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Resumo- O presente trabalho tem por finalidade dar inicio aos estudos de biocampatibilidade nos
recobrimentos de hidroxiapatita, preparados utilizando a técnica de rf-magnetron sputtering, sobre pecgas
metalicas de titanio, com o intuito final de serem utilizados como implantes de inferface dssea e demais
partes metalicas utilizadas em conjuntos de auxilio na consolidagdo 6ssea. O estudo deste projeto envolve
a preparacao dos recobrimentos utilizando-se a técnica de rf-magnteron sputtering .Uma vez preparadas as
amostras, sera estudado o seu comportamento biolégico frente ao teste in vitro de citotoxicidade.

Introdugao

Biomateriais sdo materiais usados em
contato com tecidos vivos no intuito de restaurar
ou substituir tecidos danificados. No tecido 6sse,
por exemplo algumas classes de biomateriais tém
como finalidade auxiliar o tecido lesionado na sua
reparacao, através de mecanismos de indugao
e/ou conducgéo.[1].

Em aplicagcdes médicas, com excecdo de
dispositivos que sao utilizados externamente ao
corpo humano e aqueles planejados para exercer
fungdo em contato com a pele, devem-se
considerar ndo somente os requisitos mecanicos
e propriedades fisicas, mas também a influéncia
sobre o meio bioldgico, assim como o reverso, a
influéncia do meio bioldgico sobre o material [2],
Os materiais de implantes podem ser
classificados como bioinertes, biotoleraveis e
bioativos, dependendo da natureza de sua
interacdo com os tecidos vivos, e dentre os
diversos materiais relacionados como
biomateriais, o0os metais empregados na
implantologia merecem um destaque especial
devido a sua alta resisténcia mecanica. No
entanto, os metais, como titdnio e suas ligas, nao
sdo capazes de se ligarem ao tecido o&sseo
através de ligagbes quimicas fortes.[3].

Felizmente, na area da bioengenharia,
tem-se a possibilidade de compor caracteristicas
positivas de biomateriais, como é o caso da
utilizagdo de metais implantaveis combinados
com recobrimentos de filmes finos. Um exemplo
de tal recobrimento €& a hidroxiapatita, que
adiciona a resisténcia dos metais a condicdo de
bioatividade e osteocondutividade.

Seguindo esta abordagem, surgiu a
motivacdo em dar inicio aos estudos de
biocompatibilidade deste tipo de recobrimento
depositado pela técnica rf-magnetron sputtering ,
utilizando-se das premissas ditadas pelo Orgao
Internacional de Padronizagdo (1ISO10993) [4],
que recomenda os testes necessarios para se
viabilizar o uso de determinados materiais em
dispositivos médicos. Como primeiro ensaio, foi
escolhido o teste de citotoxicidade [5]; e se
realmente a sua nao toxidade for comprovada,
pode-se dar continuidade aos outros estudos de
biocompatibilidade.

Materiais e Métodos

Neste estudo foi definido utilizar um
recobrimentos de filme fino (entre 5 e 10 um) de
hidroxiapatita, preparados utilizando a técnica de
rf-magnetron sputtering, devido esta técnica
garantir uma melhora na forga de adesao entre
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substrato e a hidroxiapatita. O recobrimento por
essa técnica apresenta alta cristalinidade e alto
poder de resisténcia as solugdes de fluidos
corpéreos quando comparados as técnicas de
recobrimento por deposigdo pulsada a laser, ion
sputtering , e outras [6].

Para o estudo da citotoxicidade, foi
escolhido por se tratar de uma técnica in vitro e,
com isso apresentar vantagens em relagdo aos in
vivo tais como poder limitar o numero de variaveis
experimentais, obter dados significativos mais
facilmente e, neste caso o periodo de teste ser
mais curto [7].

O teste de citotoxicidade tem como
objetivo detectar o potencial de um material ou
dispositivo em produzir efeitos letais ou subletais
no sistema biolégico a nivel celular. Este teste
deve ser aplicado a todas as categorias de
biomateriais. Existem trés possibilidades para o
teste de citotoxicidade: o teste por eluigao, o teste
por contato direto e o teste por difusdo em agar.
[5,8].

