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Resumo

Com o desenvolvimento de novos materiais e o surgimento de padrdes internacionais de desempenho
exigidos aos biomateriais, novas tematicas foram incorporadas nesta sub-area de concentracdo. Assim,
novos materiais para substituicdo de tecidos duros e moles estdo sendo amplamente investigados. Para se
aplicar um novo material, € necessario que este apresente certos aspectos de biocompatibilidade
dependente do local aonde este material venha a ser implantado. Para este tipo de investigacdo deve-se
seguir, atualmente, padrdes internacionais, tais como 0s presentes na ASTM secdo 13 e na ISO 10993,
cujos testes sdo destinados a permitir uma avaliacdo do material em relacdo a sua interagdo com 0s
sistemas bioldgicos. O Ti-Si-B desenvolvido no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento - IP&D é uma boa
alternativa de material para implantes 6sseos devido aos seus componentes Si e B estarem presentes
normalmente na composi¢do 6ssea, ao contrario dos téxicos Al e V presentes na liga Ti-6Al-4V. O presente
trabalho apresenta os testes de biocompatibilidade da liga Ti-Si-B através dos ensaios de sensibilidade
intracutanea realizadas em coelhos e toxicidade sistémica realizada em camundongos, demonstrando,
assim, sua ndo toxicidade e compatibilidade, colocando-o numa posi¢cdo de possivel candidato de ser
utilizado em implantes.
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O biomaterial é definido como todo material
utilizado para substituir todo ou em parte os
sistemas  biolégicos. Como  caracteristica

Introducao

Com o desenvolvimento de novos materiais e

0 surgimento de padrBes internacionais de
desempenho exigidos aos biomateriais, novas
tematicas foram incorporadas nesta sub-area de
concentracdo. Assim, ndo sO6 materiais para
substituicdo de tecidos duros sdo investigados,
mas também biomateriais destinados a
substituicdo de tecido mole.

Investigam-se também diversos aspectos do
desempenho de materiais implantaveis, dentro do
campo de estudo da biocompatibilidade,
avaliando-se segundo os padrfes internacionais
da ASTM e ISO, a interagdo de materiais com 0s
sistemas biolégicos relacionados a estabilidade
guimica, toxicidade sistémica, efeitos de interface

[1].

imprescindivel, estes materiais devem ser
biocompativeis, ou seja, devem atender ao
requisito de funcionabilidade para o qual foram
projetados, provocando o minimo de reacdes
alérgicas ou inflamatérias, quando em contato
com tecidos vivos ou fluidos orgéanicos. Embora o
conceito de funcionabilidade seja algo ndo muito
preciso, é consenso que a funcionabilidade esteja
associada a aplicagdo a que se destina [2].
Assim, pode-se ter biomateriais metélicos,
ceramicos, poliméricos, compadsitos ou
biorecobrimentos e, para uma dada aplicacéo
costuma-se haver mais de um material e/ou
processo de fabricacao disponivel.
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Quando um implante é inserido em um corpo
humano, dois principais aspectos devem ser
considerados: a influéncia do meio fisioldgico, que
pode alterar a natureza e propriedades do
material e o efeito do material do implante e de
cada produto de degradacdo, nos fluidos e
tecidos que envolvem o implante. A
biocompatibilidade pode ser definida como estado
de mutua existéncia entre o material e o ambiente
fisioldgico, de tal forma que ambos ndo produzam
efeitos indesejaveis na outra parte [3].

Essa definicdo é bastante genérica, sendo
necessario que a biocompatibilidade seja
considerada no contexto da aplicacédo especifica.
De wuma maneira geral, o0s principais
requerimentos para qualquer tipo de aplicacao de
implantes permanentes sdo 0s seguintes: o
material deve resistir ataques degradativos ou
corrosivos por fluidos fisiolégicos; ndo deve
alterar a composicéo eletrolitica do tecido ou
plasma; ndo deve interferir no mecanismo de
defesa do organismo; ndo deve promover
qualquer trauma sangiiineo; ndo deve modificar a
natureza das proteinas do plasma ou conduzir a
formacdo de carcinomas (tumores); 0s seus
constituintes devem ser resistentes o suficiente
para suportar as solicitagbes sem ocorréncia da
fadiga ou fratura catastrofica durante o tempo de
vida estimado e o material deve ser capaz de ser
formado na configuracdo desejada [4].

O presente trabalho tem como finalidade
realizar alguns dos testes “in vivo” normalizados
pela 1SO 10993 como parte do estudo de
avaliacdo da biocompatibilidade da liga metalica
de TiSiB. Esses estudos “in vivo” tém como
objetivo avaliar a toxicidade sistémica, a
sensibilidade intracutanea aguda e
posteriormente a osteointegracdo do implante ao
osso desta liga correlacionando-o com suas
propriedades estruturais e mecénicas.

