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MODIFICACAO DA SUPERFICIE DO TITANIO E DE SUA LIGA Ti-6Al-4V
POR RECOBRIMENTO COM TiO; E HIDROXIAPATITA
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Resumo: Neste trabalho estudou-se a influéncia das modificacBes das superficies das amostras
de Ti c.p. e sua liga Ti-6Al-4V na sua biocompatibilidade, tratando com NaOH e depositando-se
oxido de titanio e hidroxiapatita pelo processo sol-gel. As camadas de recobrimento foi
caracterizada por microscopia eletrénica de varredura e difratometria de raios X que mostraram
gue os recobrimentos sobre a liga Ti-6Al-4V sdo melhores que sobre Ti c.p.. Os testes de adeséo
mostraram que a adesao dos revestimentos no substrato de Ti c.p. € menor que Ti-6Al-4V assim
como a citotoxidade frente as células de fibroblasto L929 é maior.

Palavras-chave: Biomateriais, didxido de titanio, hidroxiapatita, sol-gel, citotoxicidade.

Abstract

In this work, the influence of modifications of the cp-Ti and Ti 6Al 4V alloy, by treating the
surface with NaOH and depositing titanium oxide and hydroxyapatite by sol-gel method, on
their biocompatibility was studied. The coatings were characterized by scanning electron
microscopy and X-ray diffraction which showed that the coatings on Ti 6Al 4V are better than
on cp-Ti. Adhesion tests showed that adhesion strength of the coatings on cp-Ti substrate is less
than on Ti 6Al 4V as well as cytotoxicity for L929 fibroblast cells is higher.
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Introducéo

O Governo Federal, através da Secretaria Especial dos Direitos Humanos, pretende
investir até 2010, cerca de 1,5 bilhdes de reais com o objetivo de atender aproximadamente mais
de um milhdo de pessoas em suas necessidades de Orteses e préteses [1]. Pretende-se com isso
implantar novas oficinas ortopédicas e capacitar técnicos na area em instituicGes de ensino e

pesquisa.



A iniciativa se deve ao aumento da expectativa de vida e, junto, 0 aumento do nimero de
fraturas por conseqliéncia de acidentes, quedas e doencas crénico-degenerativas, bem como a
osteoporose. A perda de um 6rgdo ou de uma parte do corpo gera, além da perda da funcéo,

transtornos sociais e psicoldgicos.

A magnitude destes problemas de satde tem levado pesquisadores a procurar materiais
com propriedades fisicas e biol6gicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros,
denominado de biocompatibilidade [2,3]. O titdnio comercialmente puro (Ti c.p.) e suas ligas
tém uma longa histdria de sucesso nas aplicagcdes odontoldgicas e ortopédicas, pois além da boa
resisténcia mecanica apresentam boa processabilidade [4,5]. Embora as ligas de titdnio contendo
vanadio e aluminio (Ti-6Al-4V) satisfacam melhor os quesitos fisicos dos implantes que Ti c.p.,
apresentam toxicidade por liberar ions aluminio e vanadio no organismo. Estes ions podem ter
efeitos carcinogénicos locais e sistémicos e também afetar a funcéo e a proliferacdo celular bem
como a sintese da matriz extracelular [6]. Podem ainda inibir a formacdo de apatita, dificultando

a mineralizacdo na interface.

No intuito de reduzir os efeitos da prétese no organismo implantado varios trabalhos tém
como proposta recobrir a superficie do titdnio e suas ligas com hidroxiapatita, Cayo(PO4)s(OH),.
Esse material é o principal componente da fase mineral do osso e desempenha um papel
importante na biomineralizacdo Gssea, pois favorece a génese e 0 crescimento 0sseo

neoformado e diminui o tempo de osseointegracéo [7,8,9].

A reabsor¢do das apatitas e sua bioatividade permitem a bioadesdo, propriedade
fundamental para assegurar a boa ancoragem mecanica do implante no osso através da possivel
pela formac&o de ligagdo quimica entre o tecido e o material [10,11]. Serve também como uma
eficaz barreira de difusdo dos ions metalicos protegendo o substrato metalico da corrosdo

[12,13,14]. Entretanto, experiéncias clinicas tém registrado falhas causadas pela baixa adeséo.



