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RESUMO

Hidroxiapatita porosa produzida por meio de

uma nova técnica de processamento, visando
aplicagBes na 4rea de implantes ésseos. A produgéo do
material poroso se deu pela formagcdo de espumas
produzidas a partir de suspensdes aquosas, seguida de
solidificagdo por polimerizagdo in situ'de monémeros
orgénicos inicialmente incluidos nas composigdes. O
material sinterizado foi avaliado quanto a sua
citoxicidade utilizando-se o método quantitativo de
formagdo de colbnias. Extratos do material foram
colocados em contato com cultura de células de ovério
de hamster chinés (CHO). O nivel de letalidade das
células apés contato indireto com o biomaterial foi
utilizado como indice de citotoxicidade. Os resultados
mostraram que o processo de fabricagdo e os reagentes
utilizados néo afetaram os baixos niveis de toxicidade
do p6 de hidroxiapatita que era onginalmente de pureza
biomédica. Um indice ICs>100 foi obtido, ou seja, o
material poroso produzido é ndo citotdxico.
HA  poross,
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INTRODUGCAO

Ceramicas porosas a base de hidroxiapatita
possuem grande potencial de aplicagdo na drea de
implantes 6sseos. Isto se deve a alta compatibilidade
do material e, no caso do material poroso, a presenga
de um reticulado permeéavel que permite a incorporagdo
de tecido 6sseo [1].

Tentativas de reproduzir a estrutura porosa do
tecido ésseo encontram-se ainda limitadas pelo fato de
que a resisténcia mecanica dos materiais fabricados
artificialmente € muito baixa. Desta maneira, a
otimizagdo das propriedades do material torna-se uma
prioridade. Dentre os métodos atualmente utilizados
para a produgdo de ceramicas porosas, o gelcasting de
espumas tem se mostrado o mais efetivo em elevar a
resisténcia mecanica [2]. Para estudos realizados com
alumina, mostrou-se que este método leva a resisténcia
a flexdo de 26 MPa para materais com 30% da
densidade tedrica, enquanto que métodos alternativos
produzem resiténcia mecanica geralmente menor que
2-3 MPa [2].
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A produgédo do material poroso pelo gelcasting
de espumas envolve a prepara¢fo de uma suspensio
aquosa com o pd cerdmico, dispersantes poliméricos e
mondmeros organicos. A incorporagdo de aditivos e
agitagdo mecanica promove a formagdio de uma
espuma. Posteriomente, a espuma fluida é solidificada
pela gelificagdo do sistema. Este processo ocorre pela
introdugdo de iniciadores que promovem a
polimerizacdo in situ dos mondmeros organicos.

Dentre os inimeros fatores necesséarios para
que um material possa ser utilizado como implantes
encontram-se a biocompatibilidade, que é definida
como a resposta do meio fisiolégico ao corpo
implantado, a resisténcia mecanica que deve ser
adequada e semelhante & do osso natural e, fatores que
permitam preencher a fungdo pré-estabelecida a qual o
implante foi destinado.

A primeira etapa de avaliagio do material
biomédico € o teste de citotocixidade, onde células de
mamiferos séo colocadas em contato com o material,
de uma maneira direta ou indireta.

O método utilizado neste trabalho para avaliagdo da
citotoxicidade basea-se na observacio do nivel de
letalidade das células CHO em presenga dos extratos
apropriados produzidos a partir da hidroxiapatita porosa.

MATERIAIS E METODOS

A preparagdo da hidroxiapatita porosa se deu
conforme as etapas mostradas no fluxograma da Figura
1. Detalhes do processo sfo descritos na referéncia [3].

HA CAPTAL-R da Plasma Biotai de pureza
biomédica foi utilizada como matéria prima.
Suspensdes contendo um maximo de 58 %-peso de
hidroxiapatita foram preparadas. Espumas de voiumes
variados foram produzidas utilizando-se agente
espumante em concentragcdes desejadas. Apds a
polimerizagdo e formagéo do gel causada por agentes
iniciadores, as amostras foram secas e procedeu-se a
queima a 300°C para a eliminagdo da matéria organica.
Sinterizagdo a 1250°C e 1350°C por 2 horas foi
efetuada para a densificagdo da matriz ceramica.

A caracterizagdo fisica dos corpos sinterizados
envolveu medidas de densidade, difragfio de raios-X e
observagdo microestrutural por Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV).
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Figura 1. Esquema das etapas para a produgio de
ceramicas porosas pelo método gelcasting de
espumas.

Para os testes de citotoxidade a amostra de HA
porosa sinterizada foi moida. Alumina foi utilizada como
controle negativo (n3o citéxico), enquanto solugéo fenol
0.02% foi utilizada como controle positivo (citotdxico)
[4,5].

Amostras de 6 gramas da HA porosa e outra de

6 gramas de alumina foram esterilizadas em autoclave

a 121°C por 20 minutos. A cada uma das amostras
foram adicionados 60 mi do meio de cultura RPMI-FCS
(RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de
solug@io de penicilina e estreptomicina). Estas foram
incubadas por 48 h em estufa a 37°C. ApGs este

periodo os sobrenadantes foram filtrados e os extratos Y

e a solug3io de fenol 0.02% foram diluidos com RPMI-
FCS resultando em concentragbes de 50, 25, 12.5 e
6.25%.

