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RESUMO

As estratégias atuais no design de biomateriais incluem a alteracdo das propriedades da superficie do bioma-
terial para direcionar sistematicamente o comportamento celular. O titanio é o material mais prevalente para
uso em implantes devido as suas propriedades mecanicas. ModificagcBes na superficie de titdnio podem oti-
mizar a osseointegracdo de um implante modulando a resposta imunossupressora, acelerando o processo de
cicatrizacdo e reduzindo o tempo de tratamento. O crescimento de nanotubos de TiO, através da anodizacéo
pode alterar as propriedades da superficie do titdnio comercialmente puro, permitindo uma melhor resposta
quando inserido no corpo humano. Objetivo do presente trabalho foi o crescimento de nanotubos de TiO, ha
superficie de discos de titAnio comercialmente puro e a redug¢do do tempo de anodizagdo, com agitacdo du-
rante a oxidagdo anddica, tensdo de 30V e eletr6lito composto por 90-10% (v/v) de etilenoglicol-H,0 e 1%
NH,F (m/m). Para determinar a melhor intensidade de agitagdo foi estabelecido um tempo de 20 minutos. A
classificacdo da intensidade da agitacdo foi feita pelo método de observacdo, classificada como fraca, mode-
rada e vigorosa. Para determinar o melhor tempo de oxidagdo anddica, foi estabelecida intensidade de agita-
¢do moderada. O tempo de anodizacdo deve permitir que a estrutura se reorganize e aumente o grau de auto-
organizacdo, assim, foram estabelecidos tempos de 20, 30 e 40 minutos. Em seguida, as amostras foram
submetidas a calcinagdo em forno mufla EDG com taxa de aquecimento de 5°C/minuto, mantida por 1 hora a
450°C. A morfologia da superficie foi analisada por microscopia eletrdnica de varredura (MEV), angulo de
contato e difracdo de raios X (DRX).
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ABSTRACT

Current strategies in the design of biomaterials include altering the surface properties of the biomaterial to
systematically direct cellular behavior. Titanium is the most prevalent material for use in implants due to its
mechanical properties. Modifications to the titanium surface can optimize the osseointegration of an implant
by modulating the immunosuppressive response, accelerating the healing process and reducing treatment
time. The growth of TiO, nanotubes through anodization can alter the surface properties of commercially
pure titanium, allowing a better response when inserted into the human body. Objective of the present work
was the growth of TiO, nanotubes on the surface of commercially pure titanium discs and the reduction of
anodization time, with agitation during anodic oxidation, voltage of 30V and electrolyte composed of 90-
10% (v/v) ethyleneglycol-H,O and 1% NH4F (w/w). To determine the best agitation intensity, a time of 20
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minutes was established. The agitation intensity was classified by the observation method, classified as weak,
moderate and vigorous. To determine the best anodic oxidation time, moderate agitation intensity was estab-
lished. The anodizing time should allow the structure to reorganize and increase the degree of self-
organization, thus, times of 20, 30 and 40 minutes have been established. Then, the samples were subjected
to calcination in an EDG muffle furnace with a heating rate of 5°C/minute, maintained for 1 hour at 450°C.
The surface morphology was analyzed by scanning electron microscopy (SEM), contact angle and X-ray
diffraction (XRD).
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1. INTRODUCAO

As ciéncias dos materiais investigam diferentes tipos de biomateriais e suas aplicacdes para substituir ou res-
taurar a funcédo de tecidos e 6rgdos comprometidos ou degenerados [1]. Os biomateriais podem ser naturais
ou sintéticos e devem ser biocompativeis com o sistema biolégico humano [2]. Segundo RATNER [3], a bio-
compatibilidade € a capacidade de um biomaterial para orientar e desencadear um processo de cicatrizagao,
restauracdo e integracdo de material tecidual em uma lesdo normal. E também coexistir com tecidos humanos
sem causar danos intoleraveis, ndo apenas relacionados a aspectos de toxicidade, mas a todos os outros efei-
tos adversos causados pelo implante no sistema bioldgico [4]. Os biomateriais metalicos continuam sendo
utilizados na fabricac&o de dispositivos, implantes e instrumentos médicos, com a funcéo de efetivar sua atu-
acdo no trabalho das mais diversas aplicacdes, oferecendo alta resisténcia mecanica a fratura. Entre os mate-
riais metalicos, o titanio e suas ligas sdo apresentados como um dos mais eficientes para atender aos requisi-
tos de um material para aplicacdes biomédicas. Eles tém excelentes propriedades mecénicas, boa biocompa-
tibilidade e alta resisténcia a corroséo [5].

