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Abstract

Titanium and its alloys are an important class of biomaterials, especially in
interactions with osseous tissue. The objective of this study was to test a simple and
accessible methodology to obtain surfaces covered with stable and bioactive oxides,
favoring osseointegration. Anodic oxidation was employed to obtain surfaces with a thin
film of TiO; in samples of commercially pure titanium, grade 2, and Ti-6AIl-4V alloy. The
stability of these oxide layers was examined using open circuit potential and immersion tests
for different periods of time in artificial blood and saliva, in addition to linear sweep
voltammetry. This sweep technique, performed in potentials ranging from -1,0 V to 1,0 V
and 5,0 V, was employed for the growth of the oxide layers on the polished surface of Ti
metal samples. Stability was confirmed with low dissolution rates of the oxide layer in
artificial physiological media. Furthermore, oxidized samples were submitted to in vitro
immersion tests during 10 days in simulated body fluid (SBF), wherein scanning electron
microscopy and x-ray photoelectron spectroscopy confirmed the ability of the anodized
surfaces in nucleating hydroxyapatite, possibly indicating a favorable osseointegration when

used in medical implants in vivo.
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Resumo

O titanio e suas ligas sdo uma importante classe de biomateriais, especialmente em
interacdo com o tecido 6sseo. O objetivo desse estudo foi testar uma metodologia simples e
acessivel para obtencdo de superficies recobertas com Oxidos estaveis e bioativas,
favorecendo entdo a osseointegracdo. Foi utilizado a técnica eletroquimica de oxidacao
anodica para obter uma pelicula de TiO, em amostras de titdnio comercialmente puro, grau
2, além da liga Ti-6Al-4V. A estabilidade dessas camadas de 6xido foi analisada utilizando
técnicas de potencial de circuito aberto e testes de imersdo em diferentes periodos de tempo
em sangue e saliva artificiais aliados a varredura linear de potenciais. Essa varredura, feita
em faixas de potenciais de -1,0 V a 1,0 V e a 5,0 V, foi empregada para crescer a pelicula de
Oxido na superficie polida do Ti. A estabilidade dessa camada de éxido foi confirmada com
baixos indices de dissolugdo da pelicula de dxido em solugbes fisiologicas artificiais. Além
disso, as amostras oxidadas foram submetidas a testes de imersdo in vitro durante dez dias
em simulated body fluid (SBF), onde foi verificada através das técnicas de MEV e XPS, a
capacidade dessa superficie em nuclear hidroxiapatita em sua superficie, podendo indicar

uma osseointegracdo favoravel ao serem utilizadas em implantes médicos in vivo.

Palavras-chave: Biomateriais; Titanio; Osseointegracdo; Oxidacdo Anddica; Superficies
Bioativas; Sangue Artificial; Saliva Artificial; Simulated Body Fluid (SBF)

Introducéo

Este trabalho teve como objetivos principais o estudo da estabilidade de filmes de
Oxidos anddicos em meios fisiolégicos artificiais e a avaliacdo da técnica potenciodindmica
como uma ferramenta simples para obter-se superficies de implantes de titanio adequadas a
osseointegracéo.

O objetivo primério seria a obtengdo, por forma simples, rapida e barata, de
superficies de implantes de titanio recobertas com filmes de Oxidos anddicos que
permitiriam uma osseointegracdo apropriada. As superficies de amostras de Ti-Grau 2 e da
liga Ti-6Al-4V foram recobertas com didxido de titanio e sua estabilidade foi testada através
de medidas de potencial de circuito aberto (dissolucdo esponténea) e testes de imersdo em

saliva artificial e sangue artificial, a temperatura ambiente (dissolugédo forcada).
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Para validar a capacidade osseointegrativa dessas superficies e deduzir o
desempenho in vivo de implantes de titanio recobertos de uma camada de 6xido anddico, foi
utilizada a imersdo in vitro em Simulated Body Fluid (SBF), a 37 °C. Caracterizacgdes
morfologicas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de elementos por
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) permitiram avaliar a presenca do

TiO, e da hidroxiapatita sobre a superficie destes biomateriais.

Metodologia Experimental

Antecedendo as medidas eletroquimicas iniciais, as amostras de titanio foram polidas
com lixas d’agua de granulometria 220, 320, ¢ 600 respectivamente, até se atingir uma
superficie visualmente uniforme. Apds o lixamento manual, as amostras foram lavadas com
agua deionizada em abundancia, seguido de uma lavagem com acetona para remover
qualquer gordura que poderia ter permanecido na superficie, sequida de mais uma lavagem
com agua deionizada.

