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Resumo

Dentre os biomateriais que visam auxiliar a regeneragao 6ssea, destacam-se os de
origem bovina. Tém sido avaliados diferentes protocolos de tratamento quimico do o0sso
bovino com a finalidade de preservar os componentes orgéanicos (colageno) e inorganicos
(hidroxiapatita), resultando no Osso Bovino Misto (OBM), a fim de aumentar a resisténcia
mecanica do material. Apesar do OBM apresentar-se como um material promissor para
uso na clinica médico-odontolégica, por conciliar resisténcia e resiliéncia, deve-se certificar
a auséncia de efeitos téxicos ou ativagdo do sistema imune do organismo, ou seja, sua
biocompatibilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a citocompatibilidade do OBM por
meio de testes de citotoxicidade (Norma 1SO 10993), analise morfoldégica e estudo da
interagdo célula-material. Os ensaios de citotoxicidade consistiram de contagem de
células, reducdo do MTT e captagdo do Vermelho Neutro. Nesses testes, células da
linhagem Balb/c 3T3 foram incubadas com diferentes concentragcées do extrato puro do
OBM (100mg/mL), a 37°C, 24 h. Nesses ensaios, verificamos diferenga estatisticamente
significante entre o grupo controle (nao tratado) e as concentragdes superiores a 50
mg/mL (p< 0,01, Andlise de Variancia, teste de Tukey), similar a proporcionada pelo GEN-
OX® organico e GEN-OX® inorganico, comercialmente disponiveis. Estes resultados foram
confirmados pela andlise da morfologia das células tratadas nas diferentes condigoes,
utilizando microscopia 6ptica de luz. A andlise da interacdo célula-material (por
microscopia eletrOnica de varredura) somente foi possivel apéds didlise do material (agua
deionizada) e condicionamento (72 h) em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
+ 10% Soro Fetal Bovino (SFB). Concluimos que concentragdes do extrato do OBM acima
de 50 mg/mL diminuem significativamente o nimero de células, as fungbes mitocondrial e
lisossomal. Provavelmente isto se deve a presenca de residuos do processamento do

material, indicando a necessidade de otimizacdo do processo.
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ABSTRACT

Biomaterials have been developed and investigated aiming to help bone
regeneration. Xenografts of bovine origin stand out due to their biocompatibility, low cost
and availability. Some protocols have been tested to develop a chemically treated material
containing the anorganic (hydroxiapatite) and the organic (collagen) components of
bovine boned: the mixed bovine bone (MBB). In spite of the MBB has been shown as a
promising material for dental and medical applications, due to its resistance and resilience,
it must be certified that this material is atoxic and do not activate the immunological
system of the organism. The purpose of this investigation was to evaluate the MBB
cytocompatibility by the use of cytotoxicity tests (1SO 10993), morphological analysis and
cell-material interaction studies. The cytotoxicity assays consisted of cell number
determination, MTT reduction and Neutral Red uptake. In these tests, Balb/c 3T3 cell lines
were treated with different concentrations of MBB extract (100mg/mL, 37°C, 24h).
Statistically significant differences were observed among control group (no treatment) and
concentrations higher than 50 mg/mL (p< 0.01, ANOVA, Tukey’s test), similar to results
observed for organic and inorganic bovine bone (Gen-Ox®). Morphological analysis (optical
microscopy) confirmed these results. Cell-material interaction (scanning electron
microscopy) was studied only after material dialysis and 72 h conditioning (Dulbecco
Modified Eagle Medium, DMEM, plus 10% Fetal Calf Serum, FCS). Fibroblast proliferation
and cell adhesion to the material were observed. We conclude that concentrations of MBB
extract higher than 50mg/mL decreased significantly the cell number, mitochondrial and
lisosomal function. Probably toxic residues from manufacturing procedures remain in the

material, indicating that process optimization should be considered.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biologia éssea

O osso é uma forma altamente especializada de tecido conjuntivo, de origem
mesenquimatosa, que apresenta sua matriz extracelular mineralizada, o que confere
notavel rigidez e forca ao esqueleto, mantendo, ao mesmo tempo, certo grau de
elasticidade. Além de desempenhar fungdes de suporte e protegdo, participa ativamente
na manutencdo da homeostase de célcio e de outros ions, como Mg*z, no organismo
(Marks e Hermey, 1996).

Apesar da sua rigidez, o 0sso ndo € um tecido estatico e imutavel. Na sua estrutura
h&a canais e cavidades ocupadas por células, perfazendo cerca de 15% do tecido ésseo,
que estdo engajadas no incessante processo de remodelamento. Os processos de
formacdo e reabsorgcdo Ossea sdo altamente regulados e responsaveis pela forma
especifica de cada osso, assim como pela sua manutencao na fase adulta (Delaissé et al/.,
2000).

A composicao do tecido 6sseo varia com a espécie, a idade, o tipo estrutural e se
este foi ou nado acometido por alguma doenca. O o0sso pode ser dividido
macroscopicamente em cortical e medular, os quais sao constituidos por células, matriz
orgénica, matriz inorganica e fatores sollUveis de sinalizagédo. (Seal et a/., 2001).

As caracteristicas gerais tanto do osso cortical como do medular sdo similares.
Ambos sdo matrizes solidas, com pequenos canaliculos, lacunas e células d&sseas.
Entretanto, o osso cortical € um tecido denso e compacto, com aspecto de massa sélida e
continua na qual somente os espagos vazios sdo preenchidos por vasos sanguineos,
células Osseas e osteocitos. A porcdo medular do o0sso possui uma matriz porosa e
frouxamente organizada ocupada pela medula o6ssea. O osso cortical exerce,

principalmente, funcdo mecanica, possibilitando a locomocao e protecao dos 6rgaos vitais



e do tecido hematopoiético. Além de possuir maior quantidade de poros, o osso medular
apresenta, ainda, maior volume de agua e menor conteddo mineral que o cortical (Spector
et al., 1999). Em sintese, o osso medular é formado por finas espiculas interconectadas,
enquanto o osso cortical € organizado através do sistema Haversiano (ou ésteons). O
sistema Haversiano (ou de Havers) consiste de um canal que contem vasos sanguineos,
circundados por lamelas concéntricas e intersticiais (Yaszemski et a/., 1996).

A matriz organica O&ssea corresponde a cerca de 35% do peso seco.
Aproximadamente 95% de seu conteddo é formado por colageno tipo | enquanto 5% é
representado por proteoglicanas e proteinas n&o-colagénicas como a osteocalcina,
osteopontina, osteonectina, sialoproteina éssea, proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs)
(Marks e Hermey, 1996).

Os sais depositados na matriz organica do osso, principalmente calcio e fosfato,
formam os cristais de hidroxiapatita, principais constituintes da matriz inorganica que
corresponde a cerca de 60 - 70% do tecido ésseo. O componente inorganico é
responsavel pela homeostase de ions fundamentais para uma variedade de funcgdes
fisiolégicas como conducao do impulso nervoso, contragdo da musculatura, além de outras
reagdes bioquimicas importantes. Do ponto de vista estrutural, as propriedades mecanicas
da substancia éssea resultam da impregnagdo da matriz organica, principalmente
colageno tipo I, com os cristais de hidroxiapatita (Lawrence e Rodan, 1999).

Além dos componentes organico e inorganico, o tecido ésseo também é composto
por células mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células
Osseas de recobrimento, cujas fungbes sdo descritas a seguir (Marks e Hermey, 1996;
Ducy et al., 2000):

- Células Mesenquimais indiferenciadas: estdo localizadas no estroma da medula

Ossea e ja possuem certo grau de diferenciacdo, podendo dar origem a diferentes



células como osteoblastos, condrécitos e fibroblastos, assim como cardiomiécitos,
mioblastos e neurbnios. A diferenciagdo destas células dependera do
microambiente em que se encontrarem e, portanto, aos fatores de crescimento e
de diferenciagdo a que estardo expostas;

Osteoblastos: sdo células diferenciadas, responsaveis pela produgdo de matriz
Ossea. Secretam colageno tipo |, proteinas nao-colagénicas da matriz éssea e
regulam o processo de mineralizagdo e reabsorgdo 6ssea dessa matriz. A matriz
Ossea secretada, mas ndo mineralizada, forma o tecido ostedide, na superficie
adjacente aos osteoblastos;

Osteoclastos: sdo células multinucleadas formadas pela fusdo de progenitoras
mononucleares da familia dos mondcitos/macréfagos, cuja fungédo € reabsorver o
tecido d6sseo. ApOs sua polarizagdo forma-se a borda em escova justaposta a
matriz éssea, seguida do transporte de vesiculas &cidas para a lacuna de
reabsor¢do, num evento similar a exocitose;

Osteodcitos: sdo osteoblastos localizados no interior da matriz éssea, responsaveis
pela sua manutencdo. Tém a capacidade de sintetizar e reabsorver a matriz numa
area limitada. Cada ostebcito ocupa uma lacuna na matriz 6ssea e seus
prolongamentos se estendem promovendo o contato entre as células, permitindo a
comunicacdo entre elas e destas com os vasos sanguineos. Essas comunicagdes
permitem difusdo de nutrientes e metabdlitos;

Células ésseas de recobrimento: sdo células achatadas, alongadas e inativas que

recobrem a superficie 6ssea. Sdo precursoras dos osteoblastos.



O osso é uma estrutura dindmica cujo remodelamento constante depende de uma
regulacdo hormonal extremamente fina sobre osteoblastos e osteoclastos, controlando a
formacdo e a reabsorcao Gssea. As leptinas, as prostaglandinas, os glicocorticéides e os
esterbides sexuais, especialmente o estréogeno, controlam a diferenciagdo celular, a
formacao e a reabsorgdo 6ssea por mecanismos complexos (Blair ef al., 2002).

Em adultos jovens e saudaveis, a quantidade de osso formado estd em equilibrio
com a de osso reabsorvido. Com a idade, entretanto, esse balanco muda a favor da
reabsorcdo Ossea, podendo levar a doengas como a osteoporose, caracterizada pela
reducdo da massa bem como pela deterioragdo da arquitetura do tecido 6sseo (Ducy et
al., 2000).

A maior causa de osteoporose em mulheres € o declinio dos niveis de estrogénio,
que acompanha a menopausa, que, por sua vez, esta associada ao aumento de citocinas
que regulam a formacgédo de osteoclastos (Rodan e Martin, 2000). Por outro lado, a
osteoporose induzida por tratamento com glicocorticéides resulta da supressdo da
atividade dos osteoblastos e portanto, do decréscimo na formagdo Ossea (Rodan e
Martin, 2000).

