia 7
® Nanotubos de TiO2 ® Nanotubos de TiO2 + PCL

Fonte: Autores.

4. Consideragdes Finais

A partir da analise dos resultados podemos concluir que foi possivel produzir superficie
em nanoescala a partir de nanotubos de TiO2 recobertos com nanofibras de PCL. A
viabilidade celular de células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo humano (ADSC) foi
investigada no grupo | (nanotubos de TiO2) e grupo Il (nanotubos de TiO2 recobertos com
nanofibras de PCL), sendo que ambos 0s grupos mostram resultados semelhantes de
viabilidade celular. Novos estudos sdo agora direcionados para a compreensao e avaliacdo dos
efeitos do PCL sobre os nanotubos de TiO».
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