Uma alternativa promissora para suprir a fragilidade mecénica das bioceramicas a base de
fosfatos de célcio é a modificacdo da superficie de materiais bioinertes adicionando TiO, para
produzir uma interface mecanicamente resistente e quimicamente adequado [15,16]. A boa
adesdo do TiO, sobre o substrato e a bioatividade do HA [17] bem como o papel do TiO, de

aumentar a estabilidade do fosfato de calcio [18] é reconhecido na literatura.

Esforgos para obter uma estrutura superficial micromorfoldgica (rugosidade e porosidade)
visando aumentar a area especifica dos implantes, ndo s6 para assegurar a ancoragem mecanica
do osso na superficie, mas também para ativar a osseointegracdo (conexao entre 0 0SSO
neoformado e a superficie do implante) sdo fundamentais para a adequada adesdo.
Adicionalmente, o desenvolvimento de novos métodos de modificacdo de superficie através
tratamentos quimicos e fisicos para depdsito de Oxidos e de camadas bioativas, bem como a
associacgdo das técnicas é importante.

O recobrimento com Oxido de titAnio pelo processo sol-gel é uma das alternativas
interessantes, pois permite a preparacdo de sois com diferentes viscosidades o que facilita a
deposigéo, por “dip coating”, na forma de filmes com diferentes espessuras sobre superficies de
natureza diferentes e geometrias irregulares [19,20,21].

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo modificar a superficie do titanio
comercialmente puro (Ti c.p.) e sua liga Ti-6Al-4V pelos tratamentos quimicos, deposicdo de
filmes finos de TiO, e posterior recobrimento com hidroxiapatita. Os materiais foram avaliados
guanto a citotoxicidade em culturas celulares conforme a norma ISO/TR 10993 - Biological

Evaluation of Medical Devices.

Materiais e Métodos
Modificacdo da superficie

Os substratos metalicos, de titAnio comercialmente puro (Ti c.p.) e sua liga Ti-6Al-4V,
utilizados neste estudo tem composicdo dentro das especificacbes permitidas pela norma

ASTM, a saber: Ti c.p. é da classe ASTM F67GR2 e a liga, ASTM F136 ELI (Extra Low



Intersticial), indicados para uso medicinal. Foram cortados em pequenas amostras com
dimensdes 1,0cm x 1,0cm e polidas com lixa 400 mesh. Em seguida, as amostras foram tratadas
com solucdo de NaOH 5 mol/L, lavadas e secada em estufa antes de receber os filmes.

Os sois precursores do filme de 6xido de titanioforam preparadas a partir de isopropéxido
de titanio (Ti(i-OPr), (Aldrich, 97%) sobre o qual o acido acético glacial (Merck, 100%) foi
rapidamente adicionado. Essa solugdo foi mantida sob agitacdo constante até que o precursor de
titanio, Ti(O'CsH;)s, fosse complexado com écido acético para reduzir a taxa de hidrélise do
titdnio e assim permitir um melhor controle da cinética de gelatinizacdo. O complexo formado
foi diluido em isopropanol e agitado durante 1 h. A esta mistura, foi adicionada uma solucéo de
agua e acido nitrico mantendo as razdes molares de H,O/Ti =25 e H*/Ti=0,5.

O sol precursor de TiO, foi depositado por imersao (dip-coating) nas amostras de Ti c.p.
e de sua liga Ti-6Al-4V, previamente tratadas com base, com uma velocidade de 0,152 cm/s e
tempo de submersdo de 10s. Apds a deposi¢do esperou por 15 min para a hidrolise e em
seguida levou se para pré-calcinar por 15 min a 250°C obtendo-se assim o filme de TiO,. Foram
depositadas duas camadas de filme obedecendo ao mesmo procedimento e, posteriormente, o

conjunto foi calcinado a temperatura de 400°C por 8 h.

Para a obtencdo do sol de hidroxiapatita (HA) foi utilizado nitrato de célcio
[Ca(NO3),.4H,0] e acido fosférico (H3PO,) na razdo Ca:P=1,67. O ajuste da viscosidade do sol
foi feito adicionando-se metanol [22]. O sol resultante foi mantido sob agitacdo por 30 min e
depositado por imersdo sobre as amostras ja revestidas com o filme de TiO,, seguindo-se o
mesmo procedimento adotado anteriormente. A Unica variagdo foi em relacdo a temperatura de

calcinacédo que foi 700° C.

