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INTRODUCAO:

O desenvolvimento de biomateriais para implantes dsseos, dentarios e em articulagdes com a funcgdo de auxiliar ou
substituir tecidos, 6rgdos ou funcdes do corpo tem aumentado nos Gltimos anos em decorréncia do aumento da expectativa de
vida da populagdo mundial. O titanio e suas ligas sdo os mais indicados para implante 6sseo devido ao conjunto de propriedades
que apresentam, tais como alta resisténcia especifica, baixo moédulo de elasticidade e excelente resisténcia & corrosdo
(MUMJITHA e RAJ, 2015)

A alta resisténcia & corroséo do titanio é devido a formacdo espontanea em sua superficie de um filme fino e passivo
de TiO.. No entanto, a deterioracdo deste filme pode ocasionar a corrosao do material e levar a libera¢do de ions tdxicos ao ser
humano dependendo da composicdo quimica da liga. A liberacdo excessiva de ions impede a cicatrizacdo do 0sso e tecidos,
além de culminar com a falha mecanica no dispositivo (MUMJITHA e RAJ, 2015).

Com intuito de garantir maior qualidade e estabilidade do filme passivo na superficie do metal, a adicdo de
elementos de liga como Zr, Nb e Ta permite aumentar a resisténcia a corrosdo devido a formag&o de dxidos mais resistentes.
Ainda, é possivel aumentar a espessura deste filme 6xido através de um processo eletroquimico denominado de anodizacao,
podendo atingir espessura que varia de centenas de nandmetros (ALIPAL et al., 2021). O processo de anodizagdo também leva
ao crescimento de camadas auto-ordenadas de 6xidos com diferentes morfologias (nanoporosas, ou nanotubulares) dependendo
das condi¢Bes operacionais do processo, tais como tempo de anodizagdo, potencial aplicado, composi¢do quimica e pH do
eletrolito (LOPEZ et al., 2016).

Os nanotubos quando produzidos tendem a apresentar arranjos amorfo, mas que cristalizam a anatase e/ou rutilo
quando submetidos a um tratamento térmico em temperaturas entre 280 a 900 °C. Em geral, 0 processo para cristalizagdo da
camada nanoestruturada permite a modificacdo da fase polimorfica do TiO, sem alterar a morfologia e homogeneidade, porém
resulta em alterac6es das dimensdes dos tubos com nitido efeito nas propriedades superficiais (FATICHI et al., 2022). Segundo
Fatichi et al (2022), superficies de TiO apresentando estrutura anatase tendem a ter maior viabilidade celular e maior adeséo,
assim como melhor estabilidade eletroquimica. No entanto, a literatura ainda € escassa de estudos que comprovem qual a
melhor morfologia de nanotubos quanto ao comportamento bioldgico e de corroséo.

METODOLOGIA:

A preparacéo da liga Ti-35Nb-2Sn envolveu a fusdo em forno a arco voltaico com eletrodo de W ndo consumido em
atmosfera de argdnio utilizando elementos Ti, Nb e Sn de alta pureza (99,99%) previamente decapados quimicamente. O lingote
fundido foi homogeneizado a 1.000 °C por 12 h em atmosfera inerte e resfriado em agua. Na sequéncia, foi realizada a
deformacéo plastica por laminagcdo com perfil cilindrico a frio e apds o seccionamento do mesmo em discos com 10 mm de
diametro, foi realizado tratamento térmico de solubilizacdo a 1.000 °C por 1 hora com resfriamento em agua. A composicao
quimica da liga foi confirmada usando a técnica de espectrometria de fluorescéncia de raios X (XRF) em equipamento
Shimadzu, modelo EDX7000.
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A caracterizacdo microestrutural das amostras envolveu analises de microscopia optica (MO), microscopia eletronica
de varredura (MEV) e difracdo de raios-X (DRX). As amostras foram previamente preparadas para metalografia mediante o
lixamento com lixas de carbeto de silicio de granulometria #220 a #1500, seguido do polimento em feltros com abrasivo de
diamante (6 um) e lubrificagdo com alcool e polimento final com solugéo de silica coloidal (0,04 pm) com adigdo de 40 mL
H202, 3 mL HNO3 e 1,5 mL HF lubrificado com agua. As amostras para analise por microscopia foram atacadas quimicamente
em solucdo Kroll (3 mL HNOs, 1 mL HF, 96 mL H:0) por aproximadamente 20 seg.