A resisténcia a corrosdo é devida a caracteristica do titanio de sofrer passivacdo, onde é formada uma camada
de didxido de titdnio (TiO,) que atua para proteger a superficie do metal, diminuindo a taxa de corrosédo do
material [6]. Teoricamente, essa camada protetora ndo deve ser danificada nas condi¢Ges encontradas no am-
biente oral. Entretanto, na prética odontoldgica, sdo aplicadas solucbes fluoretadas e as ligas de titdnio neste
meio, especificamente quando em pH baixo, apresentam grande degradacéo, interpretada por HARZER et al.
[7] como resultado da incorporacéo de ions fluoreto altamente reativos na camada de 6xido de titanio, tor-
nando sua propriedade protetora consideravelmente reduzida. NAKAGAWA et al. [8] relataram que esse
filme de 6xido pode se reorganizar rapidamente na presenca de ar ou pequenas quantidades de &gua. CANAY
et al. [9] também alegaram que, no caso de rompimento mecénico deste filme, a camada de 6xido se forma
muito rapidamente e, portanto, “repassiva” a superficie do titanio.

A camada de 6xido e sua eletrocondutividade permitem uma série de modificagcdes na superficie, como a
oxidacdo, para obter nanoestruturas tubulares verticalmente alinhadas (NTT). Essas estruturas ordenadas de
oxido metalico (formadas a partir de éxidos altamente funcionais, como o TiO,), podem encontrar ampla
aplicacdo [10]. Na anodizacdo do titanio, o uso de eletrdlitos contendo fluoreto diluido pode levar ao cresci-
mento de 6xido auto-organizado [11]. Desde entéo, atengdo crescente tem sido dada a investigagdo ndo ape-
nas dos pardmetros do processo de fabricagdo (via anodizacdo) e do controle sobre a morfologia dos tubos
formados, mas também sobre os mecanismos de crescimento e auto-organizagdo [12]. A anodizagdo permite
controlar a morfologia e a estrutura do NTT formado (incluindo didmetro interno, espessura da parede e
comprimento dos tubos) ajustando as condigdes eletroquimicas do processo, como a composicédo do eletrolito
e seu pH, temperatura, voltagem aplicada e tempo de anodizacdo, conforme DIAMANTI et al. [13].

CondigBes como agitacdo do eletrolito sdo decisivas para um revestimento uniforme. Quando a oxidacéo
anddica é realizada sem agitacéo eletrolitica, os poros ndo ficam totalmente desenvolvidos na superficie [14].
Os objetivos da agitacdo sdo circular o fluido por um tempo suficiente, dispersar as bolhas de gas no liquido e
manter condi¢es uniformes para operacfes de transferéncia de massa e calor. Assim, a agitacdo cria unifor-
midade de bolhas de gas em todo o sistema [15]. Além de ser usada para garantir condi¢cbes homogéneas,
tanto em termos de concentracdo quanto de temperatura durante o processo de anodizagdo [16]. A alteracdo
dos parametros de agitacdo pode afetar significativamente a morfologia do NTT obtido [17], bem como o
tempo de anodizacdo e a “repassivacdo” da superficie do titdnio. Sob condi¢des de agitacdo vigorosa e altas
taxas de suprimento de oxigénio, o filme de 6xido pode se reorganizar rapidamente. Porque o fornecimento
de oxigénio dissolvido suficiente, por meio da agitacdo, é essencial para garantir a eficiéncia do processo [18].
O nivel de agitacdo ou intensidade de agitacdo, parte de alguns critérios subjetivos de classificacdo, essa in-
tensidade geralmente é expressa qualitativamente pela observagdo do comportamento do fluido no sistema ou
pela observagdo do comportamento da superficie [19].
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WEBER [20] foi um dos primeiros a tentar classificar a intensidade da agitacdo, usando o método de obser-
vacdo. Com o tempo, a classificacdo da intensidade da agitacdo pelo método de observacdo do comportamen-
to do fluido em um sistema agitado foi definida como: Fraca: movimento lento do fluido com baixa turbu-
Iéncia, fluxos tangenciais e estagnacdo da superficie; Moderada: borbulhamento de fluidos com turbuléncia,
sem vortices (turbilhdo) e intensidade dos efeitos da superficie; Vigorosa: borbulhamento do fluido com alto
grau de turbuléncia, vértices e grande intensidade de efeitos na superficie [19]. No entanto, ha um ndmero
limitado de estudos relacionados a influéncia da velocidade de agitacdo na taxa de crescimento e morfologia
do TiO, anddico [21].