O crescimento do Oxido anddico de titanio na superficie foi entdo realizado em
solucdo de PBS utilizando o método potenciodinamico de voltametria linear, com intervalos
de varredura de potencial de -1,0 V> 1,0 V e de -1,0 V-> 5,0 V numa velocidade de
varredura de 50 mV s em temperatura ambiente. A seguir, era realizada a medigdo do
potencial de circuito aberto da amostra em analise durante 45 minutos (tempo méaximo), ou
seja, até que houvesse a estabilizacdo do potencial. Cada amostra de Ti grau 2 e Ti-6Al-4V,
com oOxido crescido até 1,0 V e até 5,0 V, era submetida ao teste de imersdo em sangue
artificial e saliva artificial durante 1 hora, 10 dias, 30 dias e 90 dias a fim de se estudar
possiveis processos de dissolucao da pelicula de 6xido em meios fisioldgicos.

Finalizado o teste de imersdo, a amostra era retirada da solucdo, lavada com agua
deionizada em abundéancia, e submetida a novas medi¢des de potencial de circuito aberto, a
fim de poder compara-los aos valores obtidos previamente. Posteriormente, a amostra era
submetida a uma nova voltametria linear, com a finalidade de estudar a reconstru¢do do
filme de Oxido. Esta curva de reconstrucdo e a carga envolvida no processo eram entao
comparados aos dados obtidos durante o crescimento original do éxido, permitindo-se entdo
verificar se houve ou ndo alguma dissolucdo da camada de Oxido crescida pela voltametria

linear original devido ao teste de imerséo.
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Algumas amostras foram imersas em SBF durante 10 e 30 dias para obtencédo e
analise da hidroxiapatita, onde se pdde discutir o processo de osseointegracdo. Os testes de
imersdo em SBF permitem indicar a capacidade da superficie em permitir a nucleacdo da
hidroxiapatita, o principal componente do osso humano.

As caracterizacOes destas diferentes superficies, ou seja, ap0s crescimento de oxido,
apos imersdo em sangue e saliva artificiais, e ap6s imersdo em SBF, foram realizadas

empregando-se as técnicas de MEV e XPS.

Resultados e Discussoes

Nas proximidades do pico anddico (~ -0,55 V) ocorrem as condic¢Bes adequadas para
a formacdo de um 6xido TiO, de espessura uniforme e de caracteristicas protetoras, inibindo
assim, a principio, o processo de dissolucdo, independentemente do material. O processo de
crescimento anodico da pelicula de 6xido na superficie do titdnio segue uma estequiometria
fixa sobre o efeito de um campo elétrico € na ordem de 10% ~ 107 V ecm™, com densidade de
corrente j descrita pelo o modelo de alto campo (1,2).

No caso do titanio, tanto para o comercialmente puro como para a liga Ti-6Al-4V, a
taxa de anodizagdo fica em torno de 2,5 nm V! (2). Portanto, a espessura final do filme de
Oxido na superficie da amostra sera diretamente proporcional ao potencial final aplicado na
varredura linear de potenciais. Além do mais, é importante ressaltar que independentemente
do tempo em que esse potencial final for mantido, a espessura ndo sofrerd mudancas
significativas, podendo ocorrer apenas perda de moléculas de agua e rearranjos estruturais
decorrentes do processo de envelhecimento do filme (3).

Apos o crescimento do filme de 6xido na superficie dos eletrodos era feita a medicéao
do potencial em circuito aberto, observando a estabilizacdo do mesmo. Foi observado que o
potencial de circuito aberto logo apds o crescimento do 6xido decresce rapidamente para
valores menos anddicos até atingir um valor praticamente constante. Esse fato também
comprova a estabilidade eletroquimica da pelicula de 6xido sobre o metal, pois ndo foi
verificada nenhuma variacéo abrupta do potencial com relacdo ao tempo que poderia indicar
alguma ruptura do filme de 6xido.