A doenca de Paget se caracteriza pelo aumento do numero de osteoclastos.
Entretanto, a intensa reabsorcdo € acompanhada por um aumento compensatorio na
formagdo e remodelamento 6sseo, levando a formagdo de uma estrutura fragil e
quebradica (Rodan e Martin, 2000). Outros disturbios do tecido ésseo, como cancer
(tumores solidos ou hematopoiéticos) e artrite reumatdide, sdo caracterizados pela
producdo de citocinas, responsaveis pelo aumento na formacgéo e atividade osteoclastica
(Rodan e Martin, 2000).

A osteopetrose, por outro lado, caracteriza-se por um notavel aumento da massa

Ossea, causada por disfungdo dos osteoclastos (Teitelbaum, 2000). Quando o aumento



da massa 0ssea deve-se a estimulacdo na atividade de osteoblastos, é conhecido como
osteoesclerose (Teitelbaun, 2000).

O tecido 6sseo, em funcao de sua composi¢cdo e organizacdo, alia caracteristicas de
resisténcia mecanica a compressao, a tensdo, como também resiliéncia. Os componentes
organico e inorganico, bem como a organizacdo das fibras colagenas, dos canais de
Havers e do trabeculado d&sseo, sao responsaveis pela manutencdo dessas
caracteristicas. Essa organizagdo, por sua vez, dependerd das exigéncias mecénicas do

tecido 6sseo em questao (Grigoriadis ef al.,, 1996).

1.2. Biomateriais auxiliares da regeneracao éssea

Perdas 6ésseas significativas podem ocorrer em fungcdo de acidentes e/ou
patologias como cistos ou tumores. Dependendo da extensédo, da localizacdo e das
caracteristicas da lesdo, o organismo consegue regenerar o tecido 6sseo. Entretanto, em
defeitos 6sseos extensos ou perenes, 0 organismo consegue apenas reparar o local com
um tecido fibroso que nao é compativel com a funcao do tecido 6sseo (Misch et al. 1996;
Ueda et al., 2000)

Para auxiliar a regeneracdo éssea, varios tratamentos tém sido propostos. O
enxerto autégeno é o material utilizado normalmente e com melhores resultados, sendo
considerado como "gold standard". Nesse tipo de tratamento, obtém-se tecido 6sseo do
proprio paciente, tendo como area doadora, freqlientemente, a regido da crista iliaca e,
em alguns casos de cirurgias orais, as regides do tuber da maxila, retromolar e
mentoniana. Apresenta vantagens como auséncia de resposta imune e a possibilidade de
se levar células osteoprogenitoras, juntamente com fragmentos 6sseo que atuam como
condutores das células de reparo para o tecido lesado (Misch, 1998). Entretanto, existem

desvantagens na utilizagdo desse tratamento como a limitacdo da quantidade e qualidade



de tecido a ser removida, a necessidade de um segundo sitio cirdrgico, o pds-operatorio
desagradavel, a morbidade, o custo da internacdo e possibilidade da ocorréncia de
seqlielas (Oreffo e Triffit, 1999).

Como alternativa ao enxerto com osso autdégeno, tém-se utilizado os enxertos
alégenos, obtidos de doadores da mesma espécie. Nao possuem células
osteoprogenitoras, mas tém capacidade de osteoinducdo e osteoconducdo. Podem ser
encontrados em duas formas principais, o 0sso alégeno nao-desmineralizado liofilizado
(FDBA) e o osso alégeno desmineralizado liofilizado (DFDBA). Este material possui
caracteristicas préximas as do tecido do paciente a ser tratado, além de maior facilidade
de obtencdo que o enxerto autégeno, sem a necessidade de um segundo sitio cirdrgico.
Porém, existe a possibilidade de resposta imune e transmissao de doengas como AIDS e
hepatite, por exemplo, sendo necessario um controle rigoroso, além de um tratamento
adequado desse tipo de enxerto (Rosenberg e Rose, 1998). A utilizacdo de enxertos
alégenos exige, ainda, a existéncia de um banco de ossos, cuja manutengcdo demanda um
grande custo (Win et a/., 2000).

Diante dos inconvenientes apresentados tanto pelo enxerto autégeno como pelo
enxerto alégeno, muitos cientistas pesquisam biomateriais alternativos e estratégias de
tratamento que possam auxiliar a regeneracdo do tecido 4sseo (Burg ef a/, 2000;
Hutmacher et a/., 2000).

Biomateriais para reparo 0sseo sdo compostos naturais ou sintéticos utilizados nas
clinicas médicas e odontologicas, que auxiliam a reparagdo Ossea e apresentam
biocompatibilidade, previsibilidade, aplicagdo clinica sem riscos trans-operatérios e
seqlielas pds-operatérias minimas, além de aceitacdo por parte do paciente (Taga, 1996).
Os materiais para reconstrucdo Ossea precisam apresentar propriedades mecanicas

N

similares ao osso e dar suporte a regeneracdo 6ssea. Além disso, devem possibilitar a



adesao, a proliferacéo e a diferenciacédo celular (Seal et al., 2001). Podem ser classificados
em aloplasticos ou xenogénicos.

Os materiais aloplasticos sdo substitutos 0sseos sintéticos disponiveis em texturas,
tamanhos e formas variaveis (Misch, 1993; Yuehuei, 2000), como a hidroxiapatita (HA) o
fosfato tricélcico, vidro e ceramicas bioativas (Ducheyne e Qiu, 1999). Os polimeros
sintéticos permitem um melhor controle dos riscos bioldgicos e das suas propriedades
fisico-quimicas, entretanto, a maioria induz resposta imune/inflamatéria ap6s a sua
implantagdo (Cancedda ef a/., 2002). Normalmente, os materiais aloplasticos atuam no
processo de reparo 6sseo funcionando como um arcabougo para as células oriundas dos
tecidos adjacentes proliferarem e, posteriormente, produzirem matriz 6ssea. Os materiais
sintéticos, dependendo da sua composi¢cao e formato, podem ser totalmente absorvidos
pelo organismo, sendo, entao, substituidos pelo tecido ésseo neoformado (Willians, 2000).

Uma alternativa de tratamento € o emprego de xenoenxertos, ou seja, materiais
obtidos de doador de outra espécie. Através de diferentes técnicas de processamento sao
produzidos biomateriais com propriedades fisico-quimicas similares ao osso humano. Além
disso, a fonte & abundante e minimizam o risco de transmissdo de doencas. H& dois
principais materiais utilizados em clinica: os corais naturais e os de origem bovina
(Aichelmann-Reidy e Yukna, 1998).

Os biomateriais de origem bovina tém sido estudados desde a década de 60 (Scopp
et al., 1966). Sua resisténcia biomecéanica é muito similar a do osso humano e tratamentos
adequados para a sua obtengdo podem evitar respostas imunolégicas ou inflamatérias
adversas (Oliveira, 1999; Sicca, 2000; Sogal ef al., 1999; Wenz ef al., 2001).

Contudo, a despeito das propriedades adequadas dos materiais aloplasticos e
xenogénicos, muitas vezes, as caracteristicas do defeito, como extensdo e localizacéo,

dificultam o reparo. A reconstrucdo Ossea ideal depende, principalmente, do nimero e



atividade de células osteoprogenitoras (Oreffo e Triffit, 1999), que é dependente de
estimulos, principalmente fatores de crescimento e BMPs.

As células constituem um fator essencial para a construgcdo e remodelamento de
qualquer tecido. Um tratamento baseado na utilizagdo de células do préprio paciente,
levadas ao sitio da lesdo sobre um biomaterial, comegou a se desenvolver (Luyten et al.,
2001).

Dessa maneira surgiu o campo da engenharia de tecidos como consequiéncia da
combinagao dos principios de engenharia, quimica e biologia, para o desenvolvimento de
substitutos naturais que permitissem restaurar, manter ou melhorar a funcdo dos tecidos
(Nerem, 1992; Langer e Vacanti, 1993). As estratégias da engenharia de tecidos envolvem
0 uso de células isoladas para substituir fungdes especificas, substancias que induzem a
proliferagcdo de células e tecidos (fatores de crescimento ou morfogenes como as BMPs),
ambos combinados com matrizes que atuam como carreadoras para células ou proteinas
(Ueda ef al., 2001).

O reparo de lesdes ésseas, qualquer que seja o tratamento envolvido, pode ocorrer
através de quatro mecanismos (Lane, 1995):

- Osteogénese: promove o crescimento 0sseo pela transferéncia de osteoblastos
com o enxerto;

- Osteoindugdo: possibilita formagdo de osso novo a partir de células
osteoprogenitoras, derivadas de células mesenquimais indiferenciadas do l6cus
receptor, sob o estimulo de uma ou mais substancias indutoras liberadas do
enxerto de matriz éssea, como a proteina morfogenética dssea;

- Osteoconducgao: proporciona crescimento désseo a partir de células

osteoprogenitoras que migraram do tecido circunjacente pela superficie do material



enxertado, dando origem a osteoblastos responsaveis pela neoformagédo 6ssea no
local;

- Osteopromocao: isola o defeito da invasédo de células de tecidos competidores com
alta taxa de proliferagéo, limitando ou mesmo impedindo com isso, o fibrosamento
de parte do sitio da lesao.

O tecido 6sseo alia resiliéncia e resisténcia em funcédo de suas caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas particulares. Portanto, é desejavel que os materiais osteosubstitutos
apresentem propriedades mecanicas similares aquelas do osso, além de fornecer suporte
para a proliferagédo celular e regeneragao tecidual (Suh et a/., 2001).

Muitos pesquisadores tém se proposto a estudar materiais que apresentem
caracteristicas préximas as do tecido 6sseo. TenHuisen ef al/. (1995) estudaram um
compésito formado pela associagdo de hidroxiapatita sintética e colageno tipo | de tendéao
(Sigma®) na tentativa de se obter um material com caracteristicas préximas as do tecido
0sseo. O estudo da microestrutura por difragdo de raio-x e microscopia eletrénica de
varredura (MEV), bem como das suas propriedades mecanicas, sugeriram que o
composito poderia ser adequado como Osteo-substituto.

Suh et al. (2001) estudaram materiais a base de uma ceramica de carbonato de
apatita (Cap) e colageno tipo |, unidos por tratamentos acidos. O objetivo da unido desses
dois materiais foi associar as caracteristicas de uma apatita (Cap) com colageno tipo I,
criando um compdsito de duas fases, organica e inorganica, tal qual o tecido 6sseo. Os
autores observaram a citocompatibilidade dos materiais avaliados nos ensaios de
citotoxicidade, adesdo e proliferagdo. Na formacdo de compdsitos, entretanto, ndo se
observa o mesmo nivel de interacdo entre os componentes orgénico e inorgénico, como

aquela apresentada pelo tecido ésseo.