O processo de anodizacdo foi executado em Potenciostato/Galvanostato Metrohm Autolab 302N utilizando potencial
de 20 V e uma célula eletroquimica de dois eletrodos, sendo a amostra o anodo da célula e o catodo uma placa de platina
estando ambas imersas no eletrélito. As amostras foram previamente lixadas e limpas em alcool isopropilico e agua deionizada
utilizando ultrassom por 10 min. Duas solugdes eletroliticas com diferentes tempos de anodizagdo foram empregadas: solugao
aquosa de 0,3% (v/v) de acido fluoridrico (HF) com tempo de anodizagdo de 1 h e solugdo organica de 0,3% de fluoreto de
amonia (NH4F) com adicdo de 10% H2O em etilenoglicol com tempo de anodizacdo de 2 h. Apds a anodizacdo as amostras
foram lavadas em &gua deionizada e secas com fluxo de N. Para cristalizacdo dos nanotubos formados nas superficies das ligas
Ti-35Nb-2Sn anodizadas nas duas diferentes solucdes eletroliticas, foi realizado tratamento térmico em forno mufla a 450 °C
por 1 hora com taxa de aquecimento de 15 °C/min com resfriamento ao ar.

A camada de TiO; nanoestruturada e cristalina foi investigada por microscopia eletrénica de varredura com canhao de
emissdo de campo (MEV-FEG) (FEI Sirion) o qual permitiu uma andlise detalhada das caracteristicas morfoldgicas do
nanotubo, com a medi¢do do didmetro interno, externo, espessura e comprimento da camada com o auxilio do software
ImageJ®. O didmetro do nanotubo e a espessura da parede foram medidos a partir de imagens de vista superior, enquanto o
comprimento da camada foi medido nas se¢des transversais. Enquanto que as fases estruturais do TiO- (anatase/rutilo) foram
analisadas por difracdo de raios X (DRX) no modo de angulo rasante em difratbmetro PANalytical X-PERT Pro operando a
40kV e 30mA, com radiacdo CuKea = 0,15406 nm, no intervalo angular de 20° a 60° e = 2°.

A molhabilidade da superficie da liga foi detectada a partir de medidas do &ngulo de contato através do equipamento
Dataphysics Contact Angle System OCA utilizando o método da gota séssil. Para cada amostra foram realizadas medidas em
triplicata, utilizando um volume inicial da gota de agua deionizada de 1 pl. A rugosidade RMS foi determinada usando um
microscépio de forca atdbmica (AFM, PARK NX10) atuando no modo intermitente em uma area de varredura de 10 x 10 um
associada ao uso do software de tratamento de dados Gywdion®.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em solugdo 0,9% NaCl a temperatura ambiente em uma célula
eletroquimica de trés eletrodos com uma placa de platina como contra-eletrodo, um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de
referéncia e as amostras da liga Ti-35Nb-2Sn anodizadas como eletrodo de trabalho. A area do eletrodo de trabalho exposta ao
eletrélito foi de 0,6 cm? e as andlises foi precedida de 1 hora de estabilizagdo em potencial de circuito aberto (OCP). Para
avaliar a estabilidade eletroquimica foi realizada o ensaio de espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS) com uma
amplitude de sinal senoidal de 10 mV ao longo de uma faixa de frequéncia de 10* Hz a 102 Hz, fazendo uso de um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT302N (Figura 3). Os circuitos equivalentes foram propostos e os dados obtidos
foram ajustados por meio do software NOVA®.

Por fim, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT utilizando o sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio fazendo uso de células mioblasticas C2C12. Apds 48 h de cultivo celular, amostras das ligas Ti-35Nb-2Sn
anodizadas e tratadas termicamente (previamente esterilizadas em autoclave) contendo as células C2C12 foram transferidos
para uma placa de 24 pocos, e realizada a adi¢éo de 200 pl da solugédo de MTT (0,5 mg/mL diluido em PBS 1X) sendo incubadas
a 37 °C por 2 horas. Apds a remocdo dessa solugdo, foram adicionados 400 uL. de dimetilsulfoxido (DMSO) em cada pogo de
células tratadas para dissolver os cristais formados pelo MTT. A absorbancia foi determinada a 570 nm utilizando um
espectrofotémetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A composicdo quimica da liga foi determinada por espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF) e obteve os
seguintes valores em % em massa: 34,2 + 1,3de Nbe 2,0 + 0,1 de Sn, 0s quais encontram-se proximos dos valores nominais
da liga. A caracterizagdo microestrutural realizada por microscopia Optica (Fig. 1a), microscopia eletronica de varredura (Fig.
1b) e difragdo de raios-X (Fig. 1c) evidenciou a presenca de fase f combinada com agulhas da fase martensitica ortorrdmbica

(o).

