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Resumo. O objetivo deste trabalho é a caracterizagdo citotoxicolégica de materiais
ceramicos que podem apresentar biocompatibilidade e assim serem usados como
componentes em sistemas de implantes. Amostras a base de ZrO,, ZrO,-Al,03, SizN4 com
AIN/Tr,03 foram submetidas a testes “in vitro™ de citotoxicidade para avaliacdo biol6gica
preliminar. No teste utilizaram-se extratos dos materiais a serem testados em contato com
uma cultura de células de mamiferos, e a avaliacdo da citotoxicidade foi realizada
utilizando-se o0 método de incorporagéao do corante vital vermelho neutro.

Palavras-chave: Bioceramicas, Biocompatibilidade, Método de incorporacéo do corante
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1. INTRODUCAO

A busca por novos materiais biocompativeis tem estado em alta no campo de
pesquisas. Isso devido ao importante papel que estes materiais representam perante as
modernas tecnologias de implantes, atualmente desenvolvidas. Dentre os diversos ramos de
novos materiais, um que vem se sobressaindo é o de cerdmicas avancadas, principalmente as
que visam implantes odontologicos [Anusavice, 2005].

A tendéncia objetivada nas técnicas de cerdmica dental vem sendo a eliminagdo da
infraestrutura metalica das restauraces, ja que as ceramicas apresentam uma melhor estética.
Nesse contexto, ceramicas que apresentem maior tenacidade a fratura, minimizando sua
fragilidade, uma boa biocompatibilidade, alta dureza e resisténcia ao desgaste, sao potenciais
substitutos aos materiais metalicos convencionalmente utilizados. Dentre 0s novos materiais
utilizados para alcancar essas propriedades, ceramicas a base de alumina (Al,O3) e zirconia
(ZrOy) se destacam, j& que apresentam essa combinacdo de propriedades requeridas [Hench,
1998, Hench e Wilson, 1993 e Stevens, 1986].

O nitreto de silicio (SisN4) e suas solucdes solidas (designadas SiAIONs) vem sendo
proposto por sua estabilidade quimica elevada e por sua boa tenacidade a fratura, o que faz
desse ceramico, um excelente material estrutural capaz de suportar impactos relativamente



elevados [Santos, 2006]. A utilizagdo de ceramicas a base de alumina (Al,O3) e zircdnia
(ZrOy) de alta densidade relativa vem sendo proposta, em funcdo da alumina ter apresentado
uma excelente biocompatibilidade, alta dureza e resisténcia ao desgaste, embora, tenha
exibido moderada resisténcia a flexdo e tenacidade a fratura [De Aza, 2002]. A zircOnia pura
ndo pode ser utilizada na fabricagcdo de pecas sem a adi¢do de estabilizantes. A zircOnia
estabilizada com itria (Y-TZP) se tornou uma alternativa popular a alumina como cerdmica
estrutural uma vez que é também inerte em meio fisioldgico, apresenta maior resisténcia a
flexdo, maior tenacidade a fratura e menor modulo de elasticidade [Nono, 1990]. Além de
suas propriedades mecanicas, a zirconia se torna esteticamente bastante interessante quando
polida.

A biocompatibilidade dos biomateriais pode ser avaliada por testes in vitro e in vivo.
Os testes in vitro podem ndo representar a situacao real de um implante. Contudo, eles podem
promover alguns tipos de resultados preliminares relacionados a interacéo entre o material e o
corpo bioldgico, de forma réapida e eficiente, minimizando a necessidade de testes em animais.
O teste de citotoxicidade “in vitro” é classificado na 1ISO 10993-1 como um teste de avaliacdo
inicial que utiliza técnicas de cultura de células.

No teste de citotoxicidade utilizam-se extratos dos materiais a serem testados em
contato com uma cultura de células de mamiferos, em microplacas para cultura celular, de 96
pocos, e a avaliacdo da citotoxicidade foi realizada utilizando-se o método de incorporacéo do
corante vital vermelho neutro. O ensaio de incorporacdo do vermelho neutro € um teste in
vitro eficaz, de baixo custo, reprodutivel e quantitativo para selecionar substancias
potencialmente toxicas. Estd baseado no fato de que o vermelho neutro é um corante solivel
em &gua e que passa através da membrana plasmatica e se concentra nos lisosomas de células
vivas onde se fixam por ligacOes eletrostaticas hidrofobicas com sitios aniénicos na matriz
lisosomal. Muitas substancias danificam as membranas celulares e lisosomais resultando no
decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro. Portanto é possivel distinguir entre
células vivas e mortas pela medida da intensidade de cor final.

A proposta desse estudo é desenvolver compésitos a base de ZrO,-Al, O3 e SizNg, €
realizar uma caracterizagdo bioldgica primaria (testes in vitro de citotoxicidade), utilizando
cultura de células; visando a futura confeccdo de componentes para implantodontia.

