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Milhan NVM. Analise dos indicadores da osteogénese, citotoxicidade
e genotoxicidade de substitutos Osseos em osteoblastos-/ike
[dissertacdo]. Sao Jos¢ dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar in vitro os indicadores
osteogénese, a citotoxicidade e genotoxicidade de osteoblastos-like
(MG 63) em contato indireto com trés substitutos 0Osseos:
Hidroxipatita bovina (HA) (Bio-Oss®- Geistlich), Beta fosfato
tricdlcico (B-TCP - Bionnovation) e Beta fosfato tricélcico
experimental (B-TCP experimental). Os osteoblastos-like foram
expostos aos materiais por 24 h, por meio da utilizacdo de meio
condicionado pelos substitutos 0sseos na concentracao de 16 mg/mL.
Os indicadores da osteogénese foram analisados pelos testes atividade
de fosfatase alcalina, conteido de proteina total e formagdo de
nodulos de mineralizagdo. A viabilidade celular foi mensurada pelo
teste de MTT e a genotoxicidade foi determinada pela formagdo de
micronucleos (MNT) nas células apds exposicdo aos substitutos
6sseos e também ao etilmetano sulfanato (controle positivo). Os dados
obtidos foram submetidos aos testes estatisticos ANOVA, comparagao
multipla de Tukey (Post Hoc) e teste Z (p<0,05). Pelo teste de MTT
observou-se que nenhum dos materiais avaliados foi citotéxico, sendo
que o B -TCP, seguido pelo Bio-Oss®, induziram proliferacao celular
apos 24 h. O ensaio de MNT indicou que nenhum dos substitutos
Osseos apresentou genotoxicidade. Em relagdo aos indicadores da
osteogénese, foi observado que as células em contato com os materiais
foram capazes de induzir a osteogénese € que esse processo foi
influenciado pelo periodo de cultura dos osteoblastos-/ike em contato
com os substitutos 6sseos. O contetido de proteina total apresentou-se
maior em geral aos 10 dias, enquanto a atividade de fosfatase alcalina
foi superior em todos os materiais aos 14 dias, semelhante & formagao
de ndédulos de mineralizagdo, que também apresentou pico de



formagdao no periodo de 14 dias. Dentre os substitutos 0sseos
avaliados, foi constatado que o B-TCP induziu maior osteogénese em
todos os testes. Com base nos resultados deste trabalho, pdde-se
concluir que todos os substitutos oOsseos avaliados foram
biocompativeis e induziram a osteogénese, sendo que o B-TCP
apresentou maiores indices de proliferagdo celular e osteogénese in
Vitro.

Palavras-chave: Hidroxiapatita bovina.  Beta fosfato tricélcico.
Osteoblastos. Osteogénese. Citotoxicidade. Genotoxicidade.



Milhan NVM. Analysis of osteogenesis, cytotoxicity and genotoxicity
of bone substitutes in osteoblasts-like cells [dissertation]. Sdo José
dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP —
Univ Estadual Paulista; 2013.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate in vitro the indicators of
osteogenesis, the cytotoxicity and genotoxicity of osteoblast-like (MG
63) in indirect contact with three bone substitutes: Hydroxypatite
Bovine (HA) (Bio -Oss ® - Geistlich), Beta Tricalcium Phosphate ( -
TCP - Bionnovation) and experimental Beta Tricalcium Phosphate (
-TCP experimental). The osteoblasts-like were exposed to the
materials for 24 h, through the use of conditioned medium by bone
substitutes in the concentration of 16 mg/mL. The indicators of
osteogenesis were analyzed by alkaline phosphatase activity, total
protein content and formation of mineralized nodules. Cell viability
was measured by MTT assay and genotoxicity was determined by the
formation of micronuclei (MNT) in the cells after exposure to the bone
substitute and also to the etilmetano sulfanato (positive control). The
data obtained were submitted to ANOVA, Tukey's multiple
comparison (Post Hoc) and Z test (p < 0,05 ). The MTT assay showed
that none of the tested materials was cytotoxic. Furthemore, the 5 -
TCP, followed by Bio- Oss® , induced proliferation of cells after 24 h.
The MNT test indicated that none of the bone substitutes was
genotoxic. Concerning the indicators of osteogenesis, it was observed
that cells in contact with the materials were able to induce
osteogenesis and that this process was influenced by the period of
culture of osteoblast-like in contact with bone substitutes. The total
protein content was the highest in general on the 10th day, while the
alkaline phosphatase activity was the highest in all the materials on
the 14th day, similar to the formation of mineralized nodules, which
also showed the highest values on the 14th day. Among the evaluated



bone substitutes, it was found that the B-TCP induced higher
osteogenesis than others on all the tests. Based on the results of this
study, it was concluded that all bone substitutes evaluated were
considered biocompatible and induced osteogenesis. Moreover, the f -
TCP showed the highest rates of cell proliferation and osteogenesis in
vitro.

Keywords: Bovine hydroxyapatite. Beta tricalcium phosphate.
Osteoblasts. Osteogenesis. Cytotoxicity. Genotoxicity.



1 INTRODUCAO

Os substitutos 6sseos sao utilizados com o objetivo de
preencher, reconstruir ou substituir as falhas 6sseas (Calixto et al.,
2001). Apos o procedimento de exodontia, o osso alveolar sofre
reabsor¢ao 0ssea, o que faz com o mesmo apresente perda dssea em
altura e espessura. Essa defici€ncia 0ssea € muitas vezes responsavel
pela dificuldade ou impossibilidade na colocacao de implantes ou até
mesmo na estabilizacdo de préteses parciais ou totais. Além disso,
pode representar ainda um problema estético na instalacdo de proteses
convencionais ou sobre implantes (Camargo et al., 2000; Munhoz,
2009).

Os implantes dentais tém sido utilizados com grande
eficacia. Entretanto, a presenga de defeitos Osseos nos rebordos
alveolares t€ém se apresentado como um fator indesejavel da
reabilitacdo estética e funcional dos pacientes no momento da
indicacao da colocagdo de implantes (Ferreira et al., 2007).

Além de serem utilizados na Odontologia na
preparacdo do leito para a instalagdo de implantes, os substitutos
Osseos sdao importantes também nos casos de lesdes cisticas,
deficiéncias congénitas, traumas, defeitos 6sseos periodontais, lesdes

apicais e levantamento do seio maxilar (Cruz, 2004; Ferreira, 2007).
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O reparo celular envolve uma cascata complexa de
eventos, incluindo o crescimento e a diferenciacdo das células (Rosa,
Beloti, 2003). Assim a avaliagdo da biocompatibilidade e a
mensuragdo dos indicadores da osteogénese sdo maneiras de avaliar
substitutos 0sseos in vitro.

Para o ensaio da osteogénese ¢ comum a utilizagdo de
testes bioquimicos como o de fosfatase alcalina e proteina total e
também a mensuracdo da formagdao de matriz mineralizada. Sabe-se
que a quantidade de proteinas totais produzidas pelos osteoblastos
aumenta proporcionalmente com o numero de células Osseas. Ja a
fosfatase alcalina ¢ uma enzima marcadora de formagdo Ossea que
tem um papel importante na mineralizacao (Beloti, Rosa, 2005). Além
disso, a presenga de nddulos de mineralizagdo em meio osteogé€nico
comprova a diferenciagdo e funcionalidade dos osteoblastos
(Hoemann et al., 2009; Fontana, 2009). Dessa forma, tais indicadores
da osteogénese foram avaliados no presente estudo.

Para a determinacdo da biocompatibilidade de
biomateriais, os testes de citotoxicidade e genotoxicidade sdo
utilizados. A avaliacdo da citotoxidade pelo ensaio pelo brometo (3-
(4,5  dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio ~ (MTT), promove
resultados rapidos e precisos. Este teste reflete ndo somente o nimero
de células de uma amostra, mas também o nivel de sua atividade
metabolica, porque ¢ baseado na atividade de enzimas, como a
succicil desidrogenase, presente em células viaveis (Bouillaguet et al.,

2004).
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Apesar de existirem muitos estudos na literatura que
avaliam a citotoxicidade dos substitutos dsseos, verifica-se que ainda
existem poucos trabalhos que avaliam a genotoxicidade desses
biomateriais.

Devido a ampla aplicabilidade médico-odontologica,
existe uma busca intensa por substitutos 6sseos que tenham boas
propriedades mecanicas, sejam reabsorviveis € apresentem
caracteristicas de osteoconducao e osteoinducao. Dois biomateriais
tém sido amplamente utilizados para substituicdo de tecido duro, a
Hidroxiapatita [Ca;y (PO4) ¢ (OH) ;] e o B-fosfato tricalcico [B-Cas
(PO,)] (Liu et al., 2013).

O Bi0-Oss® corresponde a um substituto 6sseo de
origem bovina (hidroxipatita bovina) amplamente documentado e
analisado. E considerado um biomaterial de comportamento previsivel
devido as suas propriedades fisico-quimicas. Esse substituto 6sseo tem
sido utilizado para comparagdo com outros biomateriais, uma vez que
resultados positivos tém sido obtidos com o seu uso na regeneragao
ossea. (Kim et al., 2010; Desterro, 2012).

O B-fosfato tricalcico (B-TCP) ¢ um biomaterial que
tem sido amplamente avaliado e utilizado para substituicdo Ossea.
Trata-se de um substituto Osseo, que apesar de ter propriedade
mecanicas inferiores aquelas apresentadas pela hidroxipatita (Lew et
al., 2012), ¢ biocompativel, absorvivel e apresenta propriedades de
osteocondugao (Hirota et al., 2009; Al-Sanabani et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que pequenas alteragdes na

morfologia, cristalinidade, porosidade, temperatura ¢ pH durante a
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fabricacdo dos materiais pode levar a diferentes comportamentos dos
substitutos Osseos tanto mecanicamente quanto biologicamente
(Oliveira et al., 2007; Aarvold et al., 2013; Cox et al., 2013).

Dessa forma, o desenvolvimento de novos substitutos
6sseos com caracteristicas fisico-quimicas e biologicas superiores € o
aperfeicoamento do estudo em relacdo aos materiais ja existentes no
mercado, sdo quesitos muitos importantes para a evolugdo das
pesquisas medico-odontoldgicas no setor de biomateriais. De acordo
com esse proposito, o presente estudo avaliou e comparou um 3 -TCP
experimental produzido por reagdo em estado solido, o qual ja foi
testado favoravelmente quanto as suas propriedades fisico-quimicas e
dois substitutos 6sseos comercialmente disponiveis, através de testes

de biocompatibilidade e dos indicadores da osteogénese.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido ésseo, biomateriais e classificacio dos enxertos 6sseos

O tecido 6sseo ¢ originario de um tecido embriondrio
chamado mesénquima e composto por trés tipos celulares,
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Histologicamente, existem dois
tipos de tecidos Osseos, o imaturo (ou primario) € o maduro (ou
secundario). No osso primario as fibras coldgenas se dispdoem
irregularmente, sem orientacdo definida. J4 no secundario, as fibras
colagenas se organizam em lamelas dispostas paralelamente
(Junqueira, Carneiro, 2008).

O osso pode se desenvolver a partir de dois
mecanismos. Pode ser formado a partir de um arcabouco cartilaginoso
preexistente ou pode surgir no seio de uma regido condensada de
natureza conjuntiva. Ambos os processos recebem a denominacao de
ossificacdo ou osteogénese. O primeiro processo ¢ denominado de
ossificagdo endocondral, enquanto que o segundo ¢ conhecido por
ossificacdo intramembranosa (Katchburian, Arana, 2004).

