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Resumo

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e realizar a avaliagao bioldgica
preliminar de componentes de Carbono Vitreo Monolitico (CVM) obtidos por
carbonizagao a vacuo, para fins na area médica, tais como na produgao de valvulas
cardiacas. Propriedades que tornam este material apropriado para este uso incluem
boa resisténcia, durabilidade e, mais importante, “trombo-resisténcia”, ou habilidade
de suportar coagulagdo sanguinea. Foram preparadas amostras de Carbono Vitreo
utilizando substrato de resina termorrigida do tipo furfurilica. O processo utilizado na
fabricacdo das amostras é basicamente o processo de carbonizagdo a vacuo, por
um periodo de 48h. A densidade relativa do material foi calculada e também foram
realizadas difracbes de raios-X para analise das fases presentes. Além disso,
propriedades mecanicas importantes como dureza e tenacidade a fratura foram
avaliadas. Realizou-se também testes de avaliagdo biolégica preliminares, sendo
que para a realizagao destes, utilizou-se o Método de Incorporacdo do Corante Vital
Vermelho Neutro. Estes testes de citotoxicidade s&o baseados em cultura celular de
mamiferos. Amostras de CVM com baixo grau de porosidade e dureza Vickers da
ordem de 3 GPa foram obtidas. A avaliagcédo biolégica demonstrou que os materiais
obtidos sdo biocompativeis, devido ao crescimento celular apresentado durante o
teste de citotoxicidade, independente do substrato utilizado. Portanto, esse polimero
pode ser caracterizado como um biomaterial, adequado para aplicagdes biomédicas.
Palavras-chave: Biomateriais, Carbono vitreo monolitico (CVM); Caracterizagoes;
Citotoxicidade

CITOTOXICITY EVALUATION OF THE MONOLITHIC GLASS CARBON FOR
BIOMEDICAL APLICATIONS

Abstract
The goal of this work was the development and biological characterization of the compounds
based on Monolithic Glass Carbon obtained by vacuum-carbonization, for medical
applications. Glass carbon samples were prepared by carbonization, at vacuum for 48h. The
relative density of the materials was evaluated by Arquimedes’ principle. Furthermore XRD
was used bay phase analysis. Hardness and fracture toughness were characterized.
Samples with low porosity and Vickers near to 3 GPa were obtained. Samples were
submitted the “in vitro” cytotoxicity tests for preliminary biological evaluation. In the tests,
extracts of the materials were used to be tested in contact with a mammalian cell culture
(NCTC-clone L929 cell line) as positive (phenol solution) and negative (no toxic PVC pellets)
extracts controls. The cytotoxicity evaluation was carried through using the neutral red
uptake methodology. The obtained results showed that materials did not present cytotoxic
character. So, these materials are strong candidates to be applied in implantation systems.
Key-words: Biomaterials; Glass carbon; Characterizations; Citotoxicity.
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1 INTRODUGAO

O estudo e a obtencdo de materiais carbonosos sao de significativa
importancia porque atualmente sdo considerados como produtos de tecnologia de
ponta, utilizados nas areas da quimica, da medicina, da engenharia e da
aeronautica. O Carbono Vitreo aparece como uma boa opcado dentre estes
materiais, pois apresenta elevada resisténcia a flexdo, baixo coeficiente de
expansao térmica, alta resisténcia ao ataque quimico, baixa resistividade elétrica e
boa biocompatibilidade.

O Carbono Vitreo € um material isotropico, nao grafitizavel, formado pela
pirdlise de um polimero termofixo, ou seja, com ligacées cruzadas. Este material
pertence a classe dos materiais frageis e as suas propriedades mecanicas sao
influenciadas por sua porosidade.!"! O carbono vitreo ndo possui arranjo dos atomos
de carbono de ordenac&o a longa distédncia em suas dimensdes, além de possuir
aspecto brilhante apdés polimento e também pelo fato de que sua fratura é
semelhante a do vidro, i.e., do tipo conchoidal.

