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RESUMO

Na medicina regenerativa, nanotubos de carbono verticalmente alinhados (VACNT),
sdo de grande interesse. Moldes induzidos de nanohidroxiapatita (HAp) também sdo de
grande interesse na medicina Gsseo-regenerativa. Assim uma combinacdo de ambas
torna-se muito atraente para aplicacdes de regeneracdo 6ssea. Filmes de (VACNT)
foram produzidos utilizando um reator de plasma de microondas a 2.45GHz sobre
substratos de Ti (L0mmx10mmx1lmm). Filmes de VACNT superhidrofilicos (VACNT-
O,) foram obtidos com a funcionalizacdo com plasma de O, utilizando um reator de
plasma assistido por descarga de corrente pulsada. A producdo de nanocompdsitos de
HA/VACNT-O; foi realizada por eletrodeposicédo dos filmes de HAp sobre os filmes de
VACNT-O,. Os resultados mostram que um grupo funcional carboxilico ligado ao
VACNT-O; ap6s o tratamento a plasma sdo essenciais para a acelera¢éo da formacéo de
OH'" e para a deposicao dos cristais de HAp. As técnicas de microscopia eletronica de
varredura, espectroscopia dispersiva de raio-x e espectroscopia Raman, revelaram a alta
homogeneidade de cristais eletrodepositados, cristalinidade, estrutura e composicao
quimica e estequiometria do biofilme de HAp. Tais resultados tornam atraentes os
nanocompositos de HAp/ VACNT-O; para a regeneracdo 0ssea.



DIRECT HYDROXYAPATITE ELECTRODEPOSITION ON
SUPERHYDROPHILIC VERTICALLY ALIGNED CARBON
NANOTUBE FILMS

ABSTRACT

Vertically aligned multiwalled carbon nanotubes (VACNT) is of particular interest in
regenerative medicine. Template-induced nanohydroxyapatite (HAp) has broad
prospects in applied fields of bone regenerative medicine. Thus, it becomes very
attractive a combination these two excellent materials to bone tissue engineering
applications. VACNT films were produced as a thin film, using a microwave plasma
chamber at 2.45GHz on Ti substrates (10mmx10mmx1mm). Superhydrophilic VACNT
(VACNT-Oy) films were obtained by the incorporation of oxygen-containing groups
using a pulsed-direct current plasma reactor with pure oxygen. The fabrication of
HAp/VACNT-O, nanocomposites was performed with a direct electrodeposition of the
thin HAp films on the VACNT-O, films. Results shows that the carboxylic functional
groups directly attached on VACNT-O, tips after oxygen plasma treatment were
essential for the acceleration of the OH™ formation and the deposition of plate-like HAp
crystals. Field emission gun scanning electron microscopy, X-ray dispersive
spectrometer and Raman spectroscopy shows that a homogeneous crystals, highly
crystalline, structural and stoichiometric HAp biofilms. These findings were very
atractive to application of this new HAp/ VACNT-O;nanocomposites to bone tissue
regeneration.
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1 INTRODUCAO

Nos dias de hoje muito se é estudado quando se diz respeito a nanomateriais, a mais de
20 anos, nanotubos de carbono verticalmente alinhados (VACNT) sdo estudados. Sua
linha de producdo é solidificada e sua classificacdo é extensa devido a sua estrutura de

ligacGes.

Neste projeto, inicialmente os VACNTSs sdo visados para a utilizacdo em arcaboucgos
para crescimento tecidual (scaffolds): os VACNTSs proporcionam o reforco estrutural
necessario para suporte de tecidos. Pesquisadores ja comprovaram que, dispersando
uma pequena fracdo de nanotubos de carbono em um polimero, observa-se uma

significante melhora em sua resisténcia mecanica [1].

Devido a similaridade com o tecido 6sseo a hidroxiapatita (HAp) estd sendo muito
utilizada também como revestimento de proteses de quadril pois induz a osteointegracéo
e garante uma boa fixacao da protese. A incorporacdo de VACNTS nestes revestimentos
vem sendo investigada com o intuito de melhorar as propriedades mecéanicas da HAp

[2].

Este projeto € uma sequencia da tese de doutorado de Anderson de Oliveira Lobo [3], 0
qual desenvolveu os parametros utilizados para o crescimento e funcionalizacdo dos
nanotubos de carbono, também desenvolveu a técnica de eletrodeposicdo de HAp em
VACNTS, a qual esta sendo utilizados os estudos aqui propostos para afirmar quais séo
0s parametros ideais a serem utilizados em projetos e testes futuros para a producédo dos

scaffolds para a regeneracdo 0ssea.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Nanotubos de Carbono e Nanofilamentos

Em 1991, o microscopista Sumio lijima, da NEC Corporation-Japdo, estudava o
material depositado no catodo durante evaporacéo voltaica para sintese de fulerenos. Foi
entdo que ele observou que a regido central do depdsito do catodo continha uma
variedade de estruturas grafiticas fechadas, incluindo nanoparticulas e nanotubos de
carbono (CNT) que ndo tinham sido observados anteriormente [4]. Em seguida, Thomas
Ebbesen e Pulickel Ajayan, do mesmo laboratério, mostraram como os CNTs poderiam
ser obtidos em grandes quantidades, simplesmente pela variacdo das condicdes de
evaporacdo a arco voltaico. Esses fatos pavimentaram a explosdo de pesquisas nas
propriedades fisico-quimicas de CNTs em todos os laboratdorios mundiais. As “agulhas”
inicialmente obtidas apresentavam comprimento de até 1 mm, consistindo de tubos
conceéntricos fechados em uma das extremidades ou camadas de grafites enroladas. Foi
constatado que o menor tubo apresentava 2,2 nm de diametro, que correspondia
aproximadamente a um anel de 30 atomos de carbonos hexagonais [5]. Algumas dessas
agulhas consistiam de somente dois tubos fechados na extremidade, enquanto outros
continham mais de 50. A separacdo entre os tubos era de 0,34 nm, que é correspondente
a separagdo interlamelar entre as camadas de grafite. Os CNTs sdo estruturas
semelhantes ao fulereno, que consistem de cilindros de grafeno fechados nas
extremidades por anéis pentagonais. A figura 2.1 mostra exemplos tipicos da estrutura
dos CNT.