O osso de origem bovina apresenta naturalmente os componentes organicos e
inorganicos, representados principalmente por colageno tipo | e hidroxiapatita (Baslé et
al.,1998). Entretanto, os processamentos fisico-quimicos utilizados para a obtencao do
biomaterial normalmente utilizados, permitem a preservagdo dos componentes organicos
ou dos inorganicos.

Quando se deseja preservar o componente inorganico, submete-se o 0sso bovino a
altas temperaturas, ao redor de 1000° C, ao passo que a preservagdo do componente
organico implica no tratamento do osso com &lcalis e acidos (Sogal ef a/., 1999).

Bio-Oss® & um material inorganico de origem bovina bastante utilizado na clinica
odontolégica (Artzi ef al, 2000). A partir do osso bovino tem se obtido também o
colageno tipo |, que apresenta boa biocompatibilidade, além de mostrar-se como
substrato para o crescimento e proliferagdo celular (Goissis ef al., 2003), apesar de nédo
ser adequado para areas submetidas a carga (Rocha ef a/., 2002).

O laboratério de Bioquimica da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade
de Sao Paulo (FOB-USP) vem trabalhando desde 1990 no desenvolvimento de biomateriais
obtidos a partir de ossos longos de bovinos. Dentre os compostos de origem bovina
desenvolvidos, destacam-se o osso cortical ou medular inorganico bovino, matriz organica
bovina e pool de BMP's.

Varios desses materiais encontram-se na clinica médica e odontol6égica devido a
sua biocompatibilidade e capacidade osteocondutora e osteoindutora. (Oliveira et al.,
1999; Sicca ef al., 2000; Herculiani et a/., 2000)

O Osso Bovino Misto (OBM) quimicamente tratado € uma biomaterial de origem
bovina que esta sendo desenvolvido pela Baumer S.A., em colaboragdo com o laboratério
de Bioquimica da FOB — USP. Este material ainda encontra-se na fase final de elaboragao,

nao estando, portanto, no mercado médico-odontolégico. O OBM permite a manutencgéao
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dos componentes organico e inorganico devido ao tratamento com alcalis, peroxido de
hidrogénio e uréia. A presenca desses dois componentes permite que o material alie
caracteristicas de resiliéncia e resisténcia mecéanica.

Além das caracteristicas quimicas e fisicas adequadas a sua proposi¢do, um
biomaterial ndo deve apresentar efeitos toxicos e nem desencadear eventos imunolégicos

ao organismo, ou seja, deve ser biocompativel (Wataha, 2001).
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1.3. Avaliacao de Bicompatibilidade

Segundo Willians (1981), biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de
um material de propiciar resposta biolégica apropriada numa aplicacdo especifica.

Existem organizagbes como a “American Dental Association” (ADA)/ “American
National Standard Institute” (ANSI) e a “International Organization for Standardization”
(1SO) preocupadas em padronizar testes para a avaliagdo da biocompatibilidade de
biomateriais.

Segundo a ADA/ANSI, existem niveis para a avaliacdo de biocompatibilidade:

1) Inicial: constitui o primeiro nivel de avaliagdo de um material. Sdo realizados
testes /n vitro. ensaios de citotoxicidade, hemolise (lise de hemacias),
mutagénese e carcinogénese em cultura celular.

2) Secundario: o material é testado /7 vivo, em animais de pequeno porte para
avaliar o potencial imunogénico, como por exemplo, testes de irritacdo
dérmica, implantagédo subcuténea e intra-éssea.

3) Aplicagao: utilizacdo no local a que se destina o material, primeiramente em
animais de grande porte, seguida de testes em primatas ndo-humanos e
finalmente em humanos, com a aprovacao do Conselho Nacional de Saude.

O objetivo dos testes de biocompatibilidade /n vitro € mimetizar as condigcbes
biol6gicas para testar materiais simulando sua implantacdo nos tecidos do organismo ou
sobre eles. Esses métodos visam promover redugdo do custo no desenvolvimento de
novos materiais, minimizando a possibilidade de resultados inesperados quando da
realizacdo de testes em animais ou clinicos (Hanks ef al., 1996). A realizacdo dos ensaios
/n vitro ainda permite a redugdo no numero de animais utilizados na avaliagdo da

biocompatibilidade de um biomaterial (1SO 10993-1).
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A toxicidade é um evento complexo /n vivo, podendo haver dano celular direto,
efeitos fisiologicos sistémicos tais como nefrotoxicidade e neurotoxicidade, entre outros,
quase sempre desencadeando resposta inflamatéria. Atualmente, ainda ¢é dificil
monitorar efeitos sistémicos e fisioldgicos /n vitro, desta forma a maioria dos ensaios

determina os efeitos em nivel celular, em termos de citotoxicidade (Freshney, 2000).

1.4. Testes de Citotoxicidade

A 1SO é uma organizagao internacional, composta de varios comités, que visa a
padronizagdo de procedimentos. A ISO 10993 é uma combinagédo de varios documentos
de padronizagdao, cujo objetivo é estabelecer um guia para a avaliacdo da
biocompatibilidade e respostas bioldgicas relevantes de materiais e dispositivos médicos.

O primeiro nivel de testes, dentro da avaliagcdo de biocompatibilidade (1SO 10993-5,
1999) é a determinagao da citotoxicidade /n vitro. Em comparagédo com as investigacdes /in
vivo, os estudos /n vitro sdo mais facilmente controlados e apresentam melhor
reprodutibilidade (Schmalz ef al., 1994; Freshney, 2000).

Ha muitas vias metabdlicas que podem ser avaliadas para se medir o efeito
citotéxico de biomateriais que estardo em contato com os tecidos vivos. Ensaios padrao
devem ser especificos o suficiente para verificar efeitos que sado vitais para a funcao
celular, mas ao mesmo tempo gerais e simples o suficiente para serem facilmente
reproduzidos em outros laboratorios (Nassiri ef al.,, 1994).

O cultivo de células in vitro constitui-se numa valiosa ferramenta para se conhecer
0s mecanismos pelos quais biomateriais podem produzir reacdes adversas em nivel celular
(Wennberg, 1986; Hensten-Petersen, 1988). Assim, cit6lise e mudangas no crescimento e
na permeabilidade da membrana celular podem ser verificadas /n vitro (Lygre et al.,

1995).
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Os ensaios de citotoxicidade fornecem informacbes a respeito da seguranga do
material estudado (Tang et a/., 1999), além de indicar se um material deve ser descartado
ou objeto dos outros niveis de avaliacdo em estudos posteriores /n vivo (Torabinejad et
al., 1996).

Esses estudos normalmente consistem no ordenamento, entre os materiais
avaliados, estabelecendo assim uma escala quanto a citotoxicidade observada (Hanks et
al., 1996).

Keiser ef al. (2000) comparam a citotoxicidade de um material que havia sido
recentemente colocado no mercado odontolégico, o agregado mineral triéxido (MTA), com
o Super-EBA e o amdalgama, materiais ja utilizados em clinica, como retro-obturadores. O
grau de toxicidade obeservada em fibroblastos de ligamento periodontal humano foi
Super-EBA> amalgama> MTA, suportando o uso do MTA nos tratamentos de retro-
obturagao.

Os ensaios de citotoxicidade também podem ser utilizados na fase de
desenvolvimento do produto, quando se deseja estabelecer a melhor proporgcédo entre os
componentes de um biomaterial (Ramires ef al.,, 2001) ou quando se modifica um material
j& existente (Griggs et a/, 2003).

Normalmente avalia-se a citotoxicidade basal, isto é, aquela que afeta estruturas e
fungdes comuns a todas as células do organismo, como membrana celular, mitocondria,
ribossomos, cromossomos e lisossomos. Alteracées nas funcbes basais geralmente afetam
as especificas (Barile, 1994). Os estudos de citotoxicidade se baseiam, portanto, no estudo
de parametros relacionados as fungdes celulares basais.

Existe um vasto numero de testes /n vitro sendo que cada um consiste
basicamente de trés componentes: (a) o sistema biolégico; (b) o contato célula/material

(c) o resultado a ser aferido (“endpoint”). Normalmente, o sistema biolégico utilizado /n
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vitro é o de cultura de células, podendo ser utilizadas células de linhagem permanente ou
de cultura primaria (Schmalz, 1994).

A 1SO 10993-5 recomenda a utilizagdo de células de linhagens permanentes para a
realizagdo de ensaios de citotoxicidade, visando-se padronizar os ensaios permitindo a sua
reprodutibilidade. Esta norma da [1SO recomenda algumas linhagens celulares
permanentes da “American Type Culture Collection” (ATCC): L-929, Balb/c 3T3, MRC-5,
WI-38, Vero, BHK-21 e V-79.

O preparo do material avaliado constitui um importante passo na tentativa de
mimetizar as condic¢des /n vivo . A 1SO 10993-5 sugere trés protocolos para testes in vitro
de materiais: contato direto, contato indireto e extrato do material em diferentes dilui¢des.

No contato direto estuda-se a toxicidade do material, avaliando-se seu efeito nas
células semeadas diretamente sobre ele (Ramires ef al., 2001; Viana et al, 2003). O
contato indireto implica na utilizagdo de uma barreira entre o material e as células,
podendo ser utilizados, por exemplo, filtro Milipore (Schuster et a/., 1996) e agar (Vallittu
et al., 1999).

A escolha de uma ou mais categorias depende da natureza da amostra a ser
avaliada, do local em que o material sera utilizado e da finalidade desse uso (1SO 10993-
12).

Ignatius ef al. (2001) avaliaram a biocompatibilidade /n vitro, por meio de ensaios
de citotoxicidade, de quatro biomateriais osteosubstitutos na base de ceramica. Os ensaios
foram realizados utilizando células de linhagens imortalizadas L-929 e Balb/c 3T3.
Concluiram que a citotoxicidade apresentada pelos biomateriais foi diretamente
proporcional a solubilidade apresentada por eles.

Os tempos de exposicdo aos materiais testados podem ser de curta duragao,

envolvendo periodos de até 4 horas ou de longa duracéo, correspondendo a periodos de
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24 horas ou mais (Barile, 1994). A citotoxicidade aguda é verificada no periodo de 24h
(Hanks et al., 1996).

A avaliacdo de citotoxicidade pode ser feita através de ensaios qualitativos ou
quantitativos. Os ensaios qualitativos consistem na avaliagdo da morfologia através de
descricdo ou atribuicdo de escores. Os quantitativos caracterizam-se pela quantificacdo do
numero e atividade celulares apés a exposicao ao agente teste (1SO 10993-5).

