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RESUMO

Titanio e suas ligas sdo amplamente empregados em aplicacGes biomédicas, devido a sua
biocompatibilidade e excelentes propriedades de volume, como resisténcia mecanica. As ligas
de titdnio tipo P com baixo mddulo de elasticidade, como TilOMo8Nb, séo indicadas para
amenizar o efeito “stress shielding”, caracteristico da interface implante/osso. No entanto,
quando materiais bioinertes sdo inseridos no corpo humano ndo induzirdo uma resposta
especifica. As técnicas de modificacdo de superficie, como crescimento de nanoestruturas de
TiO,, sdo utilizadas para alterar as propriedades de superficie desses materiais permitindo
melhor resposta. O objetivo dessa pesquisa é a modificacdo de superficie da liga experimental
TilOMo8Nb a partir do crescimento de nanoestruturas de TiO,. Os lingotes da liga
experimental TilOMo8Nb foram obtidos a partir da fusdo dos metais puros em forno a arco
voltaico. A oxidagdo anodica potenciostatica foi realizada utilizando um eletrolito formado
por glicerina e H,O (1:1, em vol.) com adicdo de 2,7 % (m/v) de NH4F sob 20 V durante 3 h,
a temperatura ambiente. Apds o tratamento as amostras foram calcinadas. A superficie da liga
foi analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX),
angulo de contato, medidas da energia de superficie, espectroscopia de raios X por dispersao
em energia (XPS). Estudos in vitro, como adesdo celular e bacteriana, foram realizados para
avaliar a resposta desse tratamento. A liga TilOMo8Nb apresentou fase beta apds o
processamento, além de diminuigdo da temperatura B-transus. Apos o tratamento de superficie
se obteve uma camada nanoporosa de TiO,. As analises in vitro apresentaram viabilidade do

crescimento celular e diminuicao da proliferacdo bacteriana.

PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais. Titanio. Ligas de titanio. Oxidacdo anddica.

Modificacdo de superficie.



ABSTRACT

Titanium and its alloys have been widely used as biomedical material due their
biocompatibility and excellent bulk properties, such as mechanical strength. B titanium alloys
with low modulus of elasticity, such as Ti1lOMo8NDb, are suitable to relieve the stress shielding
effect that occurs in the interface implant/bone. However, when these materials are inserted
inside human body the surface properties will not induce a specific response. Surface
modifications techniques can be used for change the inert surface of these alloys, e.g. TiO;
nanostructure growth by using anodic oxidation. The purpose of this research is the surface
modification of TilOMo8Nb experimental alloy by using TiO, nanostruture growth. Ingots of
TilOMo8Nb experimental alloy were produced by fusion from sheets of molybdenum,
niobium and titanium commercially pure in arc melting furnace under argon atmosphere. The
potentiostatic anodic oxidation was performed using an electrolyte formed of glycerol and
H,0 (1: 1 by vol.) with addition of 2.7% (w/v) NH4F under 20 V for 3 h at room temperature.
After the surface treatment, the samples were annealing. The surface of the alloy was
analyzed by scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), contact angle,
surface energy measurements, energy dispersive X-ray spectroscopy (XPS). In vitro studies,
such as cell and bacterial adhesion, were performed to evaluate the response of this treatment.
The TilOMo8Nb alloy exhibited beta phase after the processing, and also occurred a decrease
in B-transus temperature. After the surface treatment a nanoporous layer of TiO was obtained.
The anatase phase was found in the annealed samples (450 °C for 3 hours). In vitro analyzes
showed cell growth viability and decreased bacterial proliferation due to larget specific

surface area.

KEYWORDS: Biomaterials. Titanium. Titanium alloys. Anodic oxidation. Surface

Modification.
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1 INTRODUCAO

Desde a pré-histéria 0 homem procura reparar as deficiéncias do corpo humano, o que
pode ser comprovado por meio de achados arqueoldgicos como suturas com mais de 32.000
anos, dentes artificiais e outros dispositivos, constatando-se sempre provas da preocupacgao
em recuperar ou substituir fungdes perdidas do corpo, buscando melhorar a qualidade de vida
(RATNER et al., 2004; SAINI, 2015). De acordo com Nerlich et al. (2000), a prétese mais
antiga encontrada (Figura 1(a)) é datada de 950-710 a. C. e pertenceu a “Tabaketenmut”, filha
de um sacerdote egipcio. A protese foi produzida a partir de madeira e couro com a fungéo de
substituir o deddo do pé direito, ajudando o caminhar. Outros dispositivos antigos, como outro
dedo artificial egipcio (Figura 1 (b)) e a perna de bronze encontrada na cidade de Santa Maria
di Cépua Vetere (atual Capua, Italia) (Figura 1(c)), reforcam que, apesar de ser um conceito
recente, a busca por materiais que possam ser mantidos em contato com 0 corpo para

recuperar uma funcdo é antiga (FINCH, 2011).

Figura 1 - (a) Dedo artificial encontrado em uma mumia egipcia, datado entre 950 — 710 a.C.
(b) Dedo artificial egipcio fabricado a partir de linho e resinas, datado de 600 a.C. e (c) replica
da perna artificial feita em bronze encontrada em Capua, datada de 300 d.C.

Fonte: Finch (2011) e Prothestics

Somente a partir da década de 1970 hd uma definicdo mais clara do que sdo esses
materiais que podem ser utilizados no reparo de organismos vivos: 0s biomateriais, que
vinham sendo cada vez mais utilizados desde o final do século 19, devido a melhorias tanto na
area medica, com a diminuicdo de infec¢es pds-operatdrias, como na area de processamento

de materiais, especialmente metais, onde era possivel produzir em larga escala, em
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consequéncia dos ganhos tecnoldgicos obtidos durante a Revolugdo Industrial (CHEN et al.,
2015; SHARMA, 2005; ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013).

O resultado dos motivos citados anteriormente juntamente com uma maior expectativa
de vida da populagéo, aumenta o interesse em pesquisas sobre materiais que possam substituir
alguma deficiéncia de organismos vivos, principalmente o humano, fazendo com que
materiais e técnicas sejam criados com o objetivo de se obter produtos com propriedades mais
préximas ao dos organismos e/ou que facilitem tratamentos (CHEN et al., 2015).

Desta forma, atualmente, é crescente 0 nimero de estudos que procuram melhorar as
propriedades de superficie dos biomateriais, particularmente, em materiais com a fungéo de
substituir ou reparar tecidos 0sseos, como no caso deste trabalho, onde se procura criar uma
superficie com propriedades que proporcionem uma melhor interacdo com as células e
propiciem uma melhor recuperacdo e/ou um tempo de vida maior para o paciente (GEETHA
et al., 2009).

1.1 OBJETIVOS

A partir do exposto, o objetivo geral desse trabalho é a modificacdo da superficie da liga
experimental TilOMo8Nb empregando oxidacdo anddica para aplicacdo biomédica. Para
atender a esse objetivo geral, deverdo ser atendidos 0s seguintes objetivos especificos:

a) Caracterizacdo da liga TiJOMo8Nb com o objetivo de analisar a microestrutura apés
0 processamento.

b) Estudo dos parametros de oxidacdo anodica para se obter uma camada de TiO,
porosa na superficie da liga TiLOMo8Nb;

c) Caracterizagdo da camada de TiO, formada: avaliando a morforlogia e
microestrutura.

d) Estudos in vitro com o objetivo de avaliar a adesdo e proliferacdo celular e
bacteriana.

Finalmente a maior meta desse trabalho é a possibilidade de obtencdo de novos
materiais biomédicos com melhor resposta bioldgica apos insercao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Na década de 1970 foi proposta uma definicdo para 0os materiais que em contato com o
organismo tinham a fungdo de reparar ou substituir estruturas biologicas: os biomateriais
(SHARMA, 2005). Em uma definicdo mais recente, “um biomaterial € uma substancia que
tenha sido manipulada para assumir uma forma que, por si s6 ou como parte de um sistema
complexo, seja usado para direcionar, pelo controle das interacbes com 0s componentes dos
sistemas vivos, o0 curso de qualquer procedimento terapéutico ou de diagnéstico” (CHEN et
al., 2015).

O historico de pesquisas e estudos envolvendo biomateriais pode ser dividido em trés
periodos ou geracOes, onde em cada uma se destaca uma caracteristica ou propriedade mais
relevante, referente a tecnologia e problemas a serem resolvidos naquele contexto social. Ali,
Almaatoq e Mohamed (2013) descrevem esses trés periodos da seguinte forma:

a) Primeira Geracdo: inclui as primeiras décadas apds a segunda guerra mundial, 1950 a
1970. O principal objetivo era que o corpo nao rejeitasse 0 material implantado e que esse
apresentasse propriedades mecanicas minimamente suficientes. Tanto materiais naturais como
sintéticos eram usados no tratamento dos pacientes. Também é conhecida como a geracdo dos
materiais bioinertes.

b) Segunda Geracdo: essa segunda epoca demonstra maior interesse em materiais com
um melhor desempenho, que mantenham a qualidade durante um maior periodo. Ha o
empenho em pesquisar materiais que provoquem respostas benéficas do organismo e
materiais biodegradaveis. Essa geracdo se estende de 1970 até 2000.

c) Terceira Geragdo: € a geracdo atual, na qual ainda se procura compreender e melhorar
0S mecanismos da regeneracdo dos tecidos. Destaca-se 0 uso da micro e nanotecnologia e da
combinacdo de produtos, como a incorporagdo de medicamentos em biomateriais.

Quanto a origem, os biomateriais podem ser naturais ou sintéticos, sendo utilizados

metais (Figura 2), polimeros, cerdmicos ou uma combinacdo quimica ou fisica destes.
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Figura 2 - Exemplo de aplicagdes de biomateriais metalicos: (a) stent e (b) grampo para
aneurisma.

a) b)

Fonte: Chen et al. (2015)

Os materiais derivados de organismos vivos sdo denominados biomateriais naturais
(ZHANG et al., 2013). Os ossos, pele, tenddes, cornea, nervos, musculos e sangue fazem
parte desse grupo (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013). Por serem originarios de seres
vivos, 0s biomateriais naturais apresentam como vantagens serem atdxicos, possuirem
propriedades mecénicas mais proximas as propriedades do 6rgdo ou tecido reparado ou ainda
serem naturalmente degradados. No entanto, o hospedeiro pode desencadear uma reagédo
imunologica se reconhecer o implante como um corpo estranho, outras desvantagens sdo a
alta variabilidade das propriedades e terem a manipulacdo mais dificil quando comparado aos
materiais sintéticos devido a sua complexidade bioldgica (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED,
2013).

O outro grupo de biomateriais sdo os de origem sintética, aqueles que sdo manipulados
para apresentarem propriedades especificas (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013). Como
mencionado anteriormente biomateriais sintéticos podem ser classificados em quatro
categorias: metalicos, poliméricos, ceramicos e compasitos.

Os polimeros sdo facilmente degradados o que pode ser considerado vantagem caso 0
tempo de uso seja curto, por exemplo, na liberacdo de medicamentos, porém para casos que
demandem mais tempo essa caracteristica pode se tornar indesejavel. Essa propriedade
também é desfavoravel durante o processo de esterilizacdo, pois temperaturas elevadas,
umidade e radiacdo podem alterar as propriedades do biopolimero. A facilidade no
processamento e baixo méddulo de elasticidade sdo vantagens em relacdo aos metais e

ceramicas. Os polimeros sdo encontrados em véarios produtos biomédicos: lentes
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intraoculares, proteses mamarias e como pecas em proteses mais complexas, como as de
quadril e joelho (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013).

Os biomateriais ceramicos séo sintetizados a partir de compostos inorganicos, como 0s
Oxidos metalicos. Apresentam excelente biocompatibilidade, resisténcia & corrosdo e ao
desgaste, porém possuem elevado modulo de elasticidade (200 — 400 GPa), e sdo muito
frageis (HENCH; WILSON, 1993). Como exemplo, se pode citar a zircOnia que apresenta
excelentes propriedades mecénicas, materiais produzidos a partir do carbono, além de
hidroxapatita e tricalcio fosfato, que por serem quimicamente semelhantes ao tecido 6sseo
promovem uma melhor osseointegracdo (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013).

Os metais passaram a ganhar mais espaco na recuperacdo de funcbes corporais apds o
final da Revolugdo Industrial, na segunda metade do século 19, quando sua producdo se
tornou maior com o desenvolvimento de novas ligas. Simultaneamente, ao aumento da
producdo de metais, foi desenvolvida a técnica de cirurgia asseptica, por Joseph Lister em
1860, que diminui os casos de infeccdo poOs-operatorios, permitindo que aumentasse a
eficiéncia de materiais implantados (CHEN, 2015). As caracteristicas essenciais para
possibilitar que as ligas sejam usadas em implantes, como biocompatibilidade, resisténcia a
corrosdo e propriedades mecénicas adequadas, restringem o nimero de opg¢des em quatro
grandes grupos: as ligas de aco inoxidavel, as ligas a base de cobalto e cromo, o titanio e suas
ligas e um quarto grupo formado por outros metais, como magnésio e niquel (CHEN, 2015;
ALIl; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013). Dentre os biomateriais metalicos se destaca o
grupo do titanio e suas ligas, devido a um excelente conjunto de propriedades de volume,
como resisténcias a fratura e a fadiga, baixo modulo de elasticidade, quando comparado a
outros metais, excelente biocompatibilidade, resisténcia a corrosao e baixa densidade.

