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COATING OF TITANIUM SURFACES WITH HYDROXYAPATITE
BY ELECTROPHORETIC DEPOSITION SYSTEM
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RESUMO

O titanio (Ti) ¢ um dos principais metais aplicados em dispositivos para uso em sistemas bioldgicos. Con-
tudo, a geragdo de tecido fibroso; a possibilidade de corrosdo e¢ a ndo formagao de ligagcdes quimicas com
o tecido reduzem a sua biofuncionalidade. De maneira a melhorar a biofuncionalidade, o titdnio pode ser
revestido com hidroxiapatita (HA), porém, muitos métodos apresentam um elevado custo e complexidade
de processamento. Nesse sentido, o processo de revestimento por eletroforese mostra-se mais acessivel e de
menor complexidade. Para o trabalho foram sintetizadas quatro formulagdes de HA: HA normal, HA dopada
com ferro, estroncio e zinco e essas foram usadas no revestimento de Ti comercialmente puro pelo método
de eletroforese. Os revestimentos com HA(Zn) se comparado com as outras formulagdes ndo formaram
filmes com qualidade. Foram feitos DRX das amostras, em que se verificou a formagdo das fases de HA e
B-TCP nos pos e nos revestimentos obtidos. Pelo teste de potencial zeta verificou-se que todos os pos apre-
sentaram carga superficial negativa. Pelo teste MTT, avaliou-se que os revestimentos com HA dopadas com
ferro e estroncio apresentaram maior viabilidade celular do que os revestimentos com HA normal. Pode-se
concluir que tanto a metodologia para a sintese como para o revestimento via eletroforese, com exce¢do do
revestimento com HA(Zn), mostraram-se eficazes. E dentre as amostras, a revestida com HA(Fe) foi a que
apresentou melhor viabilidade celular (120 + 7,2%)).

Palavras-chave: biocompatibilidade, dopagem, viabilidade celular.
ABSTRACT

Titanium (Ti) is one of the main metals used in biological systems, however, the generation of fibrous
tissue, the corrosion possibility and the non-formation of chemical bonds with the tissue reduces their
biofunctionality. In order to improve it, titanium can be coated with hydroxyapatite (HA), although many
methods have high processing cost and complexity. In this sense, the electrophoresis coating process is more
accessible and less complex. For the work, four formulations of normal HA, HA doped with iron, strontium
and zinc were synthesized, and these were used to coating commercially pure Ti by the electrophoresis
methodology. Coatings with HA (Zn) did not form film with quality compared to the other formulations. XRD
of the samples was made, in which the formation of the HA and p-TCP phases was verified in the powders
and coatings obtained. The zeta potential test showed that all powders had a negative surface charge. From
the MTT test, it was evaluated that the coatings with iron and strontium doped HA presented higher cell

'"Trabalho Final de Graduac¢ao - TFG.
2 Académicas do curso de Engenharia Biomédica - Centro Universitario Franciscano. E-mails: eti.farias@gmail.com;

angelinaleonardi.eng@gmail.com

* Colaboradores - Centro Universitario Franciscano. E-mails: tiagovolkmer@gmail.com; leonardofantinel@unifra.br;
chviezzer@yahoo.com.br

*QOrientador - Centro Universitario Franciscano. E-mail: luiz.fernando@unifra.br



306 Disciplinarum Scientia. Série: Naturais e Tecnologicas. Santa Maria. v. 18. n. 2. p. 305-317. 2017.

viability than the pure HA coatings. It can be concluded that both the methodology for the synthesis and the
coating via electrophoresis, with the exception of HA (Zn) coating, have proved to be effective. Among the
samples, that with HA (Fe) was the one with the best cell viability (120+ 7.2%).

