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Resumo.

Acidentes com veiculos auto-motores, praticas esportivas e processos
patologicos  degenerativos (exemplo, a osteoporose) vém aumentando
consideravelmente e sdo em situagbes como essas, que determinados biomateriais
se encaixam, devido a suas capacidades clinicas e poés-operatoria. I1sso leva a
reconhecer, a necessidade em estar desenvolvendo pesquisas nessa area,
investimentos e novas pesquisas poderdo trazer novas alternativas de aplicagéo,
principalmente se o resultado for em se tratando de materiais com custos mais
acessiveis.

Esse trabalho é baseado em ensaios que testaram a eficiéncia de um candidato
a biomaterial, a liga metélica Ti-Si-B, quando em contato direto com o sangue. O
método de hemocompatibilidade é embasado nas normas internacionais ISO 10993-
4 Biological Evaluation of Medical Devices e ASTM 756 — Standard Practice for
Assessment of Hemolytic Proprierties of Material, tem a fungdo de mostrar
alteragbées nos componentes sanguineos. Neste trabalho, usou-se ensaios in-vitro,
esse processo teve como finalidade averiguar a possivel aplicagdo do material para
uso clinico, como parte de uma série de estudos de biocompatibilidades ainda a

serem realizados.
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INTRODUGAO

Existe uma variedade de requisitos a serem obedecidos, para que um material
possa ser considerado implantavel, a biocompatibilidade € um deles. A propriedade
fisica do material para ser implantado ndo é o unico quesito a ser observado, pois
somente isso ndo garante a possibilidade de implante, mas com certeza é o que
possibilita a proxima fase de aprovacao, que é a biocompatibilidade, aceitacdo do
material dentro de um meio biolégico, onde sua capacidade de funcionamento nao
gera disturbios imunologicos ao hospedeiro e também que o hospedeiro ndo atue
negativamente sobre o dispositivo de modo que este venha a perder sua fungao!™ >
. Quando se avalia biocompatibilidade, observa-se, citotoxidade, sensibilizagdo,
toxicidade sistémica, hemocompatibilidade, entre outros. Essas analises sao
imprescindiveis para avaliar como o0 organismo se comporta em relagdo ao material
de implante.

As ligas metalicas tém sido usadas com sucesso como biomateriais que de um
modo basico, sdo materiais capazes de reconstituir ou substituir tecidos e funcdes
corpéreas sem que reajam negativamente ao hospedeiro(g) em aplicagdes, por
exemplo, nas areas de ortopedia, cardiologia — como parte de dispositivos em
valvulas e odontologia. Assim o uso de biomateriais e a busca de novas
possibilidades de ligas que estao sendo testadas®, vem crescendo, ndo somente na
questao cientifica em que o mesmo esta inserido, mas principalmente no que se
refere a condi¢cdes para a melhoria na qualidade de vida das pessoas que precisam
clinicamente serem assistidas com esses dispositivos implantaveis. Para verificar a
interagdo material versus meio bioldgico, testes in-vitro e in vivo sao realizados. Este
trabalho esta embasado nas Normas Internacionais preconizadas pela ISO 10993-4
- Biological Evaluation of Medical Devices - Part 4: Selection of tests for interactions
with blood, pela ASTM F-756 - Standard Practice for Assessment of Hemolytic
Properties of Material e nos métodos de analise clinica hematoldgica.

Dentro do processo de biocompatibilidade o material deve atingir um resultado
clinico esperado®. Nesse estudo, realizaram-se testes de hemocompatibilidade,
onde a liga metalica TiSiB® esteve em contato direto com o sangue (in-vitro), num
periodo de 72 horas. Outras ligas também foram usadas como parametro (F-138, Ti

grau 2, CrCoMo) e apds esse tempo, o sangue foi analisado microscopicamente,
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observando a presenca ou nao de possiveis alteragbes. No processo de avaliagao
da hemocompatibilidade, estdo envolvidos processos de analises laboratoriais
clinicos, que sado: Leucograma - fornece informacgdes referentes as células brancas,
para poder avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas nas células rereferidas;® 8 19 .
Eritrograma: fornece informacgdes referentes as células vermelhas, através de varios
métodos como a contagem de hemacias, dosagem de hemoglobina, determinagéo
do hematdcrito, calculos dos indices hematimétricos, pH e observacoes

morfotintoriais (34 7 & 10,

MATERIAIS E METODOS

Coleta do material.