2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Processamento. Os p6s de ZrO, estabilizada com 3%mol de itria, apresentando 80% de
fase monoclinica residual, TZ-3YSB (Tosoh-Japdo) e Al,O; (SG-1000 - Almatis, grupo
Alcoa) foram usados como matérias-primas. Foram preparadas misturas contendo 0, 10, 20 e
30% em peso de Al,O3 misturado a ZrO..

As misturas de p6s foram preparadas via Umido, em moinho de atrito por 4h usando
alcool isopropilico como meio e utilizando bolas de ZrO, sinterizada com diametro médio de
2mm. Apds a moagem, as misturas de pés foram secadas em estufa a 90°C por 24h, e em
seguida, desaglomeradas e prensadas uniaxialmente a frio sob pressdo de 80 MPa.

Amostras com aproximadamente 15 mm foram compactadas e sinterizadas a 1500 e
1600°C. As taxas de aquecimento variaram em fungdo da temperatura alcangada, que foram
10°C/min até 1100°C, 5°C/min até 1400°C e 3°C/min até a temperatura desejada. A taxa de
resfriamento foi de 5°C/min até 1400°C e de 3°C/min até 1100°C, com o resfriamento feito
de forma automatica pelo forno. O patamar de sinterizacdo foi de 120 minutos.

Os procedimentos experimentais do material a base de SIAION (SisNs-AIN-TR,03)
séo descritos em detalhes em trabalhos anteriores [Santos, 2004 ].
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Avaliacao Biologica. Os testes in vitro para a anélise da citotoxicidade, através do método
de incorporacdo do Vermelho Neutro, foram realizados de acordo com a [ISO 10993-5].
Amostras dos materiais foram esterilizadas e adicionadas em Meio Minimo de Eagle
(MEM) na proporcéo de 1 cm?ml e incubado por 48h a 37°C. Dilui¢6es seriadas foram feitas
dos extratos de amostras, de Al,O3; (controle negativo) e de solucdo de fenol 2% (controle
positivo).

Para o preparo da suspensdo celular, primeiramente houve o cultivo das células NCTC-
clone L929 de tecido conectivo de camundongo, origindria da American Type Culture
Collection [ATCC-(CCL1)], em garrafa de cultura celular, em meio de cultura Meio-uso.
Apos crescimento confluente a cultura foi tratada com solucdo ATV (Tripsina 0,2% e Versene
0,02%), para o destaque das células. O nimero de células foi contado em hemocitémetro e a
suspensdo celular foi acertada para cerca de 5x10° a 5x10* células por mL.

O preparo da microplaca consistiu na realizagcdo de uma suspenséao celular de NCTC —
clone L929 da ATCC-CCL1, de 2,5x10°células/mL e distribuicdo de 200uL em cada poco
(5x10%céls/pogo). A placa foi incubada em estufa imida a 37°C e atmosfera com 5% CO, por
cerca de 24h, para atingir a confluéncia desejada.

O ensaio propriamente dito foi realizado atraves da adicdo de 200uL de cada diluigdo do
extrato em contato com as células aderidas em cada poco, em triplicata. Controles positivo e
negativo receberam o mesmo procedimento da amostra, com concentragdes de extrato de: 1=
100%; 2= 50%; 3= 25%; 4= 12,5% e 5= 6,25%. Os poc¢os com controle de células receberam Meio-
uso e este controle corresponde a 100% de sobrevida celular.

A placa foi entdo mantida em estufa Gmida a 37°C e atmosfera com 5% CO, por 24h.
Decorrido este periodo os meios foram trocados por Meio-uso fresco contendo 50ug do
corante vermelho neutro/mL e a placa foi incubada por 3h para a incorporagdo do corante.
Apos esta etapa a placa foi lavada duas vezes com PBS e uma vez com a solucdo de lavagem
e em seguida cada pogo recebeu 200uL da solucdo de extragdo. A placa foi levada para
espectrofotdmetro leitor de ELISA e ap6s ser agitada por 10 min foi realizada leitura de
densidade Optica em 540nm.

Por altimo, foi calculada a média das leituras de densidade Optica de cada diluicéo e
feita a comparacdo com a média do controle de células (100%), obtendo-se a % de sobrevida
das células em cada diluicdo. Projetando-se em gréafico a % de sobrevida em funcdo da
diluicdo do extrato obteve-se uma curva, na qual pode ser encontrado o indice de
citotoxicidade (ICsos) do material. 1Csgy Significa a concentracdo do extrato que lesa ou mata
50% da populacdo celular no ensaio de citotoxicidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A avaliagdo bioldgica é realizada através da incorporacdo do corante Vermelho
Neutro, através das membranas citoplasmaticas e lisossomais das células que estavam em
contato com o material em estudo, no caso o compésito ZrO, - Al,O3 e ceramicas a base de
SizNs.