Keywords: biocompatibility, doping, cell viability.
INTRODUCAO

Devido a suas boas propriedades mecanicas, alta resisténcia a corrosao e 6tima biocompatibi-
lidade, o titanio - e suas ligas - sdo amplamente utilizados em implantes e proteses odonto-médicas,
porém, ndo sdo favoraveis a formar ligagdes quimicas com o tecido vivo (WIJESINGHE et al., 2016).
De maneira a contornar essa desvantagem dos implantes de titanio, pode-se realizar a alternativa de
tratamentos superficiais, para que se possa acrescentar a caracteristica de bioatividade ao implante; ou
seja, a capacidade de promover uma ligagdo tecido-implante (ASRI et al., 2016).

A hidroxiapatita (HA) tem-se mostrado uma boa alternativa para esse fim, devido sua bio-
compatibilidade proporcionada pela sua similaridade quimica, bioldgica e cristalografica com a fase
mineral do osso humano, além das outras caracteristicas como auséncia de toxicidade. Apesar das
baixas propriedades mecanicas, a HA usada como revestimento em implantes de titdnio torna a sua
utilizagdo uma 6tima combinacao de propriedades, pois induz a osteointegracdo garantindo uma boa
fixagdo da protese ou implante (THANH et al., 2013).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para depositar HA sobre superficies de metais,
como por exemplo a aspersdo térmica, que atualmente ¢ a técnica usada na produg¢do comercial,
porém,¢ uma técnica que necessita de equipamentos mais complexos e caros, o que eleva o va-
lor inicial de uma linha de produg¢ao e acaba resultando em um custo de producdo mais elevado
(VAHABZADEH et al., 2015).

A técnica de eletroforese, proposta neste trabalho, foi escolhida devido a seu baixo custo e por
ser bem desenvolvida e possuir um grande embasamento cientifico. Esse método ¢ bastante atrativo
por possibilitar o controle da cristalinidade da HA a ser depositada, a facilidade em revestir superfi-
cies irregulares e a possibilidade de trabalhar com baixas temperaturas (OLIVEIRA, 2012).

Assim, neste trabalho, foi empregada uma metodologia para o revestimento de superfi-
cies de pecas de titanio com hidroxiapatita através de deposi¢ao eletroquimica utilizando como
eletrolito hidroxiapatita em solugdo com solvente organico isopropanol, e o eletrodo as amostras

de titanio.
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MATERIAL E METODOS

SINTESE DAS HIDROXIAPATITAS

A sintese das hidroxiapatitas - com e sem a adi¢ao de ions - ocorreu pelo processo de pre-
cipitagdo via umida. Para a obten¢do da HA foram utilizados 0,122 mol de Ca(OH), (hidroxido de
calcio) diluidos em 140 mL de 4gua deionizada em um baldo de fundo redondo. Essa solu¢do foi
mantida em banho-maria de 6leo aquecido e mantido em agitacdo até que a solugdo atingisse 70 °C.
Foi feita uma solu¢do com 0,073 mol (5 mL) de H,PO, (acido fosforico) diluidos em 40 mL de dgua
deionizada. Essa solucdo foi adicionada a solucdo de calcio por meio de gotejamento no instante
em que a mesma chegou a 70 °C. Entdo, foi mantida em agitacdo constante de 125 rpm durante o
periodo de 24 horas. Apods, a suspensdo passou por filtragem a vacuo e secagem em estufa a 120 °C
durante 24 horas. Os pos de hidroxiapatita produzidos foram calcinados em uma mufla com rampa
de aquecimento de 5 °C por minuto iniciando em 50 °C até 1000 °C.

As HA dopadas foram obtidas pela mesma técnica de precipitagdo via imida. Os elementos
dopantes utilizados foram cloreto de zinco (ZnCl,), nitrato de ferro nonahidratado (Fe(NO,), 9H,0)
¢ nitrato de estroncio (Sr(NO,),). Esses elementos foram incorporados na matriz da hidroxiapatita
em uma concentracao de 3 mol %, que foram calculados com a substituicao de mol de Ca na solugao
principal para o Sr e Zn. Foram adicionados 0,004 mol de cada elemento na preparacgao da solugdo de
calcio. A solugdo principal com Sr foi feita com 0,118 mol de Ca(OH), mais 0,004 mol de Sr(NO,),
diluidos em 140 mL de dgua deionizada.