Além da descrigdo da morfologia frente a um material potencialmente téxico,
diferentes “endpoints” podem ainda ser utilizados como indicadores de dano celular, tais
como: efeitos em membrana, na atividade celular e na taxa de proliferagdo (Schmalz,
1994). Bouillaguet et al. (2002) estudaram a citotoxicidade de materiais resinosos,
expondo células da linhagem Balb/c 3T3 aos extratos dos materiais por 24h. Apds esse
periodo, embora ndo se observasse alteragdo morfologica das células, ja havia um
comprometimento da atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase (SDH).

As alteragbes morfolégicas podem ser analisadas, comparando-se as células
expostas ao material-teste com células ndo-expostas (Leyhausen et al., 1998)

A exposicdo das células a agentes téxicos pode levar a morte celular alterando,
portanto, o nimero de células e a taxa de proliferagdo das mesmas. A contagem de
células utilizando-se hemocitémetro é um método empregado para avaliar citotoxicidade
(Costa et al.,, 1999). Muitos autores utilizam a taxa de proliferagdo celular como parametro
para avaliacdo de citotoxicidade (Koulaozidou et a/., 1998; Fricain et a/., 2002).

Mossman (1983) desenvolveu um método para avaliar viabilidade celular
verificando a atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase. Trata-se
de um teste colorimétrico, baseado no uso do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), em que este é reduzido apenas por mitocdndrias viaveis. A

redugéo do MTT, de cor amarelada, a azul de formazana ocorre apenas em células viaveis,
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sendo sua intensidade diretamente proporcional ao nimero de células presentes (Denizot
e Lang, 1986).

Outro teste de viabilidade celular utilizado é o da captacdo de vermelho neutro
desenvolvido por Babich e Borenfreund (1990) que se baseia na captagédo do vermelho
neutro, um corante fracamente catiénico, pelos lisossomos de células viaveis. Trata-se de
um teste colorimétrico que avalia a intensidade de vermelho neutro incorporado e
posteriormente extraido dos lisossomos vidveis, a qual é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis (Repetto e Sans, 1993).

Os ensaios de redugdo do MTT e da incorporagdo de vermelho neutro tém sido
utilizados para se comparar a viabilidade celular entre diferentes materiais utilizados na
odontologia como cimentos de ionémero de vidro (Lonroth e Dahl, 2001) e compOmeros
(Sletten e Dahl, 20083).

Ramires ef al. (2001) estudaram a citotoxicidade de compdsitos a base de titanio e
hidroxiapatita, desenvolvidos para atuarem como implantes ésseos, em fibroblastos da
linhagem de Balb/c 3T3. Avaliaram os efeitos de extratos dos materiais na viabilidade e
atividade mitocondrial por meio dos ensaios de captagdo do vermelho neutro e redugéo do
MTT. Verificaram que mesmo as maiores concentra¢des dos extratos ndo demonstraram
efeitos citotoxicos.

Os estudos da interacdo célula-material sdo também de grande importancia para
avaliar adesdo e proliferacdo das células sobre o material, o que estd diretamente
relacionado com a citocompatibilidade do mesmo (Bogdanski ef a/.., 2002). A Microscopia
Eletrobnica de Varredura (MEV) constitui-se num método adequado para verificar a
interacédo das células com o material avaliado (Baslé ef a/., 1998; Marques ef al., 2002).

Petronis ef al(2003) desenvolveram um modelo, constituido por uma rede

interconectada de poros e canais de dimensdes subcelulares com diferentes configuracoes
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estruturais, para estudar se estas levavam a alteragbes nas caracteristicas celulares. Pela
MEV, po6de-se observar a proliferacdo dos fibroblastos sobre o modelo experimental ao
longo de 5 dias, assim como analisar a morfologia das células.

A realizagdo de um Unico ensaio nao é suficiente para se avaliar a
citocompatibilidade de um determinado material, sendo necessaria a realizagdo de um
conjunto de ensaios para essa finalidade (Gomes ef a/., 2001)

Na avaliagdo da citocompatibilidade ou biocompatibilidade /n vitro de um
determinado material pode-se analisar morfologia, viabilidade e fungdo enzimatica celular,
além de estudar-se a interagao da célula com o material.

Portanto, em razdo do seu potencial clinico, a biocompatibilidade do Osso Bovino
Misto (OBM) deve ser avaliada. A primeira fase dessa avaliagdo consiste dos ensaios /in
vitro.

Este trabalho se prop6e a avaliar a citocompatibilidade do OBM, por meio de ensaios
de citotoxicidade e de estudos da interagdo célula-material por MEV. Além disso,
comparar-se-a a citotoxicidade observada no OBM com a do Osso Bovino Orgéanico (GEN-
OX® — Baumer) e com a do Osso Bovino Inorganico (GEN-OX® — Baumer), materiais ja
utilizados em clinica médica e odontolégica.

O Gen-ox® (Baumer S.A., Sdo Paulo, Brasil) foi desenvolvido com tecnologia
nacional, portanto apresentando menor custo e, assim como o Bio-Oss® (material similar
importado) é constituido exclusivamente da matriz inorganica do osso bovino. E indicado
para o preenchimento de cavidade como substituto de enxerto 6sseo e apresenta-se nas
formas inorganica e organica (cortical ou medular), em blocos ou grénulos.

A avaliagdo da citotoxicidade de biomateriais em desenvolvimento € normalmente
realizada por comparacdo com outros que desempenhem funcdes similares (Imazato et

al., 2000).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade do Osso Bovino Misto

quimicamente tratado (OBM).

2.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v' determinar o numero de células, apdés 24h de tratamento com diferentes

concentracdes do extrato do OBM, GEN-OX® organico e inorganico;
v' quantificar a redugdo do MTT e a captagdo do corante vermelho neutro nas
culturas submetidas a diferentes concentracdes do extrato do OBM, GEN-OX®

orgénico e inorganico;

v avaliar a morfologia celular por meio de microscopia de luz apds tratamento com

diferentes concentracdes do extrato do OBM;

v' analisar a interagdo célula-material por meio de microscopia eletrénica de

varredura.
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3. MATERI AL E METODOS

3.1. Solucoes

e Meio de cultura — DMEM (Gibco Co.)
Meio de Eagle modificado por Dulbecco que corresponde a 13,45g/L do p6 comercial
(Gibco) acrescido de 1,2g/L de NaHCO,;, 0,025g/mL de ampicilina e 0,1g/mL de
estreptomicina.

e Tampao Salino Fosfato — PBS-A
O tampéao fosfato salina (pH 7,4) foi constituido por: 137 mM de cloreto de so6dio, 2,68
mM de cloreto de potassio, 1,47 mM de fosfato diacido de potéssio e 8,1 mM de fosfato
monoacido de sédio. Para as solugdes de PBS-Ca*? foi acrescido 1 mM de cloreto de
calcio.

e Tripsina:
Solugéo de tripsina 0,25% (m/v) foi preparada em PBS-A contendo 1 mM de EDTA

e Fixador de Karnovsky modificado:
Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5%, em tampéao cacodilato de sddio (0,05M), pH 7,2,

CaCl; 0,001M

e Solugao de acido ésmico 1% :
Tetroxido de 6smio 1% em tampéao cacodilato de sodio 0,05M pH 7,2
As solucdes de PBS-Ca®*, DMEM e tripsina foram esterilizadas por filtragdo em
membrana Millipore (didmetro = 0,22 um). O tampéo PBS-A foi esterilizado em autoclave
a 120°C por 20 min. Todas as solugbes foram armazenadas entre 4 e 5°C, com excegao da

tripsina que foi estocada a -20°C .
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3.2. Material

Os materiais utilizados neste estudo foram o osso bovino misto (OBM), o osso
bovino inorganico medular e osso bovino organico medular, ambos da linha Gen-Ox®,
produzidos pela Baumer S.A., Mogi Mirim, Sdo Paulo, Brasil, registrado no Ministério da
Saude sob o numero 10345500001. As vias de processamento do o0sso bovino sao
resumidas no Esquema 1.

O osso bovino medular é submetido a limpeza mecanica e, posteriormente, a
diferentes processamentos, quimico ou térmico. Este processamento utiliza alcalis,
solventes e peréxidos capazes de remover restos de células, sangue, coagulo, gordura e
proteinas ndo aderidas ao 0sso.

Ao final do tratamento com caotrépicos obtém-se um material que conserva, ao
menos parcialmente, a matriz organica bovina e o esqueleto de hidroxiapatita,
denominado de 0sso bovino misto (OBM). O OBM na forma de granulos foi liofilizado e
esterilizado por radiagéo vy .

Com a finalidade de estabelecer um paradmetro de analise, o OBM foi comparado
com dois materiais disponiveis no mercado nacional. A linha Genius da Baumer S.A. inclui
o Gen-Ox® que existe em duas versdes, o organico (somente o arcabouco de colageno e
tracos de fatores de crescimento) e o inorganico, exclusivamente hidroxiapatita calcinada

a 950-1000 °C (Esquema 1).
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Vias de Processamento
do Osso Bovino

Tratamento Tratamento
Mechnico: Quimico:
remogcéio de restos solventes, dlcalis,
de tecido, sebo, perdxidos para
cartilagem, remogio de
tendGes... coagulo, células,
gordura, etc..
Desproteinizacio Desmineralizacio Tratamento com

Térmica (1000°C) Acida caotropicos

Matriz Matriz orginica: Matriz orgiinica e
inorgénica: 95% Colageno inorginica preservada
99,5% e Fatores de (osso bovino misto)
hidroxiapatita Crescimento

(BMP)

Esquema 1: Fluxograma do procedimento para produgéo do osso bovino misto (OBM) do

GEN-OX orgéanico e inorganico.

22



3.3. Método
3.3.1. Cultura de Células

Fibroblastos da linhagem Balb/c 3T3 clone A31 (ATCC, USA) foram cultivados em
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), contendo NaHCO; (1,2g/L), ampicilina
(0,025¢g/L), estreptomicina (0,1g/L ), suplementado com 10% de soro fetal bovino. Foram

mantidos a 37° C e & atmosfera de 5% de CO..

3.3.2. Obtencao do extrato

Neste trabalho, o extrato puro dos materiais OBM, GEN-OX® organico e inorganico
foi obtido em meio de cultura DMEM sem SFB, na concentragcdo de 100 mg/mL
(material/meio de cultura DMEM), durante 24h, a 37° C em atmosfera de 5% de CO, (1SO
10993-12).