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP - 2023 2



(c) KT

40000

36000 4
320004 ‘

1000 |

Intensidade (U.a‘)

2000

B
I R _B o o .
04 T T 1

30 10 50 &0 70 80 a0
26 (Graus)

Figura 1: (a) Imagem de microscopia Optica (a), (b) imagem microscopia eletronica e (c) Padrao de difragéo de raios-X da liga Ti-35Nb-
25n na condigdo solubilizada e resfriada em agua.

Anodizacdo foi realizada a 20 V em solu¢édo 0,3% HF por 1 h e em solugdo 0,3% NH4F com adi¢do de 10% de H,O
em etilenoglicol por 2 h. A confirmacdo da formacéo dos nanotubos foi realizada por MEV-FEG. A Figura 2 (a-b) representa
as vistas superiores e em corte transversal dos nanotubos de titanio (TiO,) formados na superficie das ligas Ti-35Nb-2Sn por
anodizacdo utilizando as diferentes solucGes eletroliticas mencionadas. As vistas superiores mostram a formacéo da camada de
oxido nanotubular continua e altamente ordenada, com nanotubos abertos na parte superior e fechados na inferior.

J y { - ety dfpm |
Figura 2: Imagens SEM-FEG mostrando vistas topogréficas e transversais de camadas de TiO2 NTs formadas por anodiza¢do a 20 V na

superficie da liga Ti-35Nb-2Sn utilizando como eletrélito: a) aquoso 0,3% HF por 1 h e b) 0,3% NH4F com 10% H20 em etilenoglicol por
2h.

A Tabela 1 evidencia os valores de didmetros, espessuras de parede e comprimento dos nanotubos, onde é possivel
observar que os NTs produzidos em eletrélito aquoso apresentam maior didmetro e inferior comprimento de camada. Estudos
realizados por Wang et al. (2011) os quais comparam o comportamento biologico de NTs com diferentes diametros, 30, 70 e
100 nm, revelou que didmetros de 70 nm apresentaram melhor osteocondutividade e osseointegragéo.

Dimensdes do
tubo (nm) Ti-35Nb-25n-HF | Ti-35Nb-25n-NH4F

Diam. Int. 17,464 = 8.496 46,888 + 15426
Diam. Ext. 44,069 = 8,089 53,923 x 17 584
Espessura

parede 26,605 = 0,407 7,035 +2158
Comprimento

tubo 114,835 £ 12,027 121,984 = 14,594

Tabela 1: Tabela de valores de didametros e comprimentos de nanotubos.

Os nanotubos produzidos na superficie da liga Ti-35Nb-2Sn por anodizag¢do em solugéo organica 0,3% NHiF com
adicdo de 10% H20 em etilenoglicol e em solugdo aquosa 0,3% HF, ambos tratadas termicamente a 450 °C por 1 h,
apresentaram cristalinidade conforme indica os padroes de difracdo de raios-X da Figura 3 (a-b), onde é possivel constatar a
fase anatase (A ) do TiO, combinado com a fase Ti-f3 proveniente do substrato.
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As propriedades fisico-quimicas das superficies produzidas por anodizacdo em duas diferentes solugdes eletroliticas
foram analisadas. A analise de angulo de contato (Figura 7a-b) revelou para ambos os casos superficies hidrofilicas (angulo de
contato inferior a 90°), sendo levemente inferior para os NTs de maior dimensao, ou seja, aqueles produzidos em eletrélito
aquoso. Segundo Su et al. (2018) nanotubos com didmetros maiores tém maior molhabilidade, sendo este um fator relevante
para melhorar a biocompatibilidade.

@ 7414 | ®  eax7

Figura 7: Imagem de microscopia 6ptica mostrado o aspecto da gota e o correspondente angulo de contato formado para a superficie da liga Ti-35Nb-2Sn
anodizada a 20 V em solugéo (a) 0,3% NH4F + 10% H20 em etilenoglicol por 2 h e (b) 0,3% HF por 1h e tratadas termicamente a 450 °C por 1 h.

Os valores de rugosidade RMS foram obtidos para ambas as superficies anodizadas, sendo que para as superficies
cujos nanotubos foram produzidos em eletrolito organico (NH4F/H.O/Etilenoglicol) a rugosidade foi maior (237 = 1 um)
quando comparado a superficie apresentando nanotubos que foram produzido em eletrélito aquoso (HF/H20) (84 + 1 um). Os
pardmetros dimensionais do nanotubo, como comprimento, didmetro e espessura da parede, também influenciam na rugosidade
da superficie. Segundo estudos conduzidos por Galstyan et al. (2012) a rugosidade aumenta linearmente com o comprimento
do tubo, enquanto Yu et al. (2010) tem observado que a rugosidade aumenta com o didmetro do nanotubo. A Figura 8 mostra
as imagens de AFM de ambas as superficies, a qual mostra nitidamente o aspecto rugoso da superficie nanoestruturada
produzida em eletrélito organico.