Bioquimicamente, o tecido 6sseo ¢ definido por um
conjunto especial de matriz organica (35%) e elementos inorganicos

(65%). O componente inorganico, a hidroxiapatita [Ca;o(PO4)¢(OH),],
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¢ o mineral que confere forca e resisténcia aos 0ssos, sendo
responsavel pelo armazenamento de 99% do calcio, 85% do fosforo e
65% do sodio e magnésio corporais (Robbins et al., 2000; Teixeira,
2009).

O osso representa um dos tecidos mais resistentes e
rigidos do corpo humano. Apesar de sua resisténcia as pressoes e de
sua dureza, ¢ muito plastico, sendo capaz de remodelar sua estrutura
interna em resposta a modificagdes nas forcas a que esta submetido
normalmente (Junqueira, Carneiro, 2008).

Os materiais utilizados para os procedimentos de
enxerto sdo denominados de biomateriais (Calixto et al., 2001b). O
termo biomaterial pode ser definido como uma substincia ou
combinagdao de duas ou mais substancias, de natureza sintética ou
natural, que sdo utilizadas para melhorar, aumentar ou substituir,
parcial ou integralmente, tecidos e orgaos (Williams, 1987).

Um requisito fundamental para que um biomaterial
seja considerado eficaz para o procedimento de enxerto ¢ a
biocompatibilidade. Esse termo pode ser definido como um estado de
mutua coexisténcia entre um material ¢ o ambiente fisioldgico, sem
que um exerca efeito desfavoravel sobre o outro (Boss et al.,1995).

Os biomateriais podem ser classificados em
biotoleraveis, bioinertes e bioativos. Aqueles classificados como
biotoleraveis apresentam a caracteristica de nao serem rejeitados
quando implantados em tecido vivo, porém possuem a desvantagem
de se tornarem envolvidos por uma cépsula fibrosa. Ja os bionertes,

permitem o intimo contato com o osso conduzindo a osteogénese
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enquanto que os bioativos permitem formagdao de novo o0sso € a troca
de ions com o tecido 6sseo (Andrade, 2011).

O reparo 6sseo ¢ um processo complexo que tem como
propdsito uma restauracdo anatomica e funcional. Muitos eventos
ocorrem quando um determinado biomaterial entra em contato com o
ambiente biologico. A principal fungdo dos biomateriais utilizados
para enxerto 0sseo ¢ promover formacao 6ssea. Sendo assim, quando
se estabelece uma total integracdo, ocorrera uma gradual substituicdao
por um osso novo (Garofalo, 2007; Teixeira, 2009).

Os substitutos 0sseos podem ser classificados de
acordo com a sua origem ou mecanismo de acdo. Em relagdo a sua
origem, os substitutos Osseos podem ser divididos em autdgenos,
homdgenos (ou aloenxertos), xenogenos (ou heterdgenos) e
aloplasticos. Os substitutos autdgenos sao aqueles obtidos do préprio
individuo, ou seja, de um sitio intra ou extra-oral. J& os substitutos
homogenos sdo aqueles vindos de outros individuos de mesma
espécie. Os substitutos xendgenos, por sua vez, sao obtidos de seres de
espécies diferentes. E por fim os substitutos aloplasticos sdo aqueles
provenientes de materiais sintéticos (Ferreira et al., 2007; Teixeira,
2009).

Quanto ao mecanismo de acdo, os substitutos podem
ser classificados em osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores.
Sao denominados osteogénicos os biomateriais capazes de promover
formagdo Ossea uma vez que possuem células Osseas em sua
composi¢ao. Os biomateriais com caracteristicas osteoindutoras sao

aqueles que possuem a capacidade de induzir a diferenciacdo de
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c¢lulas mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, levando dessa
forma a deposi¢do Ossea. Ja os biomateriais osteocondutores sao
aqueles que possuem a caracteristica de fornecer um arcabougo para a
migracao celular e deposi¢do Ossea ectopica oriunda das imediagdes.
Dessa forma, ao mesmo tempo em que esse biomaterial € reabsorvido,

ele ¢ também substituido por novo tecido 6sseo (Teixeira, 2009).

2.2 Enxertos 0sseos autogenos, homogenos, xendgenos e
aloplasticos

Os enxertos Osseos autdgenos sdo considerados o
padrdo ouro no ambito da reposicdo Ossea uma vez possuem
propriedades osteogénicas, osteoindutivas e ostecondutivas (Calixto et
al., 2001b). Aleém disso, ¢ inexistente a possibilidade de rejeicao
desse enxerto uma vez que ¢ obtido do tecido 6sseo do proprio
individuo (Munhoz, 2009).

Os enxertos 0sseos autdgenos podem ter origem intra
ou extra-oral. Os enxertos 0sseos provenientes do ambiente intra-oral
sdo originarios geralmente da tuberosidade maxilar, ramo ascesdente
do processo coronoide da mandibula, sinfise mentoniana, alvéolos ou
cavidades em cicatrizacdo. Ja os enxertos 0sseos de origem extra-oral
sao normalmente obtidos da crista anterior do osso iliaco, embora
possam ser adquiridos também da costela, tibia, calota craniana entre

outras localiza¢des (Shallhorn, 1972; Calixto et al., 2001Db).
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Embora os substitutos de origem autdgena representem
a melhor opcdo por apresentarem boas propriedades osteogénicas,
osteoindutivas e osteocondutivas, devido a algumas caracteristicas
como morbidade relacionada a técnica cirrgica e também a pequena
quantidade disponivel, existe a necessidade de utilizacdo de outros
substitutos 6sseos (Calixto et al., 2001b; Lourengo, 2002).

Os enxertos homodgenos (ou aloenxertos) sao
transferidos de um doador da mesma espécie para outro individuo.
Sao disponibilizados em particulas ou blocos, sendo que o osso pode
ser medular, cortical ou cortico-medular. De acordo com o tratamento
que esse material recebe no banco de tecidos musculo-esqueléticos
podem ser destacadas algumas forma disponiveis de substitutos 6sseos
homdgenos. O material pode ser disponibilizado de forma fresca,
fresca congelada ou liofilizada. Dentre os enxertos homogenos
liofilizados existem aqueles que sdo mineralizados e também os
desmineralizados (Irinakis, 2006; Figueira, 2011).

No entanto, os enxertos homoégenos induzem uma
resposta imunologica no hospedeiro, com a possibilidade de serem
rejeitados. A rejeicdo do enxerto homogeno ¢ marcada pela presenca
de processo inflamatorio onde existe presenga de linfocitos,
reabsor¢do periférica do enxerto, falta de unido, encapsulagdo fibrosa
e fratura por fadiga (Burchardt, 1983; Teixeira, 2009).

Os substitutos 6sseos xendgenos (ou heterdgenos), que
sdo provenientes de sitios dsseos de outra espécie, sao disponiveis de

forma liofilizada, geralmente no formato de particulas. Além disso,
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podem ser encontrados tanto na versdo mineralizada quanto
desmineralizada (Irinakis, 2006; Figueira, 2011).

Os substitutos aloplasticos, que em geral mostram uma
boa resisténcia a compressdo € uma pobre resisténcia a tensao
(semelhante ao tecido 0sseo), vem recebendo atencao especial, ja que
podem eliminar ou diminuir a necessidade de utilizagdo dos
substitutos 0sseos autdgenos, homogenos e xendgenos (Ferreira et al.,
2007; Teixeira, 2009).

Desta maneira, os materiais a base de ceramica tém
sido amplamente utilizados em cirurgias de enxerto 6sseo. Podem ser
caracterizados por possuirem origem natural ou sintética. Dentro do
grupo correspondente a origem natural encontram-se as
hidroxiapatitas, as quais podem ser obtidas de estruturas de coral ou
da matriz mineral de tecido 6sseo bovino. Em relacdo as ceramicas de
origem sintética, destacam-se a hidroxiapatita (HA), o beta fosfato
tricalcico (B — TCP), o fosfato de célcio bifasico (HA + B -TCP) e os
vidros bioativos (Cruz, 2004).

2.2.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatia de origem natural, constituida por
matriz Ossea inorganica bovina e cristais de carbonato de calcio,
encontra-se  comercialmente disponivel. Pode ser utilizada

isoladamente ou em associagdo com o substituto dsseo autdogeno.
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Permite a reparacdo oOssea, uma vez que ¢ potencialmente
osteocondutiva e tem a caracteristica de ndo ativar o sistema
imunolégico do hospedeiro (Bassi, Carvalho, 2011). Além disso, ¢
biocompativel e libera ions calcio e fosfato os quais sdo fundamentais
para a osteogénese (Accorsi-Mendonga et al., 2008).

O Bi0-0ss® ¢ uma matriz 6ssea mineral de osso bovino
comumente utilizada, que promove nova formagdo de tecido dsseo,
ndo interfere na cicatrizagdo do osso e, além disso possui propriedades
osteocondutivas que sdo superiores aquelas do f —TCP (Rokn et al.,
2011). O Bio-Oss®, ¢ obtido apds a remocgdo dos componentes
organicos do osso medular bovino, através de um tratamento térmico a
300°C (Accorsi-Mendonga et al., 2008).

Do ponto de vista quimico e fisico o Bio-Oss® ¢
1déntico ao osso humano. Possui uma for¢a de compressao de 35 MPa.
Além disso, tem uma natureza porosa que corresponde de 75% a 80%
do seu volume total, o que aumenta consideravelmente a area de
superficie desse material, contribuindo para a osteogénese (Sollazzo et
al., 2010).

Valentini e Abensur (1997) realizaram um estudo
histomorfométrico de 20 levantamentos de seio maxilar em 15
pacientes, utilizando o Bio-Oss®. Apds 6 meses do procedimento, os
autores observaram que havia 28% de osso, 44% de tecido conjuntivo
e 28% de particulas de hidroxiapatita bovina, o que mostra que este
material induz a formacao ossea.

Kiibler et al. (2004) investigaram in vitro o efeito de

cinco substitutos 6sseos em contato com osteoblastos humanos da
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crista iliaca. Dentre eles, foram avaliados a hidroxipatita bovina de
baixa temperatura (Bio-Oss®), o a-TCP (Bio-Base®), hidroxipatita
bovina de alta temperatura (Osteograf®), hidroxipatita (Algipore®) e
hidroxiapatita de alta temperatura com peptideo sintético (Pep- Gen p-
15®). A proliferacao, viabilidade celular e niveis de fosfatase alcalina
foram analisados apds 6 e 9 dias de contato dessas células com os
substitutos 0sseos. Os resultados indicaram que o Pep- Gen p-15®
induz maior taxa de proliferacdo e diferenciacdo celular enquanto o
Bi0-Oss® apresenta a menor. Dessa forma, os autores concluiram que
existe uma diferenca no padrdo de proliferacao e diferenciagdo dos
osteoblastos de acordo com o substituto 6sseo utilizado.

Beloti et al. (2008) avaliaram a osteogénese in vitro
induzida por células derivadas de sitios submetidos ao levantamento
de seio maxilar com 0sso bovino inorganico (Bio-Oss®). As bidpsias
foram realizadas apos seis meses da cirurgia inicial, no momento da
colocacao dos implantes. Foram avaliados a adesdo, a proliferacao e
viabilidade celular, o contetido de proteina total, o nivel de fosfatase
alcalina e a formag¢do de nodulos de mineralizagdo. Os autores
concluiram que o contato a longo prazo das células in vivo com 0 0sso
bovino inorganico diminui a expressao do fenotipo dos osteoblastos, e
consequentemente a osteogénese in Vitro.

