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RESUMO

Este trabalho foi iniciado em julho de 2012 com o objetivo de estudar a formacéo de
camadas de SiO, sobre fibras de carbono e ainda a formacdo de camadas de SiC
mediante tratamento térmico a altas temperaturas, entre 1400 - 1800°C para melhorar
a adesdo entre a camada de silica e a fibra de carbono. O trabalho atual tem como
objetivo avaliar as fibras de carbono puras, fibras de carbonos com o silicio e as
fibras com silicio e nanotubo de carbono, para aplicacdes bioldgicas através de testes
de citotoxicidade. As fibras de carbono tem elevada elasticidade e resisténcia
mecanica tornando o interessante para 0 nosso estudo. O nanotubo de carbono
preserva as propriedades biologicas e permitir o extenso crescimento, espalhamento e
adesdo de celulas, aléem de possuirem excelente biocompatibilidade celular. A
utilizacdo deste dois materiais juntos forma um material mais resistente e elastico
tornando-o interessante para aplicacdes bioldgicas por aguentar intensas atividades.
O teste realizado foi o LDH total e o liberado, onde as células foram semeadas em
placas de 24 pogos numa concentragdo de 1x10° cel/ml por poco no periodo de
tempo de 24 horas para adesdo.Apds foi colocado sobre as células as amostras e
incubadas por 24 e 48 horas. Todos os testes foram realizados em triplicata. Podemos
observar com os testes LDH que os materiais até presente estudo apresentou-se
toxico para as células. Tornando assim invidvel a utilizagdo dos materiais para
aplicagdes bioldgicas.
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1- INTRODUCAO

As fibras de carbono tem elevada resisténcia mecanica, elasticidade e peso muito
baixo.Apresentam 90 a 95 % de carbono elementar em sua composicao elementar
em sua composigéo tornando o interessante para 0 nosso estudo.

Nanotubos de carbonos (CNT) sdo estruturas tubulares formadas por arranjos
hexagonais de carbono, podendo ser classificados em dois tipos: nanotubos de
carbono de paredes simples (SWCNT) e nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT) [1,2,3,4,5,6]. Os MWCNTs sao de particular interesse na medicina
regenerativa por preservar as propriedades biolégicas e permitirem o extenso
crescimento, espalhamento e adesdo de células, além de possuirem excelente
biocompatibilidade celular [7]. A utilizacdo deste dois materiais juntos forma um
material mais resistente e elastico tornando-o interessante para aplicacdes biolégicas
por aguentar intensas atividades.

Os fibroblastos séo células jovens encontrados no tecido conjuntivo. Células fixas e
alongadas, fusiformes, rica em prolongamentos citoplasmaticos.Sao responsaveis pela
manutenc¢do da estrutura dos tecidos conjuntivos, produzindo todos os tipos de fibras
proteicas. [8,9,10]

Desidrogenase Lactica (LDH) é uma enzima encontrada em quase todos os tecidos do
nosso organismo. Liberada quando estas células estdo danificadas ou destruidas.[9]

O presente trabalho tem como objetivo avaliar as fibras de carbono puras, fibras de
carbonos com o silicio e as fibras com silicio e nanotubo de carbono, para aplicacées
biologicas através do teste de citotoxicidade no periodo de incubagdo de 24 e 48
horas.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1. Nanotubos de Carbono e Nanofilamentos