Os materiais biomédicos ainda podem ser formados pela unido de dois ou mais
materiais, originando um novo biomaterial com propriedades intermediarias as dos materiais
que os formam. Os compdsitos podem ser utilizados, por exemplo, na cimentacdo de 0ssos,
em implantes dentérios ou ortopédicos (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013).

O prefixo “bio” que distingue esse grupo dos demais materiais se refere a uma
propriedade essencial: a biocompatibilidade, isto é, o material ndo deve causar qualquer efeito
nocivo ao organismo (SAINI, 2015). Porém existe uma tolerancia em relacdo a nocividade,
dependendo do local e da aplicacdo, por exemplo, em material usado em uma cirurgia
ortopédica pode ndo apresentar as mesmas exigéncias para um caso cardiovascular. A
biocompatibilidade pode ser classificada em relagdo a morte de células (citotoxicidade), a

metagénese, a formacdo de cancer, a respostas imunologicas e alérgicas e a coagulacdo do
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sangue. N&o apenas as relacbes quimicas e fisiologicas, como também a geometria influencia
na citotoxicidade (CHEN, 2015; EISENBARTH, 2004).

Li et al. (2010) compararam a citotoxicidade de alguns metais amplamente utilizados
em ligas para o uso biomédico e constataram que havia nocividade em alguns elementos
quando se encontravam na forma de p6, porém quando eram analisados na forma de chapas
essa caracteristica ndo era notada, conferindo biocompatibilidade ao material.

A nocividade ndo é Unica resposta do tecido estudada, o material pode apresentar outras
respostas bioldgicas que facilitam a recuperacdo do organismo. Hench e Wilson (1993 apud
ESCADA, 2009) classificam os biomateriais em relacéo a estas respostas em:

a) Bioinertes: esses materiais ndo provocam nenhuma reacdo do tecido em contato,
porém, normalmente, esses materiais sdo envolvidos por uma capa fibrosa que separa o tecido
do implante.

b) Bioativos: diferentemente dos bioinertes, existem reacdes biofisicas e bioguimicas
que favorecem a atividade celular no local, ndo formando o envoltorio fibroso. Quando em
contato com o tecido 6sseo provoca o fendmeno da osseointegracdo, ou Seja, ocorre 0
recobrimento do implante por células 6sseas e 0 seu posterior desenvolvimento.

c) Bioabsorviveis: as células do organismo sdo capazes de fagocitar o material.

d) Biodegradaveis: sdo materiais degradados pelo organismo gerando residuos atoxicos.

Além da biocompatibilidade, a resisténcia a corrosdo e propriedades mecanicas
adequadas sdo de vital importancia. A primeira estd intimamente ligada a ndo toxicidade do
material, pois impede que haja a liberacdo de ions no organismo causando reacfes adversas.
Em relacdo as propriedades mecanicas, é necessaria resisténcia ao desgaste e a fratura
adequada a funcdo e ao projeto do produto final, além de resisténcia a fadiga elevada. Em
algumas situacdes, quando existe contato direto do material com o tecido dsseo, é de grande
interesse que as diferencas entre 0s mdodulos de elasticidade do tecido e do implante sejam o
mais préximo possivel, evitando o efeito stress shielding, que ocorre quando os esforgcos ndo
sdo bem distribuidos entre 0 0sso e o implante, impedindo o crescimento 6sseo na interface,
podendo em alguns casos levar a perda da protese.

Apos certa estabilizacdo de quais seriam as melhores propriedades de volume para um
biomaterial, passou-se a estudar como modificar a superficie com o objetivo de melhorar a
interacdo tecido/implante. No caso dos biometais, mais especificamente, quando aplicados na
reparacao de tecidos 0sseos, busca-se se obter uma osseintegracdo mais eficaz. Deste modo,
sdo pesquisadas formas de alterar a topografia do implante, por meio de métodos fisicos,

mecanicos e quimicos; e de alterar a composicdo da superficie, com a adi¢cdo de materiais que
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induzam o crescimento 0sseo ou evitem situacdes adversas, como inflamacdes e infeccBes
(GEETHA et al. 2009; BAGNO; DIBELLO, 2004; KULKARNI et al., 2014).

2.2 TITANIO E SUAS LIGAS

Apesar de ndo ser encontrado no corpo humano e ndo apresentar papel biolégico, o
titdnio ndo e téxico (CHEN et al., 2015). Essa caracteristica é fundamental ao seu uso
biomédico, somada a excelente resisténcia a corrosdo, propriedades mecéanicas adequadas e
baixa densidade, tornou-o um dos mais importantes biomateriais estudados.

O titanio foi descoberto em 1791, em meio a revolugdo industrial e avanco da industria
metallrgica por dois pesquisadores. O pastor e mineralogista inglés William Gregor,
realizando pesquisas no vale de Manaccan, isolou de um 6xido (ilmenita) um elemento ainda
desconhecido, descrevendo e o denominando de Manaccanite. Naquele mesmo ano, o
quimico alemdo Martin Klaproth estudando outro éxido (rutilo), conseguiu isolar um
elemento e acreditando ser desconhecido, o denominou de titanio. Mais tarde, concluiu-se que
os dois novos elementos eram, na verdade, o mesmo (LEYENS; PETERS, 2003;
LUTJERING; WILLIAMS, 2007).

Em 1940, foi desenvolvido, por William Kroll, um processo eficaz de se obter o titanio
na sua forma pura, a partir do rutilo. O fato de ser muito reativo dificulta sua obtencéo,
tornando-o um metal relativamente caro, quando comparado a outros utilizados para 0 mesmo
fim, como os acos, apesar de ser o quarto metal mais abundante na crosta terrestre, atras do
aluminio, ferro e magnésio (LEYENS; PETERS, 2003; LUTJERING; WILLIAMS, 2007).

O titdnio é alotropico, ou seja, apresenta uma mudanca da estrutura, que ocorre,
normalmente, por meio de tratamentos térmicos, porém tratamentos mecanicos tambem
podem ser utilizados. No caso do titanio hd uma mudanca da estrutura hexagonal (HC) para
uma estrutura cubica de corpo centrado (CCC), influenciando vérias propriedades, como
mddulo de elasticidade e resisténcia a tracdo (Figura 3). Até a 883 °C o titanio se organiza em
uma estrutura hexagonal compacta (HC), acima dessa temperatura 0s atomos se ordenam em
uma estrutura cubica de corpo centrada (CCC). A fase hexagonal compacta é denominada de
fase alfa (fase a), enquanto que a estrutura cubica de corpo centrado recebe o nome de fase
beta (fase ) (CHEN et al., 2015; LONG; RACK, 1998).
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Figura 3 - O titdnio é um elemento alotropico, apresentando estrutura hexagonal compacta
(HC) e, acima de 883 °C, estrutura cubica de corpo centrado (CCC).
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Fonte: Autor

A resisténcia a corrosdo esta relacionada a biocompatibilidade do titanio, devido a
formacdo espontanea de uma camada passiva na superficie do metal, que impede a liberacao
de ions de Ti para 0 meio, mesmo quando exposto ao fluido corporal. A formacdo dessa
camada de oOxido estavel (TiO,), com espessura entre 2 e 10 nm, ocorre rapidamente, da
ordem de 10 s, pois o Ti é altamente reativo (CHEN et al., 2015).

A camada passiva de dioxido de titanio (TiO,) é amorfa, porém pode passar por
transformacéo, quando exposta a temperaturas superiores a 400°C, e se tornar cristalina de
forma irreversivel. Existem trés fases cristalinas possiveis (polimorfismo): rutilo, anatase e
broquiita (Figura 4). O rutilo apresenta uma estrutura tretagonal, e é a fase mais comum, por
este motivo é a forma mais estudada. Estudos in vitro revelaram que a anatase (tretagonal)
favorece o crescimento das células, portanto tem uma aplicacdo importante em biomateriais.
A forma mais rara encontrada naturalmente é a broquita que apresenta uma estrutura
ortorrdmbica. (REGONINI et al., 2013)



24

Figura 4 - Estruturas cristalinas do TiO,: (a) rutilo (tetragonal), (b) anatase (tetragonal) (c)
broquita (ortorrombica).

a) Rutilo b) Anatase ©) Broquita
Fonte: adaptado de Regonini et al. (2013)

Desta forma, elementos de liga sdo utilizados para estabilizar a fase desejada,
juntamente, com os tratamentos térmicos e/ou mecanicos. Além disto, eles modificam outras
propriedades, como resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade. Os elementos de ligas sdo
classificados em trés categorias, segundo a estrutura que induzem: os neutros, os a-
estabilizadores e os B-estabilizadores (Figura 5) (LEYENS; PETERS, 2003; LONG; RACK,
1998; SHAH et al.; 2016). Os elementos a-estabilizadores elevam a temperatura de
transformacéo da estrutura HC para CCC, enquanto os elementos -estabilizadores produzem
um efeito contrario. Aluminio e oxigénio sdo os a-estabilizadores mais importantes, formando
as ligas mais utilizadas. Os elementos estabilizadores da fase  sdo subdivididos em dois
grupos: P-eutéticos e P-isomorfos, que apresentam maior solubilidade. O uso de a-

estabilizadores ou B-isomorfos formam uma regido onde as duas fases (a e ) sdo presentes
(LEYENS e PETERS, 2003).

Figura 5 - Influéncia dos elementos de na formacao das fases de ligas de Ti.
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(Sn, Zr) (ALO,N, O (Mo, V, Ta, Nb) (Fe, Mn, Cr, Co, Ni, Cu, Si, H)

Fonte: adaptado de Leyens; Peters (2003).
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Quando ndo ha tempo suficiente para total transformacgdo da fase p em a, devido ao
resfriamento rapido, podem surgir fases metaestaveis, com propriedades intermediarias as
duas fases originais. Outra forma de surgimento dessas fases é por meio de tratamentos
mecanicos, que levam a uma distor¢do da estrutura. Essas fases sdo denominadas o, o’ € o.
As duas primeiras apresentam modulos de elasticidade e resisténcia a fratura com valores
intermediarios as fases a e P, sendo que a fase o’ mais resistente, devido sua maior
semelhanga com a fase a. O resfriamento rapido de ligas com alta concentracdo de [-
estabilizadores, além do envelhecimento e deformacdo mecénica a frio, podem induzir a
formagdo da fase m, que nao ¢ recomendada. A presenca da fase ® em ligas utilizadas na
fabricacdo de implantes, resulta no aumento do modulo de elasticidade do material (PRABHA
et al, 2011, SUN et al., 2011, BEHERA et al., 2013).

As ligas de titanio podem ser classificadas em relacéo as fases presentes a temperatura
ambiente, segundo Long e Rack (1998) ha cinco grupos: ligas dos tipos a, quase-a, a+p, B
metaestavel e B. As ligas do tipo a e quase-a apresentam excelente resisténcia a corrosao, as
ligas comercialmente puras sdo exemplos de ligas do tipo a. As ligas do tipo B exibem boa
conformabilidade, e a excelente combinacdo de baixo moédulo de elasticidade e Otima
resisténcia a corrosdo. As ligas que apresentam entre 10 e 20% de fase B sdo classificadas
como o+f e possuem propriedades intermedidrias em relagcdo as ligas do tipo a € B, como
exemplo, pertence a esse grupo a liga mais comercializada, Ti6Al4V (BEHERA et al., 2013;
LEYENS; PETERS, 2003; LONG; RACK, 1998; SHAH et al.; 2016; CHEN et al., 2015).

Algumas propriedades mecanicas sdo importantes quando o metal é empregado na
fabricacdo de implantes de substituicdo de tecidos duros, duas propriedades se destacam:
resisténcia a fadiga e mddulo de elasticidade.

Quando existe uma diferenca muito grande entre o0 mddulo de elasticidade do implante e
0 0ss0, os esforcos gerados naturalmente pelo corpo ndo sdo distribuidos igualmente entre o
0sso e 0 metal e, como consequéncia, pode haver a atrofia do tecido 6sseo, ocasionando a
perda do implante, esse fenbmeno € conhecido como stress shielding (NIIOMI; NAKAI,
1998).

Os ossos tém modulo de elasticidade inferiores a 30 GPa, por exemplo, 0 mddulo de
elasticidade do fémur é 17 GPa, enquanto que 0s 0ssos da cervical tém valores menores que 1
GPa. Logo, para minimizar o efeito stress shielding deve se utilizar materiais com mddulo de
elasticidade baixo. Dentre os biomateriais metalicos mais empregados, 0s acos inoxidaveis
tém moddulo de elasticidade em torno de 240 GPa, as ligas de Co-Cr exibem valores com cerca

de 200 GPa, enquanto o titanio e suas ligas tém maodulos de elasticidade inferiores a 100 GPa
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(Figura 6). Entre as ligas de titanio, as ligas do tipo  apresentam resultados ainda melhores,
com mddulo em torno de 50 GPa, isso se deve a estrutura do tipo CCC, que apresenta mais
planos e dire¢cdes de escorregamento quando comparada com a fase a (KATTI, 2004;

GEETHA et al., 2009; CHEN et al., 2015).