Em geral, existem dois tipos de CNTs: os CNT de parede simples (SWCNT) e os CNT
de mdaltiplas paredes (MWCNT), onde podem apresentar-se como verticalmente
alinhados (VACNTYS).
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Figura 2.1: Exemplos tipicos de estruturas de CNT [5].

2.2 Nanotubos de Carbono de Parede Simples (SWCNT)

Uma maneira simples de representar os SWCNT € considerar uma camada simples de
grafite (ou grafeno) e enrolé-la até formar um cilindro. Uma camada simples de grafite
estd constituida por atomos de carbono formando uma rede hexagonal, com ligacdes
simples e duplas, sendo a distancia entre dois &tomos mais proximos da ordem de 0,14
nm. Na grafite, as ligag0es entre camadas s&o do tipo Van der Waals, sendo a distancia
entre elas da ordem de 0,34 nm. Como é mostrado na figura 2.2, o0s SWCNT podem ser
construidos enrolando uma folha grafite de tal modo que dois sitios coincidam
cristalograficamente. Enrolando a folha da grafite na direcdo do vetor chiral C, forma-se
um cilindro, onde os pontos com coordenadas (0,0) e (7,4) coincidem (ou seja, 0s sitios
O e A sdo equivalentes). Neste caso, € formado um CNT chiral com n=7 e m=4. A
direcdo do vetor chiral C pode estar definida em relacdo a direcdo de dois vetores
correspondentes aos CNTs zigzag (angulo 6, ou em relacdo a direcdo dos vetores
correspondentes aos CNTs armchair (dngulo ®= 300- 6). Em qualquer um dos casos, 0
angulo é denominado chiral. Na maioria dos trabalhos relatados na literatura, é utilizado
o0 angulo 6. Portanto, 6 = 0o para 0s CNTs zigzag, 6 = 300 para CNTs armchair e 0°<6<

30° para CNTs chiral. O vetor C que define a dire¢do de enrolamento, denominado vetor
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“chiral”, define a posi¢do dos dois sitios, e é especificado por um par de nimeros

inteiros (n,m):
C = nd, + d,; (Equacio 2.1)

onde d, e d, sdo os vetores unitarios da rede hexagonal da folha de grafite. Quando
n=m, sdo formados os CNTs armchair; quando m = 0, sdo formados os CNTs zigzag, e,
quando n #m #0 sao formados os CNTs chiral.

Direc¢io do eixo
do tubo

Figura 2.2: Esquema da construgdo de um SWCNT. Adaptado de [5].

Na figura 2.3, sdo mostrados, esquematicamente, exemplos dos trés tipos de CNTs
mencionados anteriormente. Na figura 2.3a, 0 CNT é do tipo armchair com indices
(5,5). Na figura 2.3b, o CNT é do tipo zigzag com indices (9,0). Considerando que seus
didmetros sdo aproximadamente iguais ao didmetro de uma molécula C60, seus
extremos sdo formados por dois hemisférios obtidos ao cortar esta molécula na diregédo

perpendicular ao seu eixo de simetria C5, para o primeiro caso; e na direcdo normal ao
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eixo de simetria C3, no segundo caso. Na figura 2.3c, € mostrado um nanotubo chiral.
Em geral, para CNTs armchair, zigzag ou chiral com didmetros maiores, existe uma
grande variedade para seu extremo tipo “hemisfério”, pois os fulerenos correspondentes

apresentam um grande nimero de isdmeros.

Figura 2.3: Estruturas geométricas de SWCNT. (a) CNT armchair (5,5), (b) CNT zigzag
(9,0) e (c) CNT chiral (10,5). Adaptado de [5].

2.3 Nanotubos de Carbono de Parede Multipla Verticalmente Alinhados
(VACNT)

Os CNT constituidos por duas ou mais camadas simples de cilindros coaxiais (obtidos
enrolando folhas de grafite), fechados nos seus extremos também com “hemisférios” de
fulerenos, os que em geral, apresentam defeitos (presenca de pentdgonos nao isolados e
heptagonos), sdo conhecidos como CNT de paredes multipla verticalmente alinhados
(VACNT). A distancia de separacao entre camadas € da ordem de 0,34 nm (3-5% maior
que o espagamento entre as camadas da grafite de aproximadamente 0,339 nm). Na
maioria dos casos, a relacdo comprimento/diametro atinge valores entre 100 e 1000 e,
portanto, podem ser considerados como sistemas unidimensionais. Na figura 2.4 sdo

mostradas as primeiras observagdes de VACNT [6].
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Feixe de elétrons

Figura 2.4: Observagdes de VACNT com N tubos coaxiais e varios diametros internos, di e
externos, de. (@) N=5,di=6,7nm, (b)) N=2,de=55nme(c) N=7,di=2,3nmde =6,5
nm. Adaptado de [6].

2.4 Sintese de VACNTSs

O grande segredo do crescimento dos VACNTSs é uma boa preparacdo das particulas
catalisadoras, que devem possuir didmetros nanométricos e estar distribuidas

uniformemente sobre o substrato [7].