Preparo das diluicdes do extrato:

A partir do extrato puro foram realizadas diluicbes seriadas deste em meio de
cultura DMEM + 10% SFB (Quadro 1). Nessas diluicdes foram estabelecidas proporgoes
entre a massa do material / mL de DMEM + 10% SFB, considerando o extrato puro

correspondente a 100 mg/mL (massa do OBM/ DMEM + 10% SFB).
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Quadro 1. Correspondéncia entre as diluicbes do extrato puro dos materiais e as

respectivas concentragées.

Proporcao Concentracao correspondente
Extrato puro : DMEM +10% SFB massa do material (mg) / mL DMEM + 10% SFB
0 0
1: 1000 0,1
1:500 0,2
1:100 1
1:50 2
1:25 4
1:5 20
1:4 25
1:2 50
3:4 75
Puro 100

3.3.3. Ensaios de Citotoxicidade

Todos os ensaios de citotoxicidade foram realizados em placas de 24 pocos,
semeando-se células da linhagem Balb/c 3T3 na densidade de 3X10* células/pogo.

Apés incubagdo por 48h, as células foram tratadas com as diferentes
concentragbes do extrato (0,1; 0,2; 1; 2; 4; 20; 25; 50, 75 e 100 mg/mL) em DMEM +
10% SFB. Ap6s 24h, o meio de cultura contendo o extrato foi removido e as células,
lavadas com PBS-A. Procedeu-se, entdo aos ensaios de citotoxicidade definidos abaixo.
Cada ensaio foi repetido duas vezes e o tratamento com cada concentracdo do extrato foi

feito em triplicata.
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3.3.3.1. Analise da viabilidade celular
a) Contagem de células
As células de cada poco foram removidas utilizando-se 200 pL de tripsina 0,25%.
Para a inativagao da tripsina foram adicionados 400 uL de DMEM + 10% SFB sendo este
volume transferido para um microtubo. Em seguida, o pogo foi lavado com 300 pL de PBS-
A para auxiliar na remocado de células, sendo transferidos para o respectivo microtubo,
contendo 100 uL de formol 37% filtrado para um volume final de 1000 uL (Sogayar,
2002).
As células foram contadas utilizando a Camara de Neubauer. O numero de células
correspondente a cada concentracao do extrato foi calculado em relagdo ao grupo controle

negativo (auséncia de extrato), considerado como 100%.

b) Reducdao do MTT

Este ensaio, definido na literatura como apropriado para estimativa de
citotoxicidade (Hansen et al/, 1989; Schweikl e Schmalz, 1996), baseia-se na capacidade
que a enzima succinato desidrogenase (presente nas mitocéndrias de células viaveis) tém
de converter o sal de tetrazolium (dimetiltiazol difenil tetrazolium, ou MTT), que é
hidrossollvel e de cor amarelada, em cristais de formazana, que sao de cor azul escura.
Esta capacidade que somente células vivas possuem, indica atividade mitocondrial e
consequiente viabilidade celular (Costa ef al., 1999; Sletten; Dahl, 1999).

A atividade mitocondrial foi avaliada, através da incubacdo das células numa
solucdo de 0,5mg de MTT/ mL de DMEM sem SFB, por 4h, a 37°C; ap6s a remogéo da
solucdo, o pigmento insolivel reduzido intracelularmente foi extraido em 1mL de

etanol/poco, sob agitagcdo suave por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, a
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absorbéancia do extrato alcodlico de cada pogo foi mensurado a 570 nm (Ultrospec 2000 -
Pharmacia).

A funcdo mitocondrial das células viaveis correspondentes a cada concentragdo do
extrato foi calculada em relagdo ao grupo controle (auséncia de extrato), considerado

100%.

c) Captacao do vermelho neutro (VN)

Este ensaio se baseia na aplicacdo de um corante (vermelho neutro) que penetra a
membrana celular de células vivas, difundindo-se e concentrando-se nos lisossomos. Este
ensaio permite a distingdo entre células viaveis, danificadas e mortas, baseado na
capacidade que os lisossomos celulares tém de absorver o corante. (Borenfreund; Puener,
1984).

A partir de uma solucao estoque de vermelho neutro 0,4% foi obtida uma solucéo
de 50 pug/mL de vermelho neutro em DMEM. A solugdo obtida permaneceu em estufa
37°C, "overnight" para haver a precipitacdo de cristais, sendo entao filtrada em filtro
Millipore (0,22u). As células foram tratadas com essa solugdo (50 pg/mL) e as placas
incubadas por 3h, a 37°C, para permitir a captacdo do corante pelos lisossomos das
células viaveis. Elas foram lavadas com PBS-Ca*? e o corante foi extraido numa solugdo de
etanol 50 % e acido acético 1 %, colocando-se 1 mL dessa solugdo/pogo. Em seguida,
determinou-se a absorbancia dos extratos a 540 nm no espectrofotébmetro (Ultrospec 2000
- Pharmacia).

A viabilidade celular correspondente a cada concentracdo do extrato foi calculada

em relagédo ao grupo controle (auséncia de extrato), considerado 100%.
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3.3.3.2. Avaliacao da Morfologia
a) Microscopia de Luz

A determinacdo de efeitos citotéxicos pode ser feita pela analise microscépica
descritiva das células. Devem ser relatados a morfologia geral das células, integridade da
membrana, descolamento e lise celular (I1SO 10993-5).

Utilizou-se uma placa de 24 pocgos, colocando-se uma laminula redonda de 13 mm
de diametro/pogo. Foram semeadas 3X10* células/poco. Apés um periodo de incubagédo de
48h, as células foram tratadas com as diferentes concentragées do extrato do OBM em
DMEM + 10% DE SFB durante 24h. Apéds o tratamento, as células foram lavadas com PBS-
A e fixadas com formaldeido 3,7% (preparado em PBS), por 10 min a temperatura
ambiente. Apés a fixacdo, foram lavadas 2 vezes com PBS. Procedeu-se, entdo a coloragao

com Hematoxilina-Eosina (HE), montagem das laminas e avaliagdo descritiva das mesmas.

b) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para o estudo da interagcéo célula/material utilizando a MEV foram utilizadas laminulas
redondas de boro silicato com 13 mm de diametro. A fim de evitar o deslocamento dos
granulos de OBM foi utilizado colageno hidratado tridimensional de cauda de rato tipo |
(Maria e Wada, 1997). Os estudos foram realizados apés 24, 72 e 120 h em 3 condigbes:

A) laminula
B) laminula + Colageno
C) laminula + Colageno + OBM
O experimento foi realizado em duplicata para cada condicdo e tempo experimental.
As laminulas da condicdo B receberam os reagentes para a polimerizagdo do
colageno na seguinte ordem: 9 uL de solugdo de bicarbonato 4%, 9 uL de DMEM

concentrado 10 vezes e 90 uL de colageno.
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As laminulas da condicao C foram preparadas misturando-se o colageno ao material.
Foram utilizados aproximadamente 100mg do OBM/laminula, incorporados a 200uL de
colageno de cauda de rato, 20 pL de bicarbonato de s6dio e 20uL de DMEM concentrado
10 vezes.

As laminulas preparadas como descrito acima foram levadas a estufa 37°C por meia
hora para secagem do colageno.

Todas as laminulas preparadas com colageno foram lavadas com meio de cultura
DMEM + 10% SFB previamente a semeadura das células.

Decorridos os tempos experimentais, as laminulas correspondentes a cada condigao
foram fixadas em Solugédo de Karnovsky modificada e pds-fixadas com tetréxido de dsmio
1% em tampao cacodilato 0,05M, pH 7,2, por 1 hora a temperatura ambiente, na capela.
As amostras foram lavadas com agua destilada e submetidas a banhos, em solugbes
crescentes de alcool (30, 50, 70, 90 e 100%), permanecendo cerca de 10 minutos em
cada uma e passadas 3 vezes na solugdo a 100%. As laminulas foram desidratadas
utilizando-se o aparelho de ponto critico, metalizadas com ouro e analisadas no
Microscépio Eletronico de Varredura Zeiss® do Nicleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia
Eletrénica Aplicada (NAP/MEPA) da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz —

ESALQ — USP - Prof. Elliot Watanabe Kitajima.

28



3.3.4. Analise Estatistica
Todos os dados apresentados (média * desvio padrao) foram analisados segundo
Andlise de Variancia (ANOVA), utilizando o software Instat®, com p<0,05 (Teste de

Tukey).
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4. RESULTADOS

4.1. Anadlise da viabilidade celular
4.1.1. Contagem de células

Células da linhagem Balb/c 3T3 foram expostas a diferentes diluicbes do extrato do
OBM, do GEN-OX® organico e do GEN-OX® inorganico durante 24 h. A contagem do
namero de células remanescentes permitiu detectar uma relagdo diretamente proporcional
entre dose e efeito dessas diluicdes na proliferacdo celular (Figura 1).

As células tratadas com o extrato do OBM, em relagdo ao controle, apresentaram
reducao estatisticamente significante em seu numero, nas concentracdes superiores a 50
mg/mL (p<0,01).

Pudemos observar que o numero de células diminuiu significativamente apés a
exposicdo a 4 (p<0,01), 50 (p<0,05), 75 (p<0,01) e 100 mg/mL(p<0,001) do GEN-OX®
organico.

Na presenga do extrato do GEN-OX® inorganico, observamos redugéo
estatisticamente significante em relacdo ao controle, nas diluicbes de 20 (p<0,05), 25
(p<0,05), 50 (p<0,01), 75 (p<0,01) e 100 mg/mL (p<0,01).

Quando comparamos o OBM, um material ainda em desenvolvimento, com o 0sso
orgéanico e do inorganico, na mesma diluicdo (75 mg/mL), verificamos que o efeito do
extrato do OBM na redugdo do numero de células é significativamente maior (p<0,01).
Interessante destacar que o material inorganico, mesmo na maior concentracdo testada,
nao promoveu a reducdo em 50% do numero de células. A partir do grafico, podemos
extrapolar que essa reducdo em 50% ocorreu na concentracdo de 84,3 mg/mL para o

organico e 53,8 mg/mL para o OBM. Na presenga do extrato na concentragdo de 100
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mg/mL do OBM e do Gen-Ox organico houve a redugdo em cerca de 69,3% do numero de

células, contra cerca de 45% do inorganico (Figura 1).