Bernhardt et al. (2011) realizaram um estudo in vitro
investigando o comportamento celular de osteoblastos em contato
direto com trés tipos de substitutos 6sseos, uma hidroxiapatita
sintética nova (Osbone) e outros dois substitutos Osseos ja

estabelecidos no mercado (Cerasorb M e Bio-Oss®). Foram realizados
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testes para obtencdo da adesdo, proliferagdo celular, atividade de
fosfatase alcalina e marcadores osteogé€nicos. Os autores concluiram
neste estudo que o Bio-Oss® ndo promoveu uma adequada
proliferagao celular. Entretanto, o Osbone mostrou boa capacidade de
adesdo, proliferacdo e diferenciagdo celular, sendo semelhante ao
Cerasorb, considerando a adesdo e os marcadores osteogénicos.

Jo et al. (2011) investigaram in vitro a capacidade de
adesdo de células de osso medular de ratos com diferentes
biomateriais. Foram avaliados o o0sso bovino desproteinizado
(DMMB), o DMMB revestido com fibronectina (FN), a hidroxiapatita
sintética (HA), a HA revestida com FN, a HA revestida com 3 -TCP, e
o B -TCP puro . Os autores observaram que a HA proporcionou o
ambiente mais favoravel para a adesdo celular, enquanto poucas
células aderiram ao DMMB.

Liu Q et al. (2011) compararam um substituto 0sseo de
origem bovina (Bio-Oss®) com outro biomaterial de origem sintética
(NanoBone®). Foi avaliado o comportamento in vitro de osteoblastos
humanos em contato com ambos os materiais, sendo que foi realizada
analise de microscopia eletronica de varredura, a mensuracdo da
viabilidade celular e testes de biocompatibilidade (LDH, MTT, WST,
BrdU). Os resultados indicaram que ambos os materiais apresentam
baixa citotoxicidade e boa compatibilidade, sendo que o NanoBone ®
promoveu maior proliferacdo celular no teste MTT.

Doostmohammadi et al. (2011) prepararam e avaliaram
o comportamento do vidro bioativo 63 S e hidroxipatita bovina (HA).

Esses biomateriais foram colocados em contato direto com células



28

tronco mesenquimais humanas (hMSCs) e a proliferagdo dessas
células foi avaliada pelo ensaio de MTT. Foi observado que, exceto
durante o primeiro dia, as células hMSCs proliferaram em ambos os
materiais de maneira semelhante ao grupo controle. Dessa forma,
conclui-se que essas particulas fabricadas de vidro bioativo 63 S e
hidroxiapatita bovina sdo compativeis com as células hMSCs e podem
ser utilizadas na engenharia tecidual 6ssea.

Vaziri et al. (2012) avaliaram trés diferentes marcas de
substitutos dsseos desmineralizados liofilizados (DFDBA) em contato
indireto com cé€lulas derivadas de sarcoma osteoblastico. Os DFDBA
das marcas Osseo, AlloOss e Cenobone foram avaliados quanto a
proliferacao celular e capacidade osteoindutiva. Os autores concluiram
que esses trés tipos comercialmente disponiveis de DFDBA sao
capazes de diminuir a proliferagdo e aumentar a diferenciagao
osteogénica na concentracdo de 16 mg/mL. Além disso, possuem
atividade osteoindutiva in vitro.

Chaves et al. (2012) analisaram e compararam in vivo
a expressdo dos marcadores Osseos Osteocalcina (OC), Receptor
ativador do fator nuclear kappa B ligante (RANK-L) e
Osteoprotegerina (OPG) em substitutos dsseos de origem bovina (Bio-
Oss®) e substitutos autdogenos, em procedimentos de levantamento de
seio maxilar de coelhos. Os animais foram sacrificados depois de 14 e
30 dias para analise microscopica e imunohistoquimica. Os resultados
revelaram que o Bio-Oss® ¢ um substituto Osseo que tem um

comportamento bioldgico semelhante aos substitutos dsseos autdgenos
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nos procedimentos de levantamento de seio maxilar, promovendo
migragao de células osteoprogenitororas para dentro do defeito dsseo.

Markazi et al. (2012) avaliaram in vitro dois
substitutos Osseos xenogénicos (Bio-Oss® e Tutodent®) e dois
sintéticos (Osteon® e Cerasorb®) em contato direto com osteoblastos-
like (SaOS-2). Esses substitutos 6sseos foram avaliados por meio de
testes quanto a diferenciacdo, proliferacdo e viabilidade celular, além
da mensuracdo da atividade da fosfatase alcalina. Os autores
concluiram que os quatro substitutos Osseos promovem alta
proliferagdo celular, entretanto estdo associados a baixa taxa na
diferenciacdo celular apds 15 dias das células em contato com esses
materiais.

Panseri et al. (2012) analisaram scaffolds de
hidroxiapatita (HA) associada a magnetita(Mgn) em diferentes
proporg¢des (H/Mgn 100/0, HA/Mgn 95/5, HA/Mgn 90/10 e HA/Mgn
50/ 50). Esses scaffolds foram avaliados in vitro em células SaOS-2 e
in vivo em lesdes condilares de coelho. Os resultados indicaram que a
presenca da magnetita ndo altera a biocompatibilidade dos scaffolds,
sendo que na propropor¢cao 90/10 pode ser observado uma elevada
proliferagdo celular em estagio inicial in vitro e bons niveis de
histocompatibilidade in vivo.

Cakmak et al. (2013) desenvolveram e analisaram um
scaffold constituido pelo nanocomposito PA-RGD/HA (acido
arginina-glicina-aspartico com peptideo anfifilo em gel e matriz de
hidroxiapatita). Foram realizados testes in vitro em células pré-

osteoblasticas (MC3T3-E1) os quais mostraram que esse
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nanocomposito induz a diferenciagdo osteogénica das células MC3T3-
E1 e possui caracteristicas osteoindutivas e osteocondutivas.

Cox et al. (2013) analisaram uma hidroxipatita (HA)
sintetizada por um método de precipitagao aquosa. A influéncia de
varias condigdes de reacdo, a cristalinidade, o tamanho e morfologia
das particulas, a estrutura molecular, bem como a viabilidade celular
foram avaliados. A analise da viabilidade celular foi realizada in vitro
em células precursoras de osteoblastos (MC3T3) apos 24 h de contato
direto com as amostras. Os autores observaram que as células
mostram-se viaveis em todas as amostras em que o pH foi controlado
¢ mantido entre 10-11 durante o método de precipitacdo aquosa.

Quan et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade e
genotoxicidade da hidroxiapatita ( HA) associada a zirconia ( ZnO,) in
vitro. O teste de MTT mostrou proliferagdo celular significativa nos
compositos de HA puros e associados ao ZnO,. Por outro lado, os
compositos constituidos apenas de ZnO, nao induziram proliferagao
celular. Quanto a genotoxicidade pode-se concluir que a HA nao ¢
genotoxica, o ZnO, induz a formagdo relevante de micronontcleos e
que os compdsitos de HA/ZnO, tornam-se mais genotoxicos a medida

que aumentou-se a proporcao de ZnO,.



31

2.2.2 Ceramicas sintéticas de fosfato de calcio

Entre vérios biomateriais sintéticos as ceramicas de
fosfato de calcio (Ca-P) tornaram-se populares devido a sua
composi¢do e estrutura semelhantes ao osso humano. Os fosfatos de
calcio estdo geralmente disponiveis em forma de blocos ou granulos
de ceramica porosa ou densos (Yang et al., 2013).

Os fosfatos tricalcicos (TCP) existem em varias fases
(a, B, v, € super-a)), sendo que as fases a e P sdo utilizadas como
biomateriais (Al-Sanabani et al., 2013). No entanto, maior atencdo
tem sido dada ao B-TCP para aplicagdes biomédicas devido ao fato de
ter sido observado citotoxicidade (dos Santos et al., 2002) e
instabilidade em particulas de a-TCP ( Lew et al., 2012).

Dentro da Odontologia os fosfatos tricalcios sao
utilizados em defeitos Osseos verticais, preenchimentos de fendas
palatinas, revestimentos de implantes, além de serem utilizados
também como anteparo. (Al-Sanabani et al., 2013).

O B-TCP corresponde a uma ceramica sintética de
fosfato de célcio que tem sido utilizado para a regeneragdo Ossea em
uma variedade de procedimenos cirtirgicos, com resultados clinicos e
histologicos satisfatorios, em modelos animais e humanos (Brkovic et
al., 2008).

O B-TCP ¢ um substituto oOsseo biocompativel,

absorvivel e que apresenta propriedades de osteocondugao, levando a
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formacao de tecido 6sseo ao redor ¢ também no interior dos seus
poros (Hirota et al., 2009; Al-Sanabani et al., 2013).

A macro e micro porosidade do biomaterial 3 -TCP
promove o aumento interno de vasos sanguineos e permite a
infiltracdo de prolongamentos dos ostedcitos nos microporos
(Eleftheriadis et al., 2010). Apesar do P -TCP apresentar rapida
degradagdo e fracas propriedades mecanicas, esse biomaterial oferece
um excelente ambiente para a regeneracao 0ssea (Jo et al., 2011).

Shiratori et al. (2005) avaliaram o comportamento do
B—TCP em defeitos Osseos realizados no fémur de 65 ratos, e
verificaram que o [ —TCP corresponde a um substituto dsseo que
promove osteocondugdo e consequentemente formagao dssea na area
do defeito. Foi observado formacao de novo tecido 6sseo tanto na area
central quanto na regido lateral aquela onde foi implantado o B —TCP
em todos os tempos analisados.

Segundo Somanathan e Simunek (2006), estudos
histomorfométricos analisando o B-TCP no seio maxilar tém
demonstrado aumento da formac¢ao 6ssea, em torno de 29%, 6 meses
apds a implanta¢ao. Quando um fator osteocondutivo (plasma rico em
plaquetas) ¢ misturado com o B-TCP a capacidade de regeneracao
Ossea aumenta em 38%.

Maus et al. (2008) realizaram um estudo in vivo
comparando o B -TCP puro, B -TCP associado a rhBMP-2 e um osso
autogeno. Para tal, defeitos 0sseos na epifise femural distal de ovelhas
foram preenchidos com esses materiais. ApoOs a eutanasia dos animais,

nos periodos de sete semanas e trés meses, foram realizadas andlises
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microradiograficas, histologicas e histomorfométricas. Os autores
concluiram que a adi¢do de rthBMP-2 ao B-TCP promove uma
remodelacdo rdpida do osso, comparavel aquela que ocorre com o
substituto dsseo autdogeno. Por outro lado, nesses mesmos tempos, o B
-TCP puro ndo promoveu uma remodelacdo completa dos defeitos
0SS€0s.

Oliveira et al. (2007) investigaram duas rotas diferentes
de sintese de B-TCP (reacdo em estado solido e precipitagdo em
solugdo aquosa) e suas consequéncias sobre as propriedade finais do
cimento B-TCP. Verificou-se que ambas as vias sdo equivalentes, pois
nao houveram diferengas relevantes nas propriedades do cimento, com
excessao da resisténcia mecanica. Dessa forma, os autores concluiram
que a rota de reagdo em estado solido € mais interessante devido a sua
simplicidade.