Na figura 2.5 pode-se verificar o desenho esquematico dos mecanismos de crescimentos
propostos, tais como “tipo ponta” e “tipo raiz”, para interpretar o crescimento dos
VACNT. No modelo “tipo ponta”, considera-se que 0 hidrocarboneto se decompde
sobre a parte superior da superficie de uma particula metélica para formar atomos de
carbono e hidrogénio e, em seguida, os atomos de carbono se difundem através dela, ou
sobre sua superficie, até que finalmente se depositam sobre a superficie inferior,
formando os VACNT. As particulas ficam nas pontas dos VACNT durante o
crescimento. No modelo “tipo raiz”, um hidrocarboneto ¢ decomposto sobre a superficie
lateral da particula metélica, e os atomos de carbono difundem-se através delas,
formando os CNT na parte superior da superficie do metal. Neste caso, a particula
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metalica permanece como um suporte para 0s VACNT [7]. Chen e colaboradores [8]
observam que a particula pode se dividir em duas, e uma parte delas fica no substrato e
a outra na ponta. Os diferentes tipos de mecanismos de crescimento sdo dependentes das
interacOes entre as particulas metélicas e a superficie do substrato. Quando a interagdo é
fraca, as particulas metélicas podem se separar do substrato e, consequentemente, sao
levadas para as pontas dos VACNT, caso contrario, as particulas permanecem fixas ao
substrato [8].

"y

Substrato | | || Substrato |

Tipo Ponta Tipo Base

Figura 2.5: Esquema do tipo de crescimento dos VACNT durante a sintese [8].

O método CVD vem sendo largamente aplicado na obten¢do de VACNT [7-8]. O
processo envolve a reacdo de decomposicdo de um vapor ou gas precursor contendo
atomos de carbono, geralmente um hidrocarboneto, na presenca de um catalisador
metalico. A técnica CVD pode envolver apenas processos térmicos ou utilizar plasma
(PECVD) [9]. Os VACNT sdo nucleados e crescidos pelos atomos de carbono advindos
da decomposicdo do precursor, onde o papel das reacdes com a superficie do substrato €
de extrema relevancia. Catalisadores sdo usualmente preparados sobre um substrato
utilizando uma das quatro técnicas: (i) sol-gel [10], (ii) impregnacdo [11], (iii) metalo-
organico CVD [12] ou (iv) métodos de co-precipitagdo [13]. As variantes mais
comumente encontradas na literatura sdo: CVD térmico [14], PECVD [15, 16], HipCO
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(High pressure CO disproportionation) [17] e leito fluidizado [13]. Esta Gltima é a mais
eficiente para o processo de escalonamento industrial. Em particular, a técnica de
MWCVD ¢é eficiente para a producdo de VACNT com elevado grau de pureza, sendo
livre da presenca de carbonos amorfos e particulas metalicas fora dos CNT [18]. O
método MWCVD tem como caracteristica a producdo de VACNT, verticalmente
alinhados. O controle do diametro, comprimento, estrutura e densidade de tubos por

area é facilmente obtido por essa técnica.

Lee e colaboradores [19] prepararam e cresceram VACNT verticalmente alinhados
(VACNT) sobre SiO,, gerado pela oxidacdo de um substrato de Si tipo p, com niquel
metalico como catalisador, por CVD térmico. Foi utilizado acetileno como fonte de
carbono e a temperatura foram mantidas entre 850 e 950 °C. Essas amostras
apresentaram tubos com diametros externos menores e 0 nimero de paredes diminuiu

nas pontas.

Técnicas de PECVD tém sido utilizadas para o crescimento de SWCNT e VACNT,
atraindo grande atencdo pela sua produtividade em massa, alta uniformidade e bom
alinhamento dos tubos. Choi e colaboradores [20] usaram MWCVD para o crescimento
de filmes finos de diamantes nanocristalinos e VACNT sobre substratos de silicio,
dependendo dos parametros experimentais estabelecidos, tais como concentracdo de gas

metano-hidrogénio, temperatura, tempo e forma de tratamento do substrato.

Outros métodos de deposicdo também sdo encontrados na literatura: pirdlise plastica
[21], sintese por chama [22], sintese liquida de hidrocarbonetos [23], forno solar [24],
eletrolise [25], moagem de grafite [26, 27] e tocha por plasma [28].

2.5 Nanobiomateriais a base de CNT

Em 1959, Richard Feynman ganhou o premio Nobel como o primeiro a descrever e
sugerir a nanotecnologia para o desenvolvimento de maquinas moleculares. Desde
entdo, a comunidade cientifica vem investigando a aplicacdo da nanotecnologia para

fins de aplicagdes como nanobiomateriais.
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Os nanomateriais, de uma forma geral, sdo plataformas emergentes as quais podem
ser usadas como scaffolds para estudos de regeneracdo de tecidos in vitro ou in vivo,
inclusive com células-tronco [21,22]. Exemplos destes materiais incluem tanto
nanoparticulas inorganicas quanto orgénicas; pontos quanticos, nanofibras, VACNT e
outros diversos substratos (polimérico, cerdmico ou metélico) projetados com poros
ou protuberéncias em nanoescala. O termo scaffold vem do inglés e significa
“suporte”, no caso especifico, suporte para promover o crescimento e ancoragem
celular. Atualmente, a engenharia de tecido foca seus esfor¢cos na obtencdo de

scaffolds tridimensionais, que possam mimetizar o ambiente in vivo.