O material em estudo apresenta um excelente potencial de aplicagao na area
biomédica, como por exemplo, material base para a manufatura de valvulas
cardiacas. O tecido animal vivo é capaz de aderir a sua superficie sem problemas de
inflamacdo ou rejeicdo.*® Ainda ndo existe uma teoria aceita que explique a
compatibilidade do sangue com as superficies do carbono. No entanto, tais produtos
tém mostrado que nao alteram as proteinas ou a atividade enzimatica do sangue,
sendo esta a principal razdo de sua boa interagdo com as células sanguineas.
Problemas de biode?radagéo dentro do corpo n&o sao observados, devido a inércia
quimica do carbono.*?

A biocompatibilidade dos materiais pode ser avaliada por testes in vitro e in
vivo. Os testes in vitro podem nao representar a situacdo real de um implante.
Contudo, eles podem promover alguns tipos de resultados preliminares relacionados
a interacdo entre o material e o corpo biolégico, de forma rapida e eficiente,
minimizando a necessidade de testes em animais. O teste de citotoxicidade “in vitro”
€ classificado na ISO 10993-1, como um teste de avaliagdo 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 pode ser realizada utilizando-se
o meétodo de incorporagdo 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. Esta
baseado no fato de que o vermelho neutro € um corante soluvel em agua e que
passa através da membrana plasmatica e se concentra nos lisosomas de células
vivas onde se fixa por ligagbes eletrostaticas nos sitios anidnicos da matriz
lisosomal. Muitas substancias danificam as membranas celulares e lisosomais
resultando no decréscimo de captura e ligagdo do vermelho neutro. Portanto é
possivel distinguir entre células vivas e mortas pela medida da intensidade de cor
final.

A proposta desse estudo é o desenvolvimento e avaliagéo bioldgica preliminar
de componentes de carbono vitreo monolitico (CVM) obtidos por carbonizagao a
vacuo, para fins na area médica.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Processamento

O processo utilizado na fabricagdo de carbono vitreo monolitico (CVM) foi
constituido basicamente do processo de carbonizacdo a vacuo, desenvolvido e
patenteado pelo Departamento de Fisica Aplicada do Instituto de Fisica da
Unicamp,™ onde foi utilizado um substrato de resina termorrigida do tipo furfurilica.
O tempo de carbonizagao foi de 48 horas (a vacuo), na espessura de 3 milimetros.

2.1.1 Obtencao

O processo de fabricagdo de carbono vitreo monolitico (CVM) mais utilizado é
constituido basicamente do processo de carbonizagdo em atmosfera inerte (argdnio
ou nitrogénio) de um substrato de resina termorrigida do tipo furfurilica. A utilizagéo
desses gases inertes tem custo e tempo de processamento elevado. Assim, foi
desenvolvido um processo de produ¢cdao do CVM com carbonizacdo a vacuo,
apresentando vantagens como menor perda no processo de carbonizagao devido a
distor¢des nas pegas e menor tempo de carbonizacgio.

Como principal vantagem desse processo, o tempo de carbonizagao é diminuido de
96 horas (utilizando atmosfera inerte) para 48 horas (a vacuo), na espessura de 3
milimetros. O custo de produgao do processo € menor devido a eliminagdo da
atmosfera inerte, dos suportes de sustentacdo para a produgdo de pecas
complexas, menor relacdo entre homem/hora trabalhada na producao das pecgas e
diminuicdo do consumo de energia elétrica.

2.1.2 Preparagao das amostras

As amostras previamente obtidas, pelos métodos ja apresentados anteriormente,
deverdo ter area superficial especifica de 3 cm? Essas amostras serdo lixadas,
polidas e, em seguida esterilizadas.