De acordo com Hirota et al. (2009), uma desvantagem
associada ao B-TCP ¢ a absor¢do precoce desse material, sem
regeneracao Ossea. Entretanto, esse problema pode ser resolvido com
a associacdo desse biomaterial com materiais osteogénicos, tais como
0sso autdgeno ou células osteoprogenitoras.

Kanayama et al. (2010) realizaram um estudo sobre a
atividade osteoblastica e osteoclastica da apatita carbonatada (CA) em
culturas celulares, comparando-a ao B —TCP e a HA. Os autores
avaliaram a expressdao de RNA mensageiro através de PCR em tempo
real. Este estudo mostrou que a ceramica CA suporta o crescimento e

diferenciacdo de osteoblastos e osteoclastos. Além disso, os autores



34

concluiram que a CA ¢ superior ao B —TCP como um substituto 6sseo
para engenharia tecidual.

Kadow-Romacker et al. (2013) analisaram o efeito do
B-TCP (ChronOS) revestido com acido zoledronico em contato com
osteoblastos e osteoclastos humanos in vitro. Os resultados deste
estudo mostraram que o B —TCP revestido com 4cido zoledrénico tem
efeito estimulante sobre células osteoblasticas e também pode levar a
inibicao de osteoclastos.

Bernhardt et al. (2011) analisaram diferentes
substitutos 0sseos a base de fosfato de calcio, in vitro. O objetivo foi
realizar uma comparagao entre dois novos substitutos 0sseos (Ceracell
e Osseolive) e outras trés ceramicas ja estabelecidas no mercado
(Cerasorb M, NanoBone ¢ BONIT Matrix). Os resultados mostraram
uma baixa taxa de adesdo e proliferacdo celular em relacdo aos
substitutos NanoBone ¢ BONIT Matrix. Por outro lado, os granulos de
Ceracell, Osseolive e Cerasorb induziram uma boa adesdo e
proliferagao celular. Além disso, nesses materiais os niveis de
fosfatase alcalina aumentaram com o tempo e foi observada uma boa
formacao de genes relacionados a formacao ossea.

Cao et al. (2012) realizaram um estudo in vitro ¢ in
vivo com intuito de avaliar a degradagdo e o potencial osteogénico de
scaffolds constituidos por poli acido latico (PLA) associados a nano 3
—TCP (nB—TCP). Descobriram que tanto o tamanho das particulas
quanto o quantidade de B-—TCP, podem conduzir a diferengas na
degradacao e propriedades de osteoconducao das matrizes porosas do

PLA/ nB—TCP. Além disso, observaram que os scaffolds contendo
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30% nB-TCP apresentam similar osteocondutividade e melhor
propriedades mecanicas que aqueles constituidos por 50% np-TCP,
sendo o PLA/ 30% nB-TCP um compdsito promissor para
regeneragao dssea.

Draenert et al. (2013) investigaram o comportamento
do B -TCP e da HA em defeitos ossos esponjosos realizados em tibia
de cdes. Foram avaliados os periodos de 6 semanas, 2, 3, 4 ¢ 15
meses. Ambos os substitutos Osseos foram considerados
osteoindutores. A HA foi completamente osseointegrada apds 4 meses
e ndo deixou sinais de reabsorcdo, enquanto que o B-TCP foi
completamente osseointegrado mais rapidamente, apds seis semanas,
¢ foi observado reabsor¢cao durante a remodelacao.

Shuai et al. (2013) investigaram as propriedades
mecanicas, o comportamento de degradagcdo e o desempenho
biologico do fosfato tricalcico/hidroxiapatita (TCP/HAP). Scalffolds
de fosfato de célcio porosos foram preparados através de sinterizagao
seletiva a laser com varias propor¢des em peso de TCP/HAP (0/100,
10/90, 30/70, 50/50, 70/30 e 100/0) em p6. Os resultados mostraram
que tanto a resisténcia a fratura quanto a forca de compressdo
aumentaram quando o peso de TCP aumentou de 0-30, porém depois
diminuiram. Dessa forma a propor¢do 30/70 seria a ideal, sendo
também possivel controlar a reabsor¢cdo da ceramica de fosfato de
calcio ajustando essa propor¢ao.

Yang et al. (2013) analisaram in vivo o padriao de
qualidade 6ssea induzida por trés tipos de ceramicas de fosfato de

calcio. Para 1sso foram realizados defeitos de 8 mm de diametro na
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calvaria de 10 coelhos. Foram comparados o f -TCP puro, o BCP
composto de HA/ B -TCP na proporcao de 60/ 40 (BCP 60/40) e o
BCP composto de HA/ B-TCP na proporg¢ao de 20/80(BCP 20/80). Os
autores observaram que todas as ceramicas de fosfato de calcio
levaram a maior formagdo 6ssea comparadas ao grupo controle. Além
disso, foi observado que ambos os grupos BCP induziram maior
formagdo Ossea nos periodo de 2 e 8 semanas apo0s a cirurgia.

Aarvold et al. (2013) estudaram o efeito da porosidade
de um scaffold de ceramica bifasica (HA/TCP) no crescimento e
diferenciacdo de cé€lulas tronco esqueléticas humanas (SSC) in vitro e
in vivo. Para isso os scaffolds HA/TCP foram fabricados utilizando
técnica previamente publicada, que permite o controle da porosidade e
tamanho dos poros. Os autores observaram que embora ambas as
porosidades estudadas (30 e 45 ppi) tenham demonstrado inducdo da
proliferacdo das células SSC in vivo, a porosidade do scaffold pode
influenciar na diferenciagdo dessas células. Pode ser observado
também que a proliferacdo e diferenciacdo osteogénica das células
SSC em contato com este scaffold, combinado com a sua resisténcia
mecanica, indicam a sua adequagdo como um o0sso extensor de

enxerto para aplicagdo clinica ortopédica.
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2.3 Indicadores da osteogénese, proliferacao celular e mutacoes
cromossoémicas in vitro

Os métodos de cultura celular in vitro sdo relevantes e
satisfatorios para o estudo dos biomateriais. Esse métodos sao
facilmente padronizados, sendo sua realizacdo rapida, facil, e
associada a um custo relativamente baixo (Camps et al., 1992; Huang,
Chang, 2002; Souza et al., 2006). Outra vantagem do experimento
realizado in vitro € a facilidade no controle dos fatores experimentais,
o0 que representa frequentemente um problema em experimentos in
vivo (Camps et al., 1992; Huang, Chang, 2002; De-Deus et al., 2005).

Segundo Long (2001), define-se como osteopoiese o
processo de desenvolvimento de células 6sseas que gera osteoblastos a
partir de células-tronco mesenquimais. O termo osteogénese deve ser
reservado para geracdo de matriz 6ssea mineralizada por osteoblastos
maduros. A inducdo da osteopoiese ¢ observada pelo aparecimento de
morfologia de osteoblastos, pelo aumento na atividade da fosfatase
alcalina e pela formagdo de matriz mineralizada (Jaiswal et al., 1997).
Segundo Fontana (2009), a determinagdo do parametro bioquimico do
teste de fosfatase alcalina juntamente com a mensuracao das proteinas
totais confirmam a diferenciacao de osteoblastos.

A enzima fosfatase alcalina hidrolisa o pirifosfato
inorganico, inibidor da hidroxipatita, em fosfato. Dessa forma fornece
moléculas de fosfato, as quais sdo necessarias na formacdo da
hidroxipatita, tornando-se relevante nos processos de formacao e

remodelacdo 6ssea (Calle et al., 2011).
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Foi observada uma relacdo entre a atividade de
fosfatase alcalina e producdo de matriz mineralizada por alguns
autores (Sugawara et al., 2002; Rosa, Beloti, 2005; Beloti, Rosa,
2005; Hoemann et al., 2009). A maturagdo e a mineraliza¢ao da matriz
extracelular indicam maior diferenciacdo das células, e como
consequéncia uma menor proliferacdo celular (Rosa, Beloti, 2005;
Beloti, Rosa, 2005).

Dessa forma, a andalise da atividade da fosfatase
alcalina, o nivel produzido de proteinas totais e a observagdao da
formag¢do de nodulos de mineralizagdo sdo importantes indicadores da
osteogénese, devendo ser avaliados nos estudos in vitro dos
substitutos 6sseos.

Além da avaliacdo da osteogénese ¢ muito importante a
verificagdo da proliferacdo e viabialidade celular ¢ a deteccao de
possiveis mutagdes cromossomicas no DNA das células em contato
com esses materiais. Essas analises sdo relevantes no presente estudo
principalmente pela presenga de um material experimental que ainda
nao havia sido avaliado quanto a sua biocompatibilidade.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro podem ser
realizados por microscopia eletronica de varredura (MEV) ou ensaio
enzimatico (Camilleri, Pitt Ford, 2006). Os ensaios enzimaticos sao
capazes de medir a atividade metabdlica do crescimento celular em
contato com materiais (Camilleri, Pitt Ford, 2006) e podem ser
realizados pela interpretacdo da marcagdo celular com cromo
radioativo, identificacio do halo de inibi¢do por contato direto

material - célula, mensuragcdo do grau de destrui¢do da monocamada
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celular, contagem de células por exclusdo com azul de Trypan
(Cavalcanti et al., 2005), método do corante brometo de 3-(4,5
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) (De-Deus et al., 2005),
teste de cristal violeta (Schweikl et al., 2005), entre outros. O método
de avaliagdo da citotoxicidade pelo uso do corante MTT (brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium) tem se mostrado
extremamente confiavel, rapido e facilmente reproduzivel, refletindo
nao somente o numero de células em uma amostra, mas também o
nivel de sua atividade metabolica, pois baseia-se na atividade de
enzimas, como a succicil desidrogenase, presentes em cé€lulas viaveis.

Os testes de andlise de DNA celular podem ser
realizados in vitro e in vivo e sao capazes de detectar dano genético
como quebra na cadeia de DNA, mutagdo génica, quebra
cromossOmica e alteragdo na capacidade de reparo do DNA (Chang et
al., 1998; Ribeiro et al., 2006). Dentre os testes de genotoxicidade in
vitro encontram-se o teste de cometa (Chang et al., 1998; Ribeiro et
al., 2006) e o de micronucleo (Andrighetti-Frohner et al., 2006).

O teste de micronicleo (MNT) ¢ utilizado para
deteccdo de mutagdes cromossdomicas no DNA celular. Este teste ¢
capaz de detectar agentes clastogénicos € aneugénicos, porque
fragmentos cromossdmicos € cromossomos inteiramente isolados
levam a formacdo de micronucleos na interfase do ciclo celular
normal (Schweikl, Schmalz, 2000).

Os testes de genotoxicidade envolvendo o contato de
substitutos 0sseos com osteoblastos sdo restritos na literatura. Dessa

forma, esse teste foi importante ndo apenas para detectar possiveis
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mutagdes cromossOmicas no DNA das células em contato com o B-
TCP experimental mas também para avaliar os demais substitutos

6sseos quanto a uma possivel genotoxicidade.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar in vitro os
indicadores da osteogénese, a citotoxicidade e a genotoxicidade em
osteoblastos-/ike (MG-63) em contato com trés substitutos 0sseos,
uma hidroxiapatita bovina (HA) e dois Beta fosfatos tricalcicos (f-

TCP), sendo um comercial e o outro experimental.



4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado apos aprovagao pelo
comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista (ANEXO A).

