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Resumo. A literatura ja demonstra que a interagéo entre um implante e o tecido 6sseo depende de fatores
como a morfologia e a composi¢cdo superficial do dispositivo a ser implantado. Em vista disso, é de
extrema importancia o estudo e o aprimoramento de técnicas capazes de modificar a superficie dos
materiais utilizados como implantes, no sentido de potencializar suas propriedades osteocondutoras e
osteoindutivas, melhorando seu desempenho biolégico. Neste trabalho, a liga metélica de Ti6AI4V foi
modificada superficialmente através do processo eletroquimico de oxidagdo anddica com o intuito de
melhorar a morfologia de sua camada superficial de dioxido de titanio (TiO,). De acordo com a
literatura, essa modificacdo visa a obtencdo de uma superficie potencialmente mais favoravel a
osteointegracdo. Foram produzidos dois tipos de filmes de TiO,. Os filmes microporosos foram obtidos a
partir da anodizacdo com eletrélito de H3PO4 (1 mol/L), d.d.p. 174V CC e tempo de 5 minutos. Ja os
filmes nanoporosos foram feitos a partir de um processo com eletrélito de CgHsO7 (0,1 mol/L) + NaF
(0,5 %p/p), d.d.p. 20V CC e tempo de 90 minutos. A caracterizacdo morfol6gica e quimica foi realizada
por microscopia eletrdnica de varredura com espectroscopia de energia dispersiva (MEV / EDS),
difragdo de raios-X (DRX) e fluorescéncia de raios-X (FRX). O tamanho médio dos microporos obtidos
foi de, aproximadamente, 0,493 um com uma disposicdo bastante aleatéria sobre a superficie do
substrato. J& 0s nanoporos apresentaram tamanho médio aproximado de 73,2 nm, auto organizados
como estruturas nanotubulares paralelas entre si. No ensaio de molhabilidade constatou-se
caracteristicas hidrofilicas em ambas as superficies, o que é favoravel a adeséo celular. Nos préximos
passos, serdo realizados também ensaios de citotoxicidade e adesdo celular. Tao logo verificado o nivel
de adeséo e sua néo citotoxicidade, serdo conduzidos 0s ensaios para verificacdo da bioatividade in vitro
com SBF (Simulated Body Fluid).
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 O processo de oxidacdo anodica

Se tratando de uma técnica bastante antiga, a oxidacdo anddica, também conhecida
simplesmente como anodizacdo ou passivacdo imposta é um dos melhores meios para
se produzir uma camada pura de 6xido, a qual suas caracteristicas podem ser reguladas
controlando-se os parametros fisico-quimicos do processo. Com essa técnica pode-se
modificar a topografia e a quimica de superficie de implantes a base de titanio mesmo
que esses implantes tenham geometria irregular (Xie et al., 2012).

Alguns parametros devem ser considerados no processo de formagdo do filme
anodizado de TiO2. Dentre eles sdo estudados o tipo, concentracdo e agitagdo do
eletrolito, nivel de diferenca de potencial aplicada, o tempo e temperatura de reagao
(Souza, 2010).
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A literatura apresenta o acido sulfarico (H2SO4) e o sulfato de s6dio (Na2SOa4)
como eletrélitos capazes de promover filmes em fase cristalina. Ja filmes anodizados
em fase amorfa podem ser obtidos a partir do acido fosforico (H3PO4) e &cido acético
(CH3COOH) (Cui et al., 2009). Ainda de acordo com Cui et al (2009), filmes cristalinos
apresentam melhores condigdes para formacéo de apatita do que filmes amorfos, apos
ensaio em fluido corporal simulado (SBF — Simulated Body Fluid). Eletrolitos alcalinos,
como hidroxido de sédio (NaOH), também apresentam resultados positivos quanto a
formacéo de apatita na superficie do substrato (Zhang et al., 2013). Esses eletrolitos, no
geral, promoverdo a formacéo de filmes microporosos.