A leitura de densidade Optica do material realizada no leitor de Elisa,é comparada com
a média do controle celular, considerada 100% de viabilidade celular no ensaio. O controle
positivo e 0 negativo sdo utilizados para verificar a eficacia do ensaio de citotoxicidade. O
controle negativo utilizado deve ser um material que ndo cause dano nas celulas em cultura,
i.e. deve ser atoxico enquanto que o controle positivo deve ser um material que cause dano
celular, deve causar citotoxicidade. Através da placa utilizada nesse ensaio, podemos verificar
que onde h& maior morte celular (controle positivo em concentragdo de extrato 100%) a
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coloragdo torna-se transparente, pois ndo ha captura do corante; caso contrario, micropogos
onde ha células vivas, a coloracao é rosada.

Projetando-se a media da porcentagem de sobrevida das celulas em funcdo da
concentracdo de extrato(%), obtém-se uma curva que fornece o indice de citotoxicidade
(1Cs0%). Na Figura 1, mostra-se o resultado obtido para amostras de zirc6nia-alumina
sinterizadas em diversas composigdes de ZrO,-Al,03 (90:10, 80:20 e 70:30).

100+

al
o
1

—&— Viabilidade Cont Negativo
—— Viabilidade Cont Positivo
Viab ZrO, pura
—¥—viab ZrO/Al,O, (90:10)
viab ZrO,/Al 0, (80:20)
—<—viab ZrO/Al O, (70:30) o
T T T T T T

T T
0 20 40 60 80 100

Conc de Extrato(%)

Figura 1 — Ensaio de citotoxicidade: Analise das amostras de ZrO,-Al,O3; em diferentes
composicdes (90:10), (80:20), (70:30) e ZrO, pura.

Viabilidade (%)

Essa analise mostrou resultados promissores, pois as amostras apresentaram
comportamento semelhantes ao controle negativo, ou seja, ndo apresentaram toxicidade.
Desta forma, é possivel afirmar que os compositos ceramicos desenvolvidos nesse trabalho
ndo causam morte ou prejuizo a populacdo celular, sendo, portanto caracterizado como nédo
citotoxico. Além disso, através deste teste, garante-se que ndo houve contaminacdo em
quantidade significativa durante o processamento, ndo comprometendo 0 experimento.

Na figura 2, mostra-se o resultado obtido para amostras de zircOnia-alumina
sinterizadas em temperaturas diferentes.
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Figura 2 — Ensaio de citotoxicidade: analise das amostras de ZrO,-Al,O3 (80:20) sinterizadas
a 1500° e 1600°C.

Essa analise mostrou um 6timo resultado, demonstrando que ndo ha diferenga na
citotoxicidade entre os materiais sinterizados em diferentes temperaturas e nenhum material
mostrou citotoxicidade, exceto o controle positivo.

Outro material analisado foi 0 Si3N4 sinterizado com AIN/Tr,03, em trés diferentes
composicOes. Esses materiais estdo sendo estudados visando sua aplicacdo como
componentes de implantes devido a sua boa resisténcia a fratura, ao desgaste, além de inércia
qguimica em meios aquosos [Guedes, 2004]. Este material também demonstrou
biocompatibilidade ndo apresentando efeito tdxico no ensaio in vitro de citotoxicidade, sendo,
portanto, promissor para aplicagdo como implantes. Observe figura 3:
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Figura 3 — Ensaio de citotoxicidade: analise das amostras de SizN, sinterizado com AIN/Tr,Oz, em
adi¢des de 5, 10 e 20%.
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CONCLUSOES

Os testes de citotoxicidade apresentaram Otimos resultados, mostrando que 0s
materiais em estudo apresentam grande tendéncia a serem materiais biocompativeis. Este fato
é muito importante uma vez que sdo procurados materiais para posterior aplicacdo em
proteses dentérias ou implantes.

Na avaliacdo biologica, constatou-se também que o tempo de sinterizagdo (1500°C ou
1600°C) e a composicdo do material ZrO,-Al,03 (90:10, 80:20 e 70:30) ndo apresentaram
interferéncias significativas nos resultados, sendo assim, o material apresentou 6timas
caracteristicas biologicas em qualquer uma dessas condi¢fes. Essas mesmas conclusfes
podem ser observadas no SizN, sinterizado com AIN/Tr,0s.
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Abstract.. The objective of this work is the cytotoxicity characterization of ceramic materials
that can present biocompatibility and thus to be used as component in systems of
implantations. Samples to the base of ZrO,, ZrO,-Al,O3, SisN4 with AIN/Tr,O3 had been
submitted the “in vitro™ tests of cytotoxicity for preliminary biological evaluation. In the test
extracts of the materials had been used to be tested in contact with a culture of cells of
mammals, and the evaluation of the cytotoxicity was carried through using the neutral red
uptake methodology

Keywords: Bioceramics, Biocompatibility, neutral red uptake methodology, In vitro test.
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