AVALIAGAO CITOTOXICA DE HIDROXIAPATITA OBTIDA POR PRECIPITAGAO AQUOSA

Sizue Ota Rogero, Magali de Campos Valente, Ana Helena A. Bressiani e Olga Zazuco Higa
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN-CNEN/SP
Travessa R, n° 400 - Cidade Universitaria, CEP 05508-900,
S&o Pauto - SP, Brasil

RESUMO

A hidroxiapatita (HAp) sintética, pela
composigdo semelhante ao tecido ¢sseo,
tem sido bastante utilizada como
biomaterial na 4rea médica e odontolébgica.
Neste trabalho, "a HAp obtida por
precipitagdo aquosa foi calcinada a
temperatura de 1000°C por 3 horas. O
material, na forma de pé calcinado foi
caracterizado pelas técnicas de difragdo de

raios X e espectroscopia de energia
dispersiva e submetido a teste de
biocompatibilidade. Avaliou-se a

citotoxicidade pelo método quantitativo de
formagdo de colénias. Foram colocados
extratos do material preparado em meio de
cultura RPMI! 1640 com 10% de soro fetal
bovino em cultura de células de ovério de
hamster chinés (CHO). Os resultados
mostraram que a HAp sintetizada por este
método apresentou um indice de
citotoxicidade (ICsg )>100, mostrando que
a HAp preparada é ndo citotoxica.

Pélavrés-chave: Citotoxicidade, hidroxiapa
tita, bioceramica.

INTRODUGAO

Biomaterial € um material usado em
dispositivos médicos e odontolbégicos com
a finalidade de interagir com sistemas
biolégicos, ou seja, &€ uma classe de
material estranho ao organismo e que pode
ser utilizado clinicamente em contato com
fluidos e tecidos biolégicos .

A hidroxiapatita sintética (HAp),
Caq0(PO4)s(OH),, devido sua composigdo
quimica ser semelhante a do tecido 6sseo,
tem sido bastante. utilizada em implantes
dentarios e em dispositivos ortopédicos'?’.

Um dos testes in vitro de
avaliagdo de biocompatibilidade é o da
citotoxicidade, que avalia a toxicidade

ABSTRACT

Synthetic hydroxyapatite (HAp), due
to its similar composition of bone tissue
has been used as biomaterial in the
medical and odontological field. In this
study the HAp prepared by aqueous
precipitation was calcinated for 3 hours at
1000°C. The powder material characterized
by X-ray diffractometry method and energy
dispersive spectroscopy was subjected to a
in vitro test of biocompatibility. The
cytotoxicity was evaluated by colony
formation testing method, using chinese
hamster ovary cells (CHO) cultured with
HAp extracts prepared with RPMI 1640
culture medium added 10% fetal calf
serum. The HAp prepared by this method
showed a cytotoxicity potencial (I1Cse)>100,

meaning that HAp prepared is not
cytotoxic.
Keys words: cytotoxicity, hydroxyapatite,
bioceramic.

incubando o dispositivo ou o material a ser
analisado com cultura de células de
mamiferos diretamente ou através de
difusao em extratos apropriados . O
teste de citotoxicidade & bastante sensivel
e sua sensibilidade depende da linhagem
cetular, aplicagdo técnica dos materiais
para o teste e interpretagdo da resposta
celular. O método descrito neste trabalho
mede a citoletatidade pela comparagdo da
habilidade de formag&o de coldnias. O
ensaio é simples e de baixo custo,
comparado com outro método de avaliagédo
de resposta celular pela mudanga
morfolégica da célula, muito mais
complexo'®’.
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Figura 1: Analise de difragcdo de raios X
da amostra calcinada a 1000°C
por 3 horas.
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Figura 2: Analise por espectroscopia por
energia dispersiva da amostra
de HAp calcinada a 1000°C por
3 horas.

Na Tabela | sado apresentadas as
porcentagens do numero de coibnias
visiveis nas placas de CHO nas diferentes
concentragdes dos extratos dos materiais

analisados. Projetando-se esses valores
em grafico semilogaritmico pode-se
calcular quantitativamente o potencial

citotéxico, expresso como ICso (%), que é
uma unidade de bioatividade ou seja, a
concentragdo do extrato do material
analisado que mata metade da populagéo
celular. O controle negativo quando
testado ndo deve produzir resposta
citotéxica, como se observa com a alumina
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(ICso > 100); e o controle positivo deve
levar a uma resposta citotéxica positiva,
como € o caso da solugcéo de fenol 0,02%
que apresentou I1Cso = 65 (Figura 3), isto
é, metade das células morreram com
concentracdo de extrato 65%. A HAp
apresentou ICsq > 100 indicando auséncia
de citotoxicidade e portanto caracte
risticas biocompativeis, adicionado ao alto
grau de pureza quimica.

Tabela | - Teste de citotoxicidade da HAp:
porcentual do nimero de coldnias
visiveis nas placas de CHO, em
relagéo a placa controle.