Em 1991, o microscopista Sumio lijima, da NEC Corporation-Japéo, estudava o
material depositado no catodo durante evaporacédo voltaica para sintese de fulerenos.
Foi entdo que ele observou que a regido central do depdésito do catodo continha uma
variedade de estruturas grafiticas fechadas, incluindo nanoparticulas e nanotubos de
carbono (CNT) que ndo tinham sido observados anteriormente [12]. Em seguida,
Thomas Ebbesen e Pulickel Ajayan, do mesmo laboratério, mostraram como 0s
nanotubos poderiam ser obtidos em grandes quantidades, simplesmente pela variagéo
das condi¢Bes de evaporacgdo a arco voltaico. Esses fatos pavimentaram a exploséo
de pesquisas nas propriedades fisico-quimicas de CNTs em todos os laboratérios
mundiais. As “agulhas” inicialmente obtidas apresentavam comprimento de até 1 mm,
consistindo de tubos concéntricos fechados em uma das extremidades ou camadas de
grafites enroladas. Foi constatado que o menor tubo apresentava 2,2 nm de diametro,
gue correspondia aproximadamente a um anel de 30 atomos de carbonos hexagonais
[13]. 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 separacdo interlamelar entre as camadas de
grafite. Os nanotubos de carbono séo 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 multiplas paredes (VACNT).

Figura 2.1: Exemplos tipicos de estruturas de CNT [13].



2.1.1. Nanotubos de Carbono de Parede Simples (SWCNT)

Uma maneira simples de representar os SWCNT é considerar uma camada simples de
grafite (ou grafeno) e enrola-la até formar um cilindro. Uma camada simples de grafite
esta constituida por &tomos 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 ligages entre camadas séao do tipo Van der Waals, sendo a
distancia entre elas da ordem de 0,34 nm. Como é mostrado na figura 2.2, os SWCNT
podem ser construidos enrolando uma folha grafite de tal modo que dois sitios
coincidam cristalograficamente. Enrolando a folha da grafite na diregéo do vetor chiral
C, forma-se um cilindro, onde os pontos com coordenadas (0,0) e (7,4) coincidem (ou
seja, os sitios O e A sao equivalentes). Neste caso, é 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 relagdo a direcdo dos
vetores correspondentes aos CNTs armchair (Angulo ®= 300- 06). Em qualquer um dos
casos, o angulo é denominado chiral. Na maioria dos trabalhos relatados na literatura,
€ utilizado o angulo 6. Portanto, 6 = 00 para os CNTs zigzag, 6 = 300 para CNTs
armchair e 0°%6< 30° para CNTs chiral. O vetor C que define a dire¢cdo de
enrolamento, denominado vetor “chiral”’, define a posicdo dos dois sitios, e ¢é
especificado por um par de nimeros inteiros (n,m):
C=mna, + a,; (Equacéo 2.1)
onde a, e a, sdo os vetores unitarios da rede hexagonal da folha de grafite. Quando
n=m, sédo formados os CNTs armchair; quando m = 0, sdo formados os CNTs zigzag,

e, quando n #m #0 sao formados os CNTs chiral.



Direcio do eixo
do tubo

Figura 2.2: Representagéo esquematica da constru¢cdo de um SWCNT. Adaptado de
[13].

Na figura 2.3, sdo mostrados, esquematicamente, exemplos dos trés tipos de CNTs
mencionados anteriormente. Na figura 2.3a, o CNT € do tipo armchair com indices
(5,5). Na figura 2.3b, o CNT é do tipo zigzag com indices (9,0). Considerando que
seus diametros sao aproximadamente iguais ao diametro de uma molécula C60, seus
extremos sdo formados por dois hemisférios obtidos ao cortar esta molécula na
direcdo perpendicular ao seu eixo de simetria C5, para o primeiro caso; e na diregao
normal ao eixo de simetria C3, no segundo caso. Na figura 2.3c, € mostrado um
nanotubo chiral. Em geral, para CNTs armchair, zigzag ou chiral com diametros
maiores, existe uma grande variedade para seu extremo tipo “hemisfério”, pois os

fulerenos correspondentes apresentam um grande namero de isbmeros.
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Figura 2.3: Estruturas geométricas de SWCNT. (a) CNT armchair (5,5), (b) CNT
zigzag (9,0) e (c) CNT chiral (10,5). Adaptado da referéncia [13].