J& para a formacdo dos nanotubos de TiO2 os eletrdlitos utilizados devem ser
fluoretados (Webster e Yao, 2016). Como exemplo desses eletrolitos podem ser citados
0 &cido fluoridrico (HF) e o fluoreto de sodio (NaF) (Lewandowska et al., 2015; Huang
et al., 2018). O flGor juntamente com o titdnio forma fons TiFe> que dissolvem
pontualmente a camada de TiO2 formando nanoporos. Quando h& o equilibrio entre
formacéo e dissolugéo de TiOz, ha o crescimento vertical dos nanotubos (Arruda, 2018).
A espessura do filme tanto microporoso quanto nanotubular, é diretamente proporcional
a concentracao do eletrolito (Passos, 2014; Silva, 2017).

A diferenca de potencial aplicada ao processo de formacdo de microporos também
influencia quase que linearmente na espessura e na porosidade do filme de oOxido
formado (Liu, Chu e Ding, 2004). TensGes aplicadas acima do limite de ruptura
dielétrica do 6xido favorecem o aumento da porosidade e espessura do filme de TiO:
(Yang et al., 2004; Souza, 2010). Apds a oxidacdo anddica sob tensdo de 250 V é
possivel verificar uma espessura de 1,7 um no filme (Kuromoto, Simao e Soares, 2007).
Silva (2017) verificou uma espessura de até 2,5 um apds anodizacdo sob tensdo de 170
V.

No caso dos nanotubos de TiOz, a oxidacéo é realizada sob diferenca de potencial
na ordem de 3 a 30 volts, sendo que a estrutura nanotubular mais limpa e uniforme é
conseguida sob tensdes de 20 a 25 volts (Passos, 2014; Arruda, 2018). Quando
realizado sob tensdes de 30 V ou mais, 0s nanotubos acabam se colapsando devido a
grande quantidade de bolhas que dificulta seu crescimento (Huang et al., 2018).

O tempo também atua de forma diretamente proporcional a porosidade e espessura
do filme de oOxido. No caso da formacdo de microporos, sob maior tempo de
processamento (entre 180 s e 360 s), esses poros passam a ficar interconectados, o que
pode favorecer a adeséo celular e a ligagdo do implante com o osso. Contudo, a camada
de déxido formada se torna fragil e mais facil de se soltar do substrato metalico (Santos
et al., 2017). Esse tempo deve estar sempre relacionado a diferenca de potencial
aplicada, que pode acelerar ou retardar o processo se a mesma for maior ou menor,
respectivamente (Xing et al., 2013). Essa analise tambem serve para a formacgdo do
filme nanotubular, porém o tempo de processamento pode variar de 1 h até 3 h
dependendo dos outros parametros escolhidos. Tempos muito curtos podem gerar
defeitos relacionados a nanoresiduos sobre a camada nanotubular e tempos mais
prolongados podem promover o afinamento das paredes na por¢do mais superior dos
tubos resultando num defeito conhecido como nanogramas (Arruda, 2018).

Em se tratando da temperatura do eletrélito, algumas pesquisas mostram que seu
aumento inibe a formacédo do filme de 6xido. Esse aumento provem de uma reagédo
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exotérmica e resulta numa camada mais porosa, porém com menor espessura (Sul et al.,
2001).

1.2 Molhabilidade

Durante a osteointegracdo ocorrem interacfes entre as células e a superficie do
biomaterial implantado. Dessa forma, umas das analises importantes a serem
consideradas € a de molhabilidade da superficie do material. Essa analise permite dizer
se essa superficie repele ou atrai os fluidos de uma forma geral, sendo um bom
indicativo para o comportamento do material implantado em meio fisiologico. No caso
de um implante metélico, faz-se necessario que o comportamento da superficie seja
hidrofilico a fim de propiciar um meio favoravel a proliferacdo celular (Khokhlova et
al., 2019).