A utilizacdo de scaffolds a base de VACNT para crescimento de células vem sendo
amplamente estudadas, podendo variar suas composicGes de acordo com as
aplicacdes. Geralmente utilizam-se os VACNT crescidos sobre substratos, misturados
em hidroxiapatita [29] ou misturados em matrizes poliméricas biorreabsorviveis [30,
31], buscando melhorar propriedades mecéanicas e também favorecer a proliferacdo e

diferenciacdo celular.
2.6 Hidroxiapatita (HAp)

O grupo de fosfatos, arseniatos e vanadatos que tem estruturas hexagonais ou
monoclinicas pseudo-hexagonais muito similares, sdo minerais do grupo das apatitas.
A apatita € o nome geral dos minerais: clorapatita, fluorapatita e hidroxiapatita
(HAp). Na figura 2.6, pode-se observar um modelo mostrando a rede cristalina da

HAp no plano cristalografico 001, onde os atomos séo representados por esferas [32].

Figura 2.6: Rede cristalina da HAp no plano cristalogréfico 001 [32].
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Na Figura 2.6, pode-se notar um arranjo hexagonal dos atomos de célcio ao redor

dos radicais hidroxila, mostrando em detalhe na Figura 2.7.

Figura 2.7: Detalhe do arranjo hexagonal dos &tomos de célcio ao redor do radical
hidroxila [32].

Em geral, as apatitas sdo capazes de formar varias combinacdes na rede cristalina, em
virtude das substituicbes de ions. A HAp estequiométrica tem sido descrita como
sendo monoclinica, tendo como parametros de rede a = 9,4214 A, b = 2a, ¢ = 6,8814
Aey=120°[33].

As apatitas se referem a uma familia de cerdmicos que obedecem a formula
M1o(RO4)6X,, onde M é o célcio, R é o fésforo e X € um hidroxido ou um
composto halogenado. Através da difracdo de raio-X, foi possivel identificar que a

fase mineral do 0sso é uma apatita [34].

As apatitas sdo as fases mais termodinamicamente estaveis dos fosfatos de célcio e por
isso podem ser consideradas como produto final em muitas reacfes envolvendo os

fosfatos de célcio [33].

A bioatividade dos fosfatos de célcio sintéticos, esta relacionada aos parametros do
processo de fabricagdo como os reagentes utilizados, suas concentragfes e ordem de
mistura, impurezas, tamanho e forma de cristais, pH, temperatura, tratamento térmico,

processo de secagem e de sinterizagdo [35].
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HAp, tem sido usada como biomaterial. Sua formula quimica é representada por
Calo(PO4)6(OH)2 [36].

A principal diferenca entre as apatitas bioldgicas e a HAp fabricada sinteticamente é
0 conteudo de carbonato que é muito menor na fabrica. O SBF (Simulated Body Fluid)
¢ considerado uma fonte biomimética vidvel para o aumento de conteldo de
carbonato (COs*) nas HAps sintéticas. Os fons carbonatos substituem parte dos ions

OH- e parte dos grupos PO,> da estrutura da HAp [36].

Embora a composi¢do do osso varie de acordo com a sua posi¢do no corpo, idade,
alimentacdo, doencas, entre outras, geralmente sua parte mineral ou inorganica
corresponde de 60 a 70% do tecido. O restante é formada por uma matriz organica
(90% de colageno e 5% de proteinas) e agua (5 a 8%). A HAp é o fosfato de célcio
mais comum na fase mineral (cerca de 65%). Apresentando um cristal plano de 20 a
80 nm de largura e 2 a 5 nm de espessura. A combinagdo da hidroxiapatita com o
coldgeno é responsavel pelas propriedades mecanicas do 0sso, como a sua

viscoelasticidade [34].

O o0sso é um tecido dindmico, ou seja, estd continuamente em formacgdo ou reabsorcéo,
fenbmeno chamado de remodelamento. O 0sso € um dos poucos tecidos no corpo

capaz de se restaurar completamente apds um trauma [37].

Um substituto 6sseo deve ser esterilizavel, ndo toxico, biocompativel, disponivel em
grandes quantidades, indutor de diferenciacdo celular para a formacdo de células
Osseas e reabsorvivel [38].

Através de estudos realizados ha varios anos, tem-se comprovado a biocompatibilidade
e a osseointegracdo dos fosfatos de calcio, como a HAp. Além dessas caracteristicas
tem-se verificado a auséncia de toxicidade local ou sistémica e auséncia de reacdo a

corpo estranho, tanto para a hidroxiapatita sélida quanto para a particulada [39].
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A HAp em forma de p6 tem sido bastante utilizada para preenchimento em defeitos
0sseos, causados por tumores e quistos, apresentando resultados de osseointegracéo
em 100% dos casos [40].

A HAp interage com 0 o0sso circundante de uma forma bastante estavel, tanto fisica
como quimicamente, permitindo que a reparacdo aconteca como se fossem entre

tecidos 0sseos apenas[39].

Quando a HAp ndo é reabsorvida ocorre apenas a osseointegracdo, permanecendo esta

como um corpo estranho, sem ser substituida por 0sso novo [39].
2.6.1 A Hidroxiapatita sintética

Varias técnicas de sintese de HAp vém sendo desenvolvidas, dentre elas: sintese
mecanoquimica, preparacdo por combustdo, deposicdo eletroforese, sol- gel, sintese

hidrotérmica e precipitacdo em solucdo aquosa [41].
2.6.2 A Deposicdo eletroquimica

As técnicas de deposicdo se dividem, basicamente, em puramente fisicas (métodos que
usam evaporacdo), puramente quimicas (reacdes em fase liquida ou gasosa) ou fisico-

quimicas (eletrodeposicdo).