Uma parte deste trabalho estd vinculada a Universidade
Federal do Estado de Sao Paulo (UNIFESP), onde o B-TCP
experimental foi preparado e testado mecanicamente com resultados
satisfatorios (Oliveira et al., 2007). No presente estudo esse material,
juntamente com outros dois substitutos Osseos disponiveis
comercialmente, foi testado biologicamente através de testes de

biocompatibilidade e indicadores da osteogénese.

4.1 B-fosfato tricalcico (B-TCP) experimental

A reacdo para obtencao do p6 de B-TCP consistiu da
mistura de carbonato de cdlcio (CaCO; — Synth) e fosfato bibasico
anidro (CaHPO,4 — Synth) na razdo molar de 1:2 (Equacao 1). O po
obtido foi calcinado a 1050 °C por 6 h em um forno mufla (EDG,
modelo 3000 10P INOX) e em seguida, foi moido em moinho de
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bolas (Modelo MA-500) durante 48 h. Apos este processo, obteve-se

um po apresentando particulas de tamanho variando entre 1— 1,36 um.

CaCO3 + ZCaHPO4 9B-C33(PO4)2 + C02 + HZO (1)

4.2 Particulas de Bio-Oss® (Geistlich) e  -TCP (Bionnovation)

Os biomateriais comercialmente disponiveis utilizados
nessa pesquisa apresentam particulas de tamanho variando de 0,25-1
mm (Bio-Oss®) e 0,1-0,5 mm (B-TCP) (Bionnovation). Esses

substitutos 0sseos podem ser visualizados na Figural.

Blonnovatmn

biomedical

VIONATERIALS ARA DNALS 198 X pectnceincnes
o iy
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BETA TCP 2.1 -osm».m

16057 T 222538 )
Geistlich

Bio-Oss

59 sl bon substitute
4 0.25mm=~1mm / 2g,

Figura 1- Substitutos 6sseos  —TCP (Bionnovation) e Bio-Oss®.
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4.3 Preparo dos meios condicionados

Foi realizado um teste piloto, antes da realizagdo do
presente trabalho, com intuito de selecionar qual método de contato
celular (direto ou indireto) seria utilizado, j4 que ambos sao
encontrados na literatura (Bernhardt et al., 2011; Doostmohammadi et
al., 2011; Vaziri et al., 2012; Tavares et al., 2013). O método direto
levou a uma taxa de morte celular superior ao indireto, auxiliando na
escolha pelo método indireto.

Dessa forma, no presente estudo as células foram
expostas aos materiais pelo método indireto. Para tal, foram
preparados meios condicionados pelos substitutos 0sseos. A proporcao
preconizada de material/meio foi de 16 mg/mL, a qual foi realizada
em estudo prévio por Vaziri et al. (2012).

Os substitutos 0sseos foram pesados em balanca digital
e colocados no fundo de tubos falcons de 50 mL. Foi adicionado meio
de cultura, seguindo a propor¢ao de 16 mg/mL, e em seguida os tubos
foram agitados por 1 min em voértex. Apos esse procedimento, os
substitutos Osseos ficaram em contato com o meio durante 24 h,

armazenados em estufa a 37°C em 5% de CO, (Figura 2).
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Figura 2- Preparo dos meios condicionados. a) substitutos 6sseos; b) meio em contato
com os substitutos 6sseos.

4.4 Procedimentos de cultura de células

4.4.1 Cultivo, subcultivo e plaqueamento celular

No presente estudo foi utilizada uma linhagem
estabelecida de células - osteoblastos-/ike (MG 63) - obtidas do Banco
de células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio
DMEM (Cultilab, Curitiba, Brasil) suplementado com 10% Soro Fetal
Bovino(SBF), com penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
png/mL) e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,. Foram utilizados
frascos para cultura celular de 250 mL e 75 cm”. O meio de cultura foi
trocado a cada dois dias e o desenvolvimento das células foi avaliado
por microscopia de fase invertida (Microscopio Carl Zeiss

Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany) (Figura 3).
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Figura 3 - Cultivo celular. a) meio para cultivo celular (DMEM); b) cultivo de células em
frascos; ¢) microscopio de fase invertida.

As células ficaram em cada frasco por tempo suficiente
para se tornarem confluentes e ocuparem quase todo o frasco,
atingindo aproximadamente 90% de confluéncia. Depois disso, foram
realizadas subculturas e as células foram colocadas em outros frascos,
até que o crescimento celular fosse suficiente para o plaqueamento das
células envolvendo todos os testes. No momento da subcultura, as
células foram lavadas com PBS (solugdo salina de tampao de fosfato)
(Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) e foi adicionado ao frasco solugao
de tripsina 0,25% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), para que as
células se destacassem. Depois que as células se destacaram, o
conteido de tripsina foi neutralizado com meio e o conjunto foi
levado para um tubo Falcon de 15 mL para que fosse realizada a
centrifugacdo em 3000 rpm por 5 min (Centrifuga Labnet— HERMLE
Z 300K, NJ, USA) com consequente formacdo do pellet (Figura 4).
Entdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas e colocadas em um niimero maior de frascos.
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Apo6s as expansOes celulares, foi realizado o
plaqueamento para cada teste. Para esse procedimento, as células
foram contadas em camara de Neubauer (Optik Labor) (Figura 4) e
foram plaqueadas aproximadamente 20.000 células/poco nos testes
que utilizaram placa de 24 pogos, 8.000 células/pogo no teste que
utilizou placa de 96 pogos, e 300.000 células/poco no teste
envolvendo placas de 4 pocos. Todos os testes foram realizados em

duplicata.

Figura 4 — Subcultivo e plaqueamento celular. a) solu¢des de PBS e tripsina; b)
centrifuga; c) precipitado de células (peller); d) camara de Neubauer.
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4.4.2 Determinacao da proliferacao e viabilidade celular

Para o teste de citotoxicidade, inicialmente as 8x10°
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos com um namero de
pocos igual a quatro para cada material e controle positivo (n=4). As
células foram mantidas em meio DMEM (Cultilab, Curitiba, Brasil)
suplementado com 10% SBF, com penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) a temperatura de 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de CO, por 24 h. Apds esse periodo, o meio
antigo foi removido e as culturas celulares foram expostas aos meios
condicionados pelos substitutos 6sseos (200 pL. para cada biomaterial,
controle positivo e controle negativo) e mantidas em estufa por mais
24 h.

ApoOs este periodo, a sobrevivéncia celular foi
determinada pela mensuragdo da atividade da succinil desidrogenase
(SDH). A atividade da SDH, indicativa da fun¢do mitocondrial, foi
observada pelo ensaio de MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-
tetrazdlio; Sigma, St Louis, MO, USA). A atividade foi quantificada
pela dissolugdo do MTT em 0,1 N NaOH (6,25 v/v%) em DMSO
(Dimethyl Sulfoxide) e a leitura da densidade Optica resultante da
solucdo foi mensurada em um espectrofotometro a 570nm (Biotek —
EL808IU). A citotoxicidade foi expressa como porcentagem em

relagdo ao grupo controle (=100%) (Figura 5).
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Figura 5- Determinacdo da proliferacdo e viabilidade celular. a) sal MTT; b) DMSO;
C) espectrofotometro.

4.4.3 Conteudo de proteina total

Para o teste de proteina total as células foram
plaqueadas em placas de 24 pocos na densidade de 20.000
células/poco. Foram utilizados cinco pogos para cada material e grupo
controle (n=5). Essas cé¢lulas foram mantidas em meio DMEM
(Cultilab, Curitiba, Brasil) suplementado com 10% SBF, com
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) a temperatura de
37 °C em atmosfera umida contendo 5% de CO, por 24 h. Apos esse
periodo, o meio antigo foi removido e as culturas celulares foram
expostas ao meio condicionado pelos substitutos 6sseos (800 pL para
cada bimaterial e controle positivo) e mantidas em estufa por periodos

de 7,10 e 14 dias.
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Apos esses periodos o conteido de proteina total foi
avaliado de acordo com o método modificado de Lowry et al. (1951).
As proteinas foram extraidas de cada pogo com lauril sulfato de so6dio
a 0,1%. Apos 30 min, 1 mL da solugdo de cada poco foi misturada a
ImL da solugdo de Lowry e deixado por 20 min a temperatura
ambiente. O extrato foi diluido em reagente de Folin e Ciocalteau por
30 min a temperatura ambiente. A seguir, a absorbancia foi aferida em
espectofotometro (Shimadzu Europa GmbH UV 1203) a 680 nm e o

conteudo de proteina total foi calculado a partir de uma curva padrao

determinada pela albumina bovina e expresso em pg/mL (Figura 6).

Figura 6 — Conteudo de proteina total. a) Reagente de Folin e Ciocalteau, solug¢ao de lauril
sulfato de sodio e solucdo de Lowry; b) Placa de 24 pogos contendo a solugdo de lauril
sulfato de sdédio; c¢) tubos de ensaio contendo os reagentes e as aliquotas; d)
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 680 nm.
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4.4.4 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos
mesmos lisados utilizados para a avaliagdo do contetido de proteina
total, dessa forma também foram avaliados os periodos de 7, 10 e 14
dias. A atividade da fosfatase alcalina foi mensurada por meio da
liberagdo de timolftaleina por hidrolise do substrato de timolftaleina
monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com as instrucdes do
fabricante (Fosfatase alcalina 50-100 Labtest). Inicialmente, 50 pL de
timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 mL de tampao
dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1, por 2 min a 37°C. Foi entdo
acrescentada a solugdo uma aliquota de 50 pL de lisados obtidos de
cada poco, sendo que o conjunto permaneceu por 10 min a 37 °C.
Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 mL de Na,CO; a
0,09 M e NaOH a 0,25 M. Apé6s 30 min, a absorbancia foi mensurada
em espectrofotometro (Shimadzu Europa GmbH UV 1203) utilizando
comprimento de onda de 590 nm e a atividade da fosfatase alcalina
foi calculada seguindo os procedimentos de célculos preconizados na
bula do Kit comercial (Fosfatase alcalina 50-100 Labtest). Os dados
obtidos foram expressos como atividade da fosfatase alcalina
normalizada pelo conteudo de proteina total e os valores foram
apresentados em pmol de timolftaleina/h/pug de proteina/mL (Figura

7).
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Figura 7 — Atividade da fosfatase alcalina. a) kit comercial Labtest; b) tubos de ensaio
contendo os reagentes e as aliquotas; c) espectrofotdmetro no comprimento de onda de 590
nm.

4.4.5 Anadlise qualitativa e quantitativa de formagdes nodulares de
matriz mineralizada

Para analise qualitativa e quantitativa de formacdes
nodulares de matriz mineralizada as células foram colocadas em
placas de 24 pogos na densidade de 20.000 células/pogo. Foram
utilizados cinco pogos para cada material e grupo controle (n=5).
Essas células foram mantidas em meio DMEM (Cultilab, Curitiba,

Brasil) suplementado com 10% SBF, com penicilina (100 U/mL) e
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estreptomicina (100 pg/mL) a temperatura de 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de CO, por 24 h. Apos esse periodo, o meio
antigo foi removido e as culturas celulares foram expostas ao meio
condicionado pelos substitutos 6sseos (800 pL para cada biomaterial e
controle positivo) e mantidas em estufa por periodos de 14 e 21 dias.