2.1.2. Nanotubos de Carbono de Parede Multipla (MWCNT)

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 pentagonos nao
isolados e heptagonos), sdo conhecidos como CNT de paredes multipla (MWCNT). A
distancia de separacdo entre camadas é da ordem de 0,34 nm (3-5% maior que o
espagcamento entre as camadas da grafite de aproximadamente 0,339 nm). Na maioria
dos casos, a relacdo comprimento/didametro atinge valores entre 100 e 1000 e,
portanto, podem ser considerados como sistemas unidimensionais. Na figura 2.4 sédo

mostradas as primeiras observagfes de MWCNT [14].
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Feixe de eléfrons

Figura 2.4: Observacdes de MWCNT 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
= 2,3 nm de = 6,5 nm. Adaptado de [14].

2.1.3. Sintese de Nanotubos de Carbono

O grande segredo do crescimento dos CNT é uma boa preparacao das particulas
catalisadoras, que devem possuir diametros nanométricos e estar distribuidas

uniformemente sobre o substrato [15].

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 CNT. No modelo “tipo ponta”, considera-se que o hidrocarboneto se
decompde sobre a parte superior da superficie de uma particula metalica 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 CNT. As particulas ficam nas pontas dos CNT durante
o crescimento. No modelo “tipo raiz’, um hidrocarboneto é decomposto sobre a
superficie lateral da particula metalica, e os atomos de carbono difundem-se através
delas, formando os CNT na parte superior da superficie do metal. Neste caso, a
particula metdlica permanece como um suporte para os CNT [15]. Chen e
colaboradores [16] observam que a particula pode se dividir em duas, e uma parte
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delas fica no substrato e a outra na ponta. Os diferentes tipos de mecanismos de
crescimento sdo dependentes das interacBes entre as particulas metalicas e a
superficie do substrato. Quando a interacdo é fraca, as particulas metalicas podem se
separar do substrato e, conseqlientemente, sdo levadas para as pontas dos CNT,

caso contrario, as particulas permanecem fixas ao substrato [16].

| Substrato

Substrato

beacencmocndl

Tipo Ponta Tipo Base

Figura 2.5: Esquema do tipo de crescimento dos CNT durante a sintese [16].

Os meétodos de preparagdo mais utilizados na obtencdo de CNT sdo: descarga por
arco, ablacdo por laser e CVD. Métodos de descarga por arco e ablacdo por laser séo
baseados na condensacdo de &tomos de carbonos gerados pela evaporagéo
(sublimacédo) de carbono a partir de um precursor soélido, geralmente grafite de alta
pureza. As temperaturas de evaporagdo envolvidas em tais processos aproximam-se
da temperatura de fuséo da grafite, de 3000 a 4000°C [15-16].

O método CVD vem sendo largamente aplicado na obtencéo de CNT. O processo
envolve a reacdo de decomposi¢do 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)
[17]. Os CNT sao nucleados e crescidos pelos atomos de carbono advindos da
decomposigéo do precursor, onde o papel das reagbes com a superficie do substrato é
de extrema relevancia. Catalisadores sdo usualmente preparados sobre um substrato
utilizando uma das quatro técnicas: (i) sol-gel [18], (ii) impregnacéo [19], (ii}) metalo-
organico CVD [20] ou (iv) métodos de co-precipitacdo [21]. As variantes mais
comumente encontradas na literatura sdo: CVD térmico [22], PECVD [23, 24], HipCO
(High pressure CO disproportionation) [25] e leito fluidizado [21]. Esta Ultima € 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
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livre da presenca de carbonos amorfos e particulas metdlicas fora dos CNT [26]. O
método MWCVD tem como caracteristica a producdo de VACNT, verticalmente
alinhados. O controle do didmetro, comprimento, estrutura e densidade de tubos por

area é facilmente obtido por essa técnica.

Lee e colaboradores [27] prepararam e cresceram MWCNT verticalmente alinhados
(VACNT) sobre SiO2, 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 didmetros externos menores e o nimero de paredes diminuiu

nas pontas.