A deposicdo eletroquimica € um processo que requer equipamentos de baixo custo e,
atualmente, conta com um conhecimento cientifico e tecnoldégico muito desenvolvido
[42].

Essa técnica € bastante atrativa, pois pode ser usada para revestimento de superficies
altamente irregulares com rapidez e em baixas temperaturas, além de possibilitar um
alto controle da cristalinidade do depositado. Também pode ser utilizada como

ferramenta para a formacéo de filmes, nanoestruturas e monocamadas [43].

No processo de eletrodeposicdo o substrato que ira receber o revestimento é
posicionado no anodo (eletrodo negativo) e o material a ser corroido ou que servira

para fechar o circuito elétrico sem sofrer corrosdo € posicionado no catodo (eletrodo
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positivo). Os eletrodos s&o imersos em uma solugdo que fornece os elementos do
material a ser depositado ou servir apenas como fonte de ions para fechar o circuito

e promover a transferéncia de material do catodo para o anodo [44].

Por ser um processo ndo espontaneo, existe a necessidade da utilizacdo de uma fonte
de corrente continua para o direcionamento do fluxo de elétrons. A espessura da
camada depositada depende de varios fatores tais como temperatura e pH do

eletrdlito, velocidade e direcdo da agitacdo, tensdo aplicada, tempo, etc [99,100].

A Figura 2.8 ilustra uma célula de eletrodeposicdo de fosfatos de calcio.
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Figura 2.8: llustracdo da célula de deposicédo de fosfato de célcio. (adaptado de [45])

Durante o processo de deposicdo ocorre um consumo de energia para que se formem
0s nucleos de crescimento dos cristais do material a ser depositado. Ap6s iniciado o

processo de recobrimento do anodo, a corrente diminui gradualmente [46].

O anodo, por ser um material metalico e estar imerso em um eletrolito possui,
naturalmente, cargas negativas. Na tentativa de se neutralizar estas cargas negativas,
levando o sistema a um estado termodinamicamente estavel, ocorre a atracdo de ions
positivos contidos no eletrolito. Essa camada de ions adsorvidos (aderidos a
superficie do anodo) é chamada de Camada Interna de Helmholtz (CIH) e ¢

composta de ions ou moléculas adsorvidas, ilustrada na Figura 2.9.
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Além dessa primeira camada, existe uma outra formada por ions envolvidos por
moléculas de agua chamada de Camada Externa de Helmholtz (CEH) ou Camada de
Difusdo que se aproximam do anodo apenas por atracdo eletrostatica. Essa camada é
mais espessa do que a CIH, variando entre 0,3 a 0,5 mm em eletrolito sem agitacéo
mecéanica e entre 0,001 e 0,01 mm com agitacdo. Para além dessa camada, encontra-se

o eletrélito onde os ions presentes estdo longe da acdo da carga do anodo [46].

A B

\

Metal

A
Yy

Y

Dupla camada Solucéao
eletrica

Figura 2.9: Esquema ilustrando a dupla camada elétrica formada por ions adsorvidos
na superficie do eletrodo metalico e por ions solvatados. (A) camada interna de Helmholtz,
(B) camada externa de Helmholtz [47].

A formacdo de bolhas de hidrogénio ao redor do anodo, comum nos processos de

deposicdo, sdo responsaveis pelo desenvolvimento de poros no revestimento.

Devido a hidroxiapatita ndo ser condutora, ocorre um aumento de resisténcia do
sistema, levando a um limite de espessura de material depositado sobre o catodo.
Além disso, a presenca de bolhas de hidrogénio durante a deposicdo aumenta a

porosidade do depdsito [43].
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De acordo com o trabalho de Canto, 2005, durante a deposicdo de hidroxiapatita
verificou-se que tensdo e a corrente influenciam na quantidade de massa depositada,
sendo que, quanto maior a corrente, maior a quantidade de massa. A corrente teve
0 mesmo comportamento em todas as deposicOes, iniciando alta e diminuindo com o
passar do tempo. Os cristais do depositado apresentaram formas arredondadas e

alongadas.
2.6.3 HApeCNT

A maioria dos materiais biomédicos com CNT estda em fase de pesquisa e
desenvolvimento. A sua utilizacdo nesta aplicagdo esta relacionada as elevadas
propriedades apresentadas pelos CNT. Os estudos nesta area resumem-se
atualmente ao aprimoramento de biomateriais ja conhecidos e utilizados

comercialmente, com a possibilidade de novas aplicagdes.

A utilizacdo dos CNT como arcaboucos para crescimento tecidual (scaffolds): os mesmo
proporcionam o reforgo estrutural necessario para suporte de tecidos. Pesquisadores ja
comprovaram que, dispersando uma pequena fracdo de nanotubos de carbono em um

polimero, observa-se uma significante melhora em sua resisténcia mecanica [1].

Além da aplicacdo em tecidos bioldgicos, inimeros estudos tém sido realizados na
area biomédica, na obtencdo de compositos reforcados com CNT, tanto com matriz
ceramica como polimérica. O material ceramico HAp é um dos materiais de grande
estudo nesta area que, vem sendo reforcado com CNT, tanto para revestimentos como

para um produto final, visando um aumento de suas propriedades mecanica.