No caso particular das amostras com 1 hora de imersdo, de ambos os biomateriais
com oOxido crescido a 5,0 V, verificou-se que o potencial de circuito aberto ficou mais

negativo (menos anddico) apos a imersdo. Em sintese, a camada de oxido crescida a 5,0 V
-4 -
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necessitaria de mais tempo para se estabilizar completamente. Conforme estudos realizados
por MARINO e pesquisadores (2), um envelhecimento do filme de éxido poderia reduzir os
defeitos superficiais da camada. Portanto, a imersdo em solucdo fisiologica em circuito
aberto possivelmente causa a variagdo negativa do E., e a indicacdo de que a amostra
encontra-se eletroquimicamente mais estavel.

Foi possivel observar que em saliva artificial ha em geral um percentual de variacao
maior nos valores de potencial de circuito aberto do que quando trata-se de sangue artificial.
Isso quer dizer que, em condigdes iguais de crescimento e tempo de imerséo, os valores de
potenciais tendem a ficar menos negativos, particularmente para as amostras de Ti-6Al-4V
submetidas a saliva. Foi também observado, através dos resultados, que a saliva artificial
exerce uma variagdo maior no potencial de circuito aberto do Ti-6Al-4V do que no Ti Grau
2. Por exemplo, a analise das amostras que tiveram 6xido crescido a 5 V e permaneceram
sob o efeito da saliva artificial por 30 dias nos mostra que o Ti-6Al-4V teve uma reducéo de
91% no seu potencial de circuito aberto, enquanto que o Ti Grau 2 sofreu apenas 69% de
reducdo. O mesmo pode ser visto para 0 caso de crescimento a 1 V, com reducéo de 89% e
78% respectivamente. Esse fato é relevante pois sabe-se que o Ti Grau 2 é o material usado
em implantes dentarios engquanto que o Ti-6Al-4V é usado para implantes ortopédicos, nao
ficando exposto & saliva no ambiente fisioldgico. E importante que o Ti grau 2 tenha
demonstrado uma maior resisténcia a variacdo do potencial de circuito aberto no ambiente
salivar.

Também observou-se que o comportamento do potencial de circuito aberto com
relacdo ao tempo de imersdo € distinto para a saliva e sangue artificiais. No caso da saliva
artificial, esse comportamento é diretamente proporcional, ou seja, quanto mais tempo a
amostra permanece imersa em saliva, maior € a variagcdo no seu potencial de circuito aberto.
Dessa forma, o sistema encontra-se cada vez mais susceptivel aos processos de dissolugéo a
medida que fica mais tempo em contato com a saliva artificial. JA4 no caso do sangue
artificial, verifica-se que em geral o percentual de variacdo do potencial de circuito aberto
atinge um maximo no periodo de 10 dias. E provavel que na imersdo em sangue artificial, os
processos de eletrodo ja ocorreram de forma efetiva no periodo de 10 dias, sendo
minimizados a partir desse periodo e indicando uma menor variagdao no potencial de circuito
aberto.

Uma explicagdo plausivel para o fendmeno de alteracdo acentuada do potencial de

circuito aberto em saliva artificial é a presenca de ions agressivos, como o cloreto (4-6).
-5-
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Em resumo, a medida de potencial de circuito aberto pode fornecer um parametro
importante para se analisar a “nobreza” em que se encontra o equilibrio metal/oxido e
portanto sua relativa estabilidade. Estima-se que uma osseointegracdo completa, com
formagdo de calo 6sseo e uma camada de 0sso lamelar na margem do implante, leve de 30 a
60 dias para ocorrer (7) e desta forma, se os processos de eletrodo ja se efetivaram em 10
dias, isso permite que o Oxido protetor apresente maior estabilidade durante os 20 dias
restantes, a fim de se obter uma osseointegracdo efetiva em implantes ortopédicos. Ja no
caso da saliva, observa-se que a variacdo de potencial de circuito aberto segue aumentando
com o tempo, indicando que talvez ndo se obtenha uma osseointegracao tdo efetiva nesse
periodo no caso de implantes dentéarios, necessitando um maior tempo de recuperagdo
cirlrgica.