Figura 8: Imagens de AFM (3D-esquerda e 2D-direita) da superficie da liga Ti-35Nb-2Sn contendo nanotubos de TiO, formados em eletrélito: (a) 0,3%
NH4F + 10% H20 em etilenoglicol por 2 h e (b) 0,3% HF por 1h e tratadas termicamente a 450 °C por 1 h.

A analise da estabilidade eletroquimica da camada nanoestruturada produzida em eletrélito aquoso (0,3% HF) e
organico (0,3% NH4F/10% H,O/Etilenoglicol) foi realizada por EIE em solu¢do 0,9% NaCl apds 1 h de estabilizacdo em
circuito aberto. Os resultados alcangados nos ensaios de EIE mostraram que as superficies nanoestruturadas apresentam
modulos de impedancia na ordem de 10° Q (Fig. 9a), sendo levemente superior para os nanotubos produzidos utilizando
eletrolito organico. A analise do grafico de Bode-fase (Fig. 9b) indicou angulo de fase préximo a 80° na regido de baixa
frequéncia e a presenca de duas constantes de tempo para ambas as superficies analisadas o que sdo indicativo do
comportamento capacitivo do filme produzido na superficie das ligas.
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Figura 9: (a) Gréficos de Bode e (b) Gréafico de Bode-Fase resultante dos ensaios de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica realizadas para a liga Ti-
35Nb-2Sn contendo nanotubos de TiO, formados em eletrélito 0,3% NH4F + 10% H20 em etilenoglicol por 2 h e em eletrélito 0,3% HF por 1h e tratadas
termicamente a 450 °C por 1 h.

A anélise dos dados de impedancia indicou que o circuito equivalente é composta pelos elementos QBL e RBL em
paralelo, atribuidos ao elemento de fase constante da camada de 6xido de barreira e a resisténcia da camada correspondente,
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que sdo indicativos do filme compacto e nativo formado na superficie da liga, combinado com os elementos RPL e QPL em
série, 0s quais sdo atribuidos a camada nanoestruturada e porosa. Esse circuito, mostrado na Figura 10, foi inicialmente proposto
por Hitzig et al. (1986) para investigar um filme de 6xido de duas camadas formado sobre aluminio, e posteriormente,
empregado por Pan et al. (1996) para descrever o filme de dxido passivo formado em titdnio em solucédo salina. Os parametros
eletroquimicos obtidos pelo ajuste do circuito equivalente proposto estdo mostrado na Tabela 2.

Figura 10: Circuito equivalente utilizado nos ajustes
dos dados de espectroscopia de impedéncia
eletroquimica (EIS).

Eletrolito Rs(Q) | RBL (kQ) QBL (UF) n RPL (MQ) QPL (UF) n

0.3% NHaF/10% | ) ¢ 14200 0,0000157 0,8635 5,18E+06 6,10E-06 1,02
H.0/ etilenoglicol

0,3% HF 111 968 2,16E-05 0,891 1,10E+12 1,86E-05 0,907

Tabela 2: Parametros eletroquimicos obtidos pelo ajuste do circuito equivalente com os dados de espectroscopia se impedancia eletroquimica realizada em
solucdo 0,9% NaCl das superficies da liga Ti-35Nb-2Sn anodizadas em eletrélito organico e aquoso e tratadas termicamente a 450 °C por 1h.

As ligas Ti-35Nb-2Sn anodizadas em eletrolito aquoso (0,3% HF) e organico (0,3% NH4F/10% H,O/Etilenoglicol)
foram submetidas a ensaios bioldgicos de proliferacéo celular utilizando-se células C2C12 as quais indicaram superior resposta
celular quando estas sdo comparada a similar liga apresentando superficie polida.

CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a liga Ti-35Nb-2Sn apresenta microestrutura formada
majoritariamente da fase . A anodizacéo realizada em solucdo orgénica (0,3% de NH4F) resultou em menor didmetro de tubo
e superior espessura de camada quando comparada & amostra anodizada em solucéo aquosa (0,3% de HF). Essa morfologia
nanoestruturada resultou em superior molhabilidade e rugosidade RMS, assim como maior resisténcia do filme passivo. Os
ensaios bioldgicos realizados nas ligas anodizadas nos diferentes eletrdlitos (organico e aquoso) mostrou-se sensivel as
diferentes morfologias e dimensdes de tubos.
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