A molhabilidade da superficie é dependente da energia de superficie do biomaterial
e é quantificada através da medida do angulo de contato de um liquido depositado sobre
a superficie do biomaterial (dos Santos, 2013). A preparacao superficial do material é
um fator que influencia diretamente no valor do &ngulo de contato e, dessa forma, se faz
necessario que as amostras ensaiadas passem pelos mesmos procedimentos de preparo
(Indira et al., 2015). De forma geral, uma superficie é hidrofilica ao apresentar um
angulo de contato menor que 90° e hidrofébica se esse angulo for maior que 90°.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparacdo do material

O material utilizado no desenvolvimento deste trabalho foi a liga Ti6Al4V ELI
(Extra Low Interstitial) (ASTM-F136, 2015). Uma parte das amostras foram usinadas
no formato retangular com 4,0 x 35 x 12 mm. Outras amostras, no formato circular,
foram usinadas com 2 mm de espessura e didmetro de 25 mm.

Inicialmente, o material foi limpo com agua e detergente. As amostras foram
lixadas em lixas de carbeto de silicio nas granulometrias de 180, 220, 320, 400, 600,
1200 e 3000 mesh. Posteriormente foram limpas em banho de ultrassom com &gua
destilada, seguido de limpeza em alcool etilico absoluto e secas com ar quente para
evitar manchas de secagem.

Na avaliacdo da espessura da camada anodizada, utilizou-se as amostras em
formato circular cortadas ao meio. Essas amostras foram embutidas a quente de forma a
possibilitar a visualizacdo da face perpendicular a superficie anodizada. Na sequéncia da
preparacdo elas foram lixadas nas mesmas granulometrias informadas no paragrafo
anterior seguidas de polimento em pasta de diamante nas granulometrias de 9, 3e 1 um.
Para o ataque metalografico foi utilizada solucdo de Kroll (HNOs 6%; HF 3%; H20
91%). O tempo de ataque foi de 5 minutos.

2.2 Preparacao do sistema de anodizagao
Para a cuba de anodizacdo foi utilizado um recipiente de polietileno com

capacidade total de 3 litros. Esse recipiente foi preparado de forma a possibilitar a
fixacdo das placas de catodo a uma distancia de 50 mm entre si e do suporte para o
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anodo na parte central entre as placas de catodo. Foram utilizadas duas placas de ago
inoxidavel AISI 316 para a funcdo de catodo (fig. 1a). Para a producdo dos nanotubos
de TiO2 foi utilizada uma fonte retificadora (FCC-3005D, 0 — 30 V). E para a produgéo
dos microporos também foi utilizada uma fonte de corrente continua (Fabricacédo
prépria, 174 V) (fig.1b).

Figura 1: (a) esquema de montagem da cuba eletrolitica, (b) esquema elétrico basico da
fonte de 174 V.

2.3 Parametros de anodizagdo

O processo de anodizacéo foi realizado no modo potenciostatico (sob diferenca de
potencial constante) e em temperatura ambiente aproximada de 20 °C. Os parametros
para a producdo dos nanotubos de TiO2 (TNT), bem como dos microporos de TiO2
(MP) estéo listados na Tabela 1.

Recobrimento Solucio Eletrolitica Tempo Diferenca de Potencial
TNT NaF (0,5% p/p) + C¢HyO; (0,1 mol/L) 90 minutos 20V
MP H,PO, (1.0 mol/L) 5 minutos 174V

Tabela 1: Parametros de anodizacéo.

Ambos os processos foram preparados com agua deionizada. Para a producdo de
nanotubos utilizou-se o trabalho de Munirathinam e Neelakantan (2015) como
orientacdo. J& para a producdo dos microporos, o trabalho utilizado como base foi de
Silva (2017).