- foram realizados dois ensaios (para a liga TiSiB) e em cada um foram coletadas
quatro amostras sanguineas (humana) de 5 ml cada, sendo duas amostras
coletadas em tubos com anticoagulante EDTA e duas em tubos sem anticoagulante
(para verificar tempo de coagulagédo); para as ligas metalicas usadas como
parametro, foram coletadas duas amostras para cada material, seguindo o padrao
citado acima e realizou-se apenas um ensaio.

-as amostras com anticoagulante e sem anticoagulante foram divididas em:
*Amostra A — sangue com liga metalica;

*Amostra B — somente sangue (amostra utilizada como padrao de normalidade para
os testes);

Analises realizadas.

- dosagem de hemoglobina (Hb), pH, hematdcrito (Ht), indices hematimétricos
(volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)), tempo de coagulacao
sanguinea; contagem global de hemacias, leucécitos e plaquetas e confecgdo do
esfregaco sanguineo para analise morfoldgica;

- as analises foram realizadas durante um periodo de 72 horas, exceto a dosagem
do pH sanguineo, que foi somente avaliado no momento imediato e no de 72 horas
e a amostra para o tempo de coagulagdo, que foi realizada apenas uma vez em

cada ensaio (no momento imediato da coleta);
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- as dosagens de hemoglobina, indices hematimétricos, contagem global de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, foram realizadas no aparelho Cobas Micros e o
pH foi medido no aparelho Roche OMNI C;

- a andlise morfolégica das células sanguineas foram realizadas em microscopio
Optico, com objetiva de imersao (100x ).

*As unidades utilizadas para os valores das amostras estdo na Tab. 1. Os valores
sdo estabelecidos e utilizados em analises laboratoriais pelo Laboratério da Santa

Casa de Misericordia — Uniara.

Tabela 1. Valores de Referéncias Laboratoriais®.

Analitos Valores
Hemacias Homem: 4,5 - 6,0 milhdes por mm?®
Mulher: 4,0 — 5,5 milhdes por mm?®
Leucécitos 5000 — 10000/ mm®
Hb Homem: 14 — 17 g/dI
Mulher: 11,5 - 16 g/dI
Ht Homem: 40 — 54 g%
Mulher: 35 - 47 g%
VCM 87 (+/-5) fil
HCM 29 (+/- 2) pg
CHCM 34 (+/- 2) g/dl
Plaquetas 200000 - 400000
pH 7,35-7,45
Tempo de 5 - 15 minutos
Coagulagao

As ligas metalicas: F-138, Co-Cr-Mo ( Cobalto-Cromo-Molibdénio) e liga de Ti
grau 2 (Titdnio) que sdo biomateriais metalicos ja bastante conhecidos, foram
utilizadas com a intencao de se ter parametros qualitativos para os ensaios de
hemocompatibilidade efetuados. A tabela abaixo mostra as ligas ensaiadas com a

respectiva composigao quimica.
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Tab. 2 — Composigéo quimica nominal das ligas (% em peso).

Ligas C Mn Cr Ni Mo N/H/O | Cul/B Si Outro
s
Tigrau | 0,01 - - - - 0,03 max/ Ti
2 max 0,015 max/ Bal.
(ASTM 0,25 max - -
67)
Co-Cr- Co
Mo 0,35 |10 27- 1,0 5-7 - - 1,0 Bal.
(ASTM 30
95)
Aco 0,03 0,1 max/ Fe
Inox max | 2,0 17-19 |13-15,5| 2-3 -/ Cu: 1,0 Bal.
(ASTM - 0,5 max
F138)
Ti
TiSiB - - - - - B:5 10 Bal.

Microestrutura da liga TiSiB.

A liga do sistema Ti Si B utilizada foi, conforme tabela anterior, a de composicao
nominal Ti-10Si-5B, que apods fusao foi tratada a 1250°C por 16 horas. A
microestrutura resultante é formada pela fase denominada a (TisSi;2B), fase B (TiB) e

matriz de Ti, conforme mostra a Fig. 1 a seguir.