ApoOs esses periodos, os osteoblastos-like foram
lavados em 1 mL de solu¢do de Hank’s (Sigma) a 37°C por duas vezes
e as células foram fixadas em 2 mL de alcool 70% (Synth) por 1 h a
4°C. Em seguida, o alcool foi retirado e os pogos foram lavados com 1
mL PBS (Gibco) por duas vezes. Posteriormente, o PBS foi retirado, a
cultura celular foi lavada com 1 mL de dgua deionizada por duas
vezes e corada com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma), pH 4,2, por
15 min a temperatura ambiente (De Oliva et al., 2009). Depois disso,
cada pogo foi lavado varias vezes com intuito de retirar o excesso de
corante e as placas foram deixadas por 24 h em temperatura ambiente
para secagem total dos pogos. Depois da secagem, os pogos foram
avaliados qualitativamente em relacdo a formacdo de nddulos de
matriz mineralizada. Essa analise qualitativa foi baseada em avaligdes
macro e microscopicas das formacdes nodulares de matriz
mineralizada, as quais foram fotografadas com camera digital (Sony
Digital F828, CyberShot, 8.0 megapixels) acoplada em microscopio
de luz invertida (Microscopio Carl Zeiss Microlimaging GmbH —
Axiovert 40C, Germany).

A quantificagdo das formag¢des mineralizadas foi
realizada de acordo com o método descrito por Gregory et al. (2004) e

Rosa et al. (2009). Para tal, 560 pul. de &acido acético a 10% foi
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adicionado a cada um dos pocos e incubados em temperatura
ambiente, sob agitacdo, durante 30 min. Apos este periodo, todos os
pocos foram raspados com auxilio de uma ponteira, para a remocao de
maior quantidade de corante. Todo contetido de cada um dos pogos foi
transferido para microtubos de centrifuga de 1,5 mL, e agitados em
vortex (Vertex QL — 901) por 30 s. Os microtubos foram levados ao
banho-maria (Banho Metabdlico Dubnoff — MA- 095/CF) e aquecidos
por 10 min, a 85°C sendo posteriormente transferidos a um becker
com gelo por 5 min. Depois disso, os microtubos foram centrifugados
(Centrifuga Labnet —- HERMLE Z 300K, NJ, USA) por 20 min ¢ 100
uL do sobrenadante de cada microtubo foi transferido para pogos de
placa de 96 pogos. Nestes foram acrescentados 40 puL. de hidroxido de
amonia a 10%, para neutralizagdo do 4acido, e a leitura foi entdo
realizada em espectrofotdometro (Biotek — EL808IU), sob o

comprimento de onda de 405 nm (Figura 8).
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Figura 8 — Analise qualitativa e quantitativa de formagdes nodulares de matriz mineralizada.
a) sal de Hank’s; b) corante vermelho Alizarina S; c) placa de 24 pocos contendo matriz
mineralizada corada com vermelho de alizarina; d) reagentes de hidroxido de aménia e acido
acético; e) placa de 96 pogos contendo as aliquotas para leitura.
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4.4.6 Ensaio de genotoxicidade

Para realizagdo do teste de micronucleo foi plaqueada
uma quantidade de 3x10° células em laminas de vidro dispostas dentro
de placas de 4 pogos (3 mL de meio com células por pogo). Os
osteoblastos-/ike foram mantidos em meio DMEM (Cultilab, Curitiba,
Brasil) suplementado com 10% SBF, com penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) a temperatura de 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de CO, por 24 h. Entdo, o meio antigo foi
removido e as ce¢lulas foram expostas aos meios condicionados pelos
substitutos Osseos € mantidas em estufa por mais 24 h. Algumas
laminas foram expostas também ao etilmetano sulfanato (EMS) na
concentragdo de 5 mM por 24h, para obtencao do controle positivo.

Ap0s esse periodo, as placas foram lavadas em solugao
salina tamponada (livre de calcio e magnésio PBS-CMF). As laminas
foram fixadas em etanol 100% por 30 min e lisadas em 5 N HCI por
40 min. Foram entdo lavadas com dgua deionizada e coradas com
reagente SCHIFF (Sigma) por 30 min em temperatura ambiente. Apos
lavagem em sulfato/dgua por 6 min e em agua corrente por 10 min, as
células foram desidratadas e montadas com Entellan (Merck). Os
micronucleos foram observados e contados em microscopio de luz
invertida (Zeiss) com o6leo de imersao (100X). A contagem foi
realizada levando em consideracdo a quantidade de microntcleos em
cada 1000 células. Os micronucleos foram identificados como

estruturas de DNA contidas no citoplasma claramente separadas do
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nucleo principal, cercados por uma membrana nuclear, e incluindo
uma area menor que 1/3 da area do nucleo principal. Somente as
cé¢lulas mononucleadas contendo menos que 5 microntcleos foram
contadas; células em mitose e que exibiram fragmentagao nuclear por

apoptose nao foram consideradas na contagem (Figura 9).
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Figura 9 - Ensaio de Genotoxicidade. a) placa de 4 pogos contendo células em contato com
meio condicionado; b) EMS; c) placa de 4 pogos contendo células em contato com EMS; d)
berco utilizado para coloragao das laminas; e) formagdo de microniileo (MN) em nucleo de
célula do grupo controle negativo.
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4.5 Forma de analise dos resultados

Para analise estatistica do presente trabalho, foi
utilizado valor de confianca estatistica de 95%. Dessa forma, a
porcentagem de erro estatistico ou nivel de significancia adotado foi
de 0,05 (5%).

Os dados foram avaliados por testes estatisticos
paramétricos, uma vez que os resultados foram considerados
quantitativos e continuos. Além disso, o tamanho da amostragem foi
considerado grande o que, pelo Teorema do Limite Central, garante
que a distribuicdo tenha tendéncia a ser uma distribuicio Normal.
Dessa maneira, pdde ser utilizado testes estatisticos paramétricos, os
quais representam testes muitos precisos, € superiores em relagdo aos
testes ndo parametricos.

O teste ANOVA (Analysis of variance) ¢ um teste
bastante usual que faz uma comparacdo de médias utilizando a
variancia. Esse teste foi utilizado no presente estudo em todas as
analises realizadas. Para os resultados estatisticamente significativos,
foi aplicado também o teste de Comparacao Multipla de Tukey (Post
Hoc), com intuito de fazer uma comparagdo mais especifica (entre
pares).

O teste de igualdade de duas meédias (Teste Z) foi
também utilizado no presente trabalho. Esse teste ¢ utilizado quando a
variancia populacional ¢ conhecida, independente e normal. O Teste Z

foi aplicado para as andlises de citotoxicidade e nddulos de



60

mineralizacdo, quando os grupos foram comparados ao controle, que

nesses testes foi considerado como 100%.



S RESULTADOS

5.1 Determinacio da proliferacao e viabilidade celular

A andlise de dados do teste MTT indicou que nenhum
dos substitutos Osseos avaliados ¢ citotoxico, uma vez que a
porcentagem de absorbancia, relacionada a proliferacdo e viabilidade
das células em contato com esses materiais, nao foi inferior a 50% da
média encontrada no grupo controle, a qual foi considerada como
100%.

Nesse teste foram analisados estatisticamente os
valores da porcentagem de absorbancia dos substitutos dsseos em
relagdo ao controle (=100%) e também os valores da porcentagem de
absorbancia dos substitutos 0sseos entre si.

A comparagdo dos materiais, em relacdo ao grupo
controle, realizada por meio do teste Z, mostrou que os substitutos
Osseos testados no presente estudo possuem valores de absorbancia
estatisticamente diferentes do grupo controle (p< 0, 05) (Tabela 1). Os
substitutos 0sseos B-TCP experimental e Bio-Oss® apresentaram
valores de absorbancia superiores a 100%. Ja no  -TCP experimental

foi observado valor abaixo de 100% (Figura 10).
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Tabela 1 - Média, mediana, desvio padrdo, valor méaximo, valor
minimo e p-valor das porcentagens de absorbancia obtidas na anélise
de proliferagdo e viabilidade celular. Compara¢do dos substitutos
0sseos com o grupo controle (100%). Teste Z (p <0, 05)

Citotoxicidade p-TCP Bio-Oss® p-TCP EXP
Média 130,6 105,3 86,4
Mediana 131,5 105,3 84,8
Desvio Padrao 2,8 3,8 3,9
Valor minimo 126,0 100,0 83,1
Valor maximo 133,9 111,8 94,8
P-valor <0,001 * 0,006 * <0,001 *

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental
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Figura 10 - Grafico representativo das porcentagens médias de absorbancia, obtidas no
teste MTT, dos substitutos 6sseos e do grupo controle (100%) apos 24 h.

Os dados do teste MTT também foram submetidos a

analise estatistica com objetivo de compara-los entre si. Para essa
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comparacao foi utilizado o teste estatistico ANOVA. Os resultados
demonstraram que os trés substitutos Osseos possuem valores de
absorbancia estatisticamente diferentes entre si (p< 0, 05). Levando
esse resultado em consideragao, foi realizada a comparacao Multipla
de Tukey (Post Hoc) com intuito de comparar todos os grupos aos
pares. Essa comparagdo mostrou que existe diferencga estatisticamente
significativa entre a porcentagem de absorbancia envolvendo todos os

pares de substitutos 6sseos (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de p das porcentagens de absorbancia obtidas na
analise de proliferagdo e viabilidade celular. Substitutos 6sseos
comparados aos pares. Teste de Tukey (p <0, 05)

p-TCP Bio-Oss®
Bio-Oss® <0,001*
p—-TCP EXP <0,001* <0,001*

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental

5.2 Conteudo de proteina total

Os dados obtidos na analise do conteudo de proteina
total foram avaliados estatisticamente com intuito de comparar os

diferentes grupos dentro de cada periodo (7, 10 e 14 dias), e também
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os diferentes periodos dentro de cada grupo, acompanhando a
evolucdo de cada grupo de acordo com a passagem do tempo.

Na analise onde os grupos foram comparados dentro de
cada periodo, através do teste ANOVA, foi observado que somente
aos 7 e 14 dias houveram diferengas estatisticamente significantes
entre os substitutos 6sseos (p< 0, 05), sendo que o B -TCP apresentou
maior média de conteudo de proteina total em todos os periodos
(Tabela 3 e Figura 11).