Técnicas de PECVD tém sido utilizadas para o crescimento de SWCNT e VACNT,
atraindo grande atencgéo pela sua produtividade em massa, alta uniformidade e bom
alinhamento dos tubos. Choi e colaboradores [28] usaram MWCVD para o crescimento
de filmes finos de diamantes nanocristalinos e CNT sobre substratos de silicio,
dependendo dos parametros experimentais estabelecidos, tais como concentracéo de

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

Outros métodos de deposi¢cdo também séo encontrados na literatura: pirélise plastica
[29], sintese por chama [30], sintese liquida de hidrocarbonetos [31], forno solar [32],

eletrdlise [33], moagem de grafite [34, 35] e tocha por plasma [36].

2.1.4. Nanotubos de carbono: aspectos gerais

Pesquisas envolvendo nanotecnologia vém sendo amplamente apoiadas por
organizacdes governamentais e privadas em varios paises ao redor do mundo, com
investimentos bilionarios, principalmente no Japdo e E.U.A. [37]. Muitas aplicagcbes
praticas envolvendo CNT tém sido reportadas em diversas areas de conhecimento,
tais como sensores quimicos [38], materiais emissores de campo [39], dispositivos
eletrbnicos [40], anodo em baterias de ions de litio [41], super-capacitores [42] e
armazenamento de hidrogénio [43]. Grandes expectativas vém sendo aplicadas no
desenvolvimento de compositos poliméricos baseados em CNT, ja que esses podem
ser usados como reforcos em materiais estruturais, para fins aeronduticos e
aeroespaciais. Na engenharia de tecidos surge também grande interesse na utilizagdo
dos CNT, onde provavelmente tera sucesso como compdsito por apresentar

similaridades a componentes naturais do tecido (MEC) [44-46].
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Sabendo-se dessas aplicacfes, muitas companhias buscam a producdo de CNT em
escala industrial [47]. Dados econdmicos atuais mostram que a producdo de CNT foi
estimada em 36500 toneladas/ano, sendo considerada como um alto investimento se
comparados a outras fontes de carbono [48]. Os CNT podem ser comercializados em
forma de pé ou suportados por um substrato [49-50] ou mesmo, dispersos em liquidos
para serem misturados em uma matriz polimérica [51-52]. Quando os CNT se
encontram suportados por um substrato sdo chamados de filmes. Os filmes podem
possuir diversas construcdes com diferentes geometrias, produzidas por técnicas

convencionais ou litogréficas.

Os custos dos CNT podem variar de acordo com 0s processos que foram necessarios
ap6s a sua obtencdo: como crescidos, purificados ou funcionalizados, com
comprimentos e diametros definidos, e distribuicdo dos tubos. Algumas aplicacbes
requerem um alto grau de pureza, ou seja, um processo de purificacdo extremamente
eficiente, com a remocao completa de todas as particulas metalicas e carbono amorfo,
utilizando-se &cidos minerais e tratamento térmico [53]. Funcionalizacdes sao
essenciais para manter dispersdes homogéneas em matrizes poliméricas [54] e
reconhecimento de certas substancias especificas (quando usadas como biosensores)
[55]. A molhabilidade também tem um papel muito importante, podendo afetar na
incorporagédo de grupos funcionais ou ainda nas intera¢des células/materiais [56].

Muitas iniciativas para estabelecer protocolos para a nanometrologia vém sendo
implantadas em diversos paises, por institutos de medidas metrolégicas, incluindo o
INMETRO no Brasil. Em particular, o National Institute of Standard Technology (NIST,
Instituto Norte Americano de Padronizagdo e Tecnologia), publicou um manual
detalhado para realizacdo de medidas essenciais envolvendo CNT [57]. Obviamente,
dependendo da aplicacdo dos CNT, seriam necessarios dados adicionais, tais como:
medidas de resistividade elétrica, forca mecanica ou condutividade térmica, por
exemplo. Para aplica¢des biologicas, recomenda-se que seja realizada uma avaliagéo
completa das caracteristicas das amostras estudadas, uma vez que os tipos de CNT
(VACNT ou SWCNT), disposicdes (filmes, em po, etc), métodos de producéo de seus
catalisadores, purificagdo ou funcionalizacdo, podem influenciar nos resultados. Em
qualquer futura aplicacdo para o desenvolvimento de biomateriais, a garantia de

gualidade é primordial, pois vidas humanas estarao envolvidas.