Enquanto isso, células CHO (ATCC — CHO k1)
foram cultivadas em garrafa de plastico, em meio de
cultura RPMI-FCS a 37°C, em atmosfera umida com
5% de CO,, até a obtengio de monocamada de células
com crescimento confluente. Foi feita a tripsinizagéo
para o desprendimento das células da garrafa. A
suspensao de células foi acertada para 100 células/mi e
2 ml desta suspenso foi distribuida em cada placa de
petri, que foram encubadas por 5 h a 37°C. Apds a
adesio das células nas placas, o meio de cultura foi
removido e foram adicionados 5 ml de cada diluigo
dos extratos em triplicata. Decomido sete dias de
incubagdo das placas a 37°C, em atmosfera imida e
5% CO,, 0 meio de cultura foi removido e as colonias
formadas foram fixadas com solugio de formol 10% em
salina 0.9% e coradas com corante Giemsa.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Algumas dificuldades foram encontradas para a
dispersdo do p6 de hidroxiapatita devido ao reduzido
tamanho e formato acicular das particulas, como
mostra a Figura 2.. Por isso manteve-se a concentracéo
de solidos na suspensdo em niveis relativamente
baixos de 58 %-peso.

Ipm

Figura 2. P6 de HA, como fornecido.

A Figura 3 mostra a micrografia de uma
amostra de HA porosa sinterizada. A porosidade se
encontra distribuida na forma de poros esféricos e
interconecgdes decorrentes da ruptura parcial das
bolhas na espuma fluida fornecem a propriedade de

~ permeabilidade. Esta caracteristica € necessaria no
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caso de implantes, uma vez que as interconecgdes
proporcionam canais para o crescimento de tecido
dsse0 em seu interior e, posterior passagem de
nutrientes para a manuteng&o e renovagdo dos tecidos.

el l”m.
Figura 3. Observacao microestrutural da HA porosa
obtida pelo gelcasting de espumas.
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Amostras de densidade variando de 0.50 g/cm®
até 0.69 glcm® foram obtidas neste trabalho, que
correspondem & niveis de porosidade de 74% a 86%.

Como a fase cristalina de HA & relativamente
instavel a altas temperaturas, fez-se a verificagfio das
fases presentes no produto sinterizado. Os
difratogramas de raios-X da Figura 4 mostram que a
lnica fase presente é composa de HS tanto no p6é como
no corpo sinterizado. N&o foram observados tragos de
tri-fosfato de calcio, fase que normalmente se origina da
decomposicdo da HA. A alta estabilidade do p6 de
hidroxiapatita & favoravel, ja que o tri-fosfato de célcio
apresenta uma solubilidade distinta em meio fisiolégico
e mais baixa resisténcia mecanica. Assim, pode-se
obter maxima densificagdo com o ciclo de queima
utilizado sem comprometer as propriedades do
implante.
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Figura 4. Difratogramas de raios-X do pé de
hidroxiapatita e de amostras do produto sinterizado
a 1250°C e 1250°C por 2 horas.

A Tabela | mostra os resultados dos testes de
citotoxicidade da HA porosa para as diferentes
concentOragdes do extrato utilizadas. A tabela lista o
valor percentual do nimero de coldnias nas placas de
CHO em relagdo a placa controle.

Tabela I. Percentual do nimero de coldnias visiveis
nas placas de CHO

% do Numero de Coldnias
Concentracd | Controle Controle HA
o do extrato | negativo positivo
(%)
8.25 90 94 94
12:5 91 80 89
25 95 72 86
50 91 51 81
100 83 3 73
O potencial citotéxico pode ser estimado

quantitativamente a partir de uma proje¢do dos dados
em grafico como verificado na Figura 5.
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Neste grafico define-se um Indice referente a
concentrag@o de extrato que causa a morte de 50% da
populagdo de células. Como esperado, o controle
negativo (alumina) causou uma resposta ndo citotéxica
(ICso (%) >100), enquanto que o controle positivo
(solugdio fenol 0.02%) apresentou [Cs, de
aproximadamente 50%, indicando que numa diluigio de
50% de solugdo fenol eliminou 50% da populagdo
celular no teste. A amostra de hidroxiapatita porosa
revelou valor ICso> 100%, indicando portanto auséncia
de citotoxicidade.
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Figura 5. Ensaio de supressio de colénias no teste
de citotoxicidade da HA.

Estes resuitados provam que, apds o processo
para fabricac@o de uma estrutura porosa, o p6 de HA de
elevada pureza quimica originaimente utilizado nao
teve seus niveis de toxicidade comprometidos. Isto se
deve principaimente aos cuidados tomados durante o
processamento escolhendo-se reagentes de alta
pureza, como é o caso dos dispersantes, monémeros,
agentes espumantes que sdo efetivamente eliminados
durante a queima e evitando-se contaminag3o.

CONCLUSOES

A produgdo de corpos porosos de hidroxiapatita
com densidades variadas é possivel por meio do
método de formagdo de espumas seguido de
gelificaggo. Os corpos sinterizados apresentaram um
indice ICs0> 100% indicando que o material processado
€ ndo citotdxico. Estes resultados permitem uma
seguinte etapa de avaliagdo do biomaterial seja
efetuada, a qual envolve testes de biocompatibilidade
aplicados in vivo.
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CYTOTOXICITY OF POROUS HYDROXYAPATITE
PREPARED BY GELCATING OF FOAMS

ABSTRACT

A novel technique has been applied to manufacture
porous hydroxyapatite for implant applications. The
process involved generation of foam from an aqueous
suspension of the powder followed by in  situ
polymerisation of organic monomers which had been
previously added to the compositions. The sintered
material was evaluated for cytoxicity through a
quantitative method of cell colonies formation. Extracts
prepared from the ceramic material in culture medium
were added to culture dishes containing Chinese
Hamster Ovary cells (CHO). The determination of cell
death after this indirect contact with the biomatenal was
used to assess the cytotoxicity. Results revealed that
the low toxicity of biomedical grade HA powder was
neither affected during: processing nor by the employed
reagents. An index ICso (%) >100 was attained indicating
that the porous material is non cytotoxic.

Key-words: Porous HA, gelcasting, foams, citofoxicity.
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