2.4 Caracterizacdo fisico-quimica e estrutural dos recobrimentos de TiO-

Caracterizacdo quimica elementar e identificagdo das fases. Para a analise da
composigdo quimica das amostras antes do processo de anodizagdo, foi utilizado o
ensaio de Fluorescéncia de Raios-X (FRX) (Shimadzu Corporation, EDX-720). A
identificacdo das fases do substrato foi realizada através do ensaio de Difracdo de
Raios-X (DRX) (Shimadzu Corporation, XDR-7000XX). Os resultados das fases foram
obtidos por comparacdo com as seguintes fichas cristalograficas: PDF n° 89-4913
(Ti6AI4V — fase B) ¢ PDF n° 89-5009 (Ti6AI4V — fase a).
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Caracterizacdo morfoldgica. Essa caracterizagédo teve o intuito de avaliar a forma,
distribuicdo, tamanho e espessura tanto do filme microporoso, como da camada
nanotubular de TiO2. Essa avaliagdo foi realizada em Microscopio Eletronico de
Varredura (MEV) (Carl Zeiss Microscopy, SIGMA VP) com Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS) (Bruker Nano GmbH, XFlash 410-M) e com o auxilio do
software de anélise de imagem Image J.

Avaliacdo da Molhabilidade. Foi utilizado o gonidmetro (Kruss, DAS-100) para a
medicdo do angulo de contato com o intuito de se verificar a molhabilidade tanto do
substrato de Ti6Al4V, quanto dos filmes de TiO2 depositados por anodizagdo. Esse
ensaio foi realizado com agua destilada e o volume colocado sobre as amostras foi de
2,5 pL. As medicgdes foram realizadas pelo Método da Gota Séssil em que uma gota €
posta sobre a superficie plana do material por meio de uma seringa e o angulo € medido
entre as fases solida, liquida e o ar.

3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo do substrato da liga Ti6Al4V

A composicdo quimica da liga se encontra dentro dos parametros especificados pela
ASTM F136 e pode ser vista através do resultado de FRX apresentado na Tabela 2.

Composiciio (Yom/m) Al Vv Ti
Especificado (ASTM F136) 5,5a6,5 3,5a4,5 Balanco
Obtido por FRX 5.6 4.0 90,4

Tabela 2: Composicdo quimica da liga Ti6AI4V.

Através da caracterizagdo por DRX foi possivel confirmar que o substrato se trata
de uma liga de titénio o + B, 0 esperado para a liga Ti6Al4V. Esse resultado vai ao
encontro do resultado obtido na caracterizacdo elementar por FRX apresentado na
Tabela 2 (fig. 2).

Substrato antes do procedimento o

Intensidade

20

Figura 2: Difratograma da liga Ti6AI4V.
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3.2 Recobrimento por nanotubos e microporos de TiO>

Ao término do ensaio as amostras recobertas por nanotubos (TNT) de TiO2
ganharam um aspecto visual com uma tonalidade de cor entre rosa e verde (fig. 3a). J&
as amostras recobertas com microporos (MP), ficaram com um aspecto visual cinza
escuro (fig. 3b). Ambos os aspectos sdo um indicativo da espessura do filme de 6xido
formado e depende do processo utilizado para anodizacdo. A tonalidade mais escura
deve apresentar um filme mais espesso (Kuromoto, Simé&o e Soares, 2007).

Figura 3: (a) disco depositado com TNT, (b) disco depositado com MP, (c) substrato
sem tratamento.

A Figura 4a apresenta a amostra embutida na regido central com anel metalico de
contengdo ao redor. A utilizagdo desse anel externo se justifica para evitar o
arredondamento das bordas da amostra durante o processo de lixamento e polimento,
garantindo a visualizagdo em perfil da camada anodizada no microscopio. A espessura
média das camadas nanotubulares (TNT) e microporosas (MP) de TiO2 foi medida com
a utilizacdo de MEV (fig. 4b e 4c). O valor médio da espessura dos filmes de TNT foi
de 738 = 100 nm e dos filmes de MP, conforme esperado, foi mais espessa chegando a
uma media de 3,01 + 0,58 pum.

Figura 4: (a) amostra embutida, (b) filme de 6xido formado sobre o substrato de
Ti6Al4V.