Caracterizacdo fisica

A morfologia dos recobrimentos foi analisada por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), marca FEI e modelo Quanta 200, e a caracterizagdo fisica foi feita por difracdo de
raios X (DRX) num difratbmetro da marca Rigaku, modelo D/MAX — 2100/PC, um sistema

munido de um filtro de Ni. As medidas foram feitas no modo 2theta, indicada para filmes finos



em que o angulo da radiacdo incidente foi fixado em 1,5 graus (&ngulo razante). O detector foi
varrido no modo de tempo fixo (step scan), com passo de 0,02 graus e tempo de coleta de 2 s
em cada angulo no intervalo de 10 a 80 graus (2 theta). As difracbes foram feitas ap6s cada
modificacdo.

A avaliacdo da adesdo do revestimento no substrato foi feito seguindo-se a horma ISO
4624/16276-1e ASTM D4541/D7234 por pull off que consistiu da medida da tracdo necessaria
para arrancar o dollie de aluminio aderido com cola Araldite 2011na superficie modificada. A
bomba hidraulica conectada ao cone de succdo exerce um vacuo crescente na coluna que
succiona o dollie até o rompimento do filme. A forca limiar aplicada é quantificada como forca
de adesdo. O teste foi feito num equipamento da marca Defelsko, modelo PosiTest AT-D, série

AT03666.

Testes Bioldgicos

Para a verificagdo da citotoxidade do material foram feitos testes biolégicos com
linhagem de células L929 (fibroblastos de camundongos). Neste estudo, essas células foram
ressuspendidas em meio RPMI completo [23] na concentracdo de 2 x 10° células/mL. Nas
placas de cultura, contendo as amostras de Ti c.p. e Ti-6Al-4V modificadas ou ndo e
esterilizadas, foi colocado um volume de 30 pL da suspensdo celular no centro das amostras e
incubadas em atmosfera com 5% CO, por 2h a 37°C para aderéncia. Apo6s esse periodo
adicionou-se 500 pL de meio RPMI completo em cada poco e as células foram cultivadas por
periodos de 72 h. Como cultura controle, uma gota de células foi adicionada em um po¢o nao
contendo amostras. Apés 72h de cultivo, 0 sobrenadante das células foi descartado e 200uL
de 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, a 1 mg/mL em
meio RPMI completo) foi adicionado ao pogo. As células foram incubadas novamente por
3h a 37°C e 5% CO,, sendo que neste periodo o MTT é convertido em cristais de formazan

insoltveis de cor violeta. Apds esse periodo, o sobrenadante foi descartado e as células coradas



foram solubilizadas pela adicdo de 200 pL de dimetil sulféxido (DMSO). A solucdo de cada
poco foi avaliada em leitor de ELISA, a 540 nm. O experimento foi executado em triplicata.

Os resultados sdo expressos em média + SD da percentagem de crescimento das células
em relagdo a culturas controle ndo-cultivadas com titdnio, em trés experimentos

independentes.

Resultados e Discussao

As Figuras Ale A2 mostram as micrografias das amostras de Ti c.p. e Ti-6Al-4V,
respectivamente, polidas com lixa 400 mesh. Nota-se que a liga de Ti-6A1-4V tem maior
resisténcia a abrasdo que Ti c.p.. De fato a literatura menciona que Ti c.p., “blando e dutil”,
apresenta menor resisténcia a deformacdo enquanto que a liga contendo aluminio e vanadio
apresenta uma resisténcia a deformacédo e fadiga superior inclusive ao ago [24]. As amostras
polidas foram entdo tratadas com NaOH (Figuras B1 e B2). A influéncia desse tratamento na
morfologia superficial foi maior para a liga Ti-6A1-4V do que Ti c.p.. A introducdo de
impurezas como aluminio e vanadio parece tornar o titanio mais suscetivel ao ataque quimico
(etching). A Figura C1 mostra as imagens superficiais dos filmes de TiO, depositados sobre as
amostras de Ti c.p. e a Figura C2, da liga de Ti-6A1-4V tratadas com NaOH. O tratamento com
NaOH parece proporcionar camadas de TiO, mais espessos sobre Ti c.p. que para a liga
Ti-6A1-4V. A retracdo foi maior também para o filme depositado sobre Ti c.p. com maior
quantidade de trincas. O tratamento com NaOH parece reduzir a interacdo de TiO, e Ti c.p.
devido a formagdo de titanio hidroxilados na superficie que resulta em filmes de TiO, mais
espessos. As Figuras D1 e D2 mostram os filmes de HA obtidos sobre as amostras contendo
filmes intermedidrios de TiO; (2 dip). Comparando-se as figuras pode-se dizer que o depoésito
de HA sobre a liga € mais homogéneo ao passo que a deposi¢do ocorreu de forma dispersa sobre
amostras de Ti c.p.. O tratamento térmico feito apds a deposi¢cdo do HA aumentou as trinca bem