Metodologia

A descricdo a seguir esta em acordo com as
Normas ISO 10993, partes 10 e 12, ASTM F619-
79 e US Pharmacopeia (Biological Reactivity
tests, in vivo). Como veiculo de extracdo foram
utilizadas duas solugdes: salina fisiologica, e 6leo
de sésamo (gergelim), sendo estas,
respectivamente as soluc¢des polar (hidrossoltvel)
e nédo-polar (lipossolavel) para o teste de
toxicidade sistémica e sensibilidade intracutanea
(in vivo).

A liga se apresenta na forma de um disco, tem
1cm de espessura, com um didmetro de 1,5cm,
foi esterilizado em autoclave. Esses discos foram
colocados em frasco contendo 20ml de veiculo de
extracdo Salina fisiologica; em outro frasco, foram
apenas colocados 20ml de salina fisiolégica para
ser utilizado como “branco” (controle). O mesmo

procedimento foi realizado para os veiculos de
extracdo nao-polar. Os extratos e controles foram,
entdo, colocados a 37°C, por aproximadamente
72 horas, sob agitacdo constante.

Nos testes de toxicidade sistémica, foram
utilizados 20 camundongos, machos, da raca
Swiss, com peso corpéreo entre 31 e 55 gramas,
separados em 4 grupos de 5 animais e
tricotomizados em suas regides abdominais 24
horas antes da inoculacdo. A inoculagéo
intraperitonial dos extratos e dos controles
ocorreu na propor¢cdo de 50ml/Kg de peso
corpéreo de animal (entre 1,5 e 2,0ml) [4,9,10,11].

Foram realizadas pesagens e observacgfes
guanto as reagbes adversas apresentadas nos
tempos 0, 24, 48 e 72 horas, seguindo a Tabela
1.

Tabela 1 — indice de toxicidade sistémica.
(ITS) -(adaptado da ISO 10993 parte 11 e ASTM

F 750).

Resposta Descricéo ITS
Normal Animal ndo exibe sintomas adversos 0

Leve Animal exibe sintomas adversos 1

leves, mas notaveis de hipocinesia,
dispinéia ou irritagdo abdominal.

Moderada Animal exibe evidéncia definitiva de 2
hipocinesia, dispinéia, irritacédo
abdominal, ptose ou diarréia
(usualmente o peso corpéreo cai
sensivelmente)

Severa Animal exibe prostragdo, cianose, 3
tremores ou sintomas severos de
dispinéia, irritacdo abdominal, ptose
ou diarréia (perda extrema de peso
corporeo)

Morte Animal morre 4

No teste de sensibilidade intracutanea, trés
coelhos machos, jovens, da raca New Zealand
White, com peso entre 2,0 e 3,0kg, foram
tricotomizados, em suas regibes dorsais,
atingindo uma area suficiente dos dois lados da
coluna para que as inje¢cbes de extratos e
controles pudessem ser realizadas 24 horas
apo6s, como demonstrado no esquema da Figura
1[4,5,7,8,10].

Seguindo as Normas ISO 10993 parte 10 e
ASTM F 719, ministrou-se, por via intracutanea,
0,2ml de extrato polar em cinco regibes em
apenas um dos lados do coelho, como demonstra
a Figura 1. Similarmente, 0,2ml de solvente polar
(controle) foi ministrado em cinco pontos abaixo,
no mesmo lado da coluna para cada animal.

O procedimento foi repetido para os extratos e
controles nao-polares no outro lado da coluna
para cada animal.

ApOs as inoculagbes, a aparéncia de cada
local de aplicacdo nos tempos pré-determinados
24, 48 e 72 horas era observada.
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Figura 1 — Esquema da aplicacao dos extratos
e controles para o teste de Sensibilidade
Intracutanea [4].

A reacao do tecido é graduada por eritema e
edema, de acordo com o sistema de classificagédo
da Tabela 2, para cada injecdo e a cada intervalo
de tempo. Os resultados foram entdo registrados
em uma planilha montada para cada animal,
conforme a Tabela 3. Deste ponto, determina-se
a Contagem de Irritagdo Primaria (CIP), onde sédo
somadas as contagens de irritacdo do eritema e
edema juntos, mas separadamente para cada
extrato-teste a cada tempo especifico. Divide-se
essa soma pelo numero de observacdes (ou seja,
por 9, sendo este o niUmero de observacdes entre
24, 48 e 72 horas). Subtrai-se a contagem obtida
dos reagentes controles daquela obtida com os
extratos do material.

Tabela 2 — indices de reacdes (edema e
eritema) (adaptado de ISO 10993 parte 10 e
ASTM F719).

Reacao Numérico
Eritema e formacéo de escara

Sem eritema 0
Muito leve (pouco perceptivel) 1
Definido 2
Moderado 3
Severo  (Vermelho-beterraba ou 4
formagdo de escara antes do
eritema)

Edema

Sem edema 0
Leve (pouco perceptivel) 1
Definido (extremidades da area bem 2
definidas por aumento)

Moderado (aumento de 3
aproximadamente 1mm)

Severo (aumento > 1mm, 4
estendendo além da é&rea de
exposicao)

Contagem possivel para a irritacdo 8

Tabela 3 — Exemplo de planilha utilizada para
(CIP). EP = Extrato Polar; ENP = Extrato N&o
Polar; CP = Controle Polar; CNP = Controle Nao
Polar [4].