31



140

120

100

80

60

Numero Relativo de Células (%)

i —=— OBM ]
—®— Organico |
401 Inorganico T
20 .
0 ll 1 1 1 1 11l ll 1 1 1 1 L1 1 II 1 1 1 1 L1 1.1 I
0,1 1 10 100

[Extrato] mg/mL

Figura 1. Representacdo grafica do efeito dos extratos do OBM, GEN-OX®
organico e inorganico no nimero de células (Balb/c 3T3). A determinagdo do
numero de células foi realizada por contagem em ca@mara de Neubauer. Os resultados
estdo expressos em porcentagem relativa ao controle (sem extrato), considerado como
100%. Os pontos experimentais representam a meédia de dois experimentos

independentes em triplicata. As barras representam o desvio padrdo da média.
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4.1.2. Reducao do MTT

Células da linhagem Balb/c 3T3 foram submetidas ao tratamento com diferentes
diluicées do extrato do OBM, do GEN-OX® organico e do GEN-OX® inorganico durante 24h
para determinacao da fungado mitocondrial (Figura 2).

As células tratadas com o extrato do OBM apresentaram reducdo estatisticamente
significante em sua fungdo mitodondrial, nas concentracbes superiores a 25 mg/mL
(p<0,01). Entretanto, o dobro do extrato de material inorganico (p<0,01) e o triplo do
orgénico (p<0,05) é necessario para se conseguir o mesmo efeito que o OBM. Nas trés
condi¢des avaliadas pudemos perceber uma relagdo diretamente proporcional entre dose e
efeito citotdxico.

Analisando a reducdo do MTT em fungdo da concentracdo do extrato foi possivel
verificar que o perfil da curva é semelhante ao da Figura 1. O tratamento das células com
o extrato do material inorganico resultou na diminuicio em 55% da capacidade
mitocondrial de reduzir o MTT, coerente com a reducdo no nimero de células. Da mesma
forma, os extratos do OBM e do organico diminuiram em cerca de 90% a redugao do MTT.

Interessante destacar que na diluicdo a 75 mg/mL o efeito dos extratos na
capacidade das células é significativamente diferente (p<0,01) entre o OBM, inorgéanico e

organico, respectivamente, cerca de 30, 60 e 82%.
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Figura 2. Representacdo grafica do efeito dos extratos do OBM, GEN-OX®
organico e inorganico na capacidade de reducao de MTT por fibroblastos da
linhagem Balb/c 3T3. Os resultados estdo expressos em porcentagem relativa ao
controle (sem extrato), considerado como 100%. Os pontos experimentais representam a
média de dois experimentos independentes em triplicata. As barras representam o desvio

padrao da média .
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4.1.3. Captacao do VN

Células da linhagem Balb/c 3T3 foram submetidas a tratamento com diferentes
diluicdes do extrato do OBM, do GEN-OX® organico e do GEN-OX® inorganico, durante
24h. Apéds esse periodo, foi verificada a viabilidade celular mensurando-se a captagéo do
corante vermelho neutro pelos lisossomos das células viaveis (Figura 3).

Neste estudo, o material inorganico nado promoveu reducdo significativa da
captagcdo do VN. Por outro lado, o tratamento das células com o extrato do OBM
promoveu reducdo estatisticamente significativa a partir da concentracdo de 75 mg/mL
(p<0,01). Entretanto, para o material organico o efeito foi muito mais pronunciado, sendo
a reducéo significativa nas concentragdes superiores a 20 mg/mL (p<0,01).

E interessante observar no grafico que o efeito em concentragcdes dos extratos
superiores a 25 mg/mL, representado pela inclinacdo das retas (regressdo linear dos
pontos), mostra que o material organico promove uma diminuicdo da captacao duas vezes
maior que o OBM, o qual, por sua vez, é duas vezes mais potente que o inorganico
(Tabela I).

Nas concentragbes de 75 e 100 mg/mL a diferenca entre as captacgdes relativas de

VN nos diferentes extratos ¢ significativamente diferente (p<0,01).
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Figura 3. Representacdo grafica do efeito dos extratos do OBM, GEN-OX®
organico e inorganico na captacao de VN por fibroblastos da linhagem Balb/ ¢
3T3. Os resultados estdo expressos em porcentagem relativa ao controle (sem extrato),
considerado como 100%. Os pontos experimentais representam a média de dois
experimentos independentes em triplicata. As barras representam o desvio padrdo da

média.
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Tabela |. Efeito dos extratos de OBM, Gen-OX orgénico e inorganico na captacao de

vermelho neutro.

Extrato (mg/mL)

Captacao Relativa de Vermelho Neutro (%)

Orgénico OBM Inorgénico
25 81,9 87,6 106,1
50 71,7 90,1 101,9
75 39,3 73,7 87,8
100 1,3 45,9 89,7
Inclinagéo -1,1 -0,57 -0,25
R -0,97 -0,90 -0,91
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4.2. Avaliacao da Morfologia
4.2.1. Microscopia de Luz

A analise por microscopia de luz visou avaliar as caracteristicas morfoldgicas
normais das células, como integridade da membrana, descolamento e lise celular, tratadas
com diferentes concentragbes do extrato puro (100 mg/mL) do OBM. A andlise descritiva
dos achados foi realizada em relagéo ao grupo controle, nao tratado com os extratos.

Podemos observar que as células do grupo controle estdo homogeneamente
distribuidas, apresentando aspecto alongado, com inUimeros prolongamentos
citoplasmaticos e nucleos arredondados, as vezes elipséides, ocupando grande parte do
citoplasma. Podem ser observadas, ainda, mitoses dispersas (Figura 4A).

Os grupos tratados com concentragcdo do extrato de 0,1 a 25 mg/mL ja
apresentam alteragdes morfolégicas como diminuigdo do citoplasma e nucleo picnético
(Figura 4B e 4C).

O tratamento das células com extrato a 50 mg/mL ja permite observar redugdo no
nimero de células em relacdo ao grupo controle. Estas apresentam contetdo
citoplasmatico reduzido, bem como diminuicdo do numero de prolongamentos (Figura
4D). O tratamento com 75 mg/mL promove perceptivel diminuicdo na densidade celular
em relacdo ao grupo controle. As células remanescentes apresentam diminuicdo do
citoplasma, bem como de seus prolongamentos, ndo se percebendo, inclusive, contato
entre elas. Os nucleos apresentam-se, na sua maior parte, condensados e com menor
volume. Algumas célula, ainda, apresentam nucleo picnético sugestivo de apoptose
(Figura 4E). Com 100 mg/mL ha& drastica diminuigdo na densidade celular e os nucleos

celulares, em sua maior parte, apresentam-se picnéticos, sugerindo apoptose (Figura 4F).
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Figura 4. Fotomicrografia dos fibroblastos Balb/ ¢ 3T3 cultivados em laminula,
apos tratamento por 24 h com diferentes diluicoes do extrato do OBM: 0 (A); 20
(B); 25 (C); 50 (D); 75 (E) e 100 mg/mL (F). As setas indicam células em mitose e as areas
circuladas, células com aspecto morfologico sugestivo de apoptose.
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4.2.2. Microscopia eletrénica de varredura

Inicialmente, neste estudo, as células foram semeadas diretamente sobre o OBM.
Contudo, ndo houve adeséo dos fibroblastos sobre o material e foi intensa a morte celular.
As poucas células que aderiram a placa sofreram citélise.

Visto que os estudos anteriores mostraram claro efeito citotéxico do OBM, o qual
diminuia em fungcdo da diluicAo do extrato, aventamos a hipétese de que residuos
hidrossollveis poderiam estar concorrendo para a morte celular (Figura 5).

Desta forma, o OBM foi dializado diversas vezes contra agua deionizada estéril, e
condicionado em DMEM + 10% SFB durante trés dias, com 10 trocas de 50 mL. Na
primeira troca observou-se a coloracdo amarelada da solugao, indicativa de pH &cido,
muito embora a medida no potenciémetro indicasse pH 7,2.

O colageno de cauda de rato foi utilizado para estabilizar as particulas do OBM,
evitando sua movimentacdo durante o experimento e os procedimentos de fixacdo e
recobrimento intrinsecos da preparagdo para a MEV. Entretanto, houve o cuidado de
utilizar o colageno apenas como um adesivo, evitando que recobrisse o material o que
poderia afetar o estudo (Figura 6).

Apds o plaqueamento das células (24 h) pode-se observar no grupo A (laminula
apenas) células com prolongamentos aderidas ao material e mitoses (Figura 7A).
Expressivo aumento na densidade de células foi observado 72 h pos-plagueamento em
relagcdo ao periodo anterior, tendo as células praticamente recoberto toda a area da
laminula (Figura 7C). O recobrimento completo ocorreu 120 h depois (Figura 7E).

No grupo B (laminula + colageno) a densidade celular pareceu ser maior que a do
grupo A, mesmo ap6s 24 h indicando que as fibrilas de coldgeno podem ter favorecido a
adesao das células (Figura 7B). No periodo de 72 h, as células ja estavam bem espalhadas

sobre a rede de colageno, interconectadas e apresentando mitoses. Podemos, ainda,
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observar a rede de fibrilas de colageno sobre a laminula (Figura 7D). Apés 120 h, a
fotomicrografia (Figura 7F) sugere a confluéncia das células, ocupando toda a area da
laminula.

No grupo C, onde o OBM foi aderido a laminula com uma fina camada de colageno
de cauda de rato, observamos apo6s 24 h do plagueamento, a adesdo das células ao
material e a emissdo de prolongamentos celulares (Figura 8A e B). No periodo posterior
(72 h), observamos a presenca de fibroblastos com morfologia normal sobre o material,
interconectados, em uma densidade superior ao periodo de 24 h (Figura 8C e D). Apods
120 h, ha um aumento ainda maior na densidade celular sobre o material (Figura 8E). Os
fibroblastos apresentam-se aderidos e espalhados sobre o material, comunicando-se com
as células vizinhas através de seus prolongamentos. Podemos ainda notar a ocorréncia de

células em mitose (Figura 8F).
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Figura 5. Eletromicrografia de varredura. OBM nao condicionado. Auséncia de
fibroblastos sobre o material. A seta indica possivel exposicao de fibras colagenas
do material.
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Figura 6. Eletromicrografia de varredura. OBM condicionado recoberto com
colageno de cauda de rato. Notar que o colageno impede o contato célula-
material.
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Figura 7. Eletromicrografia de varredura. Fibroblastos Balb/ ¢ 3T3 cultivados em
laminula por 24 (A), 72 (C) e 120 (E) e em laminula mais colageno por 24 (B), 72
(D) e 120 h (F).
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Figura 8. Eletromicrografia de varredura. Fibroblastos Balb/c 3T3 cultivados
sobre o OBM, aderidos a laminula com colageno de cauda de rato, apés 24 (A-
B), 72 (C-D) e 120h (E-F).
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5. DI SCUSSAO

Perdas 6sseas extensas ocasionadas por traumas, patologias e defeitos congénitos
ndo sao regeneradas completamente pelo organismo. Diante disso, vém sendo
desenvolvidos biomateriais que visam auxiliar nesse processo, dentre eles os de origem
bovina, em funcdo da sua boa performance clinica, do seu baixo custo, do controle de
zoonoses e de se apresentarem como uma fonte praticamente inesgotavel.