A dopagem de zinco foi preparada do mesmo modo, utilizando a mesma quantidade de mols
de cada reagente. A solugdo com H,PO, para o gotejamento foi preparada igualmente como descrita
para a solu¢do de HA. Para a dopagem com ferro foi feita uma solugao com 0,118 mol de calcio
adicionados a 140 mL de agua deionizada. A solucdo para o gotejamento foi feita com 0,073 mol de
H,PO, diluidos em 40 mL de agua deionizada e nela foram adicionados 0,004 mol de nitrato de ferro
nonahidratado. Os pos dopados obtidos passaram pelos mesmos processos de tratamento e aqueci-

mento descritos para HA normal.

PREPARO DAS AMOSTRAS METALICAS

As amostras de titanio foram confeccionadas em formato circular com 15 mm de didmetro e
1 mm de espessura. Todas as pecas foram lixadas em lixas d’agua com granulometria 220, 320, 400
e 600, seguidas de um polimento com pasta alumina, e limpas em banho ultrassdnico por 15 min

(SRIDHAR; KAMACHI MUDALI; SUBBAIYAN, 2003).
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REVESTIMENTO

O processo de deposicao foi realizado em temperatura ambiente. Utilizou-se uma suspensao
de 2,5% (0,95 g) de HA em 50 mL isopropanol. Para o processo, foi utilizado uma célula eletroquimi-
ca de dois eletrodos, conectados a uma fonte de tensdo continua. Para todos os processos de revesti-
mento, foi estabelecido um potencial de 60 V e um tempo de revestimento de 3 minutos (SRIDHAR;
KAMACHI MUDALI; SUBBAIYAN, 2003).

Apds o processo de revestimentos, as amostras passaram por tratamento térmico. Foram co-
locados em mufla de aquecimento com temperatura inicial de 50 °C com uma rampa de aquecimento
de subida de 3 °C por minuto até o patamar de 600 °C que foi mantido por 1h, a rampa de descida foi

de 5 °C por minuto. Todo o processo foi realizado em atmosfera ambiente.
CARACTERIZACOES

Para verificar a presenca da fase hidroxiapatita, foi utilizado um difratdmetro de raios-X
(DRX) Bruker, modelo D2 PHASER, equipado com anodo de cobre (radiagdo KaCu, A = 1.5406
A) operado a 30 kV e 10 mA. Os pardmetros utilizados nas analises foram: um intervalo angular de
20°< 20 <45° com passos de 0,02° por um periodo de 1s para cada passo. Para calcular o tamanho de

cristalito foi utilizado o plano cristalografico (002) e aplicada a Equagao de Scherrer (Eq. (1)).

KA
Dscherrer = Bcoso (1)

Em que:

Dg e € 0 didmetro médio de cristalito;

k ¢ a constante deproporcionalidade que depende da forma das particulas, assumida como
sendo esférica(0,9);

A é o comprimento de onda da radiagdo do Cu (1,5406 A); e

B ¢ a largura a meia altura do pico.

As analises de potencial zeta foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano-ZS, da
Malvern. O ensaio foi realizado em solu¢do de NaCl (0,01 M), com porta amostra modelo
DTS1070 e temperatura de 25 °C. Para avaliacdo da resisténcia dos filmes depositados, foi rea-
lizado o teste de dureza ao lapis nas amostras revestidas com e sem tratamento térmico. O teste
baseou-se na metodologia de dureza de filme pelo teste com lapis (AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING AND MATERIALS - ASTM D3363-05, 2011).
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Para avaliacdo de biocompatibilidade e citotoxicidade, foi feito teste MTT nas amostras re-
vestidas com HA, HA(Sr), HA(Fe).