Figura 6 - Mddulo de elasticidade dos trés principais grupos de biomateriais metalicos.
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Fonte: Autor

A resisténcia a fadiga é outra importante propriedade mecanica, pois em decorréncia
dela os implantes podem falhar dentro da faixa de esforcos previstos. Ligas de titanio do tipo
B sdo menos resistentes em comparacao as ligas do tipo a e a+f, porém quando se observa a
relacdo resisténcia a fadiga/modulo de elasticidade, a ligas do tipo B sdo superiores aos outros
dois tipos. Além da estrutura, a condicdo da superficie influéncia na resisténcia a fadiga do
material, por exemplo, hd uma reducdo de 40% da resisténcia, quando existem ranhuras na
superficie de implantes de ligas do tipo a ou a+f. Entretanto, superficies irregulares sdo mais
vantajosas para a interacdo implante/tecido, favorecendo o crescimento celular. Portanto, €
interessante que o uso das modificacbes de superficie seja usado com moderacdo e em locais
relevantes para o sucesso da reparacédo do tecido (CHEN et al., 2015; LONG e RACK, 1998).
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2.2.1 Estudos de ligas de titanio para uso biomédico

A liga mais utilizada para a fabricacdo de implantes é a Ti6Al4V, porém devido a
toxicidade dos elementos de liga, o aluminio vem sendo relacionado ao mal de Alzheimer, e 0
vanadio vinculado a inflamacéo dos 6rgdos, e seu médulo de elasticidade, novas ligas, livres
desses elementos estdo sendo estudadas buscando modulos de elasticidade mais proximos ao
do tecido Gsseo, nesse sentido destacam-se o Mo, Nb, Ta, Zr € Sn por serem [3-estabilizadores
e ndo-toxicos (XU et al. 2008). O nidbio apresenta excelente biocompatibilidade e resisténcia
a corrosdo, enquanto o molibdénio, apesar de seu uso ainda ser controverso, tem propriedades
mecanicas compativeis a aplicacdo biomédica, boa citotoxicidade e é um forte estabilizador
da fase B em comparagdo aos outros elementos, concentragdes maiores que 10% peso
estabilizam a fase p (CHELARIU et al. 2014; NEACSU et al. 2015). Varias ligas do sistema
Ti-Mo e Ti-Nb vem sendo estudadas, como por exemplo, as ligas Ti7,5Mo e Til5Mo que nao
apresentaram citotoxicidade e interferéncia negativa no crescimento celular (CHELARIU et
al. 2014; NEACSU et al. 2015; CHAVES et al., 2016). O nidbio foi estudado como elemento
de liga para substituicdo das ligas do sistema Ti-Ni por Kim et al. (2006) e outros
pesquisadores que constataram que até concentracdes de 15% em massa de Nb, as ligas
apresentavam fase ao’, entre 15 e 35% estabilizava-se a fase a” e acima dessa concentragdo a
fase B se torna dominante (Figura 7) (CHELARIU et al. 2014). Além de excelente
biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo o 6xido formado nas ligas Ti-Nb agiu como um
Otimo suporte para adesdo e proliferacdo celular sem nenhuma resposta inflamatoria
(NEACSU et al. 2015).

Figura 7 - Micrografia Optica da liga Til0Mo8ND, apresentando fase .

Fonte: Chelariu et al. (2014)
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As ligas do sistema ternario Ti-Mo-Nb também foram estudadas por Xu et al. (2008).
Os pesquisadores realizaram um estudo sobre as propriedades mecéanicas e microestrutura das
ligas TilOMo3NDb, TilOMo7Nb e TilOMo10NDb. Todas as ligas apresentaram graos equiaxiais
da fase B em uma matriz o, ocorrendo um aumento da fase f com o aumento do teor de
niébio. Esse resultado foi confirmado com a realizacdo dos ensaios de dureza, sendo que
houve uma diminuicdo nas magnitudes obtidas com o aumento da fase P e,
consequentemente, com 0 aumento da concentracdo de Nb. As trés ligas apresentam valores
elevados de dureza Vickers (394 - 444) quando comparado com o titdnio comercialmente
puro (160) e valores de mddulo de elasticidade reduzidos, entre 24,7e 28,4 GPa, que diminuiu
com o aumento de nidbio.

Almeida et al. (2014) e Chelariu et al. (2014) estudaram a resisténcia a corrosdo de
diferentes ligas de Ti-Mo-Nb. Ambos notaram um aumento da resisténcia a corrosdo com o
aumento da concentracdo de nidbio. Almeida et al. (2014) relacionou esse aumento a rede
cristalina do TiO, com menor numero de vacancias, devido a presenca de Nb, além de propor
que uma liga com uma fase Unica apresenta melhor resisténcia a corrosdo em razdo da
formacao de um efeito galvanico entre as fases a e . Entre as ligas estudadas, Til2Mo13Nb e
Ti10Mo020Nb, a que continha maior concentragao de Nb exibiu maior quantidade de fase f§ e
melhor resisténcia a corrosdo. Chelariu et al. (2014) estudou as ligas Til2Mo, Til0Mo8Nb,
Ti8Mo016Nb, Ti6Mo024Nb e Ti4Mo32Nb em meio salino. Todas as ligas apds solubilizacao
apresentaram fase P e com microesturura equiaxial. ApOs testes de espectroscopia de
impedancia eletroquimica e microscopia de varredura constatou-se a formacdo de uma
camada compacta de TiO,. Apesar da resisténcia a corrosdo aumentar com o aumento da
concentracdo de nidbio existiu uma condicao 6tima, onde a camada de 6xido formada € mais
isolante, sendo mais dificil as reacdes de troca de elétrons, a condicdo seria entre 8 e 16% de
Nb em peso.

Estudos in vitro foram realizados por Neacsu et al. (2015) nas ligas de tipo B: Til2Mo,
Ti4M032Nb, Ti6Mo24Nb, Ti8Mo012Nb e TilOMo8Nb. Os estudos foram realizados com
células do tipo pré-osteoblastos, como resultado houve forte adesdo e boa proliferacdo e
diferenciacdo celular ndo havendo diferenca significativa entre as ligas e o TIiCP, ndo

apresentando citotoxicidade e resposta inflamatéria (Figura 8).
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Figura 8 - Imagens de fluorescéncia de filamentos de actina (vermelho) e vinculin (verde) em
celulas MC3T3-E1 pre-osteoblastos cultivadas em ligas do sistema Ti-Mo-Nb.

15 min 30 min

Ti 6 Mo 24 Nb

Fonte: Neacsu et al. (2015)

2.3 MODIFICACAO DE SUPERFICIE

Uma vez estabelecidas as melhores propriedades de volume para implantes metéalicos, o
alvo dos estudos se tornou os meios de modificacdo da superficie, buscando melhorar a
interacdo tecido/implante. Segundo Bagno e Di Bello (2004) esta relacdo é influenciada pela
composicdo e organizacdo da camada de proteinas formadas na superficie do implante, que

por sua vez é controlada pelas propriedades da superficie, como a energia de superficie e
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molhabilidade (GEETHA et al. 2009; BAGNO; DI BELLO, 2004). Estas propriedades séo
dependentes das micro e nanotopografias e da composicdo da superficie (BAGNO; DI
BELLO, 2004).

Alguns autores classificam as possiveis modificacbes de superficie em fisicas, que
incluem os tratamentos mecanicos, como usinagem, lixamento e polimento; quimicas, por
exemplo, ataques &cidos e alcalinos e métodos eletroquimicos; e bioquimicas (BAGNO; DI
BELLO, 2004).

Por outro lado, Sobieszczyk (2010), Kulkarni et al. (2014) e Liu et al. (2014), dividem
essas técnicas em quatro tipos, considerando os tratamentos mecénicos, um novo grupo de
técnicas de modificacdo de superficies, admitindo como métodos fisicos, por exemplo,
tratamentos de plasma e deposicdo fisica de vapor (PVD), nos quais ndo ocorrem reacdes
quimicas. Duan e Wang (2006) propdem a classificacdo exibida no quadro 1.

Quadro 1 — Classificacdo dos tratamentos de modificacdo de superficies, segundo Duan e
Wang (2006).

Grupos Definicéo Exemplos

Deposicao fisica de vapor (VPD)
Plasma spray

Tratamento biomimético
Imobilizacdo de moléculas funcionais
Modificacdo da superficie existente em Implantacédo de ions

Grupo1l Adicdo de materiais com funcBes desejaveis.

Grupo 2

composicdes e topografias desejaveis. Métodos eletroquimicos
Remocdo de material da superficie, com o Usinagem
Grupo 3 ¢ P ' Jateamento

objetivo de criar topografias especificas. Ataque quimico

Fonte: Autor

A oxidacdo anodica € uma excelente alternativa, pois cria uma nanotopografia, com a
modificacdo da camada de Oxido que naturalmente é formada pelo material do implante,
gerando estruturas porosas e/ou tubulares (Figura 3), que, também, podem ser utilizadas como
reservatorio de medicamentos, favorecendo o crescimento celular e evitando respostas
imunologicas (REGONINI et al., 2013).

2.4 TRATAMENTO DE SUPERICIE: OXIDACAO ANODICA
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2.4.1 Considerac0es gerais

A oxidacdo anddica € uma técnica eletroquimica que permite o crescimento estruturas
nanométricas a partir do o6xido de alguns metais, como aluminio, zircénio, estanho, titanio
entre outros. Estas nanoestruturas permitem diversas aplicacdes, no caso do titénio e suas
ligas, por exemplo, podem ser empregados em células solares, fotocatalisadores e implantes
biomédicos (LIANG et al., 2011).

Esse item tem como objetivo apresentar o mecanismo de formacao e crescimento destas
nanoestruturas de didxido de titanio e os fatores que influenciam este processo. Regonini e
colaboradores fizeram uma excelente revisdo sobre este tema no artigo “A review of growth
mechanism, structure and crystallinity of anodized TiO, nanotubes”, em 2013, que sera o eixo
desse conteudo. A modificacdo da superficie por esse processo se origina em estudos com
aluminio, na década de 1950, e posteriormente € desenvolvida em outros metais, entre 0s
quais se destaca o titanio, devido as suas aplicagdes. Portanto, em diversas ocasifes sao
apresentados conceitos elaborados a partir dos experimentos com aluminio para explicar os
mecanismos no titanio.

Em 1953, Keller et al. apresentaram um estudo realizado com aluminio comercialmente
puro (CP), no qual foi obtido um conjunto de estruturas compactas, com formato hexagonal
contendo no seu interior um unico poro, formada a partir da modificacdo da camada de 0xido
de aluminio por meio de anodizacdo em solucdo acida. Quatro décadas depois, a técnica foi
otimizada por Masuda e Fukuda (1995), que obtiveram um filme poroso altamente ordenado
de oxido de aluminio, com aspecto semelhante a um favo de mel, com diametro de 70 nm.
Neste estudo, o aluminio CP foi anodizado em uma solugédo de acido oxalico (0,3 mol/L) sob
uma tensdo de 40 V. Simultaneamente, durante esse periodo foi publicado o primeiro estudo
como titdnio CP, por Assefpour-Dezfuly e colaboradores (1984) e quinze anos depois foram
publicados dois trabalhos que serviram de base para o desenvolvimento do método para o
titanio e suas ligas, por Zwilling e coautores (1999, 1999 apud REGONINI et al., 2013), em
que caracterizam a camada de 6xido formada pelo tratamento da liga Ti6Al4V em eletrélito
composto por acido crémico (H,CrO,) e acido fluoridrico (HF) . Outros metais, como
zircdnio, nidbio, vanadio, tantalo e ferro também vém sendo pesquisados (REGONINI et al.,
2013).

O processo de oxidacdo anodica consiste na aplicacdo de uma diferenca de potencial

elétrico entre a amostra (&nodo) e o contra-eletrodo, normalmente de platina, imersos em um
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eletrolito (Figura 9). Desde os estudos de Assefpour-Dezfuly et al. (1984) séo utilizado ions
fluoreto na composicao do eletrdlito, devido sua capacidade de dissolver o dioxido de titanio
(TiOy), formado espontaneamente sobre o substrato. O filme 6xido formado atua como uma
barreira a migracdo de ions do metal, limitando seu crescimento, os ions fluoreto dissolvem

parte dessa camada permitindo que haja migrago de fons Ti** com a aplicacdo da tensdo.

Figura 9 — Representacdo de uma célula eletrolitica utilizada durante a oxidac&o anddica.

Tensao elétrica

r—“l'l»—Te»

#  Metal N
N 7/
==
ido
Anodo Catodo

Fonte: adaptado de Regonini et al. (2013)

Segundo Regonini et al. (2013) e Mohapatra et al. (2007), a reacdo que ocorre no anodo
é representada na equacdo (1). Simultaneamente, ocorre a dissociagdo da agua, que é
necessaria para o processo, e a rapida recombinacdo dos fons Ti** com OH e O,

representado, de forma simplificada, nas equacoes (2) e (3).

Ti > Ti** + 4e- (1)
Ti** + 40H~ - Ti(OH), )
Ti** + 202~ - Ti0, 3)

Ha um gradiente de hidratacdo do Oxido enquanto ele é formado, influenciado pela
tensdo, sendo ela diretamente proporcional a incorporacdo de agua. Porém se considera que o
oxido formado é composto por duas camadas, uma interna, proxima a interface metal/6xido e
outra externa, interface 6xido/eletrolito (TAVEIRA et al., 2005; REGONINI et al., 2013). A
camada interna é representada pelo 6xido TiO,, desidratado, e a externa, hidratada, por
Ti(OH),4. Posteriormente a camada externa libera a agua pela reacdo de condensacdo (Equacéo
4).

Ti(OH), - TiO, + 2H,0 (4)
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Enquanto essas rea¢Ges ocorrem no &nodo, no catodo ocorre a liberacdo de hidrogénio,
de acordo com a equacdo (5).

4H* + 4e~ - 2H, (5)
A equacdo (6) resume a formacao de didxido de titanio (TiO,):
Ti 4+ 2H,0 - TiO, + 2H, (6)

Como comentado anteriormente, os ions fluoreto tem como fungdo dissolver parte do
6xido formado, equacdes (7) e (8), além de também se combinarem com parte dos fons Ti*",
(Equacéo 9) formando o complexo [TiFs”].