A HAp esta sendo muito utilizada também como revestimento de proteses de quadril
devido a sua elevada similaridade com o tecido 6sseo, induzindo a osseointegracéo e
garantindo uma boa fixacdo da protese. A incorporacdo de CNT nestes revestimentos
vem sendo investigada com o intuito de melhorar as propriedades mecénicas da HAp
[2,3].
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Além de estudos de revestimento e tratamento superficial, alguns estudos de
sinterizacdo de produtos finais compdsitos de HAp e CNTs podem ser encontrados na
literatura. Segundo Li et al. (2007), que investigou a possibilidade de fabricacdo de
um produto com HAp e CNT, os valores de resisténcia a flexdo e tenacidade a fratura
de HAp reforcada com CNT séo superiores a HAp pura.

A eletrodeposicdo de filmes cristalinos de HAp nanoestruturada foi desenvolvida por
Lobo em sua tese de doutorado [53] Cada vez mais busca-se o desenvolvimento de
estruturas que possam facilitar a adesao, proliferacdo e diferenciacdo de celulas-tronco
in vitro, podendo desta forma, ser aplicadas em processos regenerativos de tecidos.
Estas células aderem-se sobre as superficies de proteses biocompativeis podendo
acelerar drasticamente a integracdo de um implante [48, 49, 50]. Entretanto muitas
limitagbes podem desfavorecer a aderéncia das mesmas sobre superficies
implantaveis, pela dificuldade de adesdo [51]. No campo de aplicacBes protéticas,
filmes bioativos de HAp mostram habilidades especiais para a interacdo com proteinas
e células, podendo ser usadas para a manipulacdo de células-tronco [52]. Desta forma,
pode ser considerado que o desenvolvimento de nanoestruturas a base de VACNT e
HAp possam vir a acelerar os processos de adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de
células-tronco, visando aplicagcdes em engenharia de tecido dsseo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Producao e modificacdo superficial dos VACNTSs
3.1.1 Preparacdo das amostras

Os VACNT fordo produzidos no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, no
Laboratdério Associado de Sensores e Materiais utilizando o sistema de deposicao
quimica via fase vapor assistido por plasma de microondas. Substratos de Ti nas
dimens@es de 10 mm x 10 mm x 1 mm foram lixados e submetidos a limpeza utilizando
solucdo de alcool etilico em banho de ultrassom. Apos esta etapa, foram aquecidos a

uma temperatura de 200 °C para que seja criada uma barreira de difus&o.
3.1.2 Deposicdo dos Filmes Catalisadores

Estes procedimentos foram realizados numa evaporadora por feixe de elétrons (Auto
306 —EB3 Multihearth Electron Beam Source), localizada no Laboratério de Células
Solares do Laboratorio Associado de Sensores e Materiais do INPE. Foi depositado
um filme fino de Fe (espessura 10 nm) que é utilizado como catalisador metalico para o

processo de crescimento dos VACNT.
3.2 Crescimento dos VACNT utilizando MWCVD

A deposicdo dos VACNT foi realizada em reator de plasma de microondas. Um
esquema do conjunto do reator de microondas, cuja camara é de aluminio

anodizado, pode ser visto na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Uma vista do desenho de conjunto do reator de microondas de aluminio

anodizado.

Conectada ao reator estd uma bomba de vicuo mecéanica da Edwards. O controle de
pressdo no reator é feito através de um sensor tipo Barocel. A entrada de gases é
monitorada por um controlador de fluxo de massa MKS-247C. Vale ressaltar que
existem janelas de quartzo na altura do porta-amostra, que permitem a observacdo da

amostra e do plasma.

Na Figura 3.2 pode-se verificar o desenho esquematico do reator de plasma de
microondas conectado a bomba mecénica e aos sistemas de tubulacBes dos gases

utilizados durante o processo de crescimento dos VACNT.
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Figura 3.2: Diagrama esquematico do reator para crescimento dos VACNT. Elaborado

por Anderson de Oliveira lobo cujo trabalho é antecessor deste.

3.2.1 Processo de Deposicao

Conforme descrito anteriormente, o processo de deposicdo de filmes de CNTs por
técnicas de CVD da-se pela preparacdo da superficie de um substrato com uma
camada intermediaria (com funcdo de barreira de difusdo), um catalisador metalico
nanoparticulado e a insercdo das amostras em atmosferas contendo gases de

hidrocarbonetos a temperaturas elevadas.

Os VACNT foram crescidos em duas etapas, as quais foram denominadas de pré-
tratamento e deposicdo, respectivamente. Na etapa de pré-tratamento, o objetivo foi
criar nano-ilhas do material catalisador, a partir das quais 0s nanotubos puderam ser
nucleados. Antes de iniciar esse processo, misturaram 90 sccm de H, +10 sccm de N,
a uma pressdo de 4x10°Pa, aquecendo o porta-amostra com uma resisténcia elétrica
até uma temperatura aproximada de 300 °C. Para a utilizacdo dos substratos de vidro

nao se elevou a temperatura a 300 °C, pelo fato de ser necessario o crescimento em
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temperaturas inferiores a 600 °C. Na fase de pré-tratamento, com duracdo de 5
minutos, a poténcia do gerador de microondas foi mantida em 800 W e a
temperatura atingiu cerca de 760 °C. Na etapa de deposi¢do, 14 sccm de CH, foram
adicionados como fonte de carbono, por periodos que variaram de 1 a 30 minutos,

dependendo do estudo a ser realizado.
3.3 Tratamento dos VACNT alinhados utilizando plasma de O2

funcionalizacdo dos VACNT, para a obtencédo da superhidrofilicidade foi realizada no
Laboratorio Associado de Sensores e Materiais utilizando tratamento a plasma

utilizando o sistema de plasma DC-pulsado.