A cultura de células usadas nos testes foi de linhagem de fibroblastos (NIH3T3), os quais
foram cultivadas em meio DMEM low glicose, suplementado com L-glutamina, 10% de SFB (soro
bovino fetal; Gibco), 100 Ul/mL de penicilina, 100 UI/mL de estreptomicina e 100 pg/mL de gen-
tamicina, com densidade de 0,1x 106 células em garrafas de cultura de 75 cm? Logo em seguida, as
células foram incubadas em estufa umidificada com 5% de CO, a 37 °C por 72 horas. Posteriormente,
quando as células em cultivo alcangaram confluéncia de aproximadamente 80%, as mesmas foram
removidas com tripsina-0,25 EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 1x e centrifugadas a 1500
rpm por 3 minutos e, logo em seguida, plaqueadas de acordo com a analise subsequente.

Para avaliar a citotoxicidade dos biomateriais, foi empregado o método da redugdo do sal
de formazan (brometo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetraz6lico - MTT). Para tanto, foram
plaqueadas 1x105 células sobre os materiais em placas de 24 e 6 pocos. Ap6s o periodo 48 horas, as
células foram lavadas com tampdao DPBS 1x e, em seguida, adicionado o sal de MTT (5mg/mL) na
concentragdo final de 10% em meio DMEM (Meio Eagle Modificado por Dulbecco) e incubadas por
2 horas. Apds o periodo de incubacdo, o meio foi retirado e adicionado dimetilsulféxido (DMSO)
para solubilizar os sais de formazan. A absorbancia foi mensurada em espectrofotdometro de placa a
570 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e todas as amostras foram normali-
zadas com controle, pogo sem material, como sendo 100% de células viaveis. Para a avalia¢do esta-
tistica, foi utilizado ANOVA One-Way com 95% de intervalo de confianca, e feito comparacao das

médias por Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 apresenta-se os difratogramas de raios-X dos po6s de hidroxiapatita nas quatro
composigoes estudadas, HA, HA(Fe), HA(Sr) e HA(Zn). Nos difratogramas, foi possivel observar
que em todas as composi¢des existe a formagao dos padrdes caracteristicos da hidroxiapatita (ICDD:
09-0432).

Também, se observa a formagao da fase 3 - TCP (ICDD: 09-0169) nas quatro formulagdes. No
difratograma da hidroxiapatita dopada com zinco, pode-se ver que a formacao da fase 3 - TCP foi minima.

A tabela 1 apresenta os valores de tamanho de cristalitos obtidos para as diferentes amostras
de pos de hidroxiapatita normal e dopada com os diferentes ions. Como pode ser observado, todos os
pOs apresentaram estruturas nanométricas e também uma contracdo da estrutura cristalina ao longo
do eixo-c para as amostras dopadas. Este comportamento de contracdo do eixo-c foi observado por
Bigi et al. (2007) para diferentes hidroxiapatitas dopadas com estroncio e por Ren et al. (2009) para

dopagens com zinco.
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Figura 1 - DRX dos p6s de hidroxiapatita com e sem a incorporagdo de ions.
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Tabela 1 - Tamanho de cristalito dos p6s de hidroxiapatita com e sem a incorporacao de ions.

Amostra HA HAFe HASr HAZn
Tamanho de cristalito (nm) 55,43 42,43 50,03 50,06

Na figura 2 apresenta-se o grafico dos valores de potencial zeta das formulac¢des de hidroxia-
patitas obtidas. Podemos verificar que todas as suspengdes de HA analisadas apresentaram resultado
de valor negativo. Acredita-se que os potenciais zeta negativos estimulam a adsorcéo de ions Ca*" que
participam na deposi¢@o da matriz extracelular (osteocalcina e osteopontina) necessaria para a adesao
celular (CHENG; WENG, 2013; MAHYUDIN; WIDHIYANTO; HERMAWAN, 2016) Logo, os
resultados sao satisfatorios para todas as formulagdes de hidroxiapatitas geradas.