TiO, + 6F~ + 4H* - TiF2~ + H,0 )
Ti(OH), + 6F~ > TiF2~ + 40H~ (8)
Ti** + 6F~ - TiFZ" (9)

Essa oposicdo entre dissolucdo e formacdo da camada de oxido € a principal razdo do
desenvolvimento de nanoporos e nanotubos. Além da formacéo e dissolucdo do filme 6xido,
também pode ocorrer a formagdo de oxigénio no anodo (Equacéo 10), que podera influenciar
na formagdo das nanoestruturas.

2H,0 - 0, + 4e~ + 4H* (10)

Uma representacdo dos processos quimicos que ocorrem durante a oxidagdo anddica do

Ti é apresentada na figura 10.

Figura 10 — Representacdo dos processos quimicos que ocorrem durante a oxidacdo anddica

do Ti.
(+)
O

ORI
|_F on C%
02' 2e-
TiFe? “+b Y
— H*
_ -
tT1io, Pt
Ti

Fonte: Regonini et al. (2013).

Esse processo leva a formacdo de diversas estruturas desde camadas porosas até
nanotubos ordenados (figura 11) dependendo da composicdo do material tratado, do potencial,
do eletrdlito, entre outros parametros (KOLWALSKI; KIM; SCHMUKI,2013).
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Figura 11 - Diferentes morfologias da camada de éxido resultante de oxidacdo anddica sob
diferentes parametros.

Anodizacao

Camada compacta

Mesoesponja

Anodizacao

Nanotubos

Nanoporos

Fonte: adaptado de Kolwalski; Kim; Schmuki (2013)

De acordo com Crowford e Chawla (2009), o crescimento de nanoestruturas ocorre em
4 estagios (Figura 12). No inicial (Estdgio 1) a anodizagdo é caracterizada pela grande
diminuicdo da densidade de corrente com o tempo, devido a formacdo de uma camada de

oxido densa pela dissolucdo de titdnio. O estdgio 2 € caracterizado pela formacdo de



35

nanoporos através da superficie da camada de TiO, (Figura 12). Como 0S nanoporos
continuam crescendo dentro da camada, existe uma transi¢cdo abrupta de nanoporos para
nanotubos sendo o Estdgio 3 caracterizado pela formacdo de uma bicamada. A camada
externa formada por nanoporos e a camada interna formada por nanotubos. O estagio 4 é
formado pela completa dissolugdo da camada porosa e da compacta, originando a formagéo

de nanotubos de TiO, altamente ordenados.

Figura 12 - llustracéo sobre o processo de formacéo de camadas porosas e nanotubos.

Estagio 1 Estagio 2

Camada Compacta ﬁ

* Camada

Estagio 3

Camada Nanoporosa

LU AL AL R LR R u’/

Nanotubos
de TiO, Nanotubos

de TiO,

Estagio 4

Nanotubos
de TiO,

Fonte: Adaptado de Crowford; Chawla (2009)

Modelos mais complexos que explicam melhor a formacdo de nanoestruturas foram
desenvolvidos como consequéncia dos estudos em aluminio, subsequentemente, utilizados
para o titanio e suas ligas (REGONINI et al., 2013).

Experimentos posteriores aos citados no inicio desta secdo, ainda com aluminio,
identificaram que a formacdo do Oxido ndo ocorria apenas proximo na interface

oxido/eletrolito. Neste estudo amostras de aluminio foram oxidadas em um eletrélito rico em
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O™ com o objetivo de formar um filme denso, em sequéncia, foi realizada nova anodizacio,
porém agora em um meio livre de O, para o crescimento de estruturas porosas. Quando
analisadas as amostras que passaram pelos dois tratamentos, se observou que a primeira
camada, rica em O, se encontrava no topo da camada porosa, ou seja, a formacao da nova
camada, rica em O, ocorreu junto ao substrato, sob o antigo filme (Figura 13) (SIEJKA et
al., 1977). Outros estudos realizados com aluminio dopado com tungsténio (W) evidenciaram
a presenca de ripas de 6xido de tungsténio penetrando a alumina, nas paredes dos poros, sem
rompé-la (IGLESIAS-RUBIANES et al., 2002). Esta arquitetura das nanoestruturas pode ser
explicada pela expansdo do Oxido, que causa um deslocamento do filme formado, se
acumulando em algumas regifes, onde se formara a parede do tubo (Figura 14) (JESSENSKY
et al., 1998; LI et al., 1998; REGONINI et al., 2013), como ocorre a formacdo de cadeias de
montanhas no encontro de duas placas tectonicas. O crescimento de nanotubos de TiO, pode
ser explicado de forma analoga. Estes mecanismos explicam a ocorréncia de estruturas

conectadas, poros em um filme oxido.

Figura 13 - Representacdo dos resultados obtidos por Siejka et al. (1977). Formacdo de um
filme (a) denso e (b) poroso, apds anodizacdo em meio contendo O, sequido de anodizagéo
em eletrélito livre de O*.

o* =
016
— — IS
i T e 77
a) b)

Fonte: Adaptado de Regonini et al. (2013)
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Figura 14 — Representacdo dos (a) processos de dissolucdo e formagéo do TiO, em meios
contendo ions F~ e do (b) processo de crescimento dos nanotubos.

a) b)

Fonte: adaptado de Macak et al. (2007); Regonini et al. (2013)

O crescimento de nanoestruturas é influenciado por diversos fatores, com o tempo de
anodizacdo, temperatura, eletrolito e tensdo. Outros fatores, como a resisténcia do eletrélito e
processos de difusdo, muitas vezes ndo sdo considerados, devido a dificuldade de controle ou
por serem menos decisivos ao crescimento dos nanotubos (REGONINI et al., 2013; MACAK
et al., 2007).

2.4.2 Eletrolito

Os eletrolitos podem ser classificados basicamente segundo a sua natureza em dois
tipos: aquosos e organicos. A concentracdo dos ions F~ precisa assegurar o crescimento das
nanoestruturas, portanto, é indispensavel encontrar um valor minimo para que isso ocorra.

As solucBes de &cido crémico com fluoreto de aménio ou acido fluoridrico sao
exemplos de eletrolitos aquosos. Esses meios sdo mais agressivos para o dioxido de titanio
(TiOy), o que resulta em camadas muito espessas. Por exemplo, o uso de HF produz filme
com até 0,5 um de espessura. Uma alternativa viavel é o uso de solu¢des contendo sais de
fluoreto, por exemplo, Na,SO4/NaF e (NH4).SO4/NH4F. Com esses eletrolitos é possivel obter
filmes até oito vezes mais espessos (REGONINI et al., 2013).

Ao se utilizar meios organicos, 0 movimento e a troca de ions na superficie do substrato
sdo0 mais lentos, 0 oxigénio necessario para a formacdo do dioxido de titanio (TiO,) sera

dificultado, devido as ligagdes oxigénio/carbono serem mais energéticas quando comparadas
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com as ligacOes das moléculas de &gua, sendo nesse caso necessaria uma quantidade minima
de 4gua na solucdo (KELLY et al., 1989; REGONINI et al., 2013). A dissolugdo ocorre em
uma taxa menor, possibilitando um crescimento superior da camada de 6xido, podendo atingir
espessuras de até 1000 pm, como descrito por Paulouse e colaboradores (2007 apud
REGONINI et al., 2013). Por apresentar uma dissolugdo mais branda costuma-se encontrar
uma camada de 6xido sobre os nanotubos, que pode ser removida, caso interfira na aplicacéo,
com a utilizagdo de banho ultrassonico (REGONINI et al., 2013).

O raio do céation do sal de fluoreto também interfere na taxa de crescimento e no
comprimento dos nanocanais. Os cations maiores favorecem a formacdo dos tubos, por
inibirem algum efeito estérico, facilitando a migracdo de ions (REGONINI et al., 2013;
SHANKAR et al., 2007).

O “envelhecimento” da solucdo também ¢ um parametro que deve ser destacado,
segundo Regonini et al. (2013). Nesse caso, solu¢des reaproveitadas apresentam uma maior
condutividade, por ter uma maior concentracdo de TiFs”, que favorece a formacdo das
nanoestruturas (LI et al., 2009).

A quantidade de &gua no eletrdlito também pode afetar a morfologia da camada de
oxido, devido a formacéo de oxigénio no anodo. A evolucdo de oxigénio é verificada tanto em
eletrolitos aquosos como organico, sendo mais intensas no primeiro. A presenca oxigénio
pode afetar a morfologia dos nanotubos, sendo um dos fatores responsaveis pelo aspecto
ondulado da parede dos tubos e pela presenca de “costelas”, a tensdo aplicada seria outro
importante parametro relacionado a esta morfologia (REGONINI et al., 2013). Em processos
muito rapidos ndo haveria tempo suficiente para dissolugdo do 6xido que separa 0s hanotubos,
gerando o aspecto irregular da parede, e a evolucdo de oxigénio aprisionadas no Oxido
contribuiriam com essa textura (Figura 15) (JAROENWORALUCK et al., 2007,
JAROENWORALUCK et al., 2008; REGONINI et al., 2013), a evolucdo de gas também
pode influenciar na formacdo de camadas porosas.

O estudo do crescimento de nanotubos em filmes 6xidos pode ser dividido em quatro
geracOes em relacdo ao tipo de eletrolito usado. A primeira geracdo compreende o uso de
solugdes aquosas de acido fluoridrico, onde sdo obtidos nanotubos curtos, sem grande
organizacdo (Figura 16 (a)). A partir de solucbes aquosas com sais de fluoreto, sdo formados
tubos mais longos, acima de 5 um, e ordenados, esta é definida como a segunda geracéao
(Figura 16 (b)). Na terceira e quarta geracGes se passa a utilizar solu¢des organicas com pouca

agua e sais de fluoreto, obtendo nanotubos ordenados (3? geracdo) (Figura 16 (c)) e altamente
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ordenados (42 geragdo) (Figura 16 (d)), e extremamente longos, atingindo até 1000 pum de
comprimento (REGONINI et al., 2013).

Figura 15 - Representacdo da formacdo de nanotubos de TiO, com aspecto da parede
ondulado: (a) reacdes na interface 6xido/metal; (b) formacdo de bolhas de O; (c) unido das
bolhas pela dissolucéo do TiO,; (d) formacéo de nanotubos.
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Fonte: adaptado de Regonini et al. (2013)

Recentemente, anodizacBes com solucdes livres de ions de fluoreto vém sendo
estudadas. Como substitutos sdo usados ions de cloreto, brometo e perclorato. Estes

eletrolitos levam a formagdo de regides com nanotubos ndo-ordenados, porém o processo é
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mais rapido quando comparado com soluc¢@es contendo F, produzindo nanotubos longos em
poucos minutos. Como ndo ha ions de fluoreto o mecanismo de crescimento das estruturas é
diferente. Por ser um processo muito rapido, normalmente, o filme se destaca do substrato,
sendo uma técnica barata para a producdo de p6 de TiO, (REGONINI et al., 2013; LECLERE
et al., 2008).

Figura 16 - Nanotubos de TiO, formados com eletrélitos da (a) primeira, (b) segunda, (c)
terceira e (d) quarta geracéo.

a) 17 geracio de nanotubos de TiO,

¢) 3" geracio de nanotubos de TiO,

d) 4* geracio de
nanotubos de TiO,

Fonte: adaptado de Regonini et al. (2013).
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2.4.3 Potencial de anodizacao

A tensdo elétrica, normalmente, se encontra dentro da faixa de 5 a 60 V, sendo que em
eletrolitos aquosos, por serem mais agressivos, sao utilizados valores entre 5 e 30 V
(MACAK et al., 2007; REGONINI et al., 2013).

A diferenca de potencial influencia na migracdo de ions e na dissocia¢do das moléculas
de &gua, fatores essenciais para o desenvolvimento da camada de 6xido. Também existe uma
relacdo entre a tensdo aplicada e os diametros internos e externos e espessura da parede das
nanoestruturas. Segundo Regonini et al. (2012), Valota et al. (2010) e Yorija et al. (2011),
essa relacdo € diretamente proporcional até 60 V (Figura 17). Outros estudos identificaram

uma relacdo inversa em tensdes maiores, como citado por Regonini et al. (2013).

Figura 17 - Relacéo entre tensdo e diametro (interno e externo) dos nanotubos de TiO..
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Fonte: Adaptado de Regonini et al. (2012)

2.4.4 Tempo de anodizacdo

O tempo é extremamente dependente dos outros parametros. Em eletrdlitos mais
agressivos, como solucGes aquosas, o tempo, normalmente, atinge uma faixa de alguns
minutos até poucas horas, porém no uso de meios organicos pode se chegar a tratamentos que

duram até 24 horas. Porém é possivel utilizar tempos menores mesmo em condi¢Bes mais
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brandas, diminuindo o pH e aumentando a tenséo aplicada, por exemplo (REGONINI et al.,
2013).

Por ser menos agressivo em relacdo ao TiO,, a anodizacdo em eletrélito organico pode
gerar uma camada de Oxido sobre o topo dos nanotubos, por exemplo. Para tempos de
anodizacdo muito longos, essa camada pode dificultar a troca de ions em determinados pontos
da superficie, resultando em um desenvolvimento ndo homogéneo do filme (REGONINI et
al., 2013; REGONINI et al., 2012).

245 Temperatura

A temperatura do eletrdlito influencia a taxa de dissolucdo, em temperaturas maiores ha
uma maior mobilidade das moléculas e ions, diminuindo a viscosidade e facilitando a troca de
fons no substrato (WANG e LIN, 2009).