Nesta técnica utiliza-se uma fonte chaveada pulsada e bipolar com caracteristicas
especiais de pulsos de saida para a geracdo do plasma e tratamento das amostras
utilizadas neste trabalho. A fonte tem uma frequéncia de operacdo que pode ser
ajustada entre 10 e 80 kHz com uma duracdo do pulso variavel de 5 a 95% do ciclo
total. Para este trabalho a mesma foi configurada com uma frequéncia de 20 kHz e uma
duracdo de pulsos de 47% do periodo total. O géas utilizado foi 0 O, com fluxo de 1

sccm controlado através de controladores de fluxo em massa.

Os parametros para a producdo dos VACNTSs superhidrofilicos (VACNT-0O,) foram
estipulados por estudos realizados no trabalho antecessor de mestrado e doutorado e
agora pesquisador doutor Anderson de Oliveira Lobo.

3.4 Eletrodeposicédo de hidroxiapatita sobre VACNT-O;

Na figura 3.3 segue o desenho esquematico de como sdo posicionados os VACNTSs-O;
para o processo de eletrodeposicdo de HAp. Na descri¢do do anodo, sdo posicionados 0s
VACNTSs-O, crescidos sobre o Ti e na posi¢do do catodo posiciona-se o eletrodo de

platina. Uma demonstracdo do sentido da corrente também segue demonstrada.
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Figura 3.3: llustracéo da célula de eletrodeposicdo de HAp

A montagem do anodo é feita conforme ilustrado na Figura 3.4, as placas de Ti com
VACNTs-O, sdo posicionadas ao centro do cachimbo para receberem a HAp
eletrodepositada. Como catodo é utilizado um eletrodo de platina, a corrente € aplicada
por uma fonte, o pH e a temperatura da solucdo sdo ajustados antes do inicio do

processo. A Solucdo de fosfato de calcio permanece em agitacdo durante todo o tempo.
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Figura 3.4: Montagem do anodo para eletrodeposi¢do de HAp.

A solucdo eletrolitica para o processo de eletrodeposicdo de HAp segue
demosntrada na tabela 3.1. Ressalta-se que tais concentragbes foram
estabelecidas de acordo com a razédo molar de Ca e P da HAp, ou seja, 1,67.

Tabela 3.1-Eletrodeposi¢cdo de HAp

] CONCENTRACAO VOLUME
ELETROLITOS (MM) (ml)
Ca(N0s).4.H,0 2,5 50
NH,H,PO, 15 50

A figura 3.5 demonstra a montagem do sistema de eletrodeposicdo de HAp sobre os
VACNTs-O,. Todo este processo foi realizado no Laboratério de Nanotecnologia
Biomédica da UNIVAP, sob a supervisdo do colaborador deste projeto, Prof. Dr.
Anderson de Oliveira Lobo, viabilizado via projeto FAPESP (2011//17877-7). Para a
geracdo da diferenca de potencial entre os eletrodos, utilizou-se uma fonte ajustavel
montada com tensdo variavel até 20 V. Boa parte do projeto foi feita utilizando a
tensdo de 3,4 V, sendo que, foram controlados simultaneamente os parametros de

temperatura e pH de forma manual. A célula eletroquimica foi montada sob uma placa

33




de aquecimento com agitagdo, para que fosse mantida a temperatura préxima dos

100°C sem a presenca de bolhas.

Figura 3.5: Sistema de eletrodeposi¢cdo montado no Laboratorio de Nanotecnologia
Biomédica — UNIVAP.

Os nanocompésitos de HAp/VACNTs-O, foram caracterizados utilizando anélises
morfolégicas e estruturais, tais como: microscopia eletrdnica de varredura,
difractometria de raios X, espectroscopia dispersiva de raios X (EDX) e espectroscopia
Raman.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Sabendo-se que o controle da hidrofobicidade torna-se importante para a realizacdo do
processo de eletrodeposicdo, variaram-se alguns parametros para definicdo do
processo, até o presente momento, ideal para obtencdo de filmes de HAp sobre os
VACNT-O..

A Figura 4.1 mostra os cristais de HAp formados sobre os VACNTs-O,, com uma
visdo de topo (a) e na lateral (b e c). Os parametros foram: Tensdo -3V; Tempo: 2

horas; Temperatura: 70°C.

Figura 4.1: MEV mostrando os cristais de HAp formados sobre as amostras de VACNTSs-

O, obtidos por eletrodeposicéao.

Através do controle da molhabilidade dos VACNTs-O,, utilizando o tratamento a
plasma, conseguiu-se obter um biofilme de HAp totalmente homogéneo sobre toda a

superficie da amostra. Este processo ocorre provavelmente pelo aumento da area
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superficial, e consequentemente o aumento da energia de superficie, necessitando de
estudos de parametros termodindmicos para a formacdo de cristais a partir de uma

superficie rugosa e nanométrica.

Na Figura 4.2 podemos ver com mais detalhes, os cristais de HAp formados, com

uma maior ampliagéo.

Figura 4.2: MEV dos cristais de HAp formados sobre as amostras de VACNTSs-05. (a)
mostra a homogeneidade e quantidade de cristais produzidos. (b) detalhe das dimens6es

médias formadas.

Na Figura 4.2a percebe-se que os cristais de HAp formados sdo obtidos de forma
homogénea e em grandes quantidades, mantendo basicamente a mesma orientag&o.
Na Figura 4.2b conseguimos estimar aproximadamente as dimensdes dos cristais
formados, onde se apresenta com espessuras nanométricas e comprimentos em torno

de aproximadamente 3um.