2.2. Lactato Desidrogenase (LDH)

Lactato Desidrogenase € um a enzima que se encontra em quase todos os tecidos do

Nosso organismo.[11]

15



O ensaio de Lactato Desidrogenase € um meio de medir o numero de células através
do total de lactato desidrogenase citoplasmatica (LDH) ou pela integridade da
membrana como uma funcdo da quantidade de LDH citoplasmatico liberado no meio
[58].

O ensaio é baseado na reducao de NAD de LDH. Quando as células sao lisadas antes
do ensaio do meio, um aumento ou diminuicdo no resultado do numero de células
proporciona uma mudanca quantidade de substrato convertido. Indicando o grau de

inibicdo do crescimento celular (citotoxidade) causada pelo material.[58]

3 — DESENVOLVIMENTO

No relatério anterior, foi avaliado todo o processo de producdo de CNTs
canfora/ferroceno sobre estes revestimentos para evitar danos nas propriedades
mecéanicas originas da fibra de carbono.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a citotoxidade das amostras de fibras
de carbono (FC), FC com silicio e FC com carbono para aplicagdes biolédgicas.

3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Descrigao do processo de produ¢ao da Camada de SiO,

O processo de producdo da camada de SiO, é constituido por 3 etapas, denominadas
pelas letras de A até C. Uma descricdo de cada etapa esta a seguir.

A) Preparagéo do Substrato — Nesta etapa, tiras do tecido de carbono séo cortadas e
postas dentro do reator.

B) Retirada de "Sizing" — Esse pré-tratamento é realizado com as amostras ja
dispostas no reator, onde se aplica um vacuo inicial chegando a 10-2 Torr, e depois
um fluxo de gas de arraste 1.5L/min de N, (poderia ser Ar) a 1atm. Para esse método,

parametros que influenciam s&o: temperatura e tempo.

C) Deposicao de SiO, — Nos trabalhos iniciais optamos apenas por uma impregnacao
das amostras a partir do TEOS puro, e um aquecimento gradual para formacdo do

filme. Depois foi parametrizada para o préprio reator, onde o TEOS liquido € colocado
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na camara para ser evaporado. Essa etapa é feita logo depois de B, mantendo alguns
pardmetros. Para esse método, parametros que influenciam séo: presséo de trabalho,
temperatura de trabalho, temperatura de evaporacdo, fluxo de arraste e tempo de

deposicéo.

O reator utilizado para deposicao de silica consiste em um tubo de quartzo acoplado a
um forno operando entre 700 e 850°C, conforme a Fig 3.1. O TEOS é evaporado
numa pré-camara a 140°C e inserido na regido de pirélise arrastado por um fluxo de
N, a 1,5LPM, durante 5 min.

Este reator € também utilizado para depositar os VACNTSs. Para isto, uma mistura de
canfora/ferroceno (16%) é colocada na pré-camara de evaporagdo a 200°C, a qual
serve como fonte de carbono e catalisador para o crescimento dos VACNTs, mas
nesta primeira fase do trabalho nos dedicamos apenas ao estudo da intercamada de

SiO, e sua transformacéo a temperaturas mais elevadas.

Figura 3.1 — Forno para o processo de deposicdo da camada de SiO, e producéo de
CNTs.