Desta forma, foi utilizada a comparagdo Multipla de
Tukey (Post Hoc) com objetivo de comparar todos os grupos aos pares
nos periodos de 7 e 14 dias. Os resultados dessa comparagdo
indicaram que P -TCP foi o Gnico material que mostrou diferenca
estaticamente significante (p< 0,05), em relacdo aos demais

substitutos 6sseos e grupo controle nesses periodos (Tabela 4).
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Tabela 3 - Média, mediana, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo e p-valor dos dados obtidos na andlise do conteido de
proteina total em pg/ml. Comparacdo entre os grupos dentro de cada
periodo. Teste ANOVA (p <0, 05)

Conteudo de Proteina Desvio  Valor Valor

Média Mediana o [ . . . P-valor
Total Padrao minimo maximo
p-TCP 2463 2.466 459 1.892 2.995
. Bio-Oss® 1.422  1.508 363 408 1.656
7 dias <0,001*
p-TCP EXP 1.780 1.781 153 1.448 2.059
Controle 1.770  1.763 93 1.584 1.897
p-TCP 2,773  3.028 1.095 1.165 4.072
. Bio-Oss® 1.926 2.300 820 528 2.766
10 dias 0,115
p-TCP EXP 2252 2.532 715 331 2.710
Controle 2.546  2.555 404 1.758 3.055
p-TCP 3473 3.041 1.241 2.657 6.879
14 di Bio-Oss® 1.736  2.043 725 433 2.407 <0.001*
" TETCPEXP 1643 1726 470 572 2.092 :
Controle 1.606 1.664 803 331 3.055

*Diferenca estatisticamente significante
EXP — experimental

Conteudo de Proteina Total
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1.780 —
1.770

1.000 -|

2252
2.546 ———
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1606 ——
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Figura 11 - Grafico representativo do contetido de proteina total em pug/mL em cada grupo,
dentro dos periodos avaliados.
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Tabela 4 - Valores de p dos dados obtidos na analise do contetido de
proteina total em pg/ml. Grupos comparados dois a dois dentro dos
periodos de 7 e 14 dias. Teste de Tukey (p <0, 05)

B-TCP  Bio-Oss® B -TCP EXP

Bio-Oss® <0,001*
7 dias p -TCP EXP <0,001* 0,059
Controle <0,001* 0,071 1,000
Bio-Oss® <0,001*
14 dias p -TCP EXP <0,001* 0,995
Controle <0,001* 0,986 1,000

*Diferenca estatisticamente significante
EXP — experimental

Na analise dos periodos dentro de cada grupo foi
observado que, com excecao do grupo B -TCP, as médias do contetido
de proteina total foram maiores no periodo de 10 dias (Figura 12). A
realizacdo do teste ANOVA mostrou que apenas os grupos controle e
B-TCP experimental apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (p< 0, 05) em rela¢do a evolucao dos periodos (Tabela
5).

Dessa maneira, a comparagdo multipla de Tukey (Post
Hoc) foi realizada e indicou que dentro grupo B -TCP experimental
apenas os periodos de 10 e 14 dias se diferiram, enquanto no grupo
controle os periodos 7 e 10 e também 10 e 14 dias apresentaram

diferencas estatisticamente significantes (p< 0, 05) (Tabela 6).
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Conteudo de Proteina Total
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Figura 12 - Grafico que representa a evolucao do contetido de proteina total em pg/mL
nos periodos avaliados, dentro de cada grupo.

Tabela 5 - Média, mediana, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo e p-valor dos dados obtidos na andalise do conteudo de

proteina total em pg/ml . Comparagdo entre os periodos dentro de cada
grupo. Teste ANOVA (p <0, 05)

Conteudo de Desvio Valor Valor

Proteina Total Média  Mediana Padrdo Minimo Maximo P-valor
7 dias 2.463 2.466 459 1.892 2.995
p-TCP 10 dias 2.773 3.028 1.095 1.165 4.072 0,084
14 dias 3.473 3.041 1.241 2.657 6.879
7 dias 1.422 1.508 363 408 1.656
Bio-Oss® 10 dias  1.926 2.300 820 528 2.766 0,249
14 dias 1.736 2.043 725 433 2.407
7 dias 1.780 1.781 153 1.448 2.059
BF_:;(];P 10 dias  2.252 2.532 715 331 2.710 0,029%*
14 dias  1.643 1.726 470 572 2.092
7 dias 1.770 1.763 93 1.584 1.897
Controle 10 dias 2.546 2.555 404 1.758 3.055 0,001%*
14 dias  1.606 1.664 803 331 3.055

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental
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Tabela 6 - Valores de p dos dados obtidos na anélise do contetdo de
proteina total em ug/ml. Periodos experimentais comparados aos
pares dentro dos grupos. Teste de Tukey (p <0, 05)

Conteudo de Proteina Total 7 dias 10 dias
10 dias 0,109
B -TCP EXP -
14 dias 0,816 0,030%*
10 dias 0,007*
Controle -
14 dias 0,766 0,001*

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental

5.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

Os dados obtidos no teste da atividade fosfatase
alcalina também foram avaliados de forma que foi realizada uma
comparagdo entre os grupos dentro de cada periodo experimental, e
também entre os periodos dentro de cada grupo.

O teste ANOVA indicou que dentro de cada periodo
avaliado apenas existiu diferenca estatisticamente significante (p< 0,
05) entre os grupos no décimo dia (Tabela 7). Nesse periodo, assim
como nos demais, houve maior atividade de fosfatase alcalina pelo
grupo B -TCP (Figura 13).

A Comparacao Multipla de Tukey (Post Hoc) indicou
que no décimo dia, o grupo B-TCP se diferiu de maneira
estatisticamente significativa (p<0,05) dos grupos B-TCP experimental

¢ controle (Tabela 8).
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Tabela 7 - Média, mediana, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo e p-valor dos dados obtidos na anélise de fosfatase alcalina
(ALP) em pmol timolftaleina/h/mg proteina. Comparagdo entre os
grupos dentro de cada periodo. Teste ANOVA (p <0, 05)

L 3 . Desvio  Valor Valor
ALP Média Mediana Padrio Minimo Miximo p-valor

p-TCP 0,050 0,048 0,018 0,017 0,075
. Bio-Oss® 0,036 0,024 0,037  <0,001 0,105

7 dias 0,220
p-TCP EXP 0,017 0,016 0,008 0,007 0,032

Controle 0,042 0,021 0,057 0,004 0,198

B-TCP 0,047 0034 0,025 0024 0,089
Bio-Oss® 0,011 0,001 0,046 -0,034 0,129

10dias “g 1tcpEXP -0,003 0001 0,024 -0055 0030 0004
Controle 0,006 0,009 0,020 0,016 0,042

p-TCP 0,335 0,278 0,233 0,159 0,946
. Bio-Oss® 0,183 0,098 0,209 -0,056 0,643

14 dias 0,128
p-TCP EXP 0,153 0,073 0,181 <0,001 0,611

Controle 0,110 0,079 0,242 -0,357 0,549

*Diferenca estatisticamente significante
EXP — experimental
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Atividade de Fosfatase alcalina
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Figura 13 - Grafico representativo da atividade de fosfatase alcalina em pmol
timolftaleina/h/mg proteina em cada grupo, dentro dos periodos avaliados.

Tabela 8 - Valores de p dos dados obtidos na analise da atividade de
fosfatase alcalina (ALP) em pmol timolftaleina/h/mg proteina.
Grupos comparados dois a dois dentro do periodo de 10 dias. Teste
de Tukey (p <0, 05)

10 dias p-TCP Bio-Oss® B -TCP EXP
Bio-Oss® 0,060
g -TCP EXP 0,004* 0,717
Controle 0,024* 0,979 0,909

*Diferenca estatisticamente significante
EXP — experimental
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Na analise da atividade de fosfatase alcalina dentro de
cada grupo foi possivel observar, apos a realizagao do teste ANOVA,
que todos os grupos, com exce¢ao do grupo controle, apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p< 0, 05) entre os diferentes
periodos (Tabela 9). Em todos os grupos a atividade de fosfatase
alcalina foi maior no periodo de 14 dias (Figura 14).

A comparacdo multipla de Tukey constatou que o
periodo de 14 dias apresentou diferencas estatiscamente significantes
(p< 0, 05) para os periodos de 7 e 10 dias, nos trés substitutos 0sseos
avaliados. Os outros periodos ndo se diferiram entre si em nenhum dos

grupos (Tabela 10).

Tabela 9 - Média, mediana, desvio padrdao, valor minimo, valor
maximo e p-valor dos dados obtidos na analise da atividade de
fosfatase alcalina (ALP) em upmol timolftaleina/h/mg proteina.
Comparagao entre os periodos dentro de cada grupo. Teste ANOVA
(p<0,05)

L 3. . Desvio Valor Valor
ALP Média Mediana Padrio Minimo Maximo P-valor

7 dias 0,050 0,048 0,018 0,017 0,075
p-TCP 10 dias 0,047 0,034 0,025 0,024 0,089 <0,001*
14 dias 0,335 0,278 0,233 0,159 0,946

7dias 0,036 0,024 0,037 <0,001 0,105
Bio-Oss® 10dias 0,011 0,001 0,046 -0,034 0,129 0,010*
14 dias 0,183 0,098 0,209 -0,056 0,643

7 dias 0,017 0,016 0,008 0,007 0,032
10 dias  -0,003 0,001 0,024 -0,055 0,030 0,005%*
14 dias 0,153 0,073 0,181 <0,001 0,611

B -TCP
EXP

7 dias 0,042 0,021 0,057 0,004 0,198
Controle 10 dias 0,006 0,009 0,020 -0,016 0,042 0,276
14 dias 0,110 0,079 0,242 -0,357 0,549

*Diferenca estatisticamente significante
EXP — experimental
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Atividade de Fosfatase Alcalina
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Figura 14 - Grafico que representa a evolucdo da atividade de fosfatase alcalina em
umol timolftaleina/h/mg proteina nos periodos avaliados, dentro de cada grupo.

Tabela 10 - Valores de p dos dados obtidos na andlise da atividade
de fosfatase alcalina (ALP). Periodos experimentais comparados
aos pares dentro dos grupos. Teste de Tukey (p <0, 05)

ALP 7 dias 10 dias

10 dias 0,999
p-TCP
14 dias <0,001* <0,001*
10 dias 0,899
Bio-Oss®
14 dias 0,036%* 0,013*
10 dias 0,899
p-TCP EXP

14 dias 0,020%* 0,007*

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental
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5.4 Analise qualitativa e quantitativa de formacoes nodulares de
matriz mineralizada

Na analise qualitativa das formacdes de matriz
mineralizada foi possivel visualizar nos grupos controle, Bio-Oss® ¢ 3
-TCP experimental uma grande quantidade de nodulos de
mineralizacdo apds 14 dias de cultura das células em contato indireto
com os materiais. Os pogos contendo o substituto 6sseo B-TCP
ficaram excessivamente corados mesmo apds sucessivas lavagens,
preconizadas pelo protocolo, o que inviabilizou uma visualiza¢ao
precisa das formagdes nodulares de matriz mineralizada nesse grupo
(Figura 15).

Do periodo de 14 dias para o de 21 dias, foi observado
que grande parte das células morreram, levando ao destacamento de
grande parte do tecido formado. Dessa forma, visualizou-se uma
quantidade menor de formacgdes nodulares de matriz mineralizada nos
grupos controle, Bio-Oss® e B-TCP experimental. No grupo B-TCP
foi novamente dificil a observa¢do dos nddulos de mineralizagao

devido a hipercolorac¢do dos pocgos (Figura 16).
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Figura 15 - Formagdes nodulares de matriz mineralizada aos 14 dias em aumento de 5x. a)
Bio-Oss®; b) B -TCP experimental; ¢) p -TCP; d) controle.
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Figura 16 - Formagdes nodulares de matriz mineralizada aos 21 dias. a) Bio-Oss®
(aumento de 10x); b) B-TCP experimental (aumento de 10x); ¢) B-TCP (aumento de 20x);
d) controle (aumento de 20x).
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A andlise quantitativa das formag¢des nodulares de
matriz mineralizada foi realizada de modo que os dados obtidos foram
transformados em porcentagem em relacdo ao grupo controle (100%).
Dessa forma, as porcentagens de absorbancia dos substitutos 6sseos
foram comparadas estatisticamente entre si € com o grupo controle
dentro de cada periodo e também foram avaliadas as diferencas entre
os periodos de 14 e 21dias dentro de cada grupo.

O teste estatistico ANOVA indicou que existe
diferencas estatisticamente significantes (p< 0, 05) entre os substitutos
0sseos em ambos os periodos, sendo que foi observado maiores
médias de porcentagem no grupo B-TCP (Tabela 11 e Figura 17).