Foi realizado um estudo sobre o tempo minimo necessario para o crescimento de
cristais de HAp sobre as amostras de VACNTs-O,. Procurou-se avaliar a faixa em
que O processo encontrava-se estavel. Na Figura 4.3 mostram-se as MEVs dos
cristais de HAp produzidos entre os tempos de (a.1 e b.1) 20 minutos, (a.2 e b.2) 30

minutos e (a.3 e b.3) 2 horas.
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Figura 4.3: Imagens de MEV mostrando a evolucdo do crescimento de cristais de HAp

sobre VACNTSs-O,. Os tempos de eletrodeposicao foram de (a.1 e a.2) 20 minutos, (b.1
e b.2) 30 minutos e (c.1 e c.2) 2 horas.

Através dos resultados obtidos, percebe-se que o processo de eletrodeposicdo de
cristais inicia-se bem antes de 20 minutos (Figura 4.3a.1 e bl). Desta forma, torna-
se extremamente viavel o levantamento da termodindmica do processo de

crescimento, o que seria realmente interessante para que ocorra 0 entendimento dos
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processos de formacdo de cristais de HAp. Com a diferenca de 10 minutos consegue-
se observar poucas alteracdes nos detalhes (Figura 4.3al e b1) em relacdo aos cristais
obtidos com 20 minutos de crescimento (Figura 4.3a2 e b2). O processo de
eletrodepsicao apresenta uniformidade, pois mesmo apds 2 horas (Figura 4.3a3 e b3),
observa-se somente 0 aumento da camada de HAp eletrodepositada. Este processo
ocorre devido ao processo de eletrodeposicao propriamente dito. Pois a evolucdo de
corrente ocorre somente nos segundos iniciais do processo, onde forma-se uma
camada de ions adsorvidos (aderidos a superficie do anodo), chamada de Camada
Interna de Helmholtz (CIH). O processo de eletrodeposicdo de HAp apos a formagéo
desta camada, ocorre a migracdo dos fons de Ca’* sobre os VACNTs-O, e apés a
precipitacdo de PO,> para a formagdo da estrutura da HAp. A partir desta primeira
camada, todo o processo € assistido por difusdo. Vale ressaltar que este processo torna-
se inovador, sendo extremamente diferenciados de outros ja obtidos na literatura, pois

se trata de um processo rapido, homogéneo e eficiente.

Na Figura 4.4 segue o EDS, para comprovar a eficiéncia da eletrodeposicdo, foi

realizado um EDS pontual e por uma éarea de 1um? Podemos observar a presenca

dos elementos Ca e P.
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900 |
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Figura 4.4: EDS dos filmes de HAp obtidos sobre VACNTSs-O3.
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No resultado de EDS mostrado na Figura 4.13, a concentragdo molar encontrada para
0 Ca foi de 9,21 mol e para o P foi de 5,63 mol, fazendo com que a relacdo Ca/P
chegando a proximo de 1,64. Estes valores encontram-se proximos a relacdo Ca/P da
HAp estequiométrica € 1,67 [3, 53]. A espectroscopia Raman trata-se de uma técnica
de caracterizagdo estrutural amplamente utilizada para identificacdo de ligagcdes
quimicas presentes em nanocompositos a base de fosfato de célcio. Sendo assim, 0s
modos vibracionais de Ca/P presentes nos nanocompoésitos de HAp/VACNT-O, sdo

mostrados na Figura 4.5.
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Figura 4.5: Espectro Raman dos filmes bioativos de HAp obtidos sobre as amostras de
VACNT-O,.

O espectro Raman da HAp sobre os VACNT-O, obtidos apdés 30 minutos de
eletrodeposi¢cdo sdo mostrados na Figura 4.5. Observamos em ambos 0s espectros a

presenca da banda D e G, tipica de materiais carbonosos. O espectro dos biofilmes de
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HAp contém bandas associadas ao carbonato de fdsforo, apatita e ions de hidroxila
presentes. Observa-se que ocorre a presenca de uma banda muito intensa a 961 cm™, a
qual esta relacionada ao modo de estiramento do grupo fosfato (PO,), caracteristica
quando obtem-se cristais de HAp. Os outros modos de fosfatos sdao também observados
no espectro Raman, sendo eles relacionadas aos modos de estiramento, tais como: 432
cm 1(PO4), 590 cm * (PO4), 1025 cm™*(PO,) e 1035 cm™*(CO3) [3, 53].
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5 CONSIDERACOES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS

De acordo os testes realizados pode-se verificar que ha influencia da temperatura do
tempo da reacdo de eletrodeposicdo, Quanto maior a temperatura menor é o tempo para
a formacédo da camada de HAp nos VACNTSs-O,, 0 que consequentemente influencia na
razdo calcio/fésforo. A 23°C ocorre a formacdo de fosfato de célcio amorfo em
aproximadamente 50 min. A 70°C ocorre a eletrodeposicdo de HAp cristalina em
aproximadamente 50 min. A 98°C ocorre a eletrodeposicdo de HAp cristalina em

aproximadamente 20 min.

Propdem-se como continuidade deste projeto o estudo mais detalhado sobre os
parametros termodinamicos influentes no processo de eletrodeposicdo de HAp sobre os
VACNTSs-O,. Para o0 estudo de tais parametros ha a necessidade da utilizacdo de um
potenciostato com controles de pH, temperatura e monitoracdo de evolucao de correntes
durante todo o processo. Este estudo sera viabilizado ap6s a utilizacdo do potenciostato
PGSTAT128N que serd montado no laboratério de Nanotecnologia Biomedica. Sera
também necessario realizar a caracterizacdo dos nanocompositos de HAp/VACNT-O,
obtidos por: microscopia eletronica de varredura; espectroscopia Raman; difracdo de

raio-x, espectroscopia de infravermelho; espectroscopia dispersiva de raios-X.
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