A agitacédo do eletrolito é fundamental no processo de anodizagéo, auxiliando no movimento das particulas e
na reacdo do processo, evitando uma camada de 6xido ndo porosa — quase compacta - no topo da superficie
[22]. Porém, a agitagdo por si s6 ndo faz a diferenca, condigdes de anodizagdo devem ser criadas para isso,
controle do pH, tensdo e temperatura. Dessa forma, o principal objetivo da pesquisa foi o crescimento de na-
notubos de TiO, na superficie dos discos de TiCP e a reducdo do tempo de anodizacdo, com agitacdo durante
a oxidacao anodica, tensdo de 30V e eletrdlito composto por 90-10% (v/v) de etilenoglicol-H,0 e 1% NH,F
(m/m).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacéo da superficie dos discos

O titanio comercialmente puro (TiCP, grau 1V) foi fornecido pela empresa IntraOss, na forma de discos com
4 mm de espessura e 10 mm de diametro. Para remover residuos e contaminantes da superficie foi realizada
decapagem, com uma solucdo &cida composta de acido nitrico (HNO3) e &cido fluoridrico (HF) na propor¢éo
de 3: 1. Logo apés, os discos de TiCP foram lavados com agua deionizada e lixados com lixa de carboneto de
silicio (granulometria 100, 220, 320, 400 e 600).

2.2 Oxidag&o anddica

A célula eletroquimica foi montada apds a preparacdo da superficie dos discos TiCP. Em seguida, as amos-
tras foram colocadas no porta amostras de cobre e, ao redor, vedadas com fita “parafilme” de modo que ape-
nas a superficie dos discos estivesse em contato com o eletrolito.

O eletrolito composto por 90-10% (v/v) de etilenoglicol-H,O e 1% NH4F (m/m) foi obtido através de 1,00 g
de NH,4F dissolvido em &gua deionizada e etilenoglicol. Posteriormente, conectou-se a célula eletroquimica a
uma fonte de alimentacdo, micro amperimetro e potenciostato. Para a reducdo do tempo de anodizagéo, com
agitacdo durante a oxidacdo anddica, foi utilizada uma bomba de aquério, difusor.

2.3 Determinacgéo da melhor intensidade de agitagéo

Para determinar a melhor intensidade de agitacdo durante a oxidacdo anddica, em um eletrélito composto por
90-10% (v/v) de etilenoglicol-H,0 e 1% NH,4F (m/m) foi estabelecido um tempo de 20 minutos e uma tensao
de 30V. A classificacdo da intensidade da agitacdo foi feita pelo método de observagdo, chamando simples-
mente fraca, moderada e vigorosa.

2.4 Determinacédo do melhor tempo de anodizagéo

Para a determinacdo do melhor tempo de oxidacdo anddica, em um eletrélito composto por 90-10% (v/v) de
etilenoglicol H,O e 1% NH, (m/m), foi ajustada uma tensdo de 30V e intensidade de agitacdo moderada (de-
finida nos resultados e discussdes). O tempo de anodizagdo geralmente varia entre 30 minutos e 2 horas, a
fim de permitir que a estrutura se reorganize e aumente o grau de auto-organizacdo [23]. Assim, foram esta-
belecidos tempos de 20, 30 e 40 minutos.

Para registrar o Potencial (mV) vs. Tempo (min), a fonte de alimentagdo (AGILENT/3634) estava em
série com um micro amperimetro de corrente nula (MICROQUIMICA/MQI V) conectado ao potenciostato
(MICROQUIMICA/MQPG). Os dados foram convertidos em corrente e divididos pela area do eletrodo, para
obter as curvas de densidade de corrente (mA/cm?) vs. tempo (min), para monitorar o crescimento de nanotu-
bos de TiO, na superficie dos discos de TiCP. Em seguida, a célula eletroquimica foi preparada com a se-
guinte metodologia: Saida negativa da fonte conectada ao contra eletrodo (platina); polo positivo do amperi-
metro conectado ao eletrodo de trabalho (TiCP); e a saida do micro amperimetro conectado ao potenciostato.