Estudos relacionados a variacdo de temperatura observaram que existe uma influéncia
da temperatura no didmetro das nanoestruturas, em eletrolitos organicos, quanto maior a
temperatura de anodizacdo maior o didmetro. Em solucGes aquosas, ndo foi observado
qualquer influéncia desse tipo (REGONINI et al., 2013).

Normalmente a anodizacao é realizada a temperatura ambiente, que é mais favoravel ao
crescimento dos nanotubos, pois estudos indicaram que para eletrolitos aquosos, solucdes
abaixo de 2°C inibiam o crescimento destas estruturas, e que em eletrolitos organicos o
crescimento nao é favoravel acima de 40 °C (PRIDA et al., 2007; REGONINI et al., 2013).

2.4.6 Estudos avaliando o crescimento de nanoestruturas de TiO; por anodizacéo

Estudos de modificacdo de superficie por oxidacdo anddica em ligas de Ti tém se
tornado mais frequentes, devido as excelentes propriedades de volume, principalmente, em
ligas dos tipos o+p e P. Rangel et al. (2013) obteve o crescimento de nanotubos de TiO; na
liga Til5Mo, apds anodizacdo em eletrolito composto por glicerol/H,O (9:1, em volume) e
0,25 %, em massa, de NH4F, sob tenséo de 20 e 30 V durante 24 ou 48 h. O mesmo resultado
foi obtido na liga Ti7,5Mo, sob as mesmas condicGes (20 V e 24 h). Neste estudo, foi
analisada a estabilidade térmica e a molhabilidade da camada formada. Houve uma
transformacdo da fase amorfa para a fase anatase entre 400 e 450 °C. Em temperaturas
superiores a 500 °C ocorreu coalescimento dos nanotubos de TiO,, devido ao crescimento dos

cristais de anatase e formacao da fase rutilo (Figura 18). Quando analisada a molhabilidade, a
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fase anatase apresentou maior hidrofilicidade comparado ao 6xido amorfo e ao rutilo
(CHAVES et al., 2016).

Figura 18 - Nanotubos de TiO, ap6s calcina¢do a (a) 200 °C, (b) 400 °C, (c) 450 °C, (d)500
°C, (e) 600 °C e (f) 800 °C.

Fonte: Chaves et al. (2016)

Jin et al. (2016) avaliou a oxidacdo anddica nas ligas TixNb (x = 5, 10, 20, 30 e 40%,
em massa). As amostras passaram por um pre-tratamento, no qual foram imersas por 1 s em
uma solucdo composta por HF:HNO3:H,O (1:4:2, em vol.), seguido por anodiza¢do em
etilenoglicol, H,O (2%, em vol.) e 0,068 M de NH4F, durante 30 min. Apds a remocao, por
banho ultrassdnico, da camada formada durante o primeiro tratamento, as amostras foram,
novamente, anodizadas. Nanotubos de TiO, com diametro entre 40 e 50 nm e comprimento
entre 10 e 20 um foram obtidos ao final do processo. Os autores ndo constataram influéncia
da concentragdo de nidbio no crescimento dos nanotubos.

Feng et al (2008) obtiveram nanotubos altamente ordenados na superficie da liga
Ti28Zr8Nb com a utilizacdo de eletrélito &cido (1 M de (NH4),SO4 e 0,25 M de NH,4F).
Tensdes entre 10 e 40 V foram avaliadas e, apesar do crescimento ter ocorrido em todas as
condigdes, a combinacdo entre tensdes maiores e tempos menores foram mais eficientes.
Mohan et al (2015), também, fez uso de eletrélito aquoso (0,08 M de HF e 1 M de H,SOy)

para crescimento de nanotubos na liga Ti6AI7Nb.
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Resultados favoraveis a formagdo de estruturas tubulares na liga Ti4Zr22Nb2Sn foram
obtidos por Liang et al. (2011), com a utilizacdo de eletrdlito organico composto por
glicerol/H,0O (1:1) e 0,3 M de NaF. Anodizacdo em solucdes organicas das ligas Ti6AI4NDb
(RAFIEERAD et al., 2015), Ti6AL7Nb (MAZARE et al., 2014), Ti36Nb6Ta (FOJT et al.,
2013), Ti30Nb3Ta, Ti30Nb15Ta (KIM et al., 2013) e Ti21Nb11Sn (FORNELL et al., 2013)
resultaram em crescimento de nanotubos de TiO,.

O tamanho do grdo e as fases da liga influenciaram a morfologia dos nanotubos
(REGONINI et al., 2013). Os tubos apresentaram diminui¢do do didmetro e aumento do
comprimento, quando a liga Ti30NbxTa (x = 0, 3 e 15 %, em massa) apresentava graos
maiores (KIM, 2013). Ferreira et al. (2013) relatou interferéncia do tamanho dos grdos na
formacdo dos nanotubos no TICP, Ti6AL e Ti6AI7Nb. Estudos realizados com a liga
Ti6 AI7Nb, do tipo o+f, evidenciaram maior dificuldade do crescimento de nanotubos de TiO»
sobre a fase B (Figura 19). Nesta fase, a formacdo dos nanotubos foi mais irregular, com
didmetros menores e espessura da parede maior em relacdo as estruturas formadas sobre a
fase o (NGUYEN et al.,, 2013; MAZARE et al, 2014; FERREIRA et al. 2013).

Figura 19 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura da liga Ti6AI7Nb apds
anodizacéo.

50kV  X20.000 Tum WD 5.7mm

Fonte: adaptado de Ferreira et al. (2013)
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2.4.7 Estudos in vitro em ligas de titanio apos oxidagdo anddica

A oxidacdo da anddica leva a mudancas na superficie do material, como por exemplo,
topografia e quimica da superficie, o que pode induzir diferentes respostas apds a inser¢éo do
material no meio bioldgico.

De acordo com Minagar et al. (2013), a quimica da superficie associada a fatores como
energia de superficie, &ngulo de contato e molhabilidade (hidrofilicidade ou hidrofobicidade),
0s quais terdo uma funcdo importante na resposta da célula. O processo de osseointegracdo
envolve uma série de eventos complexos em cadeia que tem inicio na adsorcéo de proteinas,
com subsequente adesdo celular, proliferacdo dos osteoblastos (Figura 20) sendo favorecido
pelo aumento da energia de superficie e diminuicdo do angulo de contato (GITTENS et
al.,2014).

Figura 20 - Representacdo da relacdo entre as propriedades de superficie e a resposta
bioldgica.

superficie do proliferacéo celular

rugosidade de superﬁcne implante
:l: adsorgéo de "\ i

proteina
energia de superficie ~§—————— “ \\/\D -3 diferenciagéao celular

quimica da superficie \) mineralizagdo 6ssea

Fonte: Minagar et al. (2012)

OH et al. (2009) estudou a adesdo e diferenciacdo de células-tronco, denominadas
células mesenquimais (MSC), sobre nanotubos de TiO, com didmetros entre 30 e 100 nm.
Estas células sdo capazes de se diferenciarem em varios outros tipos, entre eles: fibroblastos e
osteoblastos. Neste trabalho constatou-se que quanto menor o didmetro da nanoestrutura,
melhor é a adesdo celular, isto ocorre devido a maior presenca de proteinas, devido a um
maior carater hidrofilico da superficie. Para didmetros maiores ha um maior alongamento e
espalhamento das células em busca de proteinas, que tras como conseqléncia, uma maior
diferenciacdo das células, especialmente em osteoblastos. Desta forma, a topografia apresenta
grande influéncia no processo de osseointegracao, onde se deve procurar um ponto étimo com
boa adeséo e diferenciacdo celular.

Outros estudos com o objetivo de crescimento de nanotubos de TiO, no titanio e suas
ligas, tém apresentado resultados promissores. Capellato et al. (2012) relatou excelente adesdo
celular na liga Ti30Ta ap0s crescimento de nanotubos de TiO,. Analises in vitro realizadas

por Neacsu et al. (2015) com ligas do sistema Ti-Mo-Nb, que apresentam excelentes
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propriedades de volume (XU et al., 2008; ALMEIDA et al, 2014; CHELARIU et al, 2014),
demonstraram boa adesédo e crescimento celular, com respostas inflamatdrias insignificantes,
evidenciando excelente comportamento para o uso em aplicacfes biomédicas.

Jin et al. (2016), compararam diferentes arquiteturas da camada de TiO, formada por
oxidacdo anddica. Neste trabalho, foi analisada uma estrutura porosa, uma tubular e outra
intermediéria. A camada porosa se destacou em relacéo as demais tanto na adesdo do 6xido a
superficie da liga, como na resposta bioldgica com melhor adesdo e espalhamento das células
(figura 21).

Figura 21 -— MEV de células MC3T3 — Elem camada de TiO, (a) porosa, (b) intermediaria
(entre camada porosa e tubular) e (c) nanotubular.

10 pm

Fonte: adaptado de Jin et al. (2016).

A insercdo de um biomaterial dentro do corpo humano também pode ser susceptivel a
colonizacdo microbiana uma vez que 0os mecanismos de defesa sdo muito fracos na presenca
de um material estranho, e a0 menos que possua propriedade bactericida, a superficie do
implante ndo ira barrar o crescimento das bactérias. Isso pode gerar infeccdes (BAI —
Biomaterial Associated Infections) que por sua vez levardo a falha do implante
(ATEFYEKTA et al. 2016)

As bactérias poderdo ser originadas da pele e/ou mucosa do proprio paciente durante o
procedimento cirdrgico aderindo a superficie do implante com a formacdo de biofilmes.
Staphylococcus epidermidis é o organismo frequentemente isolado dos biofilmes sendo
associado a infeccdes em préteses de valvulas cardiacas, cateteres venosos e urinarios e
dispositivos intrauterinos (COLON et al., 2006)

Em relagdo & adesdo bacteriana o TiO, apresenta vantagens, pois seu efeito catalitico ja
atua como um agente bactericida, ainda que fraco. Além disso, é possivel utilizar elementos
de liga com essa mesma agdo, por exemplo, o molibdénio (ZHANG; WANG; LEVANEN,
2013).
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Puckett et al. (2010) avaliaram a adesdo de biofilmes formados por S. epidermidis, P.
aeruginosa e S.aureus em superficies nanotubulares e nanotexturizadas, obtidas por oxidac&o
anddica, nanorugosas, criadas por electron beam, e lisas. Os autores verificaram que a
presenca de flior nas superficies nanotexturizadas e nanotubulares, resultante do processo de
oxidacdo anddica, levou a maior adesdo bacteriana, sendo a menor adesdo verificada nas
superficies nanorugosas e convencionais, nessa sequéncia, para os 3 tipos de organismos
avaliados.

A influéncia da area superficial especifica na adesdo bacteriana foi avaliada por Li et al.
(2013). A partir da analise de superficies contendo nanotubos com diametros variando de 50 a
200 nm os autores verificaram menor adesdo para as superficies contendo nanotubos de

diametro de 200 nm, ou seja, com mais area superficial especifica.
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3 MATERIAIS E METODOS

A figura 22 apresenta o fluxograma com as principais etapas empregadas no
desenvolvimento dessa pesquisa.

Figura 22 — Fluxograma da metodologia aplicada nesse trabalho.

PROCESSAMENTO DA LIGA

OBTENCAO DAS AMOSTRAS

CARACTERIZACAO DA LIGA

MICROSCOPIA OPTICA

CRESCIMENTO DE NANOPOROS DE TiO,

ESTUDOS IN VITRO CARACTERIZACAO
DA SUPERFICIE

Enerpia de superficie

DRX /

Fonte: Autor
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3.1 PROCESSAMENTO DA LIGA E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os lingotes da liga TilOMo8Nb foram obtidos a partir da fusdo de metais
comercialmente puros: titanio (grau 2), molibdénio e niébio. As chapas destes metais foram
cortadas, com o auxilio de uma guilhotina, em pequenos pedacos (Figura 23), os quais foram
limpos quimicamente por imersdo em uma solucdo composta por HF (48%) e HNO3, na
proporc¢do 1:3, durante de 15 segundos. Apos a limpeza quimica, os metais foram enxaguados

€ Secos.

Figura 23— Metais utilizados para preparo da liga, ap6s corte: (a) titénio, (b) molibdénio e (c)
niébio.

Fonte: Autor

Para obtencao da liga foi utilizado um forno a arco voltaico (Figura 24) com cadinho de
cobre refrigerado a agua e atmosfera inerte (gas argonio). Para evitar a oxidacao da liga foi
realizado o processo de purga, por pelo menos cinco vezes. Anteriormente a fusdo, os metais
foram pesados, em balanca analitica, conforme a proporc¢éo: 82% Ti, 10% Mo e 8% Nb. A
fusdo de cada lingote ocorreu em quatro etapas. Durante as trés primeiras foram obtidos trés
botBes de 25 g, na quarta etapa, os trés botdes foram unidos formando o lingote. Para garantir

gue nao houvesse inclusdes, cada botdo foi refundido pelo menos 10 vezes.

Figura 24 — (a) Forno a arco voltaico. (b) Interior do forno, detalhando o cadinho de cobre e
eletrodo de tungsténio.

