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Resumo. Titénio e suas ligas séo utilizados em implantes ortopédicos e dentérios devido & combinagdo de
suas propriedades, tais como resisténcia mecénica e comportamento bioinerte quando em contato com
tecidos adjacentes. Por outro lado, em casos onde a reconstrucéo tecidual se faz necessaria, materiais
com comportamento bioativos devem ser indicados. Para estes casos, ceramicas a base de titdnia podem
ser uma alternativa devido ao seu comportamento bioativo, e sdo normalmente utilizadas engquanto
recobrimento metalico. Recentemente, foi proposto o desenvolvimento de um biomaterial nanométrico
estrutural a base de compostos de titania. Estes materiais podem ser sintetizados através de diferentes
processos, entre eles por sintese hidrotermal. Apresentam em geral caracteristicas fisicas favoraveis, tais
como alta area superficial. Alem disso, a adi¢do de outros elementos, tais como zirconia e fosfatos na
rede da titdnia podem promover alterages nas suas propriedades, permitindo novas aplicacfes de tais
compostos. No entanto, estes p6s devem ser melhor investigados através de testes in vitro para avaliar a
sua citotocixidade, como primeira condi¢do a ser satisfeita para o uso enquanto material bioldgico.
Neste trabalho, compostos nanométricos a base de titanio foram preparados utilizando-se o processo de
sintese hidrotermal em meio alcalino com pés precursores de titAnia comercial associado a zirconia em
diferentes proporcBes e fosfato.Os pds foram prensados uniaxialmente e os diferentes compostos
analisados utilizando-se testes in vitro. Os testes de citotoxicidade foram realizados com linhagem de
células de ovario de hamster chinés (CHO-k1), de acordo com a norma I1SO 10993-5. Em geral, mesmo
com as dimensbes reduzidas das particulas, os nanotubos de titanio incorporados com zirconia em
diferentes concentragdes foram considerados ndo citotdxicos, sendo possivel sua utilizagdo enquanto
biomaterial. No entanto, os pds de nanotubos de titanio puro e dopados com fosfato foram considerados
materiais citotoxicos.

Palavras-chave: Nanotubos de titanio, Dopagem, Biomateriais, Citotoxicidade, Testes
in vitro.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de biomateriais sinteticos, naturais ou hibridos, depende da
contribuicdo de profissionais com uma vasta gama de competéncias, em varias areas do
conhecimento. Assim, estudos envolvendo os procedimentos de sintese, otimizacéo do



processamento dos materiais, bem como resposta do tecido implantado quando em
contato com o tecido hospedeiro, precisam ser realizados em sintonia para selecionar as
melhores caracteristicas de um material de implante para uma aplicacdo especifica
(PARK & LAKES, 2010; SCHIEKER et al., 2006; SHIEH & VACANTI 2005). Apos a
implantacdo do biomaterial em tecidos vivos, as interacfes sdo inevitaveis, sendo o
mais adequado a utilizacdo de materiais que interajam com os tecidos de forma mais
favoravel ao hospedeiro. Desta forma, biocompatibilidade se refere a habilidade do
material de induzir uma resposta apropriada do hospedeiro em uma situacao especifica
(WILLIAMS, 1996). Para serem biocompativeis, os biomateriais também devem
atender a algumas condicGes, tais como permitir o crescimento de vasos ao redor e
migracdo de células (WEYAND &SCHROEDER, 2005).

Os biomateriais podem ser classificados em bioinertes, bioativos ou
reabsorviveis, de acordo com seu comportamento biolégico quando em contato com o
tecido hospedeiro (HENCH, 1991; RAVAGLIOLI & KRAJEWSKI, 1992). Os
materiais bioativos, destacando-se a hidroxiapatita, algumas composicoes de biovidros e
a titnia (HENCH, 1998), sdo aqueles que promovem a formacdo de uma forte ligacédo
quimica entre o material e o tecido, através da inducdo de uma resposta bioldgica na
interface do material (KAWABATA et al., 2011).

Desde 1950, o titanio e suas ligas tém sido utilizados com sucesso como
materiais de base para proteses dentarias e ortopédicas (NATH, 2010; LONG & RACK,
1998). A biocompatibilidade e resisténcia a corrosdao sdo geralmente atribuidas a
camada de passivacdo do oxido de titdnio (TiO,), que é basicamente amorfa e
morfologicamente homogénea (SUL et al., 2001). Os materiais ceramicos a base de
TiO, também podem ser utilizados enquanto biomaterial (ZHANG et al., 1998;
HUANG et al., 1998, NAN et al., 1998). Este material ceramico pode induzir a
formacédo de apatita in vitro (KASUGA et al., 2002; WANG et al., 2002) e estimular a
osteocondutividade in vivo (UCHIDA et al., 1999). Esta bioatividade é baseada na sua
habilidade de se ligar diretamente ao 0sso ap6s um periodo curto de implantacdo (WU
et al., 2004). Estas ceramicas ndo sdo citotoxicas quando em contato com hepatécitos e
cardiomidcitos de ratos (VON WALTER et al., 2005).