Para avaliag¢do dos filmes de hidroxiapatita depositados nas amostras de titanio, foram feitas
analises com difratograma de raios-X nos eletrodos revestidos com HA, HA(Fe) e HA(Sr). Foram
descartados dessa caracterizagao as amostras revestidas com HA(Zn), pois durante o processo de
revestimento ndo obtive-se um filme com a qualidade esperada, se comparando com os outros filmes
formados nas outras formula¢cdes de HA. Os DRX dos eletrodos revestidos foram feitos apos o pro-

cesso de tratamento térmico.
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Figura 2 - Potencial Zeta das suspensdes de HA.
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Na figura 3, temos o difratograma comparativo da hidroxiapatita normal com a amostra de
titanio revestida com o mesmo po. Pode-se verificar que o DRX das amostras revestidas (TiHA) apre-
sentam os picos caracteristicos de HA e § - TCP, assim como a seu po6 correspondente. Além disso,
observam-se picos referentes ao substrato de titanio (ICDD: 01-1198). O DRX do TiHA apresentou
uma disposi¢ao dos picos levemente deslocados para 20 maiores (20 = 0,233°) em relacao a analise
do po6 de HA. Um ponto a ser destacado ¢ em referéncia a intensidade do pico relacionado ao plano
cristalografico (211). Essa maior intensidade mostra um alinhamento preferencial da estrutura crista-
lina em relagdo a esse plano (AKIYAMA et al., 2005).

Na figura 4 ¢ apresentado os difratogramas da amostra de HA dopada com ferro em compa-
racdo com a amostra titdnio revestida com HA(Fe). Nota-se que a formulacdo com Fe apresentou
um grafico mais ruidoso, mostrando uma amostra de menor cristalinidade. Ainda assim, € possivel
observar os picos caracteristicos de hidroxiapatita e a formacao da fase B-TCP. O grafico de TiFeHA
apresenta um deslocamento (20 = 0,466°) para 20 maiores em relacao ao grafico de FeHA.

No difratograma apresentado na figura 5 observa-se a comparagdo entre pd de hidroxiapatita
dopada com estroncio e o revestimento feito com o mesmo po6 (TiSrHA).

Nota-se que o difratograma de TiSrHA apresenta os picos caracteristicos de HA, porém, estao
pouco definidos se comparado com o difratograma do p6. Esse problema pode ter acontecido devido
a formacao do filme no substrato ser muito fino. Pode-se verificar o deslocamento de plano em 20
maiores (20 = 0,660).

A fase do Ti presente em todos os difratogramas das amostras revestidas ocorreu devido ao
filme formado ser fino o bastante para que os raios-X ultrapassassem o filme de HA formado, chegan-

do ao substrato de titdnio, mostrando - entao - os picos caracteristicos do substrato no difratograma.
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Figura 3 - Difratogramas de raios-X comparativo entre o p6 HA e revestimento TiHA.
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Figura 4 - Difratogramas de raios-X comparativo entre o p6 HA(Fe) e revestimento TiFeHA.
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Figura 5 - Difratograma de raios X comparativo entre o p6 HA(Sr) e revestimento TiSrHA.
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O deslocamento do plano dos difratogramas das amostras revestidas ocorreu devido a coloca-
¢ao do eletrodo no porta amostras de DRX. Pelo formato do eletrodo e do dificil manuseio do mesmo,
ndo foi possivel obter uma superficie totalmente nivelada com o porta amostras.

Na figura 6 ¢ apresentado os resultados do ensaio de dureza ao lapis dos filmes de HA e
HA(Fe). O revestimento com HA(Sr) foi retirado desta caracterizagao, pois o filme formado no
substrato de titanio ndo foi totalmente uniforme, podendo prejudicar a avaliagdo dos demais filmes.
Os resultados obtidos neste ensaio ndo podem ser equiparados a resultados obtidos por outros pes-
quisadores, pois ¢ de conhecimento que os dados podem variar em decorréncia da marca dos lapis
e do aparato utilizado. Segundo a ASTM D3363-05, este tipo de ensaio ¢ qualitativo e indicado
para desenvolvimentos de novos produtos ou para controles de qualidade em um tnico laboratério.