A cultura celular escolhida para os testes
foi de linhagem celular Vero, células de tecido de
rim de macaco verde africano (ATCC CCL 81).
Esta linhagem foi cultivada em meio essencial
minimo de Eagle (MEM) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB). A dispersdo da
monocamada celular foi efetuada utilizando-se
uma associagao de tripsina e versene e a
suspensao celular foi semeada em quantidades
adequadas em  recipientes  proprios. A
citotoxicidade foi testada pelo método da difusdo
em agar[8].

A linhagem celular Vero, foi incubada
durante 48h a 37°C em placas de Petri de 35 mm
de didmetro em atmosfera Uumida com 5% de

CO, .Apos este periodo, com a monocamada de

células ja formada, o meio de cultura foi
desprezado e adicionado agar fundido. As pegas
de titdnio com recobrimento de filme de
hidroxiapatita com 0,25 cm? de area superficial
foram colocados sobre o &agar antes de sua
solidificagcdo completa. As placas de Petri foram

incubadas novamente em estufa com 5% CO, a

37°C por 24h. apds esse periodo, vermelho
neutro (corante vital) foi adicionado ao agar.

Para controle positivo de citotoxidade
foram utilizados fragmentos de latex e como
controle negativo fragmentos de papel de filtro de
natureza comprovadamente atédxica, respeitando
a dimensao de area superficial. As amostras
foram avaliadas em triplicata.

As placas foram analisadas
macroscopicamente quanto a presenga de halo e
microscopicamente quanto a integridade celular
ao redor da amostra.

Resultados e discussoes

A avaliagdo dos resultados do teste de

citotoxicidade foi feita pela observagao do indice
de zona, que é representada pela area néao
corada pelo corante vital, e anotando-se o indice
de lise, que indica a porcentagem de células
degeneradas.
Os indices, apresentados na Tabela 1, sao
traduzidos numericamente e correlacionados,
fornecendo o indice de resposta. A Tabela 2
mostra os resultados obtidos. A Figura 1 mostra
as placas com as amostras e os controles.

Tabela 01- indice de zona e indice de lise
utilizados na avaliagao da citotoxicidade

indice indice
de Descrigao de Descrigéao
Zona Lise

nenhuma zona nenhuma

0 sob e ao 0 lise
redor da amostra
zona limitada menos que

1 sob a 1 20% da zona
amostra afetada
zona menor menos que

2 que 0,5cm 2 40% da zona
ao redor afetada
da amostra
zona entre menos que

3 0,5e1,0cm 3 60% da zona
ao redor afetada
da amostra
zona maior menos que

4 que 1,0 cm 4 80% da zona
sem envolver afetada
toda placa
zona que mais que 80%

5 envolve toda 5 da zona
placa afetada

Tabela 2 — Resultados do teste de Citotoxicidade.
Ha = titanio revestido com hidroxiapatita pelo
método rf-magnetron sputtering ; CP = Controle
Positivo; CN = Controle Negativo.

Indice indice

Amostras de de 1Z/IL
Zona Lise

Ne°.1 0 0 0/0

Ha N°2 0 0 0/0

N°3 0 0 0/0

CP Latex 4 4 4/4

CN  Filtro 0 0 0/0

Nos testes de citotoxicidade, nao foi
constatada nenhuma evidéncia de citotoxicidade
nos recobrimentos. Acredita-se que exista uma
correlagdo bastante razoavel entre os teste de
curta duracéao in vivo e os testes de citotoxicidade
para materiais implantaveis. Porém estes ultimos
sao apenas indicadores primarios de
biocompatibilidade biolégica e n&o eliminam a
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necessidade dos testes in vivo, formulados para
interacbes especificas[2].

Figura 1 — Resultados do teste de Citotoxicidade.
Placas com cultura celular. Ha = titanio revestido
com hidroxiapatita pelo método rf-magnetron
sputtering; CP = Controle Positivo; CN = Controle
Negativo.

Conclusao

Conclui-se que, para o teste de
biocompatibilidade escolhido e realizado, a
hidroxiapatita na forma de filme fino, depositado
pelo método rf-magnetron sputtering sobre um
substrato de titdnio, ndo apresentou quaisquer
problemas de toxicidade as células.

Entretanto, cabe ressaltar a necessidade
de estudos subseqlientes para que se possa
caracterizar omaterial e a técnica de
recobrimento em questao como um biomaterial.
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