3.1.2 Tratamento térmico realizado em Forno Especial de Grafite — Modelo FG

2000/V para formagao de SiC ou Si3N4

As amostras de fibra de carbono com TEOS pirolisadas foram tratadas termicamente

a 1450 °C, com uma taxa de aquecimento de 5 °C/ min, tempo de permanéncia de
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120min, tanto em atmosfera inerte de Nitrogénio como em Argbnio, com um fluxo de
6L/min.

g

Figura 3.2 — Forno Especial de Grafite — FG 2000V

3.1.3 Ensaios Biologicos

Tendo em vista a perspectiva futura em aplicagdes biolégicas in vivo das fibras de

carbono, torna —se necessario estudos de biocompatibilidade in vitro.

As amostras cortadas e colocadas com cola super bonder (BIC) para evitar que as
amostras se desfizessem durante o processo de incubacéo e apds secas foram colocadas
por 24 horas para esterilizagdo em fluxo laminar sob radiagcbes ultravioleta

(UV).Posteriormente foram realizados o teste de LDH.

3.1.4 Cultura de Células de L929

Células de tecido conjuntivo de camundongo, designada L929, adquiridas no Laborat6rio
de Cultura de Células Adonfo Lutz foram cultivadas, em garrafas de cultura de células de
25 cm3 em Meio MEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico
antimicético, incubados em estufa (modelo 3110 Forma Scientific), em atmosfera
controlada de CO2 a 5% e temperatura a 37°C para obter a populacdo ideal para os
experimentos. As células de L929 foram replicadas a partir da contagem inicial e o meio
de cultura foi substituido a cada 48 horas, para melhores condicées de proliferacéo e
viabilidade celular. Os testes de cultura de células foram desenvolvidos no Laboratério de
Dindmica de Comportamento Celulares do IP&D da UNIVAP, supervisionados pela Prof2

Dra. Cristina Pacheco-Soares.

3.1.5 Plaqueamento

As células L929 foram tripsinizadas por 3 minutos e centrifugadas por 5 minutos para

separacdo das células, em seguida seram resuspendidas em Meio MEM (Gibco),
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suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético antimicético. O volume
de 10 pl foi aplicado a Camara de Newbauer e levado a contagem das células de HOB no
microscopio invertido (marca Olympus CK 40) e para determinacdo da concentracdo de
1,0 x 106 cel/ml.Para o teste de citotoxidade as células foram semeadas em duas placas
de 24 pogos e incubados por 24 horas.

As amostras foram dividas em 3 grupos: Fibras de Carbono puros, Fibras de Carbono
com Silicio e Fibras de Carbono com NTC, controle positivo para citotoxicidade
(fragmentos de luva de latex) e controle negativo (papel de filtro). Apds o tempo de 24
horas de incubagcdo das células na placa, foram retiradas as 2 placas e em pogos
individuais foi colocado as amostras e incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 no
periodo de 24 e 48 horas. Todos os testes seram realizados em triplicata.

3.1.6 Analise de LDH Total e Liberado

A dosagem de reagentes a placa com a cultura de celulas deve ser deixada em incubagéo

na auséncia de luz.Para a leitura do LDH, utilizou-se o Kit da Sigma Aldrish (TOX-7).

Foi retirado o meio da placa apos os tempos de incubagdo e colocados em uma nova

placa para fazer o teste de LDH Liberado.

Os pogos da placa com as amostras foram lavadas e colocaram-se 100 pul (1/10vol.) de
Solucgéo de Lise em cada pogo das placas, deixando —as incubadas por um periodo de 45
minutos. Apoés o periodo de incubacédo foram retirados a solugéo de Lise e colocado 100
pl do corante deixando incubadas por um periodo de 30 a 40 minutos. Apos este periodo
foram acrescentados 50 pl de HCL em cada pocgo para que a reacéo fosse interrrompida e
mantidas sob agitacdo por 10 minutos para posterior leitura dos resultados.As medidas
foram feitas utilizando o Leitor de microplacas (Synergy HT Multi-Detection, marca Bio-

Tek, Winooski, VT) na absorbancia de 490 nm.