Na figura 6A, nota-se que houve exposicao da superficie metalica nos tragos feitos com lapis
HB e 6H, e mesmo o l4pis 6B causou danos no filme, mostrando, entdo, a coesdo do filme de HA sem
tratamento térmico. A figura 6B mostra a imagem do filme de HA com tratamento térmico. Novamen-
te, verifica-se que os lapis HB e 6H deixaram o metal exposto, porém, menos do que o de pré-queima.
Também se percebe que apresenta maior resisténcia do que o filme da figura 6A.

Para as amostras revestidas com HA(Fe) - tanto a amostra de pré queima e pos queima - nao
apresentaram resisténcia aos lapis de HB e 6H, sem diferengas expressivas entre elas. Logo os resul-

tados do teste de dureza ndo se mostraram muito significativos.
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Figura 6 - Teste de dureza das amostras de HA pré queima (A) e

pos queima (B). E de HA(Fe) pré queima (C) e pés queima (D).

Os resultados das médias do ensaio de viabilidade celular pelo método MTT sdo apresentados
na figura 7A. Como se pode observar, as amostras de titanio revestidas com HA(Sr) apresentaram
média de 92+16,4% de células viaveis em relagdo ao controle, ¢ as revestidas com HA(Fe) valores de
média de 120£7,2% de células viaveis em relacdo ao controle. Pode-se verificar, também, que essa
formulacao foi a que apresentou menor desvio padrdo. Esse resultado possivelmente esté interligado
com a qualidade do filme formado.

A HA foi a que apresentou menor afinidade celular, com 49+15,8% comparado com o con-
trole. Segundo Bispo (2009), o valor minimo requerido para o teste de biocompatibilidade ¢ de 50%
de viabilidade celular. Logo, ¢ verificado que a amostra revestida com HA estaria abaixo do limite
requerido para um biomaterial. Com base nesta afirmativa, pode-se inferir que HA(Fe) e HA(Sr)
apresentam uma biocompatibilidade dentro do esperado, conforme a literatura.

Na figura 7B sdo apresentados os resultados do teste ANOVA One-Way, utilizando Tukey para
comparagdo entre as médias de viabilidade celular. Como pode ser observado, existe uma diferenga
significativa para as médias de; HA vsHA(Fe) (p = 0,00171) e HA vs HA(Sr) (p = 0,01976). Porém,

ndo se observou diferenga significativa entre as médias das amostras HA(Fe) vs HA(Sr) (p = 0,10023).
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Figura 7 - Resultados do teste MTT de viabilidade celular em 48 horas: (A) médias e desvio padrdo e (B) comparativo
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CONCLUSOES

Pode-se concluir, a partir dos resultados dos difratogramas de raios - X dos pos, que foi

possivel sintetizar hidroxiapatita normal e suas formula¢des com os demais ions através do método

de precipitacdo via umida. Apesar disso, foi verificada a formacao da fase caracteristica de HA e a
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formagao da fase f - TCP em todos os pos sintetizados. Sendo que, no p6 de HA(Zn) essa formacgao
de B - TCP foi minima.

A metodologia de revestimento via eletroforese usada neste trabalho mostrou-se eficaz para
a formagao dos filmes nos substratos de titdnio para HA, HA(Fe) e HA(Sr), porém, nio foi possivel
obter um filme para a formulagdo de zinco. Sugere-se para trabalhos futuros o uso de diferentes sol-
ventes para melhorar a dispersao do pd6 HA(Zn) e favorecer o processo de deposigao eletroforética.

Através dos difratogramas de raios-X dos revestimentos, percebeu-se uma grande inten-
sidade do pico referente ao plano (211) que se deu pelo alinhamento dos planos de HA durante a
deposicao dos filmes.

Os testes de viabilidade celular mostraram que o titanio revestido com HA(Fe) e HA(Sr) po-
dem ser aplicados sem causar reacdes adversas em tecidos celulares, sendo que os revestimentos com

HA(Fe) parecem ter maior biocompatibilidade que as demais amostras.
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