Fig. 1. Liga Ti 10 Si 5B apo6s tratamento térmico a 1250°C por 16 horas. Aumento 500x.
Ataque: Kroll.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 3 demonstra todos os ensaios realizados com as distintas ligas
metalicas, onde observamos a avaliagdo global das hemacias, dos leucdcitos,
indices hematimétricos, hemoglobina, hematdcrito, pH inicial e final e tempo de
coagulagao, num periodo de 72 horas. Os valores demonstrados na Tab.3 foram
obtidos através da média.

Tabela 3. Ensaio das Ligas: Ti-Si-B, Sangue sem liga, F-138, Ti e Cr-Co-Mo (média
dos valores).

Analitos Sangue e liga| Sangue | Sangue e | Sangue e Ti| Sangue e
Ti-Si-B sem liga F-138 Cr-Co-Mo

Leucécito 3.3 3.3 3.6 3.4 3.3
Hemacia 5.35 5.45 5.5 5.24 5.26
Hb 14.65 14.5 15.3 13.08 12.9
Ht 43.5 44 43.6 43.05 43.2
VCM 82.1 82.3 82.6 81.05 81.4
HCM 27 271 28.3 26.1 26.2
CHCM 32.2 33.1 34.5 30.8 31.4
Plaqueta 223 228 218 229 228
pH inicial 7.16 7.15 7.33 7.35 7.32
pH final 7.2 7.23 7.33 7.38 7.35
Tempo de 6’ 7’ 42 5 5’ 25” 5
Coagulagao

Ensaios de Comparagao.

A tabela 4 demonstra as analises comparativas em porcentual entre as Ligas: F-
138, Ti gau 2, Cr-Co-Mo e Sangue sem Liga, para saber se o porcentual & para mais

ou para menos, usar a Tab.3 como parametro.

Tab. 4 - Diferengas em % do sangue com liga Ti-Si-B comparada com o sangue sem
liga metalica e com outras ligas (biomateriais).

Sangue sem Sangue com Sangue com Sangue com
liga liga F-138 liga Ti liga Cr-Co-Mo

Leucécito 0 8.3 29 0
Hemacia 1.8 2.7 2.09 1.7
Hb 1 4.2 12 13.5
Ht 1.1 0.2 1.04 0.7
VCM 0.2 0.6 1 0.9
HCM 0.4 4.6 3.4 3
CHCM 2.7 6.7 4.5 2.5
Plaquetas 2.2 2.3 2.7 2.2
pH inicial 0.1 2.3 2.6 2.2
pH final 0.4 1.8 2.4 2
Tempo de 191 20 14.3 20
Coagulacéao
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O numero total de leucécitos das amostras teve uma variagéao entre 3.3 a 3.6 mil
leuc./mm>, o que nao significa leucopenia (diminuicdo de leucécitos), pois o valor
estd dentro do limite de normalidade (“valor normal individual’) do doador da
amostra sanguinea.

Pode-se observar uma elevacdo da hemoglobina, nas amostras que entraram
em contato com a liga metalia Ti-Si-B, comparada as outras ligas e ao sangue sem
contato com liga metalica. Essa alteragdo € decorrente da lise das hemacias e pode
estar relacionada também com a interagdo do anticoagulante em destruir as células,
pois os valores obtidos, ndo sdo consideraveis neste caso, quando comparamos
com os valores os quais temos como padrao de normalidade e quando comparamos
aos valores de referéncia laboratorial estabelecidos.

Na determinagcdo do hematdcrito onde demonstrou-se a porcentagem das
hemacias em relagdo ao sangue total, também n&o apresentaram-se alteracoes
consideraveis quando comparadas aos valores de referéncias laboratoriais
utilizados.

Os indices Hematimétricos também mantiveram-se dentro dos limites de
alteracbes aceitaveis, tanto em relacdo aos valores de comparacdo determinados
nas analises padrao de normalidade, tanto quando comparados com os valores de
referéncias usados em analises laboratoriais estabelecidas.