Apo6s o término da anodizacdo, as amostras foram lavadas com agua deionizada e secas com secador, e
em seguida as superficies foram caracterizadas para determinar a melhor intensidade de agitacdo durante a
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anodizagdo. Quando a melhor intensidade de agitacéo foi estabelecida, os discos foram anodizados com tem-
pos de 20, 30 e 40 minutos, calcinados a 450°C com uma taxa de aquecimento de 5°C por minuto, permane-
cendo por 1 hora, e resfriados dentro do forno, para determinacéo do melhor tempo de anodizag&o.

2.5 Calcinagéo

Para transformacéo da camada amorfa do 6xido formado, em fase cristalina. As amostras foram submetidas a
calcinagdo em forno mufla EDG com taxa de aquecimento de 5°C/minuto, mantida por 1 hora a 450°C, se-
guida de resfriamento lento no interior do forno.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao da superficie

A figura 1 mostra as micrografias das superficies das amostras em condi¢des de anodizagdo, seguindo os
pardmetros estabelecidos para determinar a melhor intensidade de agitagdo (fraca, moderada e vigorosa). Da
mesma forma, a figura 2 mostra as micrografias das superficies das amostras, porém sob condicGes de anodi-
zacdo seguindo os pardmetros estabelecidos para determinar o melhor tempo de anodizacgéo (20, 30 e 40 mi-
nutos). As medidas dos angulos de contato foram analisadas para relacionar os valores dos angulos obtidos,
com a hidrofilicidade fornecida pela topografia da superficie, na figura 3 é possivel observar os resultados. O
difratograma de raios-x, na figura 4, mostra a formacédo do filme de TiO, cristalino, fase anatase e remanes-
centes da fase rutilo.

200nm_

Figura 1: Microscopia Eletronica de Varredura — MEV a) Intensidade de agitacdo fraca, ampliagdo 100.000x; b) In-
tensidade de agitagdo fraca, ampliacdo 50.000x; c) Intensidade de agitacdo moderada, ampliagdo 100.000x; d) Intensida-
de de agitacdo moderada, ampliagdo 50.000x; e) Intensidade de agita¢do vigorosa, ampliacdo 100.000x; f) Intensidade de
agitacdo vigorosa, ampliacdo 50.000x. Tempo 20 minutos; Tensdo 30V e Eletrélito composto por 90-10% (v/v) de etile-
noglicol-H,0 e 1% NH,4F (m/m).
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Figura 2: Microscopia Eletronica de Varredura — MEV a) Tempo de anodizacdo 20 minutos, ampliagcdo 10.000x; b)
Tempo de anodizagdo 30 minutos, ampliacdo 10.000x; ¢) Tempo de anodiza¢do 40 minutos, ampliagdo 10.000x. Intensi-
dade de agitagdo moderada; Tensdo 30V e Eletrélito composto por 90-10% (v/v) de etilenoglicol-H,0 e 1% NHF (m/m).

2,5° a) 10,9° b) 5,9° C)

Figura 3: Angulo de Contato a) Tempo de anodizagdo 20 minutos; b) Tempo de anodizacdo 30 minutos; ¢) Tempo de
anodizacdo 40 minutos. Intensidade de agitagdo moderada; Tensdo 30V e Eletrélito composto por 90-10% (v/v) de etile-
noglicol-H,0 e 1% NH4F (m/m).
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Figura 4: Difracdo de raios X — DRX Intensidade de agitagdo moderada; Tensdo 30V e Eletrdlito composto por 90-10%
(v/v) de etilenoglicol-H,0 e 1% NH,4F (m/m).

4. DISCUSSAO

Para anodizacdo com intensidade de agitacdo fraca (figura 1a e 1b) e moderada (figura 1c e 1d) é possivel
observar — com os resultados obtidos por meio do MEV - a formacéo de nanotubos de TiO, auto-organizados,
alinhados perpendicularmente ao substrato e distribuidos homogeneamente em toda a &rea oxidada. No en-
tanto, a intensidade de agitacdo moderada mostrou uma melhor distribuicdo dos nanotubos na superficie do
disco TiCP, uma superficie mais homogénea com 6xidos de comprimento médio bem distribuidos. Por outro
lado, para a intensidade de agitacdo vigorosa, apenas a formacdo de nanoporos foi observada (figura 1e e 1f).
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De acordo com PRIDA et al. [24] se o liquido em agitacdo estiver em uma atmosfera de ar ou oxigénio, 0s
efeitos da aeracdo podem existir, porque, em um determinado momento, o efeito da agitacdo permite que
mais oxigénio entre em contato com a superficie do metal, préximo a agitacdo [25]. Porque, quando ocorre a
absorcdo de oxigénio pelo TiCP, as propriedades metalicas sdo preservadas, mas o reticulo cristalino sofre
uma ligeira expansdo, conforme MACAK et al. [26].