No entanto, estas cerdmicas sdo propostas para serem utilizadas em camadas
bioativas na superficie de implantes. Alguns métodos para ampliar o seu campo de
aplicacdes incluem a preparacdo de ceramicas a partir de p6s nanoestruturados (LEE et
al., 2003; LEE & ZUO, 2004). Estes materiais podem ser sintetizados através de
diferentes processos, tais como sol-gel, hidrélise térmica, hidrolise em meio aquoso e
sintese hidrotermal (DEBNATH & GHOSH, 2009). Apresentam em geral
caracteristicas fisicas favoraveis, tais como alta area superficial. Alem disso, a adi¢do de
outros elementos, tais como zirconia e fosfatos na rede da titdnia podem promover
alteracdes nas suas propriedades, permitindo novas aplicagdes de tais compostos. No
entanto, estes pos devem ser melhor investigados através de testes in vitro para avaliar a
sua citotocixidade, como primeira condigéo a ser satisfeita para o uso enquanto material
bioldgico.

O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo da citotoxicidade de nanotubos a base
de titnia contendo modificacBes por fosfato e zirconio em diferentes proporcoes
visando o desenvolvimento de biomateriais alternativos.

2. MATERIAIS AND METODOS

Neste trabalho, compostos nanoestruturados a base de titanio (TNT) foram
preparados via sintese hidrotermal em meio alcalino de pds comerciais de titania



conforme trabalho publicado anteriormente (YOSHITO et al., 2009). Em uma descrigéo
breve, consiste na mistura de dxido de titdnio comercial com os diferentes dopantes em
meio fortemente alcalino e seu tratamento hidrotérmico a 150 °C em um reator
pressurizado. As modificacGes estruturais foram feitas com a dopagem de zirc6nia em
diferentes proporcdes (5, 10 e 15 mol% TNT-Zr-X, X=5, 10 ou 15) ou fosforo (TNT-
PO,4 com 10 mol %).

Os nanotubos foram analisados por difracdo de raios-X (DRX, Multiflex,
Rigaku), na faixa angular de 20 entre 5° e 80° passo de varredura de 2°min. Os
espectros de difragdo resultantes foram analisados utilizando-se o programa Search-
Mach e comparados com o banco de dados PDF-ICDD para identificacdo das fases
presentes. A influéncia da adicdo de zirconio ou fdésforo na morfologia dos pds de
nanotubos de titania foi avaliada por Microscopia Eletrénica de Varredura de Alta
Resolucdo (MEV-FEG, JSM 6701S, JEOL).

Os pb6s obtidos foram compactados uniaxialmente (50 MPa) e a
biocompatibilidade das amostras foi analisada utilizando-se ensaios invitro. A
citotoxicidade foi avaliada por meio de metodologia quantitativa de acordo com as
diretrizes descritas na norma 1SO 10993, parte 5 referente a citotoxicidade. O ensaio
utilizado se baseia na determinacdo de células viaveis ap6s a exposicdo da populacdo
celular a diversas concentracGes do extrato obtido.

Apds a incubacdo das amostras em meio de cultura celular RPMI (Gibco®) sem
soro a 37° C por 24 h, foi realizado um controle visual da coloragdo dos extratos, assim
como o controle do pH das solucdes. Os extratos obtidos foram pipetados (50 ul) em
placas de cultura de 96 pogos sobre as células CHO, previamente incubadas por 24 h em
estufa com 5% de CO;

A andlise da quantidade de células viaveis foi realizada por metodologia
colorimétrica, pela incorporacdo de corante supravital e um agente acoplador de elétrons
(MTS/PMS). Para a coloragdo do extrato ndo interferir no resultado do corante vital,
antes de adicionar a solucdo de MTS/PMS, os sobrenadantes foram aspirados dos pocos
e as celulas aderidas foram lavadas com solucdo de PBS pH 7,4. Apos a lavagem
adicionaram-se 100 pL de meio de cultura com soro e 20 pL da solu¢do do corante
MTS/PMS. As placas foram incubadas por mais 2 h e em seguida lidas em leitor de
placas a 490 nm. A quantidade de corante incorporada pela populacdo celular é
diretamente proporcional ao nimero de celulas viaveis em cultura. A morfologia das
células foi acompanhada em microscopio optico apds o mesmo periodo de analise.