—

Fonte: Autor
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Apos a fusdo, os lingotes foram tratados termicamente em um forno tubular com
atmosfera inerte (Figura 25 (a)). O primeiro tratamento realizado foi & homogeneizacdo, com
0 objetivo de garantir a mesma composicdo em toda a extensdo do lingote. A amostra foi
inserida no forno em um cadinho de alumina e, em seguida, por meio do processo de purga,
com gas argonio, foi realizado o vacuo no interior no tubo. O forno foi aquecido até 1000 °C,
com uma taxa de aquecimento de 16,5 °C/min. A amostra foi mantida nessa temperatura
durante 1440 min (24 h) e o resfriamento ocorreu lentamente, dentro do forno. O segundo
tratamento utilizado foi a solubilizacdo, para estabilizar fase beta. O lingote foi aquecido até
950 °C (16,5 °C/min) sob vacuo e mantido nesta temperatura por 60 min, seguido de
resfriamento rapido, em agua com gelo.

Apos os tratamentos térmicos, o lingote foi forjado a frio em prensa rotativa (DEMAR —
USP) (Figura 25 (b)), com o objetivo de se obter um formato regular com diametro de
aproximadamente 10 mm. Em seguida, a barra foi limpa, com agua, sabao neutro e acetona e,
novamente, realizado o tratamento térmico de solubilizagdo, para garantir a presenca da fase
B.

As barras de TilOMo8Nb foram cortadas em discos com espessura de 3 mm (Figura 26
(d)), utilizando o equipamento ISOMET 4000 da Buehler (Figura 26 (c)), com disco de corte

diamantado.

Figura 25— (a) Forno com tubo de quartzo utilizado nos tratamentos térmicos e equipamentos
utilizados durante o (b) forjamento do lingote e (a) corte (b) das amostras.

Fonte: Autor
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3.2 OXIDACAO ANODICA

A liga experimental TilOMo8Nb, foi testada em diversas condi¢cdes de preparo de

superficie, com diferentes eletrélitos, potenciais e tempos de tratamento, até se definir a

melhor superficie.

Trés pré-tratamentos foram utilizados: lixadas até granulometria 1200, polidas com

silica coloidal e amostras que foram atacadas com solucdo acida (Quadro 2).

Quadro 2 - CondicGes de pré-tratamento da superficie.

Superficie

Preparo

Lixada

Polida

Atacada

As amostras foram lixadas na bancada de lixamento, sob fluxo de agua, com
lixas de granulometrias: 100, 220, 400, 600 e 1200. Em seguida, as amostras
foram lavadas em banho ultrassonico durante 20 minutos, imersas em agua
deionizada e sabdo neutro, depois, por 20 minutos em agua deionizada e, por
fim, durante 5 minutos com alcool isopropilico. Em seguida, elas foram secas
naturalmente, expostas ao ar (Figura 26(a)).

As amostras foram lixadas até a granulometria 1200 e lavadas durante 10
minutos em banho ultrassénico com agua deionizada. Depois, elas foram
polidas com silica coloidal em suspensdo, lavadas e secas (Figura 26(b)).

As amostras foram lixadas até ganulometria 1200 e limpas. Posteriormente, as
amostras foram imersas em uma solugdo composta por HNO3:HF:H,0 (12:7:81,
em % vol., respectivamente) durante 20 segundos, a temperatura ambiente. Em
seguida, foram enxaguadas com A&gua deionizadas e secas em estufa, a
aproximadamente 40 °C. Este procedimento foi uma adaptacdo do estudo de
Nguyen e colaboradores (2013)

Fonte: Autor.

Figura 26— Amostras de TilO0Mo8Nb apds (a) lixamento e (b) polimento.

Fonte: Autor

a) b)

Para a modificacdo da superficie foram testados diversos eletrolitos compostos a partir
de: glicerol (99,5%), H,O e NH4F em diversas concentragdes; HsPO4, NH4F e H,0; e H3POy,

NaF e H,O. A composicao de cada eletrélito é apresentada no quadro 3.
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Quadro 3 — Composicgdo dos eletrdlitos testados.

Composi¢do do Eletrolito
Eletrdlito Orgéanico (para cada 100 mL de solucéo)

Solucéo 1 90 mL de Glicerol + 10 mL de H,O + 0,25 g de NH.F
Solucéo 2 50 mL de Glicerol + 50 mL de H,O + 0,27 g de NH4F
Solucéo 3 50 mL de Glicerol + 50 mL de H,O + 1,00 g de NH.F
Solugéo 4 75 mL de Glicerol + 25 mL de H,0 + 1,25 g de NH4F
Eletrdlito Aquoso

Solucédo 5 1,0 Mol/L H3PO4 + 0,2 Mol/L NH4F
Solucéo 6 1,0 Mol/L H3PO,4 + 0,2 Mol/L NaF

Fonte: Autor.

Dois potenciaiss diferentes foram utilizadas: 20 e 30 V. Para tempos acima de 1 h foi
aplicada uma taxa de crescimento da tensdo de 16 mV/s. Para tratamentos com duragéo de 1h
foram utilizadas duas taxas: 16 mV/s e 200 mV/s. Apos atingir a tensdo desejada 0 processo
foi mantido por periodos entre 1 e 24 h, conforme apresentado nos quadros de 4 a 9.

A celula utilizada era composta por dois eletrodos, um de trabalho (&nodo) e um contra-
eletrodo de platina, ligados a uma fonte de tensdo e um recipiente para conter o eletrdlito
(Figura 27).

Figura 27 — (a) Material utilizado durante o processo de oxidacdo anddica: eletrodo de platina
e porta amostra. (b) Célula durante anodizacgéo.

Fonte: Autor

As amostras foram colocadas na célula por meio do porta-amostra (Figura 27 (a)). Apos
atingir a tensdo desejada, as amostras ficaram em tratamento durante o tempo estabelecido e,
em seguida, foram limpas em agua deionizada por enxague ou por banho ultrassdnico, neste
caso foram utilizados tempos e 5 min e 5s.

Por fim, as amostras foram calcinadas em um forno do tipo mufla por 60 minutos, sob

uma temperatura de 450 °C, com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min. O resfriamento
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ocorreu lentamente dentro do forno. Apds o tratamento as amostras foram mantidas no

dessecador, sob pressao de -400 mmHg até o0 momento das analises.

Os quadros de 4 a 9 apresentam todas as condigdes testadas para modificacdo na liga

Ti10Mo8NDb para o crescimento de nanotubos de TiO;,

Quadro 4 — Condic6es de oxidagdo anddica com a solucdo 1.

Eletrolito Tensdo Tempo Superficie Limpeza
Solucgéo 1 20V 24 h Polida Ultrassom — 5 min
Solucéo 1 30V 24 h Polida Ultrassom — 5 min

Fonte: Autor

Quadro 5 — CondicGes de oxidacao anddica com a solucao 2.

Eletrolito Tensdo Tempo Superficie Limpeza
Solugdo2 20V 2h Lixada - #1200  Ultrassom — 5 min
Solucéo 2 20V 3h Lixada - #1200 Ultrassom -5 s
Solugdo2 20V 3h Polida Ultrassom — 5 min
Solucéo 2 20V 6h Polida Ultrassom — 5 min
Solugdo2 20V 12 h Polida Ultrassom — 5 min
Solucéo 2 20V 24 h Polida Ultrassom — 5 min

Fonte: Autor

Quadro 6 — Condigdes de oxidacdo anddica com a solugéo 3.

Eletrolito Tensdo Tempo Superficie Limpeza
Solugdo3 20V 1h Lixada - #1200  Ultrassom — 5 min
Solucéo 3 20V 1h Lixada - #1200 Enxague
Solugdo3 20V 1h Lixada - #1200 Ultrassom -5 s
Solucéo 3 20V 1h Ataque acido Ultrassom -5 s

Fonte: Autor

Quadro 7 — Condigdes de oxidacdo anddica com a solucéo 4.

Eletrolito Tensdo Tempo Superficie Limpeza
Solucdo4 20V 1h Ataque acido Ultrassom -5 s
Solucdo4 20V 1h Ataque acido Enxague
Solucdo4 20V 1h Lixada - #1200  Ultrassom—5s
Solucdo4 20V 1h Lixada - #1200 Enxague
Solugdo4 20V 2h Ataque &cido Ultrassom -5 s
Solucdo4 20V 3h Ataque acido Ultrassom -5 s
Solucdo4 20V 4h Ataque &cido Ultrassom -5 s
Solucdo4 30V 4h Ataque acido Ultrassom -5 s

Fonte: Autor
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Quadro 8 — CondicGes de oxidacdo anddica com a solugéo 5.

Eletrolito  Tensdo Tempo Superficie Limpeza
Solugdo5 20V 1h Lixada - #1200  Ultrassom—5s

Fonte: Autor.

Quadro 9 — Condic6es de oxidacao anddica com a solucao 6.

Eletrolito Tensdo Tempo Superficie Limpeza
Solugdo6 20V 1h Lixada - #1200  Ultrassom—5s

Fonte: Autor

3.3 CARACTERIZACAO DA LIGA

3.3.1 Microscopia Gptica

As amostras seccionadas da barra de TilOMo8Nb foram embutidas em baquelite
utilizando a embutidora da Arotec (Figura 28), sendo aquecidas a 140 °C com pressao
mantida entre 100 e 150 Kgflcm® Ap6és o embutimento, as amostras foram lixadas
manualmente até lixa de granolumetria 1200, seguido de banho em ultrassom com agua
durante 10 minutos. O polimento foi realizado com silica coloidal e as amostras foram limpas
em banho ultrassénico durante 20 minutos, imersas em agua deionizada e sabdo neutro,
depois, por 20 minutos em agua deionizada e, por fim, durante 5 minutos com alcool
isopropilico

Apos o ataque da superficie com solucdo composta por HF, HNO3; e H,O (5:10:85, %
em vol.), as amostras foram analisadas com o microscépio de luz refletida Epiphot (Nikon),

no Departamento de Materiais e Tecnologia da UNESP, campus de Guaratingueta.

Figura 28 — (a) Equipamento utilizada para embutir e (b) amostra ap6s embutimento.

Fonte: Autor
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3.3.2 Calorimetria exploratdria diferencial

A anélise foi realizada no Departamento de Manufatura e Materiais, Faculdade de
Engenharia Mecénica, UNICAMP, em um equipamento da marca NETZSCH, modelo STA
409 C/CD (Figura 29).

Para a analise foram utilizados cadinhos de Al;O, e uma amostra de 34 mg da liga
TilOMo8Nb. Dois ciclos de aquecimento (10 °C/min) foram realizados: a amostra foi
aquecida até 1000 °C e resfriada até 100 °C, novamente, aquecida até 1000°C e resfriada.

Durante a analise foi mantido um fluxo de 100 mL/min de gas argdnio no interior da camara.

Figura 29 — Equipamento de calorimetria exploratéria diferencial.

Fonte: Konatu, 2014

3.3.3 Difracédo de raios X

A andlise da microestutura presente na liga foi realizada por meio da difracdo de raios
X. As medidas foram realizadas no Instituto de Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE, em
S8o José dos Campos — SP, com um equipamento Panalytical X Pert e detector X’Celerator,
utilizando radiacdo CuKa, com corrente de 40 mA, tensao de 45 kV, intervalo 20 de medicao

de 5°a 90°, com passo de 0,02° e tempo de contagem de 5 s.
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3.4 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE

3.4.1 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar a morfologia da superficie da amostra ap6s o tratamento de oxidacéo
anddica foi utilizada a microscopia eletrénica. Os microscopios utilizados foram: FEI
Magellan 400 L e Phillips XL-30 FEG do Laboratério de Caracterizacdo Estrutural do DeMA
da UFSCar, MEV - JOEL do INPE, MEV do Departamento de Materiais e Manufatura da
Faculdade de Engenharia Mecanica da UNICAMP, e o0 MEV- EVO, marca ZEISS, do
Departamento de Materiais e Tecnologia da UNESP-FEG.

3.4.2 Espectroscopia Raman

As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas no Instituto de Nacional de
Pesquisas Espaciais — INPE, em S&o José dos Campos — SP, sob temperatura ambiente, em
um espectrémetro da marca Horiba Scientific T64000 utilizando como fonte de excitacdo um
laser de Argonio com comprimento de onda de 514 nm. Foram analisadas amostras da liga

Ti10Mo8Nb antes e ap0s oxidacao anodica, e apos calcinacdo em diferentes temperaturas.

3.4.3 Difracéo de raios X

A analise da estutura presente na liga foi realizada por meio da difracdo de raios X. As
medidas foram realizadas no Instituto de Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE, em Sao
José dos Campos — SP, com um equipamento Panalytical X’Pert e detector X’Celerator,
utilizando radiacdo CuKa, com corrente de 40 mA, tensao de 45 kV, intervalo 20 de medigao

de 5°a 90°, com passo de 0,02° e tempo de contagem de 5 s.

3.4.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

Para analise dos éxidos presentes na superficie da liga TilOMo8Nb antes e ap6s
tratamento foi utilizada espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X, utilizando o
espectrometro PHI-5800 (Physical Eletronics), pertencente a Colorado State University -
CSU, utilizando uma fonte de raios X monocromatica Al Ko,sob uma tensdo de 15 kV com

recpcao dos fotoelétrons & um angulo de 45° em relacdo a amostra.
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3.4.5 Angulo de contato

Para medicdo do angulo de contato das superficies analisadas foi utilizados um
equipamento da marca Kruss, modelo DSA 100S do Departamento de Materiais e Tecnologia
da UNESP-FEG. O método empregado foi o da gota séssil. As medidas foram feitas a
temperatura ambiente com gotas de 2 pL de dgua deionizada. Foram analisadas as superficies
da liga TilOMo8Nb apos lixamento, anodizacdo sem calcinagdo e anodizacdo seguida de
calcinacéo a 450 °C.