3.1.7 Analise Estatistica

Para realizar a andlise estatistica, foram obtidos trés leituras diferentes, com N = 3, e

expressos como a media. As diferencas estatisticas serdo analisados por Two-way Anova
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usando o GraphPad Prisma programa ®. A populacdo dos grupos foram analisada com
distribuicdo normal independente para cada experiéncia. Valores de P inferiores a 0,005
(P <0,005) foram considerados como indicadores de diferengas estatisticas dos grupos.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

O Gréfico 1 apresenta os valores obtidos através de absorbancia do teste de LDH Total

realizado das amostras de FC, FC + silicio e FC+NTC nos tempos de 24 e 48 horas.

EMBED Prism5.Document

Grafico 1 — LDH Total

Os resultados mostram que as amostras das estudadas apresentaram —se toxicas para a
células L929 (DECKER,1988), pois apresentaram um valor muito alto comparando com o

controle positivo no tempo de 48 horas.

O Gréfico 2 apresenta os valores de absorbéncia do LDH Liberado onde é avaliado se o
LDH foi liberado no meio de cultura que estava o material e a célula, possibilitando assim

avaliar a citotoxidade dos materiais, nos periodos de incubacéo.
0 EMBED Prism5.Document OO0
Grafico 2 — LDH Liberado

Os valores de LDH Liberado das amostras em estudo apresentarem bem proximas com o
resultado do controle positivo, podemos dizer que as amostras utilizadas até o presente

momento apresentaram-se toxicas para as células.

Zhang et al, 2010[59] apresentou no seu estudo que a contracao de silicio pode interferir

na citotoxidade do material, causando assim a morte das células.

Santos, 2006 mostra em seu trabalho que a fibra de carbono é biocompativel e junto com
outros materiais ela ajuda na resisténcia, evitando a sim sua destruicdo com facilidade,

sendo utilizada em estudo para reparo dentarios.[60]
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O silicio € um material biocompativel ja comprovado em estudos [61, 62], possibilitando

assim que nosso estudo nédo em vao.

Estudos comprovam que 0s matérias que utilizamos neste estudo sdo biocompativeis,
mas nao foi encontrado estudos que tivesse utilizados esses materiais em conjunto
tornando assim um obstadculo em nosso caminho na padronizacdo da producdo das

amostras para aplicacdes bioldgicas.

5- DIFICULDADES ENCONTRADAS

Durante o periodo do trabalho tivemos muitos obstaculos:

Manutencdo das células : muitas contamina¢des dos materiais e células, equipamentos
com problemas, perda de muito material devido as contaminac¢des dificultando a

continuacgéo dos testes.

Producdo das amostras: problemas com o equipamento fazendo com que atrasasse a

producdo das amostras.

Teste de LDH: aprendizagem da técnica

6- CONCLUSAO

Podemos concluir até o presente momento com este trabalho que as amostras utilizadas
apresentaram-se toxicas as células, mas para confirmacao faz se necessario a utilizacao

de outros teste com MTT ou até mesmo mudancga no processo de producao.

7- ETAPAS FUTURAS

- Realizacdo de novos testes de citotoxidade como o MTT

- Realizacéo de teste de adesédo MEV e MF

8- TRABALHOS EM COLABORACAO
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a) Foram mantidas e cultivadas células de L929 para os alunos do programa de pos-

graduacdo em Engenharia Biomédica:

1) Ciliana Antero Guimardes da Silva Oliveira. Caracterizacdo biolégica dos filmes de
carbono-tipo diamante contendo nanoparticulas de ouro incorporadas em sua estrutura
para aplicac6es biomédicas. Inicio: 2011. Tese (Doutorado em Engenharia Biomédica) -
Universidade do Vale do Paraiba, Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior. (Orientador).