A relacdo entre a concentragdo do extrato e a quantidade de células viaveis
resultou em curva dose-resposta e 0 parametro utilizado para avaliagdo da
citotoxicidade foi calculado pela concentracdo do extrato que matou 50 % das células
expostas (Concentracdo Inibitoria — C150%).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Caracterizacao fisico-quimica dos nanotubos

A Figura 1 apresenta os difratogramas de raios X dos compostos
nanoestruturados a base de titanio puro ou dopado com zirconio ou fosforo. E possivel
observar que a fase majoritaria de todos os compostos é a fase de titanato de titanio
(H2Ti20s). Os p6s de TNT puro e dopado com fosforo apresentam somente esta fase
cristalina. Com a dopagem com zirconio, observa-se a diminuig&o significativa de picos
ndo tdo intensos desta fase e 0 aparecimento das fases de Oxido de zirconio (ZrOy),
sendo mais evidenciados em concentragdes de zirconio maior que 5% mol.
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Figura 1: Difratogramas de difragdo de raios X dos compostos nanoestruturados de
titanio

A morfologia dos p6s de compostos nanoestruturados a base de titanio foi
observada por MEV-FEG para evidenciar a influéncia da incorporagéo do zirconio na
morfologia dos po6s (Figura 2). Pode-se observar que os nanotubos sdo apresentados na
forma de bastonetes alongados para todas as composic¢oes estudadas, e que na realidade
sdo nanotubos ocos com crescimento preferencial na direcdo [0 1 0]. O nanotubo de
tithnio puro (Figura 2a) apresenta-se mais desaglomerado em comparacdo aos
nanotubos com zircdnio incorporado (Figura 2 b-d). Alem disto, conforme aumenta-se
progressivamente a quantidade de zirconio adicionado durante a sintese do material,
verifica-se que eles tornam-se mais grossos e unidos em forma de bastdes com diametro
aproximado de 200 nm para as amostras contendo ate 10% de zirconio (Figura 2 b e c)
e chegando-se ate aproximadamente 350 nm para as amostras contendo 15% de zirconio
(Figura 2d).
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Figura 2: Micrografias eletrénicas de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG) de p6s
dos compostos nanoestruturados de titdnio: a) TNT puro; b) TNT-Zr 5; ¢) TNT-Zr 10;
d) TNT-Zr 15.

3.2  Avaliagdo da citotoxicidade in vitro dos nanotubos

As Figuras 3 e 4 mostram a coloracdo dos extratos (na concentragdo de 100%)
apos a incubacdo das amostras em meio de cultura celular por 24 h. Em relacdo a
coloracéo do controle negativo (alumina), os extratos de todas as amostras apresentaram
coloracdo alterada. A amostra de TNT dopado com fdsforo foi o que apresentou a maior
alteracdo na colocacdo, seguido pela amostra de TNT puro. As amostras de TNT
dopadas com zircnio apresentaram coloracdo alterada, diminuindo a sua intensidade
conforme maior a quantidade de zirconio adicionado no TNT.

A Tabela | apresenta os valores de pH dos extratos iniciais das amostras. Pode-
se verificar que as amostras de nanotubo de titanio puro e titdnio dopados com fdsforo
ndo apresentaram diferencas de valores de pH em relacdo aos controles negativo e
positivo. No entanto, as amostras de nanotubos dopados com zircbnia apresentaram
valores de pH maiores, indicando solu¢fes mais basicas quando comparados com 0s
nanotubos puros, porém sem uma tendéncia em relacdo a quantidade de zirconio
adicionado. As amostras com pH igual a 7,5 (TNTs puro e dopados com fésforo) foram
as que apresentaram solugdo com colora¢do mais avermelhada.



Figura 3: Fotografia dos extratos do controle negativo (alumina) e das amostras TNT-
Zr 5, TNT e TNT-PO,4 na concentracao de 100 %
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Figura 4: Fotografia dos extratos do controle negativo (alumina) e das amostras TNT-
PO4, TNT-Zr 10 e TNT Zr-15 na concentracdo de 100 %



Tabela 1: Valores de pH dos extratos na concentragdo de 100 % ap6s 24 h de incubacao
das amostras

Extratos pH

Controle Negativo (Alumina) 7,5
Controle Positivo (Fenol 0,3%) 7,5
Amostra TNT 7,5
Amostra TNT-Zr 5 9,0
Amostra TNT-Zr 10 8,5
Amostra TNT-Zr 15 9,5
Amostra TNT-PO4 7,5

A Figura 5 apresenta a morfologia das células em microscopio éptico apds
ensaio colorimétrico MTS. Pode-se observar que, na utilizagdo do controle negativo
(alumina, Figura 5 a), as células estdo aderidas e numerosas, apresentando padrbes de
comportamento tipicos de células vidveis, como era de se esperar. Por outro lado, na
utilizacdo do controle positivo (solucdo fenol 0,3%, Figura 5b) as células se apresentam
pouco numerosas e morfologia circular, caracteristica de células inviaveis. A morfologia
celular dos extratos contendo nanotubo puro (Figura 5 c) e dopado com fosforo (Figura
50) apresentaram-se similar ao controle positivo, indicando uma possivel toxicidade do
material. J& a morfologia celular dos extratos contendo nanotubos dopados com zircénio
(Figuras 5 d-f) apresentaram-se semelhante ao controle negativo, mostrando que o
material ndo interferiu na morfologia celular.