3.4.6 Energia de superficie

A medicdo da energia de superficie total foi realizada com um gonidometro RameHart
300 — f1, pertencente ao Departamento de Fisica e Quimica da UNESP-FEG, por meio do
método gonidémetro. Para as medidas de energia polar foi utilizada 4gua deionizada, enquanto
que para o célculo da componente dispersiva foi utilizado etilenoglicol. Foram analisadas as
superficies da liga TilOMo8Nb apds lixamento, anodizacdo sem calcinacdo e anodizacéo

seguida de calcinacdo a 450 °C.

3.5 ESTUDOS IN VITRO — ADESAO CELULAR E PROLIFERACAO BACTERIANA

Anteriormente as analises in vitro, as amostras foram esterilizadas por radiacdo gama no
CNEM - IPEN (SP).

3.5.1 Proliferacdo bacteriana

Os estudos de adesao bacteriana foram realizados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de S&o José dos Campos.

Os biofilmes foram formados conforme metodologia proposta por Pereira et al. (2011),
com modifica¢6es. Inicialmente foram preparadas suspensdes padronizadas utilizando a cepa
padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228). A cepa de S. epidermidis foi semeada em agar infusdo cérebro coracdo- BHI (Brain
Heart Infusion, Difco, Detroit, USA). Apds, a placa foi incubada em estufa bacteriolégica a
37 °C por 24 h. Decorrido o periodo de incubacdo, colénias do micro-organismo foram

suspensas em salina tampéo fosfato — PBS (Phosphate Buffered Saline, Gibco, New York,
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USA), e ajustada em espectrofotdmetro (AJX-1900, Micronal, Sdo Paulo, Brasil), até
obtencdo de suspensdo padronizada contendo 10° células/mL.

Os biofilmes foram formados em discos de 3 mm de espessura e 10 mm de diametro
da liga TilOMo8Nb. Foram analisados dois grupos: grupo 1, formado pela a liga apds
lixamento ;e grupo 2, com amostras apds anodizacao da superficie por 1 ha 20 V, em solucéao
composta por agua deionizada e glicerol (1:1, em vol.) com adicdo de 2,7 g/L de NH4F e
calcinadas a 450 °C.

Os discos foram colocados em placas de 24 pogos (Costar Corning, New York, USA)
contendo 2 mL de infusdo cérebro coracdo - BHI (Difco, Detroit, USA) suplementado com
5% de sacarose e inoculado com 0,1 mL da suspenséo bacteriana. Os discos foram incubados
a 37°C por 48 h. O caldo foi trocado ap6s 24 h de incubacdo. Apos este periodo, os discos
com os biofilmes foram assepticamente lavados com 2 mL de PBS, para remover 0s micro-
organismos fracamente aderidos.

Os discos foram colocados em tubos contendo 10 mL de PBS e sonicado (30 W,
Sonics Vibra Cell, Connecticut, USA) por 30 s para dispersar os biofilmes. A suspensao
microbiana obtida foi considerada com fator diluicdo 107, e a partir desta foram realizadas
novas diluicdes decimais (10?2, 10 10°e10®)) em PBS (Gibco), das quais aliquotas de 0,1
mL foram semeadas em placas de agar BHI (Difco). Apos o periodo de incubacdo a 37°C por
48 horas, 0s numeros de coldnias foram contados, calculados em UFC/mL, e transformados
em logsp.

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente pelo teste T de Student,
considerando-se diferenca estatistica quando p <0,05, com o software Minitab 14 (Inc. PA,
USA).

3.5.2 Cultura celular

Foram verificadas a viabilidade, adesdo e proliferacdo celular de células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ADSC) ap6s 1 e 7 dias de cultura. Estas analises foram
realizadas na Colorado State University, com coloboracdo o Dr. Ketul Popat.

Para analise da viabilidade, as células aderidas foram incubadas por 4 h a 37 °C em a-
MEM fresco e Alamar Blue Reagent a 10%, que é um indicador da presenca de células
viaveis, quando muda a coloracdo de azul para vermelho. Apo6s esse periodo mediu-se a
densidade Optica da solugdo a 570 e 600 nm utilizando um espectrofotémetro (FLUO — Star
Omega; BMG Labtech).
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A adesdo e proliferacdo celular foram analisadas conforme a metodologia: as superficies
foram incubadas por 3min com Triton — X100 a 1%, com a funcdo de permeabilizar as
células, depois elas foram lavadas com PBS. Em seguida, as células foram incubadas em
corante de Rodamina Paloidini (actina-citoesqueleto) a 70 mM por 30 min a temperatura
ambiente, e nos 5 min finais foi adicionado 4’6 — diamidino — 2 — fenilindole DAPI a 300
mM. Apds, toda a solucdo foi aspirada e as superficies foram lavadas com PBS.

Para andlise do numero de células aderidas e seu espalhamento foram utilizados um

microscdpio de fluorescéncia Zeiss Imager — A2 e o software ImageJ.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA LIGA

Na Figura 30 é mostrado o difratograma de raios-X obtido para a liga TilOMo8Nb
submetida ao tratamento térmico de solubilizacdo a 950 °C por 1h. Todos os picos foram
indexados como fase B. Sendo que esses resultados estédo de acordo com estudos anteriores de
Chelariu et al (2014) e Neacsu et al. (2015) para a mesma liga e também de Xu et al (2008)
para as ligas TilOMo7Nb e TilOMo10Nb.

Figura 30 — Difratograma de raios x da liga TilOMo8Nb apds tratamento térmico de
solubilizag&o.
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Na figura 31 (a) é possivel observar a microestrutura da liga TilOMo8Nb apos
solubilizacéo, caracteristica de ligas de titanio do tipo P. Foi observada a formagdo de graos
com tamanho médio de 220,7 um (Figura 31 (b)), com variacdo de 50 a 500 pm. Esses
valores foram superiores aos verificados por Chelariu et al (2014), aonde foram encontrados
tamanhos de grdo de 10 a 100 pum.

A diferenca entre os resultados pode ser explicada a partir do tratamento térmico
realizado. Chelariu et al (2014) utilizaram temperatura e tempo menores durante o tratamento
de solubilizacdo, 850 °C durante 30 min, resultando em um crescimento de gréo inferior ao

obtido neste trabalho.
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Figura 31 — a) Microscopia da liga Til0Mo8Nb, b) Histograma e valor médio dos didmetros
dos gréos.

Média: 220,7 pm | Desvio padrao: 96,6 pm

Fonte: Autor

Conforme pode ser observado na curva resultante da analise de DSC (Figura 32) a
temperatura de transicdo para a fase 3 da liga TiLOMo8Nb ocorre em torno de 600 °C. Desta
forma, para se obter a liga com microestrutura clbica se faz necessario trabalhar com
tratamentos térmicos com temperaturas superiores a 600 °C seguido de resfriamento rapido.
Outro ponto interessante que se pode extrair da analise térmica é a diminuicdo de cerca de 280

°C na temperatura p-transus, devido a presenca de elementos de liga B-estabilizadores,

molibdénio e nidbio.

Figura 32 — Segundo aquecimento da calorimetria exploratoria diferencial da liga
TilOMo8Nb.
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4.2 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE

Na Figura 33 é possivel observar as imagens de topo obtidas em FE — MEV da
superficie da liga TilOMo8Nb apds oxidacdo anddica em eletrolito formado pela adi¢do de
2,7 g de NH4F a cada litro da solucdo glicerol/agua (1:1, em volume), sob tensdo de 20 V
durante 3 horas. Essa condigdo foi escolhida a partir de estudos preliminares sobre a
morfologia da superficie formada apds oxidacdo anddica, variando os pardmetros de tenséo,
eletrolito e tempo (Apéndice A) O processo de anodizacdo gerou uma camada de Oxido
porosa, com nanoporos interligados e amorfa como pode ser observado pela auséncia de

novos picos no difratograma da figura 33 (b).

Figura 33 — (a) Imagem FE-MEV mostrando a superficie de topo da liga TilOMo8Nbe (b)
difratograma de raios X do substrato e da liga Ti1l0Mo8Nb ambos apds oxidacdo anddica em
eletrolito formado pela adigéo de 2,7 g de NH4F a cada litro da solugéo glicerol/agua (1:1, em
volume), sob tensdo de 20 V durante 3 horas.
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O comportamento celular pode ser afetado pela cristalinidade de TiO,. Bai et al. (2011)
verificaram menor nimero de filopodias nas superficies contendo a fase rutilo, calcinadas a
600 °C comparada a calcinadas a 450 °C (anatase). Nesses casos, a formacao do rutilo levou a
destruicdo dos nanotubos, o que levou a alteracdo na topografia. Apds a anodizacdo a
estrutura do TiO, é amorfa. O aquecimento a temperatura superiores a 450 °C pode originar a
formacdo das fases anatase e rutilo para diferentes temperaturas de acordo com a composicao
da liga (Verissimo et al. 2014).

No presente estudo, a liga Ti1lOMo8NDb foi submetida a temperaturas de calcinacdo de
400 °C, 450 °C, 500 °C, 550 °C, 600 °C, 650 °C durante 1 h.

A figura 34 apresenta imagens de topo obtidas em FE — MEV da superficie apés
anodizagdo e calcinagdo. E possivel observar uma grande semelhanca entre as imagens, nio
sendo constatado colapso dos poros ou diferencas significativas na sua arquitetura com o
aumento da temperatura de calcinagéo.

Nas analises empregando espectroscopia Raman e difracdo de raios X surgiram
diferencas referentes a estrutura da camada de oOxido formada. A figura 35 apresenta 0s
espectros Raman da liga TilOMo8Nb apds a anodizacao e calcinacdo. O surgimento de picos
se da apenas apds o tratamento térmico e todos sdo relacionados a TiO».

Na curva da amostra calcinada a 400 °C séo encontrados picos caracteristicos da
estrutura anatase, conforme citado por Chaves et al. (2016), em 147 cm™, 516 cm™ e 634 cm’

! respectivamente, Eé(A), relacionado a vibracdo de alongamento simétrica do O-Ti-O,

A4 (A), referente a vibragio de flexdo antissimétrica, e EZ(A). Estes picos se repetem nas
demais curvas. Apos calcinagdo das amostras a 500 °C e 650 °C é observado em 395 cm™
outro pico relacionado a anatase, sendo este relativo a vibracdo de flexdo simétrica do O-Ti—
0.

Variacdes nas curvas que representem a estrutura rutilo sdo observadas, somente, apés a
calcinacdo a temperaturas superiores a 550 °C, com o surgimento de picos pouco intensos em
445 cm™,
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Figura 34 - Imagem FE-MEV mostrando a superficie de topo da liga TilOMo8Nbapds
oxidacdo anodica em eletrdlito formado pela adicdo de 2,7 g de NH4F a cadaum litro da
solucdo glicerol/dgua (1:1, em volume), sob tensdo de 20 V durante 3 horas e calcinadas a (a)

400 °C, (b) 450 °C, (c) 500 °C, (d) 550 °C, (e) 600 °C e () 650 °C.
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Fonte: Autor
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Figura 35 - Espectros Raman da liga TilOMo8Nb apds a anodiza¢éo e calcinagéo.
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Chaves et al. (2016) ao analisar a superficie da liga Ti7.5Mo ap06s anodizacdo também
encontrou espectros Raman similares, com picos relacionados a fase anatase. Somente apds
calcinacdo a temperaturas superiores a 400°C, houve surgimento de picos caracteristicos da
estrutura rutilo somente a 800 °C.

A mesma relacdo entre temperatura de calcinacdo e as estruturas do Oxido sao
encontradas nos difratogramas exibidos na figura 36. Picos caracteristicos da fase rutilo sdo
encontrados apenas apds tratamento térmico em temperaturas superiores a 500 °C.

Quando comparado o efeito da temperatura com analise da difracdo de raios X as
interpretacdes entre os resultados obtidos neste trabalho e os de Chaves et al. (2016) também
sdo semelhantes, com a evidenciacdo de picos indexados com rutilo somente a partir
temperaturas mais elevadas de calcinacdo, corroborando com os resultados obtidos por

espectroscopia Raman.
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Figura 36 — Difratograma de raios X da liga Ti1lOMo8Nb apds anodizacéo e calcinacao.
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As transformagfes na estrutura do substrato também foram observadas. A liga que
inicialmente apresentava somente fase B, exibiu picos relativos a estrutura o apds a calcinagdo
das amostras, surgindo novos picos com 0 aumento da temperatura e esse processo Se
intensifica a partir dos 600 °C.

A partir destas analises se optou por dar prosseguimento ao estudo utilizando amostras
calcinadas a 450 °C. Essa mesma temperatura foi adotada por estudos anteriores do grupo
para a liga Ti7,5Mo apresentando excelentes resultados para nanotubos de TiO, (ESCADA,;
NAKAZATO; CLARO, 2013; ESCADA; CHAVES; CLARO, 2016).

A figura 37 mostra imagens de topo e vista lateral obtidas em FE — MEV da superficie
apos calcinacdo a 450 °C, além do histograma com as medidas do diametro interno dos poros.
O tratamento resultou em poros com didmetro em torno de 23 nm e espessura da camada de
cerca de 200 nm.

Uma morfologia similar foi obtida recentemente em um estudo realizado por Jin et al.
(2016) para o TiCP, sendo verificada também a presenca de anatase apds a calcinacdo a 450
°C por 1h.
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Figura 37— Imagens obtidas por FE — MEV da superficie da liga TiL0OMo8Nb apéds oxidagdo
anddica e calcinagdo a 450 °C, vistas de (a) topo e (d) lateral, e (c) histograma dos didmetros

internos dos poros.