E preciso considerar que no Brasil ha um grande rebanho de bovinos, vigilancia
sanitaria rigorosa e um rigido controle de doencgas. Outra vantagem é a possibilidade de
obtencédo de ossos de animais jovens cuja matriz 6ssea é potencialmente mais rica em
fatores de crescimento.

O osso bovino, para ser utilizado como biomaterial, precisa ser submetido a
cuidadoso processamento mecanico e quimico. Esse processamento, numa primeira etapa,
consiste na lavagem do 0sso, remocdo de sangue e gordura. Em seguida, podem ser
tomadas duas vias distintas e excludentes: desmineralizacdo com acidos, obtendo-se
somente o0 componente orgéanico; ou tratamento térmico o qual pode chegar a
sinterizagao, isto é, o 0sso é submetido a temperaturas ao redor de 1000°C, resultando na
eliminacdo do conteldo protéico e manutencao do arcabouco de hidroxiapatita (Oliveira et
al., 1999).

Existe no mercado, atualmente, uma gama de materiais de origem bovina, com
predominio dos inorganicos, ou seja, desproteinizados termicamente, como o GEN-OX®
(Baumer S.A., Mogi Mirim, Brasil), Keil Bone™ (Braun Milsungen, Milsungen, Alemanha),
Bio-Oss™ (Geistlich Pharma, Wolhusen, Suica) e Surgibone™ (Unilab Surgibone,
Mississauga, Ontario, Canada). Contudo, a calcinagdo do o0sso, eliminando o componente
organico, torna esses materiais fridveis, contra-indicando seu uso onde resisténcia

mecanica seja exigida, por exemplo, para a fixagdo de parafusos. Da mesma forma,
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embora o enxerto bovino orgéanico (desmineralizado) possua boa resiliéncia, apresenta
pobre resisténcia mecéanica. Além disso, os biomateriais organicos durante os
procedimentos cirdrgicos, ao serem misturados com sangue, tornam-se dificeis de serem
manipulados e alojados nas cavidades cirurgicas.

Sabe-se que a resisténcia mecanica e resiliéncia do osso se devem ao complexo
colageno-hidroxiapatita (TenHuisen et al, 1995; Suh ef al, 2001), mas, isoladamente,
estas caracteristicas sdo perdidas. Assim, buscou-se desenvolver um material que
preservasse ambos o0s componentes, utilizando uma nova metodologia para o
processamento do o0sso bovino de forma a evitar a desmineralizagdo ou sinterizacdo do
material. Como resultado obteve-se um material contendo a estrutura de hidroxiapatita
natural (sem sinterizagdo) depositada sobre o colageno tipo |, possivelmente contendo
tracos de fatores de crescimento. O processo envolve a limpeza mecéanica e,
posteriormente, o processamento quimico do o0sso bovino com Aalcalis, solventes e
peréxidos capazes de remover restos de células, sangue, coagulo, gordura e proteinas nao
aderidas ao 0sso0.

Pelo fato do OBM apresentar-se como um material promissor para uso na clinica
médico-odontolégica, por conciliar resisténcia e resiliéncia, é preciso certificar-se de que
ele nao apresente efeitos toxicos ou ative o sistema imunolégico do organismo, isto é, que
seja um material biocompativel (Wataha, 2001).

A avaliacdo da biocompatibilidade constitui-se num requerimento essencial para
determinar a seguranga do material a ser implantado /7 vivo, pois permite verificar se a
resposta biolégica sera a desejavel, sem que o mesmo seja imediatamente destruido ou
encapsulado pelo organismo (Seal, 2001), comprometendo, assim, a sua funcéo.

O primeiro nivel de avaliagdo de biocompatibilidade de materiais, segundo a 1SO

10993 e a ADA/ANSI, é a analise /n vitro, sendo os testes de citotoxicidade adequados
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para a determinacgéo da toxicidade em nivel celular. A avaliagdo da biocompatibilidade em
experimentos /n vitro com culturas de células pode, ainda, ser determinada através de
microscopia de luz e eletrénica de varredura, analisando-se a morfologia, a adesdo, bem
como a proliferagdo celular sobre o material estudado (Ahmad ef al, 1999; Anselme,
2000; Bogdanski et al,, 2002). Varios trabalhos avaliam a biocompatibilidade /n vitro de
biomateriais, através de ensaios de citotoxicidade em consonancia com a microscopia
eletronica de varredura (Acil ef al., 2000; Ramires et al., 2001; Bosetti ef al., 2002).

Para a execugdo do presente estudo, escolheu-se a linhagem celular Balb/c 3T3
(clone A31) indicada pela ISO 10993-5 por se tratar de uma linhagem estabelecida,
permitindo, assim, maior reprodutibilidade dos resultados (Hanks ef a/., 1993; Wataha et
al, 1991). Além disso, estudos recentes da citocompatibilidade /n vitro de biomateriais
auxiliares ao reparo ésseo avaliaram a citotoxicidade destes, bem como a interacgédo célula-
material, através de MEV, utilizando fibroblastos de linhagens estabelecidas (Marques ef
al., 2002; Timmer et al., 2003). Osteoblastos poderiam, também, ser utilizados neste tipo
de estudo. Entretanto, para teste iniciais de biocompatibilidade sdo utilizados menos
freqiientemente devido as suas caracteristicas intrinsecas como taxa de proliferacdo, mais
lenta que fibroblastos, e funcionalidade bioldgica. Esta Ultima reveste-se de grande
importancia visto que, face a presenca de um novo material, pode ndo haver morte celular
mas sim perda da capacidade de produzir e mineralizar a matriz dssea.

Tanto a ADA/ANSI como a I1SO sédo concordantes na utilizacdo de testes /n vitro no
primeiro nivel de avaliagdo de um material. A 1SO 10993 tem como objetivos a protegao
do ser humano, além de assegurar o bem-estar dos animais, reduzir o seu niamero € a
exposicao a que sao submetidos. A utilizacdo de testes /n vitro é indicada como etapa

anterior aos testes em animais e humanos. Além disso, a avaliagdo de materiais em
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cultura de células constitui um meio rapido, reproduzivel para essa determinacao
(Freshney, 2000; Schmalz, 1994).

Os estudos de citotoxicidade tém se mostrado, ainda, como importante ferramenta
na avaliagdo e comparagao de materiais utilizados na clinica odontolégica, como cimentos
endodénticos (Koulaozidou et al., 1998; Ersev et al., 1999), adesivos dentinarios (Costa et
al.,, 1999; Demarco et al., 2001; Chen et al.,, 2003), resinas (Tang ef al.,1999), braquetes
ortoddnticos, materiais de implante (Bogdanski et a/, 2002), substitutos 6sseos (Suh et
al., 2001) e carreadores para a engenharia de tecidos (Alsberg ef al., 2001).

Materiais so6lidos sdo normalmente testados através de contato indireto com as
células (lkarashi ef al., 1992) ou através de “trans-well” (Babich & Sinensky, 2001) ou de
seus extratos (Leyhausen et al.,, 1999; Kopac et al., 2002). Optou-se, neste trabalho, por
utilizar-se o extrato do OBM por se tratar de um material s6lido e permitir avaliar se
residuos téxicos permaneceram no material apos sua producdo. Como o OBM, quando
inserido no defeito 6sseo, estara em contato com sangue e/ou fluidos corporais, escolheu-
se 0 meio de cultura DMEM como veiculo de extragéo.

A analise dos resultados de citotoxicidade de um material em desenvolvimento
normalmente é feita através da comparagdo com materiais similares em uso clinico ou
padrdes positivos ou negativos reconhecidos (Schmalz, 1994, Keiser ef a/., 2000; Imazato
et al.,, 2000). Neste trabalho, comparamos a citocompatibilidade do novo material em
desenvolvimento, o OBM, com a do Osso Bovino Organico e Inorganico (GEN-OX®
orgénico e inorgéanico), uma vez que estes materiais se encontram disponiveis no mercado
odontolégico e sdo utilizados nas mesmas situagdes clinicas.

Nos ensaios de contagem celular, reducdo do MTT e captacdo do Vermelho Neutro,
o OBM apresentou diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle nas

concentragdes superiores a 50 mg/mL. Este comportamento foi semelhante ao exibido
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pelo Gen-Ox® organico (Figura 1 e 2). Entretanto, é interessante perceber que o material
inorganico nao afetou a captacdo do vermelho neutro em oposicdo ao que foi induzido
pelo OBM e material organico (Figuras 3).

A citotoxicidade nessas concentragées do OBM pdde, ainda, ser confirmada pela MO
(Figura 4) que evidencia a redugdo no numero de células, nucleo e citoplasma alterado.
Estes resultados confirmaram os estudos de viabilidade celular por contagem do numero
de células (Figura 1), redugédo do MTT (Figura 2) e captagdo do Vermelho Neutro (Figura
3), tendo, inclusive, os materiais exibido perfil semelhante, exceto para o inorganico na
captacdo do VN. Nao houve, portanto, diferenga no efeito citotdxico apresentado pelo
OBM , 0 GEN-OX® organico e inorganico.

Hofman et al. (1999) compararam dois materiais de origem bovina, Laddec® e Bio-
oss®, semeando-se células osteoblasticas, obtidas a partir de calvaria de rato, sobre eles.
O Laddec® caracteriza-se pela presenca da hidroxiapatita e do coldgeno (os componentes
inorganico e organico, respectivamente) e o Bio-Oss é constituido pelo osso inorganico
bovino. Verificaram que a proliferagao das células, determinando o contelddo de proteinas,
foi idéntica para os dois materiais. Além disso, as células apresentaram morfologia normal
e se proliferaram sobre o material, indicando boa biocompatibilidade. Entretanto, eles ndo
compararam a proliferagdo celular com um grupo nao tratado, o que possibilitaria a
determinacao da citotoxicidade desses materiais em relacdo ao controle.

E preciso ressaltar que efeitos toxicos in vitro ndo significam, necessariamente,
toxicidade /n vivo. No sistema /n vitro, as células estdao expostas diretamente ao agente
agressor ou a seus produtos e o meio ndo se renova por cerca de 2 a 3 dias,
concentrando possiveis componentes téxicos. No sistema /7 vivo, a homeostase
proporcionada pelos fluidos pode agir protegendo o organismo, removendo a toxina do

sitio de implantagao, se o fator em questao for sollavel.