Observando os dados pode-se concluir que as plaquetas do sangue com a liga
Ti-Si-B, quando comparadas ao que nao entrou em contato com a liga, tiveram uma
diminuicéo de 2.2%, a qual, ndo tem consideragao clinica, as variagdes resultantes
do contato do sangue com as outras ligas, também n&o s&o consideraveis.

O tempo de coagulagdo mostrou uma variagdo maior de 10% entre o sangue
com liga metdlica, sangue sem contato da liga e sangue com outras ligas
(biomateriais), mas mesmo assim ndo se considera alteracdo, pois avaliando
individualmente cada ensaio, estes, mantiveram-se dentro dos valores de
referéncias laboratoriais clinicos.

O pH sanguineo manteve-se dentro dos valores de referéncias laboratoriais,
quando compara-se 0 sangue com liga metalica Ti-Si-B e o sangue sem contato
com a liga, a variagdo € menor do que quando compara-se com O sangue que

entrou em contato com as outras ligas (biomateriais), mas a alteragdo nao é
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consideravel, esta dentro dos valores permitidos para pH sanguineo, mostrando que
o equilibrio acido-base do sangue, ndao se alterou frente ao contato com a liga

metalica candidata a biomaterial (Ti-Si-B).

Analise Morfologica.

As analises dos esfregagos sanguineos demonstraram, tanto para hemacias,
quanto para leucécitos alteracbes as sao denominadas de artefatos, onde a
estrutura morfolégica das células tiveram algumas anormalidades, como por
exemplo, hemacias crenadas ou em gota de lagrima ou no caso dos leucdcitos, com
vacuolos ou lesdées na membrana celular, isto provavelmente é decorrente do tempo
que o sangue ficou em contato com o anticoagulante EDTA e nao pelo fato de ter
entrado em contato com as ligas metalicas. Para confirmagdo dessa afirmacgao,
observamos os resultados obtidos nos esfregagos de sangue que nao entraram em
contato com a liga ( esse esfregaco é tido como padréao 100% de normalidade), e
também comparamos com os esfregacos de sangue que entraram em contato com
as ligas metadlicas F-138, Cr-Co-Mo e Ti grau 2, que ja s&o consideradas
biomateriais, todas as analises morfolégicas das hemacias e leucdcitos estdo dentro
do padrdao de normalidade, seguindo os valores de referéncias laboratoriais. O
grafico 1 demonstra os dados obtidos para Leucécitos somente, ja que as

anormalidades das hemacias foram apenas qualificadas e nao quantificadas.
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Graf.1 Alteragbes morfoldgicas de Leucdcitos.

4637



17° CBECIMat - Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais, 15 a 19 de Novembro de 2006, Foz do Iguagu, PR, Brasil.

CONCLUSAO

Os métodos utilizados para avaliagdo do sangue no processo de
Hemocompatibilidade da Liga Metalica Ti-Si-B, demonstraram um excelente
resultado, pois as alteragde encontradas n&o sao consideraveis, quando
comparadas entre si € quando comparadas com os valores de referéncias

laboratoriais clinicos.
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HEMOCOMPATIBILITY OF ALLOY CANDIDATE THE
BIOMATERIAL: Ti-Si-B

ABSTRACT

The occurrence of accidents from automachine vehicles, sport and also
pathological processes (osteoporosis is an example) are increasing, provoking the
use artificial materials to replace body parts injured. Material used whit this propose
are called Biomaterials. In this area new investiments and research has taken new
biomaterial and also new alternatives of application bringing a bigger number of
benefited people, mainly if results of these research are materials with accessible
costs.

This work is based on evaluation of efficiency of a candidate to the biomaterial,
the metallic alloy Ti-Si-B , when in direct contact whit the blood. Hemocompatibility
tests is based in the international norms ISO 10993-4 Biological Evaluation of
Medical Devices and ASTM 756 - Standard Practice will be Assessment of Hemolytic
Proprierties of Material. Test “in vitro” will be performed. Results intend to show
possible alterations in sanguineous components. This process has as purpose to be
inquiring the possible application on the material for clinical use, as part of a series of
biocompatibility studies that still to be carried through.

Keywords: Hemocompatibility, Metallic alloys, Biomaterial.
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