% numero de
coldnias
Concentragéo | Controle | Controle | HAp
do extrato negativo | positivo
(%)
12.5 103 85 99
25 86 93 92
50 95 65 85
100 100 24 86
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Figura 3: Ensaio de supressio de colbnias
no teste de citotoxicidade da
HAp.



Neste trabalho é avaliada a
citotoxicidade da HAp sintética, pelo
método de supressio de col6nias usando
cultura de células de ovario de hamster
chinés (CHO) k-1.

MATERIAL E METODO

A hidroxiapatita (HAp) utilizada
neste trabalho foi obtida por precipitagio
aquosa, baseando-se no método de
Moreno, Gregory e Brown ‘*’. O processo
consiste em se adicionar simultaneamente
as solugdes de hidrogenofosfato de aménio
e nitrato de calcio. O pH é controlado com
hidréxido de aménio. Apés a etapa de
lavagem, com d4gua e acetona, o
precipitado foi seco em estufa a 80°C por
24 horas e calcinado a 1000°C por 3 horas.

O teste de  citotoxicidade foi
realizado colocando-se as diluicdes dos
extratos da HAp em contato com uma
cultura de CHO em placa de petri
(15x60mm), utilizando-se como controle
positivo uma solugdo de fenol 0,02% e
como controle negativo o extrato da
alumina (Al,03) ® 4.

Preparacdo dos extratos. Foram
colocados 6g de HAp e 6g de Al,O0; em
frascos de vidro com tampa rosqueada,
com capacidade para 100mL, esterilizados
em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Foram adicionados 60 mL do meio de |

cuitura RPMI-FCS (RPMI 1640 contendo
10% de soro fetal bovino e 1% de solugao
de penicilina e estreptomicina) e
incubadas por 48 horas em estufa a 37°C.
Apbs esse tempo os sobrenadantes foram
filtrados em membrana millipore, poro de
0,22 um.

Foram feitas diluigdes seriadas dos
extratos de HAp, Al,0; e solugdo de fenol
0,02% (50, 25, 12,5%).

Preparagdo das placas de cultura.
As células CHO fornecidas pelo Instituto
de Quimica da USP foram cultivadas em
garrafas de plastico em meio RPMI-FCS,
em estufa com atmosfera iumida com 5%
de CO. a 37°C,
camada de células com crescimento
confluente. O meio de cultura foi retirado
e as células foram lavadas com tampao
fosfato salina sem calcio e magnésio
(PBS-CMF). Para o desprendimento das
células da garrafa foi adicionado uma
solugdo de tripsina 0,2%. Apés a

até obtencdo de uma

tripsinizagdo as células foram transferidas
para um tubo de centrifuga com tampa e
lavadas duas vezes com PBSA-CMF. As
células foram ressuspensas em RPMI-CFS
ajustando-se para uma suspensio
contendo 100 células/mL. Dessa suspenséo
foram distribuidas 2 mL em cada placa de
cultura e incubadas por 5 horas para
adesdao das células na placa. Apds esse
periodo o meio de cultura foi removido e
nessas placas foram adicionados 5 mlL do
extrato puro e de cada diluigdo seriada.
Na placa de controle de CHO foi
adicionado 5§ mL do meio fresco.

Foram feitas triplicatas de cada
concentragdo dos extratos testados. As
placas foram incubadas em estufa umida
com 5% de CO, a 37°C por 7 dias.
Decorrido esse tempo o meio foi removido
e as col6nias formadas foram fixadas em
formol 10% em salina 0,9% e coradas com
corante de Giemsa.

As colbnias visiveis em cada placa
foram contadas e comparadas com o
numero de colénias da placa controle de
CHO. O potencial citotoxico do material
avaliado foi expresso em indice de
citotoxicidade (ICso), que € a concentragédo
do extrato que suprime 50% de formagdo
de colénias em relagéo ao controle *.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A HAp calcinada foi analisada por
difratometria de raios X. De acordo com a
Figura 1 o material obtido apresenta como
fase principal a HAp e pequena
decomposigdo em B-TCP. Com a finalidade
de se verificar as possiveis contaminagdes
adquiridas durante o processo de obtengao
da HAp utilizou-se a espectroscopia por
energia dispersiva em microscopio
eletrénico de varredura (MEV). A amostra
foi analisada na forma de pé6 calcinado
sobre suporte de aluminio com
recobrimento de carbono. Através dos
resultados apresentados na Figura 2 pode-
se observar apenas a presenga de calcio
(Ca), fosforo (P) e oxigénio (O) indicando
um alto grau de pureza deste material. O
carbono (C) que aparece no espectro,
decorre do recobrimento para observagao
em MEV.
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CONCLUSAO

A avaliagdo citotéxica da
hidroxiapatita obtida por precipitagao
aquosa e calcinada (1000°C/3h),

apresentou um ICso(%) > 100, mostrando
que esta HAp é nao citotodxica.
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