Figura 5: Fotomicrografias Opticas da morfologia das células em apds ensaio
colorimétrico MTS com extrato de 100% em diferentes amostras. a) controle negativo
(alumina); b)controle positivo (solucdo fenol 0,3%); ¢)TNT; d)TNT-Zr 5; e)TNT-Zr 10;
f)TNT-Zr 15; g)TNT-PO,.



A Figura 6 apresenta o gréfico da curva dose-resposta da viabilidade celular em
funcdo da concentracdo dos extratos dos controles e das amostras. Todos os materiais
apresentaram curva de viabilidade celular acima da linha correspondente a 50% de
viabilidade celular para todas as composicGes ate o extrato de 50%. Porem, na
concentracdo de 100% do extrato, as amostras de nanotubo de titdnio puro e dopado
com fosforo apresentaram viabilidade celular abaixo ou préximo de 50% de viabilidade,
indicando a citotoxicidade destes materiais.
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Figura 6: Curvas de viabilidade celular dos controles e das amostras de nanotubos a
base de titdnio obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método colorimétrico MTS.

Estes resultados estdo de acordo com o observado em fotomicrografias Opticas
da morfologia das células ap6s o ensaio colorimétrico MTS com extrato de 100% em
diferentes amostras (Figura 5). Alem disso, estas amostras apresentaram diferenca de
coloracdo do extrato de 100%, como apresentados nas Figuras 3 e 4. Uma possivel
explicagdo para a citotoxicidade apresentada dos nanotubos puro e dopado com fosforo
pode ser a morfologia e o tamanho/distribuicdo de tamanho dos nanotubos. Estes
materiais apresentam-se menores e mais soltos, possivelmente permitindo a sua
passagem pelo poro do filtro durante o procedimento experimental de filtragem dos
extratos. Desta forma, acredita-se que o contato direto destas amostras tenha, de alguma
forma, alterado as caracteristicas celulares e provocado alteracdes significativas em seu
metabolismo, levando a diminuigcdo significativa da viabilidade celular. Estudos
complementares de analise dos elementos presentes em solucdo serdo realizados para
comprovar esta hipdtese.



4, CONCLUSOES

A avaliagdo da citotoxicidade dos materiais nanoestruturados a base de titanio
incorporados com fosfato ou zirconio em diferentes proporcdes, através do método dos
extratos utilizando o corante MTS, foi complementada por avaliagdes morfoldgicas das
células e controle visual da coloracdo do extrato e pH da solucdo. As caracteristicas
fisicas do material parecem interferir no comportamento biolégico dos materiais. Em
geral, mesmo com as dimensdes reduzidas das particulas, os pos de titania incorporados
com zircbnia em diferentes concentragdes foram considerados ndo citotdxicos, sendo
possivel sua utilizacdo enquanto biomaterial. No entanto, os po6s de titania puro e
dopados com fosfato foram considerados materiais citotdxicos.
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Abstract. Titanium and titanium alloys are used in ortopaedic and dental implants due to their properties,
such as mechanical resistance and bioinert behavior when in contact with adjacent tissues. On the other
hand, in cases when the tissue reconstruction in required, a bioactive material should be preferably
chosen. In these cases, titania based ceramics can be a suitable alternative, normally used as metallic
coating, due to its bioactive behavior. Recently, the development of a new structural nanoscaled
biomaterial based on titania compounds, is proposed. These nanotubes powders materials can be
synthesized through different process, such as hydrothermal synthesis. These powders present in general
suitable physical characteristics, such as high surface area. Moreover, the addition of other elements,
such zirconia and phosphate on the titania lattice can promote different properties, allowing new
applications of such compounds. However, these powders should be better investigated through in vitro
tests in order to evaluate the cytotoxicity of such materials, the first condition to be achieved in order to
use them as biological materials. In this work, titanium based nanoscaled compounds were prepared
through hydrothermal synthesis in alkaline media of commercial titania powder associated with zirconia
in different proportion and phosphate. The powders were uniaxially pressed and the different compounds
were analyzed through in vitro tests. The cytotoxicity tests were performed with Chinese hamster ovary
cell line (CHO-k1), according to I1ISO 10993-5. In general, although the reduced dimensions of the
particles, zirconia doped powders were considered non cytotoxic, allowing them to be used as
biomaterials. On the other hand, pure titania nanotubes and fosfate incorporated titania natotubes can be
considered citotoxical materials.

Keywords: Titanium nanoscaled, biomaterials, cytotoxicity, in vitro test.