50



No trabalho realizado por Imazato et a/. (2000) comparou-se um material ja
utilizado na clinica odontoldgica com outro modificado, contendo um agente
antimicrobiano a fim de melhorar sua performance clinica. Ambos demonstraram padrao
de toxicidade similar, embora tenham levado a redugdo de 40% na taxa de proliferagao
celular em relagdo ao controle. Entretanto, apesar da toxicidade observada, ndo se
descartou a utilizagdo clinica do novo material, uma vez que o controle também
demonstrara certo grau de citotoxicidade. Isto ocorreu devido ao fato de ambos possuirem
a mesma composicdo quimica, exceto pela presenca do agente antimicrobiano.

Dessa maneira, a despeito da extrapolagdo limitada dos resultados obtidos /n vitro
para o sistema /n vivo, € importante estimar o grau de toxicidade do OBM, pois a despeito
do efeito citotéxico do GEN-OX® organico e inorganico, estudos em animais demonstraram
a biocompatibilidade desses materiais. Foram realizados estudos criando-se defeitos
criticos na calvaria de ratos, os quais foram preenchidos com os materiais de origem
bovina GEN-OX®. Verificou-se a biocompatibilidade do material, assim como seu poder
osteocondutor, facilitando a regeneracao 6ssea (Taga et a/. 1997; Herculani ef al., 2000).
Trabalhos em subcutdneo de ratos confirmam a biocompatibilidade /7 vivo desses
materiais (Sicca et al., 2000; Oliveira et al., 2003).

Pudemos perceber nos ensaios de citotoxicidade do OBM uma relagédo diretamente
proporcional entre dose e efeito, porém, em menores concentragbes do extrato, nao
havendo diferenca estatisticamente significante com o controle. Estes resultados
sugeriram a existéncia de residuos do processamento do OBM liberados no extrato.

Ignatius ef al (2001) atribuiram a citotoxicidade apresentada por algumas
cerAmicas de vidro, utilizadas como materiais osteosubstitutos, a liberacdo de
componentes do material para o extrato. Marques ef al. (2002) compararam a

citocompatibilidade de polimeros e compoésitos destes com hidroxiapatita. Os autores
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atribuiram a diferencga de citotoxicidade entre os materiais ao processamento a que foram
submetidos. Os tratamentos a que sdo submetidos alguns polimeros, como aguecimentos
e ciclos de extrusdao, promovem a formagdo de fragmentos facilmente solubilizados
durante a obtenc¢do do extrato, o que aumenta, portanto, a citotoxicidade do material em
relacdo aqueles que ndo sofrem tal processamento.

Essa evidéncia foi reforcada na anélise morfolégica por MEV (Figura 5). Semear as
particulas do OBM com fibroblastos resultou na morte de praticamente todas as células.
Exaustivas didlises contra agua deionizada e condicionamento com DMEM e soro
resultaram na adeséo e proliferagcdo da célula sobre o material (Figura 8). Casabona et al.
(1998) adotaram procedimentos semelhantes, lavando blocos de hidroxiapatita antes de
receberem células sobre eles e posterior implantacdo em animais.

Além da possivel remogao de residuos toxicos, o condicionamento com DMEM +
10% SFB ainda pode ter possibilitado a adsorcdo de proteinas do SFB, principalmente
fibronectina, importante para os mecanismos de adesdo celular (Ahmad ef a/, 1999).
Segundo Boyan (1996), um material, antes de sua implantacdo, sempre deve ser
condicionado pelos componentes do fluido no qual sera imerso, seja ele soro, saliva, fluido
crevicular ou meio de cultura de células. Além disso, a natureza das bioméleculas
condicionadoras e sua orientacédo sobre a superficie do material tém consequéncias diretas
no recrutamento, adesdo, proliferagdo e diferenciagdo das células (Boyan, 1996). O Soro
Fetal Bovino utilizado como suplemento no meio de cultura em que condicionamos o OBM
possui numerosas proteinas de adesao, tais como fibronectina. Essas proteinas favorecem
a resposta celular inicial aos materiais implantados, facilitando sua adesdo (Ahmad et al.,
1999)

Nos ensaios de citotoxicidade, os extratos mais concentrados do OBM levaram a

diminuicdo no nimero de células, alteragbes na morfologia (Figura 4), além de diminuicao
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nas fungées mitocondrial e lisossomal. Contudo, os estudos de citotoxicidade ndo podem
ser os Unicos determinantes na avaliagao da biocompatibilidade /n vitro de um material.

Ruano et al. (2000) estudaram a biocompatibilidade de uma hidroxiapatita ceramica
e uma hidroxiapatita nao-ceramica, avaliando viabilidade celular, morfologia e contato
célula-material. Verificaram por MEV que as células cresceram em intimo contato com
ambos os materiais, ndo havendo diferenca na sintese de procolageno. Entretanto, na
avaliagdo da viabilidade celular, a HA ceramica apresentou uma diminuigao
estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle e ao grupo tratado com HA. A
despeito das diferengas entre este material (HA sintética) e o GEN-OX inorganico (HA
natural sinterizada), ambos promoveram a diminuicdo do nimero de células. Contudo, os
mecanismos responsaveis por essa diminuicdo ndao podem ser determinados com precisao,
uma vez que no trabalho de Ruano et a/ (2000) analisou-se o contato direto célula-
material. Em nosso trabalho, o extrato hidrossolivel foi responsavel pela reducdo no
namero de células.

Gomes et al. (2001) avaliaram polimeros e compdsitos destes com HA. Apesar de
0s compositos terem apresentado maior citotoxicidade que os polimeros, os estudos de
interacdo célula-material apontaram melhores resultados, isto €, maior adesdo e
proliferacdo nos materiais formados a partir de polimeros e HA. Segundo os autores, a
citotoxicidade apresentada se deve ao processamento fisico-quimico para a unido do
polimero a HA.

Verificou-se, portanto, que os testes de citotoxicidade ndo podem ser conclusivos a
respeito da biocompatibilidade de um determinado material.

Nos nossos estudos, verificamos através da MEV, adesdo, proliferacdo e

espalhamento dos fibroblastos Balb/c 3T3 sobre o OBM. Acil et al/ (2000) também
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verificaram esse comportamento celular sobre um biomaterial de origem bovina
inorganico, o Bio-Oss.

Rodriguez et al. (2003) caracterizaram um biomaterial composto de HA
(sinterizada) e colageno, ambos de origem bovina. A HA e o colageno foram obtidos em
processos distintos, sendo entdo misturados em diferentes proporgdes. A citotoxicidade foi
avaliada de maneira indireta, com agar, semeando-se fibroblastos de camundongo da
linhagem C3H/NA do Banco de células do Rio de Janeiro (UFRJ — Brasil). Em nenhuma das
proporcdes estudadas foi observada citotoxicidade. Nos estudos de adesédo celular por
MEV, foram semeados osteoblastos humanos sobre o material, observando-se raras
células no quarto dia e um grande aumento do nimero de células no décimo primeiro dia
pos-plaqueamento. O pequeno numero de células nos tempos iniciais pos-plaqueamento
foi atribuido pelos autores ao nimero de células utilizado, bem como a area do material a
ser recoberta. E interessante destacar que, durante a preparacdo do compésito, soro
humano foi adicionado ao material, favorecendo a formagao de interface protéica, a qual,
possivelmente, pode ter favorecido significativamente a proliferacdo celular. A aplicacdo
clinica desta combinacgao é limitada em funcao do uso de soro humano. A eliminagédo do
risco de ativagdo do sistema imunolégico poderia ser obtido com o uso de fatores de
crescimento recombinantes.

Faz-se necessario lembrar que a interagdo célula-material entre os fibroblastos e o
OBM foi possivel somente apos lavagem e condicionamento do OBM. Esse fato nos reforga
a idéia de que o processamento do material seja o responsavel pela citotoxicidade
apresentada, uma vez que produtos resultantes deste podem estar permanecendo sobre o
material. Essa citotoxicidade foi muito semelhante & apresentada pelo GEN-OX® organico

e inorganico, conforme mostrado anteriormente. Como algumas etapas do processamento
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desses materiais sdo comuns, podemos ainda acreditar que residuos destes podem
também estar permanecendo sobre estes materiais.

No trabalho realizado por Hoffman et a/. (1999), foi verificada boa interacdo das
células ao Laddec®. Além disso, observou-se maior expressao de fosfatase alcalina e
formagao de nodulos de mineralizacdo dos osteoblastos em contato com o Laddec aqueles
em contato com o Bio-Oss®. Deve-se considerar o fato de que o processamento do
Laddec® envolve, além dos tratamentos quimicos, uma lavagem do material a alta
pressdo, permitindo remogdo dos residuos decorrentes do processamento. O
processamento do OBM néo inclui a alta pressdo no processo de lavagem, o que pode

estar possibilitando a permanéncia de residuos do processamento.
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6. CONSTATACOES

» Observamos uma relagdo diretamente proporcional entre dose e efeito na

citotoxicidade apresentada pelo OBM, GEN-OX® organico e inorganico;

> O OBM apresentou citotoxicidade semelhante ao GEN-OX® organico e
inorganico, embora este U(ltimo n&do tenha proporcionado alteracdo na

capacidade de captacdo de VN;
» A lavagem com &4gua deionizada e o condicionamento do OBM em DMEM +
10% possibilitaram a adesdo e proliferagdo dos fibroblastos Balb/c 3T3 ao

material;

» As células aderidas ao material apresentaram morfologia normal, compativel

com a observada no grupo controle
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7. Conclusoes

» O extrato do OBM apresenta efeito citotéxico em concentragdes superiores a

50 mg/mL;

» O OBM possui fatores citotoxicos hidrossolUveis. A remogao dos mesmos sera

importante para a otimizagéo dos efeitos biol6gicos
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8. PERSPECTI VAS

Os estudos /n vitro do OBM indicam que residuos do seu processamento fisico-
quimico permanecem sobre o mesmo. Dessa maneira, direcionamentos devem ser dados
para modificagdo no processamento do material.

O OBM condicionado proporcionou a adesdo e proliferacdo celular, verificada
através da MEV, sugerindo o seu potencial como biomaterial, inclusive como carreador
dentro da filosofia da engenharia de tecidos. Para tanto, sdo necessarios novos estudos /n
vitro, utilizando-se células obtidas a partir de cultura primdria de osteoblastos humanos,
cujas caracteristicas fenotipicas guardam maior semelhanca com o tecido que estara em
contato com o material. Em particular, a producao e mineralizagdo da matriz 6ssea devem
ser verificadas.

Para o uso clinico, entretanto, pelas normas da ISO e da ADA/ANSI, ainda sao
necessarios estudos em animais experimentais para que ele possa ser avaliado numa

etapa subseqiiente, em animais e humanos.
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