2.2 Caracterizacoes

A densidade relativa das amostras foi determinada relacionando a massa
especifica apds a sinterizacdo e a densidade real do material. A massa especifica
das amostras foi determinada pelo método de imersao proposto por Arquimedes.
Anadlise de fases cristalinas presentes nas amostras, foram realizadas por
difratometria de raios X, utilizando radiacdo Cu-Ka com varredura entre 10° e 80°,
com passo angular de 0.05° e tempo de contagem de 2s por ponto.

2.2.1 Propriedades mecanicas

A dureza e tenacidade a fratura de cada amostra desenvolvida foi determinada
usando-se penetradores de diamante dos tipos Vickers,® sabendo-se que este tipo
de material sofre recuperacao elastica, quando o penetrador deixa a superficie da
amostra que esta sendo ensaiada.

2.3 Avaliacao Biolégica
Os testes in vitro para a analise da citotoxicidade, através do método de
incorporacéo do Vermelho Neutro,® foram realizados de acordo com a norma ISO

10993-5:"1 Amostras dos materiais foram esterilizadas e adicionadas em Meio
Minimo de Eagle (MEM) na proporgdo de 1 cm?mL e incubado por 48h a 37°C.
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Diluicbes seriadas foram feitas dos extratos de amostras, de Al,O3; (controle
negativo) e de solugéo de fenol 2% (controle positivo).

Para o preparo da suspensao celular, primeiramente houve o cultivo das
células NCTC-clone L929 de tecido conectivo de camundongo, originaria da
American Type Culture Collection [ATCC-(CCL1)], em garrafa de cultura celular
(75cm?), em meio de cultura composto por Meio de Eagle (MEM) com adicdo de
10% de soro fetal bovino, aminoacidos ndo essenciais e piruvato de sodio (Meio-
uso). Apos confluéncia, a cultura foi tratada com solugdo ATV (Tripsina 0,2% e
Versene 0,02%), para o destaque das células. A densidade celular foi avaliada em
hemocitdbmetro e a suspensao celular foi ajustada para cerca de 5x10° a 5x10*
células por mL. O preparo da microplaca consistiu na realizacdo de uma suspensao
celular de NCTC - clone L929 da ATCC-CCL1, de 2,5x10°células/mL e distribuigdo
de 200uL em cada pogo (5x104céls/pogo). A placa foi incubada em estufa umida a
37°C e atmosfera com 5% CO, por cerca de 24h, para atingir a confluéncia
desejada.

O ensaio propriamente dito foi realizado através da adicédo de 200uL de cada
diluicdo do extrato em contato com as células aderidas em cada pogo, em triplicata.
Controles, positivo e negativo, receberam o mesmo procedimento da amostra, com
concentracdes de extrato de: 1= 100%; 2= 50%; 3= 25%; 4= 12,5% e 5= 6,25%. Os
pocos com controle de células receberam Meio-uso, isto €, meio de cultura
composto por Meio de Eagle (MEM) com adigdo de 10% de soro fetal bovino,
aminoacidos nao essenciais e piruvato de sodio. Este controle corresponde a 100%
de sobrevida celular.

A placa foi entdo mantida em estufa imida 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
incorporacao do corante. Apds esta etapa a placa foi lavada duas vezes com PBS e
uma vez com a solugdo de lavagem e em seguida cada pogo recebeu 200uL de
solugéo de extragcao, sendo esta solugao constituida por 1% de acido acético e 50%
de etanol. A placa foi levada para leitor de ELISA com filtro de 540nm e filtro de
referéncia de 620nm, e apods ser agitada por 10 min, foi realizada leitura de
densidade 6ptica em 540nm.