Com o auxilio do software Image J foram calculadas as densidades de nanotubos
(TNT) e microporos (MP) por area, bem como o didmetro médio dos mesmos. Os
nanotubos apresentaram didmetro médio de 73,2 £ 10,5 nm e sua quantidade por area
foi aproximadamente 115 x 10° tubos/mm? (fig. 5b). J& os microporos apresentaram um
didmetro maior que os nanotubos, sendo que em media obteve-se valores da ordem de
493 + 129 nm com uma densidade por area aproximada de 327 x 10° poros/mm? (fig.
5d). A distribuicdo dos nanotubos se mostrou bastante auto organizada e uniforme,
contudo notou-se algumas impurezas restantes sobre algumas regides (fig. 5a). Os
microporos apresentaram uma distribuicdo mais aleatdria e espacada entre si. N&o foi
possivel observar impurezas sobre o filme microporoso produzido (fig. 5c).
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Figura 5: TNT: (a) Imagem de MEV e (b) tratamento em Image J,
MP: (c) Imagem de MEV e (d) tratamento em Image J.

Na avaliacdo por EDS verificou-se a presenca de elevado percentual em massa de
Ti e O na superficie dos materiais, dando um forte indicativo da formacdo de TiOz.
Além desses dois componentes, surgiu também o F e o Na oriundos do eletrolito para
producdo de nanotubos (TNT), e o P oriundo do eletrélito para producdo de microporos
(MP). O Ca e C podem estar relacionados a agua do eletrolito ou as reacbes com o
aparato experimental. J& o Al, provavelmente esta relacionado a composicdo do
substrato formado pela liga de titanio (Tabela 3).

Ti O F  Na  Ca Al
EDS TNT - Composicio (Ym/

omposicio (Wm/M) — 03152 939 032 185 4.65

- Ti O P c Al

EDS MP - Composicio (%om/m)  — "33 16 1.57 488 3,55

Tabela 3: Elementos identificados por EDS nos filmes formados por anodizacéo.
3.3 Molhabilidade das superficies recobertas.

No ensaio de angulo de contato para verificacdo da molhabilidade foram utilizadas
amostras retangulares com o intuito de se obter maior area de medicdo. Apds a
anodizacdo as amostras apresentaram o mesmo aspecto visual observado no item 4.2

(fig. 6).

(@ | v (b)

Figura 6: Amostras utilizadas na avaliacdo do angulo de contato: (a) TNT, (b) MP.

O angulo de contato medido sobre o substrato da liga Ti6Al4V, antes do tratamento
eletroquimico, ndo chegou a alcancar um valor que caracterizasse essa superficie como
hidrofébica. Contudo, essa amostra apresentou o comportamento menos hidrofilico
qguando comparada as amostras tratadas.
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Ao comparar as amostras recobertas pelo filme de TiO2, a camada formada por
microporos (MP) se mostrou numericamente mais hidrofilica que a camada formada por
nanotubos (TNT). Porém, ao se realizar um comparativo das médias através do Teste t
para duas amostras, com nivel de significancia de 0,05, o valor-p obtido foi de 0,587 (p
> 0,05). Dessa forma, as amostras de TNT e MP se mostraram estatisticamente iguais
(Tabela 4). A Figura 7 apresenta qualitativamente a semelhanca entre os angulos
formados sobre os filmes de TNT e MP, bem como a diferenca entre esses e o angulo
formado sobre o substrato da liga.

Substrato Ti6 A4V TNT MP
85.1 £ 1.1° 38968 36,5+ 8.1°

Tabela 4: Angulo de contato do substrato e amostras tratadas.
(b) (©)

" ° — ‘

Figura 7: Ensaio de angulo de contato: (a) substrato Ti6Al4V, (b) filme de TNT, (c)
filme de MP.