como a espessura da camada de TiO, diminuindo a sua aderéncia no caso do Ti c.p..
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Figura 1: Micrografias das amostras de Ti c.p. e Ti-6Al-4V com modifica¢Bes: (A1) Ti c.p. lixado
com lixa d’agua de granulagdo 400 mesh; (A2) Ti-6Al-4V lixada; (B1) Ti c.p. lixado e tratado com
NaOH; (B2) Ti-6Al-4V lixada e tratada com NaOH; (C1) Ti c.p. lixado, tratado com NaOH
contendo filmes de TiO,; (C2) Ti-6Al-4V lixada, tratada com NaOH contendo filmes de TiOy;
(D) Ti c.p. lixado, tratado com NaOH contendo filmes de TiO, e HA e, (D2) Ti-6Al-4V lixada,
tratada com NaOH contendo filmes de TiO, e HA. (Magnificagdo 2500 X)

As Figuras 2 e 3 mostram os difratogramas das superficies modificadas de Ti-c.p. de

Ti-6Al-4V, respectivamente. A analise dos padrées DRX permite identificar que o titanio esta



presente como o-Ti, fase de estrutura hexagonal (PDF 89-5009). Devido a coincidéncia dos
picos, titanio B, de estrutura ctbica (PDF 89-4913) pode coexistir. De maneira geral nota-se que
a camada intermediaria de TiO,, depositado apds tratamento com base, se estrutura como
anatésio (PDF 21-1272), independente do substrato. Lembrando que o tratamento térmico
recebido foi de 400°C, esta estrutura é esperada. Nota-se também que, apds receber o
recobrimento de HA e tratamento a 700°C, a camada de TiO, é constituido da mistura de fases
anatasio e rutilo (sistema tetragonal, PDF 21-1276), sendo que no caso do Ti c.p. a quantidade
que se transforma de anatasio para rutilo € maior que no caso da liga. Isso indica maior
interacdo da liga com a fase intermediéria. Esse resultado corrobora com o do teste de adeséo,
discutido no préximo item. Nota-se também que picos referentes a hidroxiapatita sdo pouco

pronunciados dificultando sua analise estrutural.
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Figura 2. Difratogramas de raios X da superficie de Ti c.p. modificado: (a) tratada com NaOH a
5mol/L recoberto com TiO, e (b) tratada com NaOH recoberto com filmes de TiO, e HA.
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Figura 3. Difratogramas de raios X da superficie da liga Ti-6Al-4V modificado: (a) tratada com
NaOH a 5mol/L recoberto com TiO, e (b) tratada com NaOH recoberto com filmes de TiO, e HA.

O teste de forca de adesdo avalia a aderéncia do revestimento no substrato sob tensGes

idénticas. Geralmente sdo utilizados para obter valores em medi¢bes comparativas e nao,

medidas absolutas.

Na tabela a seguir estdo apresentados os resultados da forca de adesdo dos revestimentos
TiO, e HA nos substratos metalicos de Ti c.p. e Ti-6Al-4V. Os testes foram feitos com cola

Araldite 2011, pois apresentaram resultados mais reprodutiveis e ndo alterou as propriedades da

interface substrato-filme, conforme as exigéncias das normas da ASTM D4541.

Tabela 1.Forca de adesdo dos revestimentos no substrato metéalico de Ti c.p. e Ti-6Al-4V

(Araldite 2011).