Por ultimo, foi calculada a média das leituras de densidade Optica de cada
diluicdo e feita a comparagdo com a média do controle de células (100%), obtendo-
se a % de sobrevida das células em cada diluicdo. Projetando-se em grafico a % de
sobrevida em fungao da diluigdo do extrato obteve-se uma curva, na qual pode ser
encontrado o indice de citotoxicidade (ICsos) do material. [Csoq significa a
concentracdo do extrato que lesa ou mata 50% da populagao celular no ensaio de
citotoxicidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao das Amostras
A Figura 1 apresenta os resultados de difracdo de raios X das amostras de

carbono vitreo desenvolvidas nesse trabalho. O aspecto do difratograma € de um
material amorfo sem a presenca de picos cristalinos bem definidos.
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Figura 1 - Difratograma de raios X, do carbono vitreo monolitico.

Os resultados de densidade relativa indicaram valores promissores para esse
material, quando obtidos pelo processo a vacuo. A densidade relativa ficou acima de
95%, ou seja, o material apresenta menos de 5% de porosidade fechada em sua
estrutura.

Os resultados dos testes de dureza indicaram valores da ordem de 3GPa, para
os materiais desenvolvidos, compativeis com dados obtidos na literatura.’® Os
resultados de tenacidade a fratura se apresentaram incoerentes, para o uso da
técnica de indentagéo Vickers, ja que esta € uma técnica n&o destrutiva e precisa,
porém, a maioria das impressdes nao € clara, devido ao Carbono Vitreo ser
considerado um material fragil/elastico e a impressdo ser caracterizada por uma
substancial recuperacdo elastica.! Os relatos referentes a tenacidade desse
material indicam a presenca de valores que variam entre 0,5 MPam'? e 1,2
MPam"?. Bl Somente em algumas amostras de Carbono Vitreo foram observadas a
geragado e a propagacao de trincas nas vizinhangas da impressdo, para algumas
cargas aplicadas. De acordo com Ostojic e McPherson,” penetradores pontiagudos
podem comportar-se como penetradores arredondados produzindo cones
hertezianos, caso o material contenha um grande numero de falhas como, por
exemplo, alta porosidade.

3.3 Avaliacao Biolégica

Na Figura 2, mostra-se o resultado obtido para amostras de Carbono Vitreo
Monolitico obtido pelo processo a vacuo.
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Figura 2 — Ensaio de citotoxicidade: Analise das amostras de CVM.

Pelo grafico de citotoxicidade pdde-se perceber que as amostras obtiveram
um otimo resultado, ja que foram obtidas porcentagens de células viaveis em torno
de 100%. Valores indicativos acima de 100%, com desvios-padroes de até 10% séao
inerentes do sistema de leitura através de densidade 6tica, porém os mesmos sao
consideraveis aceitaveis para o tipo de ensaio realizado.[® Assim, de acordo com os
resultados apresentados, nenhum material mostrou citotoxicidade, exceto o controle
positivo. Isto porque o controle positivo € aquele que simula condi¢gdes inadequadas
para o crescimento celular. Demonstrou-se ainda que n&o ha diferenca na
citotoxicidade entre os materiais obtidos de diferentes substratos.

Além disso, através deste teste, garante-se que ndo houve contaminagéo em
quantidade significativa durante o processamento, nao comprometendo o
experimento.

4 CONCLUSOES

Amostras de Carbono Vitreo Monolitico (CVM) de elevada densidade relativa
foram obtidas e apresentaram-se com alta fragdo de fase amorfa, conforme
comprovado pelo difratograma de raios-X. Os resultados de dureza Vickers desse
material indicaram dureza da ordem de 3 GPa. A técnica de indentacao vickers nao
se mostrou eficaz para caracterizar a tenacidade a fratura desse material. Os testes
de citotoxicidade apresentaram o6timos resultados, mostrando que o material em
estudo apresenta grande tendéncia a ser um material biocompativel. Este fato &
muito importante ja que busca-se um material para posterior aplicagdo em valvulas
cardiacas. Ainda sobre a avaliagéo biologica, constatou-se que o substrato utilizado
para a formacdo do carbono vitreo ndao apresentou interferéncia significativa nos
resultados, sendo assim, o material possui 6timas caracteristicas biolégicas em
qualquer uma dessas condigdes.
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