Um fator importante que contribui para o espalhamento do liquido e
consequentemente o baixo angulo de contato sobre os filmes de TiO2 formados é a
porosidade adquirida pela superficie apos o tratamento eletroquimico (Luz, Pandolfelli e
Ribeiro, 2008). No caso dos nanotubos esse fendmeno ocorre devido ao efeito da
capilaridade provocado pelos mesmos que similarmente pode ser aplicado também aos
microporos. A agua depositada na superficie do material é rapidamente absorvida para
dentro dos poros provocando a redugdo no angulo de contato. Tanto o diametro dos
microporos quanto o diametro dos nanotubos também influenciam de forma diretamente
proporcional no valor do angulo (Indira et al., 2015).

Outro item que também afeta no aumento da molhabilidade do material e a
consequente diminui¢do do angulo de contato € o aumento da energia de superficie
oriundo do tratamento eletroquimico (Shi et al., 2009; Xu et al., 2018)

4. CONCLUSOES

O primeiro ponto a se considerar nos resultados desse estudo é a versatilidade do
processo eletroquimico de anodizacdo. Adotando 0 mesmo processo, salvo as diferencas
nos parametros utilizados entre eles, é possivel de se obter duas superficies
completamente diferentes morfologicamente, porém quimicamente similares. De certa
forma, isso abre campo para novos estudos sobre a aplicabilidade desses materiais nas
diversas areas da bioengenharia.

Conforme mencionado na literatura, o angulo de contato ¢é afetado pelo didametro da
porosidade superficial seja ela nanotubular ou microporosa. No presente estudo a
molhabilidade obteve resultado estatisticamente igual para ambos os filmes formados,
mesmo com 0s microporos alcancando didmetros quase 7 vezes maiores, em média, que
0s nanotubos. A explicacdo para tal fato pode estar na densidade por area da porosidade
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que para 0s microporos esta na ordem de 10%, bem menor que para os nanotubos, que se
encontra na ordem de 10°.

Pelos resultados de molhabilidade, é possivel afirmar que ambos os filmes séo
indicados como tratamento superficial para implantes da liga Ti6AlI4V. O baixo valor
médio do angulo de contato entre a superficie e a gota mostra que os filmes de TiO2
produzidos podem aumentar a interacéo entre o fluido corporal e o biomaterial devido
ao seu comportamento hidrofilico. J& no substrato sem os filmes de TiO2, esse
comportamento seria dificultado devido sua caracteristica menos hidrofilica
comprovada pelo valor medio mais alto do angulo de contato.

Como continuacdo ao trabalho serdo realizados também ensaios de citotoxicidade e
adeséo celular seguidos de ensaios para verificagdo da bioatividade in vitro em SBF.
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Resume. The literature already demonstrates that the interaction between an implant and bone tissue
depends on factors such as morphology and surface composition of the device to be implanted. Therefore,
it is extremely important to study and improve techniques capable of modifying the surface of materials
used as implants, in order to enhance their osteoconductive and osteoinductive properties, improving
their biological performance. In this work, Ti6Al4V alloy was superficially modified through the
electrochemical anodic oxidation process in order to improve the morphology of its titanium dioxide
(TiOy) surface layer. According to the literature, this modification aims to obtain a potentially more
favorable surface for osteointegration. Two types of TiO; films were produced. The microporous films
were obtained from a process with HsPQO, electrolyte (1 mol / L), 174V DC and 5 minutes. Nanoporous
films were made from a process with C¢HgOy7 electrolyte (0.1 mol / L) + NaF (0.5% w / w), 20V DC and
90 minutes. Morphological and chemical characterization were performed by SEM & EDS, XRD and
XRF. The average size of the micropores was approximately 0.493 pm with a rather random arrangement
on the substrate surface. On the other hand, nanopores got an average size of approximately 73.2 nm,
self-organized in parallel nanotubular structures. The wettability test found hydrophilic characteristics
on both surfaces, which is favorable to cell adhesion. In the next steps, cytotoxicity and cell adhesion
assays will also be performed. As soon as the adhesion level and its non-cytotoxicity were verified, the
tests will be conducted to verify in vitro bioactivity with SBF (Simulated Body Fluid).

Key-words: Anodic oxidation, Morphology, Ti6Al4V, TiO2 film.
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