Fonte: Autor
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Para conhecimento da composicdo quimica da superficie das amostras ap0s tratamento
de superficie foi realizada espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (figura 38),
onde se constatou a presenca de 0xidos de titanio, molibdénio e nidbio. Estes 6xidos ja eram
observados na superficie da amostra anteriormente a qualquer tratamento, porém apds o
crescimento da anodizacdo e calcinagdo foi observado aumento da intensidade dos picos

relacionados aos 6xidos e diminuicdo de picos de contaminantes.

Figura 38 - Espectro do XPS da liga Til0Mo8Nb e da superficie ap6s anodizacao.
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E esperado que essas superficies exibam baixo angulo de contato e elevada energia de
superficie devido a sua topografia.

O éangulo de contato é um indicativo do espalhamento de um fluido sobre uma
superficie e quanto menor esse valor, maior o é carater hidrofilico da superficie. A analise da
molhabilidade por meio da medida do angulo de contato pode ser influenciada pela
heterogeneidade topogréfica da superficie, além de medir apenas um tipo de interacdo, polar

ou apolar. Outro método mais completo, que leva em consideracéo essas duas interacoes é a
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medida da energia de superficie. Neste trabalho, foi utilizado dgua deionizada e etilenoglicol.
Quanto maior a energia, mais hidrofilico é o material.
O quadro 10 apresenta os valores do angulo de contato entre a superficie da amostra e

agua deionizada e a energia de superficie total.

Quadro 10 — Angulo de contato entre a superficie da amostra e 4gua deionizada e energia de
superficie total, com a utilizacdo de 4gua deionizada e etilenoglicol.

Energia de superficie

Amostra Angulo de contato (°) Aspecto da gota (MI/m?)

Substrato 72,03 £9,31 36,94+15

Camada porosa

46,94 + 5,34
amorfa

53,93 + 0,95

Camada porosa

. 12,39 +5,22
calcinada

64,92 + 2,38

Fonte: Autor.

O tratamento de oxidacdo anodica realizado na liga TilOMo8Nb apresentou 6timos
resultados quando comparado com a superficie sem tratamento, com um angulo de contato
seis vezes menor, utilizando agua deionizada, 72° e 12,4°, respectivamente,

As medidas de energia de superficie confirmaram os resultados encontrados pela
medida de angulo de contato. A energia de superficie apdés os tratamentos foi

aproximadamente duas vezes maior que a da liga, 65 mJ/m2 e 35 mJ/mz.
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4.3 ESTUDOS IN VITRO

Nas figuras 39 e 40 é possivel observar as imagens da superficie das amostras ap0s 0s
estudos in vitro para avaliar a adesdo bacteriana (S. epidermidis). A analise estatistica mostrou
diferenca significativa entre os grupos (P < 0,001 %) (Figura 41) o que levou a concluir que
houve uma menor adesao bacteriana nas superficie nanoporosas.

Resultados similares foram verificados por Li et al. (2013) na andlise de superficie
contendo nanotubos de diametros na faixa de 50 a 200 nm. Os autores verificaram que quanto

maior a area superficial especifica menor a adesdo bacteriana.

Figura 39 — Imagem obtida por MEV ap6s cultura da bactéria S. epidermidis sobre a
superficie lixada da liga Ti1OMo8Nb, com aumento de (2)1000X e (b)20000X.

10 pm EHT =20.00kV  Signal A = SE1 IProbe= 25pA  Aperture Size = 30.00 um LAIMat
WD=80mm Mag= 1.00KX Spot Size = 311 Chamber = 4.49e-003Pa  FEG-UNESP

: ’f . g .
EHT = 20.00kV  Signal A= SE1 IProbe= 25pA Aperture Size = 30.00 pm LAIMat
WD=80mm Mag= 20.00KX Spot Size = 311 Chamber = 3.92e-003Pa  FEG-UNESP

Fonte: Autor
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Figura 40 - Imagem obtida por MEV apds cultura da bactéria S. epidermidis sobre a superficie
lixada da liga TilOMo8Nb apds anodizacdo e calcinagdo, com aumento de (a)1000X e
(b)20000X.

10 pm EHT =20.00kV  Signal A = SE1 IProbe= 25pA  Aperture Size=30.00 um | ajnat
' wD=7.5mm Mag= 1.00KX Spot Size = 311 Chamber = 3.21¢-003Pa  FEG-UNESP

1pm EHT =20.00kV  Signal A = SE1 IProbe= 25pA  Aperture Size =30.00um | Ajpar
| WD=75mm Mag= 20.00KX Spot Size = 311 Chamber = 3.03e-003 Pa  FEG-UNESP

Fonte: Autor
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Figura 41 — Concentracdo de unidades formadoras de coldnias ap6s incubacéo da bactéria S.
epidermidis sobre a superficie da liga TiL0OMo8Nb lixada (Gl) e anodizada (Gl1).
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Fonte: Autor

O efeito da superficie nanoporosa na proliferacdo das células adiposas (ADSC) foi
investigado nos dias 1 e 7 (Figuras 42, 43 e 44). Os resultados mostraram que houve a
proliferacdo celular ap6s 7 dias de cultura para os dois grupos avaliados, superficie lisa (G1) e

superficie nanoporosa (G2).

Figura 42 — Contagem de células ADSC aderidas sobre a superficie da liga TilOMo8Nb lisa
(G1) e anodizada (G2). (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 utilizando o teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney para amostras independentes, software SPSS 13.0.
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Figura 423 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células-tronco derivadas do tecido
adiposo (ADSC) com DAPI sobre a superficie da liga TiLOMo8Nb lisa.

DIA1

DIA7

Fonte: Autor
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Figura 434 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de células-tronco derivadas do tecido
adiposo (ADSC) com DAPI sobre a superficie da liga TiLOMo8Nb anodizada.
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Fonte: Autor
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Os resultados da viabilidade celular, avaliada por meio da porcentagem de redugéo do
reagente Alamer Blue a partir da atividade mitocondrial da célula, mostraram um aumento da

atividade celular no dia 7 confirmando a proliferagéo celular (Figura 45).

Figura 45 — Viabilidade celular por meio do teste Alamar Blue de células ADSC sobre a
superficie da liga TilOMo8Nb lisa (G1) e anodizada (G2). (*) p < 0,05, (**) p < 0,01
utilizando o teste ndo-paramétrico Mann-Whitney para amostras independentes, software
SPSS 13.0.
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Fonte: Autor

Um fato importante a ser destacado é a morfologia da célula (Figura 46). E nitida a
diferenca na forma das células crescidas sobre a superficie lisa da liga TilOMo8Nb e na
superficie nanoporosa. As células apresentaram forma alongada na superficie lisa, enquanto a
extensdo das filopodias pode ser observada na superficie nanoestruturada. Essa alteracdo na
morfologia leva a uma diferenca na cobertura da superficie. Formas alongadas levam a um
maior espalhamento (Figura 47) o que ndo necessariamente implicara em maior adesdo, pois
as celulas podem estar apenas sobrepostas. Na literatura, a discussdo sobre a adesdo celular
em superficies nanoestruturadas é muito divergente, sendo a maioria dos estudos focados na
adesdo de células mesenquimais na superficie de ligas contendo nanotubos (MARINI et al.
2015).
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Figura 446 — Morfologia das células adiposas (ADSC) apds 1 dia de cultura sobre a

superficie (a) lisa e (b) nanoporosa da liga TiJ0Mo8Nb.

Fonte: Autor
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Figura 457 — Espalhamento das células ADSC sobre a superficie da liga TilOMo8Nb lisa
(G1) e anodizada (G2). (*) p <0,05, (***) p <0,001 utilizando o teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney para amostras independentes, software SPSS 13.0.
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5 CONCLUSAO

O objetivo geral deste trabalho foi a modificagdo da superficie da liga experimental
Ti10Mo8Nb por oxidacdo anddica para aplicacdo biomeédica. Por meio dos resultados obtidos
foi possivel concluir:

a) A utilizacdo de molibdénio e nidbio como elementos de liga resultou em uma
diminuicdo da temperatura f-transus para cerca de 600 °C.

b) A liga TilOMo8Nb apds processamento e tratamento térmico apresentou somente
fase B.

c) A oxidagdo anddica em eletrélito formado por glicerol e H,O (1:1, em vol.) com
adicdo de 0,27 % (m/v) resultou na obtencdo de uma superficie nanoporosa.

d) A camada de TiO, apresentou estabilidade térmica em relacdo a morfologia e a
presenca dos oxidos de titanio, molibdénio e nidbio nas superficies, comprovada a partir dos
estudos de espectroscopia .

e) A calcinacdo resultou em uma estrutura anatase do TiO, nanoporoso até a
temperatura de 500 °C.

f) O carater hidrofilico da liga verificado apds o tratamento de superficie resultando em
adesdo e proliferacéo celular.

g) A elevada area superficial especifica ocasionou menor adesdo bacteriana.

Dessa forma, a liga TilOMo8Nb contendo nanoporos em sua superficie apresenta
viabilidade para aplicacdo biomédica em situacdes em que superficies nanotubulares ndo sao

indicadas devido a sua configuracéo.
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Quadro 11 — Paramétros utilizados na anodizacdo da liga TilOMo8Nb com o eletrélito

glicerol e H,O (1:1, em vol.) + 0,27% (m/v) de NH4F.

Eletrolito
Glicerol e H,0O (1:1, em vol.) + 0,27% (m/v) de NH,F
Tensdo Tempo Superficie Limpeza
20V 2h Lixada Ultrassom
5 min
20V 3h Lixada Ultrassom
5s
20V 3h Polida Ultrassom
5 min
20V 6h Polida Ultrassom
5 min
20V 12h  Polida Ultrassom
5 min
20V 24h Polida Ultrassom
5 min

Observacoes

Fonte: Autor

Formacao de
nanotubos
apenas na

borda

Formacao de
camada
pororsa

Formacao de
nanotubos
apenas na

borda

Formacao de
nanoporos
apenas na

borda

Formacao de
nanotubos
apenas na

borda

Formacao de
nanotubos
apenas na

borda
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Quadro 12 — Paramétros utilizados na anodizacdo da liga TilOMo8Nb com o eletrélito

glicerol e H,0 (3:1, em vol.) + 1,25% (m/v) de NH4F.

Eletrolito
Glicerol e H,0 (3:1, em vol.) + 1,25 % (m/v) de NH4F
Tensdo Tempo Superficie Limpeza Imagem Observacoes
o
‘ Formagéo de
20V 1h Atqque Ultrassom nanoporos
acido 5s :
interconectados
Formacao de
20V 1h Ata_que Enxague nanoporos
acido :
interconectados
Formacao de
20V 1h Lixada UItrsasSsom nanoporos
interconectados
Formacao de
20V 1h Lixada Enxague nanoporos
interconectados
Formacao de
20V 2h Agtca;gge UItr5azsom superficie
nanorugosa
Formacao de
20V 3h Atqque Ulirassom superficie
acido 5s
nanorugosa
Formagcéo de
20V 4 h A,ta!q“e MR superficie
acido 5s
nanorugosa
Formacao de
30V 4 h Ata_que Ultrassom superficie
acido 5s
nanorugosa
°

Fonte: Autor
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Quadro 13 — Paramétros utilizados na anodizacdo da liga TilOMo8Nb com o eletrélito

glicerol e H,0O (1:1, em vol.) + 1,00% (m/v) de NH4F.

Eletrdlito
Glicerol e H,0O (1:1, em vol.) + 1,00% (m/v) de NH,F
Tensdo Tempo Superficie Limpeza Imagem Observacoes
Obtencéo de
uma superficie
Ultrassom homogénea foi
20V 1h Lixada : obtida em toda a
5 min e e
amostra; ndo foi
possivel a
reprodutibilidade
Mesmo
. ) resultado que as
20V 1h Lixada Enxague demais
condicdes
Mesmo
20V 1h Lixada Ultrassom resultado que as
5s demais
condicdes
Mesmo
Ataque Ultrassom resultado que as
20V Lh acido 5s demais
condicdes

Fonte: Autor
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Quadro 14 — Paramétros utilizados na anodizacdo da liga TilOMo8Nb com o eletrélito

glicerol e H,0 (9:1, em vol.) + 0,25% (m/v) de NH4F.

Eletrdlito
Glicerol e H,0 (9:1, em vol.) + 0,25 % (m/v) de NH4F
Tensdo Tempo Superficie Limpeza Imagem Observacoes
AL A O a formagdo de
k nanotubos
20V 24 h Polida UItras_som ocorreu apenas
5 min na borda da
amostra
anodizada a 20 V
N&o houve a
. Ultrassom formagéo de
30V 24h Polida 5 min superficies
nanoestruturadas

Fonte: Autor

Quadro 15 — Paramétros utilizados na anodizacdo da liga TilOMo8Nb com o eletrélito

glicerol e H,O (1:1, em vol.) + 0,27% (m/v) de NH4F.

Eletrolito
1,0 M H3PO, + 0,2 M NH4F
Tensdo Tempo Superficie Limpeza Imagem Observacoes
Houve a
formacéo de
erupcoes sobre a
20V 1h Lixada UItrgs;som camada, em

formato de flor
quando utilizado
NH4F

uuuuuuuu

Fonte: Autor
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Quadro 16 — Paramétros utilizados na anodizacdo da liga TilOMo8Nb com o eletrélito
glicerol e H,0 (1:1, em vol.) + 0,27% (m/v) de NH4F.

Eletrolito
1,0 M H3PO, + 0,2 M NaF
Tensdo Tempo Superficie Limpeza Imagem Observacoes
Houve a
formagéo de
erupcgdes
sobre a
20V 1lh Lixada Sl camada, em
5s
formato de
flor quando
utilizado
NH.F
Fonte: Autor