Apos a estabilizacdo do potencial de circuito aberto, a amostra era submetida a uma
nova varredura linear de potenciais nas mesmas condicdes originais, a fim de se analisar
uma possivel perda de espessura dos filmes 6xidos através do processo de dissolucdo ou até
mesmo da ruptura desses filmes. Quando os valores das taxas de reconstrugdo sao
analisados, observa-se que hd um aumento na taxa de reconstru¢do com o tempo, atingindo-
se um percentual de reconstrucdo maximo em 30 dias. Posteriormente, essa taxa de
reconstrucdo sofre reducdo consideravel quando analisados os experimentos no periodo de
90 dias de imersdo, independentemente do meio fisiolégico em questdo. Este resultado
indica que além de ocorrer o processo de dissolucdo, este ndo € constante, mas sim depende
do tempo de imersdo. Cabe lembrar que a dissolugdo é baixa, mas ocorre, sendo um fator
relevante quando se trata de implantes dentarios e ortopédicos. O processo de dissolucdo que
ocorre em meios fisiolégicos pode, a longo prazo, estar danificando a camada protetora de
Oxido TiO, que confere melhor resisténcia a corrosdo e promove uma melhor
osseointegracdo aos implantes de titanio.

Como ja mencionado anteriormente, a espessura dos filmes de éxidos anddicos de
tithnio esta relacionada ao potencial aplicado, podendo entdo ser estimada pela taxa de
anodizagdo (8). Como a taxa de anodizacdo do Ti é de 2,5 nm V' (8), a espessura das
camadas de oxido crescido a 1,0 V e 5,0 V podem ser estimadas em 2,5 nm e 12,5 nm,
respectivamente. Além disso, outras pesquisa (9,10) indicaram que o filme de 6xido anddico
consiste em uma bi-camada, sendo uma interna mais compacta em contato com o metal e
outra externa mais porosa. Tratando-se de um biomaterial que atuard em conjungdo com

tecido Osseo, € bastante interessante se poder contar com essa porosidade para uma
-6 -
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ancoragem mecanica, assim como permitir uma interacdo mais intima do implante com o
0sso atraves de crescimento de tecido entre os poros. Porém, apesar de essa porosidade ser
benéfica no ponto de vista mecanico, essa camada porosa pode apresentar problemas para a
resisténcia a corrosdo do biomaterial. Uma camada externa mais porosa revela-se menos
resistente ao ataque idnico de espécies mais agressivas, como por exemplo, os cloretos,
podendo entdo sofrer uma dissolucdo mais acentuada.

De fato, a pelicula de 6xido crescida até 5,0 V sofreu um percentual de reducédo
maior que a crescida até 1,0 V independentemente das condi¢fes experimentais. Desta
forma pode-se supor que a camada porosa mais espessa nas amostras de éxidos crescidos a
5,0 V fica mais susceptivel aos ataques dos ions presentes no sangue e na saliva artificiais,
sofrendo entdo um maior percentual de reducédo de espessura.

Outro ponto relevante € a diferenca de comportamento entre as amostras de Ti grau 2
e Ti-6Al-4V. Em especial nas amostras anodizadas a 5,0 V, é evidente que as amostras de
liga sofrem uma maior taxa de reconstrucdo do que as de Ti grau 2 com aumento do tempo
de exposicao as solugdes fisioldgicas artificiais. De fato isso j& era esperado, pois sabe-se
que a adicdo dos elementos de liga causam uma variacdo da resisténcia a corrosao desse
biomaterial em comparacdo com o Ti grau 2 comercialmente puro (11).

As taxas de reconstrucdo observadas para 90 dias de imersdo sofreram uma
diminuicdo consideravel quando comparadas com as taxas de tempos de imersdo anteriores.
Inclusive, uma taxa de reconstrucdo mais baixa em 90 dias do que em 1 hora de imerséo
pode indicar que estd ocorrendo um processo de selamento de poros na superficie do 6xido
de titanio. De acordo com KIM e RAMASWAMY (12), a superficie de titanio polarizada
anodicamente pode atrair os ions PO, e incorporé-los & superficie.

Foi utilizado o simulated body fluid (SBF), conforme descrito por KOKUBO e
TAKADAMA (13), para estudar a capacidade osseointegrativa dos implantes de titdnio com
superficies oxidadas como no caso das amostras nesse experimento. O 0sso humano pode
ser considerado basicamente como uma interacdo entre o mineral hidroxiapatita e fibras de
colageno, de tal forma que a nucleacdo da hidroxiapatita na superficie das amostras de
titanio seria uma indicagdo bastante positiva da capacidade osseointegrativa da superficie
(14,15).