EP ENP SP SNP
Erit. Ede. Erit.  Ede. Erit. Ede. Erit. Ede.
v a A b B & c c d D
PR | A b B 7 c c d D
24H ;5 a A b B 5 c Cc d D
4 A A b B a c C d D
5 a A b B 10 [+ C d D
; a A b B 5 c [ d D
2 a A b B 7 c C d D
48H 3 a A b B 8 c c d D
4 A A b B o c c d D
5 a A b B 10 c c d D
; a A b B 5 c [ d D
2 a A b B 7 c c d D
T2H 3 a A b B 8 c Cc d D
4 A A b B a c C d D
5 a A b B 10 c c d D
Total 15a 154 15b  15B 15¢ 15C 15d 15D
+15 S T U v w X Y z
Eritemas dos extratos Eritema dos solventes
S+U =a W+Y=5
Edemas dos extratos Edema dos solventes
Soma T+V=p X+Z=vy
Erit. + Edem. extratos Erit.+Edem. solventes
a+f=A G+y=T
Subtragao Contagem de Irritagcao Primaria
Extr. — Sol. Animail 1=A-T = CIP4

Para se obter o indice de Irritagdo Primaria
(IIP), deve-se somar as contagens dos outros
animais ensaiados e dividir pelo nimero de
animais, tem-se entao:

”P:(CIP1+CI;2+CIP3) 1)
O resultado de IIP deve ser comparado com a

Tabela 5, de onde o resultado final é tirado.

Tabela 4 — indices de Irritacdo Primaria.
Resposta por  Contagem média

Categorias (np)y*

Negligenciavel 0a0/4

Leve 0,5a19

Moderado 2,0a4,9

Severo 5a8
Resultados

Para os testes de toxicidade sistémica, a
comparacao foi realizada através da observagao
dos efeitos provocados pelo veiculo de extragao
nos grupos polar e ndo-polar. Para os grupos
inoculados com veiculos de extragcéo polar (salina
fisioldgica) houve uma pequena redugcédo no peso
nas primeiras 24 horas, sem efeitos adversos,
voltando a aumentar nas contagens 48 e 72
horas, sendo considerado, seguindo a Tabela 2,
como normal. Para os animais inoculados com
veiculos de extracdo ndo-polar (6leo de sésamo),
uma reacdo leve se apresentou nas primeiras
observacgbes (0 hora), voltando a ser normal nas
contagens 24, 48 e 72 horas, com gradativo
aumento de peso. Comparando-se as medidas de
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peso inicial (antes da inoculacdo) e final (72
horas) observou-se que 90% dos camundongos
ganharam peso acima do inicial, 10% se
mantiveram abaixo do peso inicial, porém com
uma variagdo minima. Como resultado, 75%
apresentaram um indice normal e 25%
apresentaram um indice leve. Tais resultados
preliminares demonstraram que outros testes de
biocompatibilidade podem ser realizados com a
liga Ti-Si-B dando continuidade com a proposta
de utilizd-la como biomaterial, jA& que nao
apresentou a liberacdo de componentes de sua
composicao neste ensaio com os animais. Além
disso, os testes de sensibilidade intracutanea,
realizados com os extratos/controles de extragéo
polar e ndo polar, apresentaram como CIP os
valores demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da Contagem de Irritacdo
Primaria.
Animal Contagem de Irritagdo Priméria

1 0,0
2 -0,13
3 - 0,60

Por fim, o IIP apresentou uma taxa de — 0,24,
que comparado com a Tabela 4, significa uma
resposta irritativa  negligenciavel.  Numeros
negativos como resposta, indicam que o0s
controles forneceram resposta irritativa maior que
as dos extratos, sendo isso normal e citado nas
normas (principalmente para os veiculos nao-
polares).

Discussédo e Conclusdes

Nos ensaios de toxicidade sistémica
(camundongos) e de sensibilidade intracutanea
(coelhos), nenhuma reacdo de toxicidade
provocada pela liga Ti-Si-B foi evidenciada.

Observacdes de 192 horas depois na
inoculacao dos extratos/controles de extracdo nao
revelaram nenhuma reacao, demonstrando que,
para os testes escolhidos, esta liga ndo libera
residuos de sua composicdo ou de seu
processamento, sendo, portanto, ndo toxico,
compativel e possivel candidato de ser utilizado
em implantes, devido a propriedade de minerais
benéfica como coadjuvante as placas de
osteossintese na reabilitagédo de ossos lesados.

Estudos futuros sdo necessarios para
viabilizar o wuso desta liga, tais como,
osteointegracdo do implante, estudo histolégico e
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
outros ensaios preconizados pelas normas ASTM
e ISO 10993.
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