2) Iddlia Aparecida Waltrick de Brito Siqueira. PROCESSO DE OSSEOINTEGRACAO
POR BIOFILMES EM RATAS OVARIECTOMIZADAS: UM ESTUDO POR TECNICAS
ESPECTROSCOPICAS. Inicio: 2012. Tese (Doutorado em Engenharia Biomédica) -
Universidade do Vale do Paraiba, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior.

b) Foram também realizados trabalhos em parceria com outras universidades, tais como:
UNIFESP e USP. Onde foram realizados ensaios de biocompatibilidade in vitro das
amostras enviadas. Segue abaixo descrito 0s pesquisadores responsaveis pelas

amostras estudadas:

1) Profa. Dra. Eliria Maria de Jesus Agnolon Pallone. USP. Amostras em forma de
pastilhas de fosfato de célcio.

2) Profa. Dra. Eliandra de Sousa Trichés. UNIFESP. Amostras de ceramicas porosas

9- ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIODICOS

NEVES, M. F. ; O HYPERLINK "http://lattes.cnpg.br/8605141883488358" \o "Clique para
visualizar o curriculo” \t "_blank" OSILVA, G. R.0O; BRAZIL, T.R. ;0 HYPERLINK
"http://lattes.cnpq.br/1649098213102710" \o "Clique para visualizar o curriculo” \t "_blank"
[OMARCIANO, F. R.O;0 HYPERLINK "http://lattes.cnpg.br/9091470548988255" \t
" blank" OPACHECO-SOARES, C.0;LOBO, A. O.. Calcification in vitro of
biomineralizated nanohydroxyapatite/superydrophilic vertically aligned multiwalled carbon
nanotube scaffolds. Materials Research (S&o Carlos. Impresso)l] INCLUDEPICTURE
"http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/images/curriculo/jcr.gif* \* MERGEFORMATINET
0o, v. 16, p. 614-618, 2013.
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10- RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSOS

Anderson Oliveira Lobo, Vladimir Jesus Trava-Airoldi, Ciliana Antero Guimaraes da Silva Oliveira,
Gislene Rodrigues Silva, Lais Souza Vieira, Marina Fernandes Stein, Leandro José Raniero, Newton
Soares Silva, Fernanda Roberta Marciano. Citotoxicity study of gold-incorporated diamond-like

carbon films. In: XIl Encontro da SBPMat em Campos do Jorddo, 2013.

NEVES, M.S.; SILVA,G.R.;BRAZIL, T.R.; MARCIANO,F.R.; LOBO,A.O.. "In vitro biomineralization of a
novel nanohydroxyapatite/superhydrophilic vertically aligned multi-walled

carbon nanotubes nanocomposites”. In: Annual World Conference on Carbon 2013.

OHYPERLINK  "http://lattes.cnpg.br/8605141883488358" \t " blank"OSILVA, G.
R.O; OHYPERLINK  "http://lattes.cnpq.br/8605141883488358" \t " blank"OMARSI,
T.C.0.0; BRAZIL, T.R. ; OHYPERLINK "http:/lattes.cnpq.br/0560039556461253" \t
" blank" \o "Clique para visualizar o curriculo"OCORAT, E. J.O; OHYPERLINK
"http://lattes.cnpq.br/9091470548988255" \t " _blank"OPACHECO-SOARES,
C.0 ; OHYPERLINK "http://lattes.cnpg.br/1649098213102710" \t "_blank"TMARCIANO, F.
R.O;LOBO, A. O.. CALCIFICACAO DE OSTEOBLASTOS CULTIVADOS SOBRE
NANOTUBOS DE CARBONO SUPERHIDROFILICOS E NANOHIDROXIAPATITA. In: XI
— Congresso de Saude e Qualidade de Vida Cone Leste Paulista.Livro de resumos, 2012.
v. 1. p. 1-5.

11- PREMIOS
19 Lugar na apresentacdo do trabalho: "Calcificacdo de osteoblastos cultivados sobre nanotubos

de carbono superhidrofilicos e nanohidroxiapatita" no Xl Congresso de Saude e Qualidade de Vida,

Universidade do Vale do Paraiba.
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