Foi observado que as superficies de 6xido de titanio crescido a 5,0 V obtidas nesta
pesquisa permitiram o crescimento de globulos de hidroxiapatita (HA) apdés 10 dias de

exposicdo em meio de SBF a 37 °C, sem necessidade de troca da solucdo. Estes dados
-7-
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indicam um bom processo de osseointegracao caso fossem utilizadas em implantes 0sseos.
Para investigar a presenca e a morfologia da HA foram feitos estudos por MEV das
superficies recobertas com déxido de titanio obtido a 5,0 V.

As andlises semi-quantitativas por XPS confirmam a presenca de hidroxiapatita na
conformacdo em que ela se encontraria no tecido 6sseo no caso da deposi¢do in vivo. A
formula quimica da hidroxiapatita ¢ dada por Caig(PO4)s(OH).. Essa formula quimica
mostra que a razdo entre atomos de Ca e P da hidroxiapatita que compdes o tecido 6sseo €
de 1,67. Os resultados demonstraram uma razdo Ca/P média de 1,48, ou seja, um valor
préximo a razdo 6ssea de 1,67. Assim, ambos os materiais podem estar indicando a eficécia
da superficie anodizada de Ti em permitir a nucleacdo de componentes 0sseos e dessa forma

favorecer a osseointegragéao.

Conclusodes

Os resultados de potencial de circuito aberto e dados de reconstrucdo do filme de
Oxido na superficie dos biomateriais Ti Grau 2 e Ti-6Al-4V mostram que esses materiais
apresentam uma baixa dissolucdo de sua camada de 6xido ao serem submetidas a testes de
imersdo em sangue e saliva artificiais. Estes dados indicam que essa camada de Oxido
cumpre sua funcdo protetora, inibindo 0s processos corrosivos. Com relacdo ao meio
submetido, a saliva artificial exerce uma variagdo maior no potencial de circuito aberto da
liga Ti-6Al-4V do que no Ti Grau 2. E relevante que o biomaterial Ti grau 2 tenha
demonstrado uma maior resisténcia a variacdo do potencial de circuito aberto no ambiente
salivar, pois este é empregado em implantes dentarios.

A caracterizacdo do 6xido protetor foi realizada através da técnica de XPS, que
permitiu a identificacdo do oxido estavel TiO,. Pela técnica de MEV, foi possivel observar
uma camada de 6xido uniforme, sem morfologia definida, independentemente do material.

Esses testes também foram Uteis na visualizagdo do crescimento de fosfato de célcio
sobre as camadas de 0xido. Isso pode demonstrar a capacidade dessas superficies de obterem
uma osseointegracdo aceitavel caso fossem aplicadas em implantes médicos. A estabilidade
e protecdo que as camadas de 6xido de titdnio oferecem a superficie do metal, aliada a
capacidade de osseointegracdo do material, fazem da oxidagdo anddica uma modificagédo de
superficie apropriada na fabricacdo de implantes meédicos 0sseos com facilidade e

aplicabilidade.
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FIGURA 1 — CURVAS DE POTENCIAL DE CIRCUITO ABERTO DO Ti-6Al-4V COM
OXIDO CRESCIDO A 5,0 V, ANTES E DEPOIS DE SUBMETIDOS A 10 DIAS EM
TESTES DE IMERSAO EM SANGUE E SALIVA ARTIFICIAIS; REFERENCIA: ECS.
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FIGURA 2 — PERFIL VOLTAMETRICO DO CRESCIMENTO DO FILME DE OXIDO
EM AMOSTRAS DE Ti GRAU 2 E A RECONSTRUCAO APOS TESTE DE IMERSAO;
REFERENCIA: ECS; VELOCIDADE DE VARREDURA DE 50 mV:s™. (A) 10 DIAS EM
SALIVA ARTIFICIAL (B) 30 DIAS EM SANGUE ARTIFICIAL
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FIGURA 3 — TAXA DE RECONSTRUCAO DOS FILMES DE OXIDO

(A) (B)
FIGURA 4 — FOTOMICROGRAFIAS DA SUPERFICIE DO Ti GRAU 2 RECOBERTA
COM OXIDO CRESCIDO ATE 1,0 V. (A) AUMENTO 1000X (B) AUMENTO 3000X
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FIGURA 5 — FOTOMICROGRAFIA DA SUPERFICIE DO Ti RECOBERTO COM
HIDROXIAPATITA. AUMENTO de 3000x (a) e 5000X. (b) ap6s 10 dias de imersdo em
SBF.
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