Na anodizagdo empregando intensidade de agitacdo moderada com tempo de 20 minutos (figura 2a) e
30 minutos (figura 2b) é possivel observar — também com os resultados obtidos por meio do MEV - que as
superficies contendo nanotubos de TiO, sdo heterogéneas quando comparadas a superficie anodizada por 40
minutos (figura 2c). Para REGONINI [23], o tempo de anodizagdo deve permitir que a estrutura se reorgani-
Ze e aumente 0 grau de auto-organizacao.

A respeito do angulo analisado, quando este é menor que 90° diz-se que o0 material possui uma caracte-
ristica hidrofilica, enquanto que quando superior a 90° possui uma caracteristica hidrofobica [27]. De acordo
com os resultados da figura 3 - obtidos por meio das medidas do angulo de contato - para todas as condicdes é
possivel observar superficies super hidrofilicas. KENNEDY et al. [28] classificam essas superficies como
satisfatorias, uma vez que a hidrofilicidade tem uma influéncia marcante no comportamento celular. Em rela-
¢do a molhabilidade da superficie, é possivel afirmar que o filme de nanotubos € indicado como tratamento
de superficie em implantes. O baixo angulo de contato mostra que apds a implantagdo, a superficie nanoes-
truturada poderia aumentar a interagdo entre o fluido corporal e o biomaterial, em comparagdo com o titanio
ndo tratado [29]. SHIN et al. [30] observaram que a superficie formada pelo filme de nanotubos, produzido
em etilenoglicol e fluoreto de aménio, era super hidrofilica quando testada quanto a sua interacdo com a agua
no mesmo dia de oxidacdo. No entanto, as amostras mostraram uma mudanca na molhabilidade ao longo do
tempo, as amostras super hidrofilicas tornaram-se hidrofilicas e as hidrofilicas comegaram a apresentar com-
portamento hidrofébico. Para LIM et al. [31], a superficie formada apenas pelo rutilo é hidrofébica, enquanto
a superficie coberta por uma mistura de rutilo e anatase ¢ hidrofilica, confirmando os resultados do angulo de
contato.

De acordo com CHOEE et al. [32], a molhabilidade afeta a adsorcéo de proteinas, a adesdo/ativacdo de
plaquetas, a coagulacdo sanguinea e a adesdo celular e bacteriana. Segundo WEI [33], a presenca da fase ana-
tase na superficie modificada - conforme os resultados obtidos por meio do DRX apresentado na figura 4 -
contribui para uma melhor adeséo celular.

5. CONCLUSOES

Houve formagdo de nanotubos de TiO, por meio da anodizagdo do TiCP em 90-10% (v/v) de etilenoglicol-
H,O e 1% NH, (m/m). A taxa de formag&o dos nanotubos de TiO,depende da velocidade de agitacdo aplica-
da durante a anodizacdo e a agitacgéo eletrolitica tem influéncia no arranjo de poros na camada de TiO, Com
parametros de anodizacao fixos: tensdo 30V, tempo 20 minutos e variando a intensidade de agitacdo: fraca,
moderada e vigorosa. A intensidade de agitagdo moderada mostrou, por meio do MEV, melhor distribuicdo
dos nanotubos, superficie mais homogénea e com éxidos de comprimento médio bem distribuidos. Com pa-
rametros de anodizacédo fixos: tensdo 30V, intensidade de agitagdo moderada e variando o tempo: 20, 30 e 40
minutos. O tempo de 40 minutos mostrou, por meio do MEV, superficie mais homogénea, pois o tempo per-
mite que a estrutura se reorganize e aumente o grau de auto-organizagcdo. Com parametros de anodizacéo
fixos: tensdo 30V, intensidade de agitagdo moderada e tempo de 40 minutos, seguido de calcinagdo com taxa
de aquecimento 5°C/minuto durante 1 horas a 450°C, por meio do angulo de contato, foi observada uma su-
perficie super hidrofilica com 2,5° - favorecendo o aumento da intera¢éo entre o fluido corporal e o biomate-
rial — além disso, a presenca da fase anatase na superficie, conforme resultados do DRX, contribui para ade-
sdo celular.
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