Amostra Teste 1 Teste 2

(MPa) (MPa)
Ti c.p.+ NaOH 5M +TiO(2dip) 0,75 0,77

Ti c.p.+ NaOH 5M +TiO,(2dip) +HA(2dip) 0,74* 0,76*
Ti c.p.+ NaOH 5M +HA(2dip) 0,74 0,84
Ti-6Al-4V+NaOH 5M+TiO,(2dip) 1,14* 0,84*
Ti-6Al-4V+NaOH5M+TiO,(2dip)+HA(2dip) 0,91 1,08

* remogdo parcial do revestimento

Verifica-se na maior parte dos testes que ndo houve a remogéo do revestimento, ou seja,
o cisalhamento ocorreu entre a cola e o revestimento. Somente nos testes indicados, houve

remocdo parcial de revestimento. Em outras palavras, a adesdo dos revestimentos excedeu a




resisténcia de adesdo com a cola, que é um resultado favoravel. No caso do Ti c.p. a temperatura
foi desfavoravel a adesdo, o que é contrério no caso da liga. Esses resultados corroboram com 0s
da difratometria de raios X e também com os da microscopia (MEV).

Na Figura 4 estdo representados os resultados dos ensaios de citotoxidade da células
L929 cultivadas nas amostras de titdnio (lixadas 400 mesh) submetidas aos diferentes
tratamentos, normalizados em relacdo ao controle, a saber Ti c.p. e ligas: lixados; lixados e
tratados com NaOH; lixados, tratados com NaOH e revestido com TiO; e, lixados, tratados com
NaOH e revestidos com TiO; (2 dip) e HA (2 dip). Os resultados representam a média (+ SD)
de trés ensaios (analise nova varianga, ANOVA).

De modo geral a compatibilidade dos biomateriais testados pode ser considerada boa
mesmo com as modificacGes. A biocompatibilidade da liga foi ligeiramente superior que a do
Tic.p. (quantidade de células viaveis > 98% e >91%, respectivamente), com ou sem as
modificacdes superficiais, com exce¢do quando o HA foi depositado. Neste caso, as células
viaveis cresceram somente 65% sobre liga contendo este modificador enquanto que sobre Ti

c.p., o crescimento foi de 99%.
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Figura 4. Viabilidade das células L929 cultivadas nas amostras de Ti c.p. e Liga Ti-6Al-4V (lixadas por
400 mesh) submetidas a diferentes tratamentos: Ti c.p.=sem tratamento; Ti-6Al-4V=sem tratamento;
Ti+NaOH = Ti c.p. tratado com NaOH; Liga+NaOH = liga Ti-6Al-4V tratada com NaOH,;
Ti+NaOH+TiO,= Ti c.p. tratado com NaOH com TiO,; Liga+NaOH+TiO,= liga Ti-6Al-4V tratada com
NaOH com TiO,; Ti+NaOH+TiO,+HA= Ti c.p. tratado com NaOH com TiO, e HA;
Liga+NaOH+TiO,+HA= liga Ti-6Al-4V tratada com NaOH com TiO, e HA.



Conclusao

Os resultados obtidos mediante microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram
que os recobrimentos sobre a liga Ti-6Al-4V sdo melhores que os sobre Ti c.p.. A retracdo foi
maior para filme depositado sobre Ti c.p.. bem como o tratamento térmico feito ap6s a
deposicdo do HA aumentou as trincas e espessura da camada de TiO, diminuindo sua aderéncia.

Os padrdes DRX permitiram identificar que o titnio encontra-se estruturado como o-
Ti, tanto no Ti c.p. como na liga, podendo o titanio B estar presente. ApGs receber o
recobrimento de HA e o conjunto foi tratado a 700°C, a camada de TiO, experimenta transicdo
sendo entdo constituida da mistura de fases anatasio e rutilo. No caso do Ti c.p., a quantidade
que se transforma em rutilo é maior que no caso da liga indicando uma maior interacdo da liga
com a fase intermediaria.

A adesdo dos revestimentos ao substrato excedeu a resisténcia da cola com o
revestimento, que é um resultado favoravel, sendo que no caso do Ti c.p. a temperatura
diminuiu a adeséo.

A biocompatibilidade do Ti c.p. e Ti-6Al-4V pode ser considerada boa mesmo com as
modificacdes sendo que a da liga é ligeiramente superior. A excec¢do se aplica ao Ti-6Al-4V

contendo HA, guando as células viadveis cresceram somente 65%.
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