Verificou-se a partir da comparagdao multipla de Tukey
(Post Hoc) que o grupo B-TCP apresentou diferencgas estatisticamente
significativas (p< 0, 05) para os demais substitutos 6sseos em ambos
os periodos, diferentemente do Bio-Oss® e [B-TCP experimental

que ndo se diferiram de maneira relevante em nenhum dos periodos

(Tabela 12).



Tabela 11 - Média, mediana, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo e p-valor das porcentagens de absorbancia obtidas na
analise quantitativa das formac¢des nodulares de matriz

mineralizada. Comparagdo entre os grupos dentro de cada periodo.
Teste ANOVA (p <0, 05)
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Quantificacdo dos Desvio  Valor Valor

1\.Iodul(?s de~ Média Mediana Padrio Minimo Miximo P-valor
Mineralizacio
B-TCP  1.104,6 1.108  284,5 728 1.732
14 Bio-Oss®  240,1 209 80,7 160 429 _0001*
dias B-TCP ’
EXP 129,0 103 50,1 89 235
p-TCP 608,6 603 165,5 408 983
21 Bio-Oss® 1358 124 34,0 109 223 0001*
dias p-TCP ’
EXP 109,9 111 16,1 82 130
*Diferenca estatisticamente significante
EXP — experimental
Quantificagdo de formag¢oes nodulares de
matriz mineralizada
1.600 u B-TCP
1.104,60
1.400 m Bio-0Oss®
B-TCP

experimental

608,6

129

Porcentagem de absorbanica(%)

14 dias 21 dias
Periodo (dias)

Figura 17 - Grafico representativo das porcentagens de absorbancia, obtidas na analise
quantitativa de formagao nodulares de matriz mineralizada, em cada grupo dentro dos

periodos avaliados.
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Tabela 12- Valores de p das porcentagens de absorbancia obtidas na
analise quantitativa de formacdes nodulares de matriz mineralizada.
Grupos comparados dois a dois dentro do periodo de 14 e 21 dias.
Teste de Tukey (p <0, 05)

B-TCP Bio-Oss®
Bio-Oss® <0,001*
14 dias
B -TCP EXP <0,001* 0,338
Bio-Oss® <0,001*
21 dias
p -TCP EXP <0,001* 0,826

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental

As porcentagens de absorbancia de cada substituto
O0sseo também foram comparadas estatisticamente com aquela
apresentada pelo grupo controle, considerada como 100%. Para essa
analise, os dados foram submetidos ao Teste Z. Verificou-se que o [3-
TCP experimental em ambos os periodos foi o tinico grupo que nao se
diferiu significativamente (p< 0, 05) do grupo controle (Tabela 13).

A analise de cada grupo de acordo com a evolugao dos
periodos indicou, por meio do teste ANOVA, que os substitutos
0sseos B-TCP e Bio-Oss® apresentaram diferengas estatiscamente
significantes (p< 0, 05) entre os periodos de 14 e 21 dias, o que ndo
foi notado no grupo B- TCP experimental (Tabela 14). As maiores
médias de porcentagem de absorbancia foram observadas no periodo

de 14 dias em todos os grupos (Figura 18).
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Tabela 13 - Valores de p das porcentagens de absorbancia obtidas na
analise quantitativa de formagdes nodulares de matriz mineralizada.
Comparag¢do de cada substituto 6sseo com o grupo controle (100%)
em ambos os periodos. Teste de Z (p <0, 05)

Quantificacio dos B -TCP Bio-Oss® B -TCP EXP
noédulos de
mineralizaciio 14 dias 21 dias 14 dias 21 dias 14 dias 21 dias

P-valor <0,001* <0,001* <0,001*  0,009* 0,100 0,084

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental

Tabela 14 - Média, mediana, desvio padrdo, valor minimo, valor
maximo e p-valor das porcentagens de absorbancia obtidas na
analise quantitativa das formag¢des nodulares de matriz
mineralizada. Comparacdo entre os periodos de cada substituto
6sseo. Teste ANOVA (p <0, 05)

Quantificacio p-TCP Bio-Oss® p-TCP EXP
‘:I‘l’fn':r’gl‘l’;‘if: 14 dias  21dias 14 dias 21 dias 14 dias 21 dias
Média 11046 6086 2401 1358 1290  109.9
Mediana 1108 603 209 124 103 111
Desvio Padrio 2845 1655  80.7 34,0 50.1 16,1
Valor Minimo 728 408 160 109 89 82
Valor Maximo  1.732 983 429 223 235 130
P-valor <0,001* 0,001% 0.265

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental
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Quantifica¢do de formagoes nodulares de
matriz mineralizada
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Figura 18 - Grafico representativo das porcentagens de absorbancia, obtidas na analise
quantitativa de formagdes nodulares de matriz mineralizada, apresentando a evolugdo do
periodo de 14 para o de 21 dias em cada substituto 6sseo.

5.5 Ensaio de Genotoxicidade

A contagem de micronicleos no ensaio de
genotoxicidade indicou, através do teste estatistico ANOVA, que os
substitutos Osseos avaliados no presente estudo ndo apresentam
genotoxicidade. Todos os materiais € o grupo controle positivo (EMS)
foram comparados ao controle negativo.

A andlise estatistica demonstrou que apenas o grupo
controle positivo (EMS) apresentou diferengas estatisticamente
significantes para o controle negativo, sendo que o numero de

micronuleos contabilizados nas células em contato com o EMS foi
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muito superior (Tabela 15). A média de micronucleos apresentada
pelos materiais em contato com os osteoblastos-/ike foi semelhante a
do controle negativo e muito inferior aquela apresentada pelo controle

positivo (EMS) (Figura 19).

Tabela 15 - Média, mediana, desvio padrdao, valor maximo, valor
minimo e p-valor, dos dados obtidos na contagem de micronucleos no

teste MNT. Comparagao dos substitutos 6sseos com o grupo controle
negativo. Teste ANOVA (p <0, 05)

Numero de Controle p-TCP

Microntcleos Negativo B-TCP  Bio-Oss® EXP EMS
Média 13,0 14,3 13,5 14,3 65,5
Mediana 13,0 14,5 13,5 14,0 65,5
Desvio Padrao 1,8 1,7 2.4 2.2 49
Valor Minimo 11,0 12,0 11,0 12,0 62,0
Valor Maximo 15,0 16,0 16,0 17,0 69,0

P-valor - 0,944 0,998 0,944 <0,001*

*Diferenca estatisticamente significante
EXP - experimental
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Ensaio de Genotoxicidade
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Figura 19 - Gréfico representativo das médias de microntucleos, obtidas no teste MNT,
dos substitutos 6sseos, do controle negativo e do controle positivo (EMS), apos 24 h.



6 DISCUSSAO

Existe uma busca intensa na 4area médica e
odontologica por materiais que possam substituir o tecido 0sseo
perdido com consequente restabelecimento anatdomico e funcional do
tecido ou orgdo. O osso autdgeno, apesar de ser considerado como
padrdo ouro para uso em enxertos, possui uso limitado uma vez que
constitui fonte esgotavel, causa sequelas no sitio doador, além de
apresentar qualidades relacionadas a idade e estado geral de satde do
individuo (Zabeu, Mercadante, 2008).

Os materiais a base de fosfato de célcio tém recebido
relevante atencao nos ultimos anos devido a sua semelhanca mecanica
¢ quimica com o tecido dsseo (Al-Sanabani et al., 2013). Podem ser
caracterizados por possuirem origem natural ou sintética. Dentro do
grupo pertencente a origem natural, destaca-se a hidroxiapatita,
derivada de matriz mineral de tecido 6sseo bovino (Cruz, 2004;
Accorsi-Mendonga et al., 2008). Em relagdo as ceramicas de origem
sintética, sdo comumente utilizados como substitutos Osseos a
hidroxipatita sintética (HA), o beta fosfato tricalcico (B -TCP), e o
fosfato de célcio bifasico (HA + B — TCP) (Cruz, 2004; Yang et al.,
2013).

No presente estudo, foram analisados dois substitutos

Osseos comercialmente disponiveis € um material experimental.
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Dentre os substitutos 0sseos ja comercializados, foram escolhidos uma
hidroxipatita bovina (Bio-Oss ®) e uma ceramica sintética, o B-TCP
(Bionnovation).

Muitos  trabalhos na literatura avaliaram o
comportamento do Bio-Oss ® sendo que tanto resultados negativos
(Beloti et al., 2008; Bernhardt et al., 2011) como positivos t€m sido
obtidos em testes in vivo e in vitro (Sollazzo et al., 2010; Kim et al.,
2010; Liu Q et al., 2011; Chaves et al., 2012).

Ja em relag¢do ao f -TCP da marca Bionnovation, nao
foram encontrados relatos na literatura. Apesar disso, o 3 -TCP de
uma forma geral t€ém sido amplamente estudado e considerado
biocompativel, osteocondutivo e reabsorvivel (Shiratori et al., 2005;
Hirota et al., 2009; Al-Sanabani et al., 2013).

O material experimental testado no presente trabalho
corresponde a um B-TCP fabricado por rota de reacdo em estado
solido, o qual apresentou resultados mecanicos positivos (Oliveira et
al., 2007). No entanto, este material ainda nao foi testado quanto a
sua biocompatibilidade.

Dessa forma, o presente trabalho avaliou a
biocompatibilidade e os indicadores da osteogénese de osteoblastos-
like em contato com os trés substitutos Osseos apresentados. A
metodologia utilizada foi baseada em trabalhos prévios que também
analisaram o comportamento de cé€lulas Osseas in vitro (Rosa et al.,
2002; Rosa, Beloti, 2003; Beloti, Rosa, 2005; Rosa, Beloti, 2005;
Simao et al., 2007; Beloti et al., 2008; De Oliva et al., 2009, Carvalho,
2011; Quan et al., 2013).
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Os testes de biocompatibilidade indicaram que os
materiais testados nesse estudo ndo apresentam citotoxicidade e nem
genotoxicidade, podendo ser considerados biocompativeis de acordo
com as condi¢des desse trabalho.

Com intuito de avaliar a citotoxicidade, foi utilizado o
ensaio de MTT que mensurou a proliferacao e viabilidade celular dos
osteoblastos-/ike em contato com os substitutos Osseos. O teste de
MTT esta relacionado com capacidade de células viaveis converterem
um sal de tetrazolio soluvel (MTT) num precipitado de formazan
insoluvel. A redu¢do de MTT ocorre principalmente na mitocondria
por meio da a¢do da enzima succinato desidrogenase fornecendo entao
uma medida de fung¢do mitocondrial das células (Huang, Chang,
2002). No presente estudo, essa andlise mostrou que o 3 -TCP e Bio-
Oss® induziram proliferagdo celular de 130% e 105%,
respectivamente, sendo maior que o grupo controle (100%). Ja o B -
TCP experimental promoveu diminui¢dao das células viaveis (86%),
comparado ao grupo controle, porém nao foi citotoxico. A
comparagdo entre os trés substitutos Osseos indicou que apds o
periodo de 24 h, o B-TCP foi o material relacionado a maiores indices
de proliferagdo e viabilidade celular.

A citotoxicidade de materiais em cultura de células
pode ser analisada pelo método direto ou indireto. No método direto, a
cultura celular se prolifera em contato diretamente com o material. Ja
no método indireto, as amostras sdo preparadas e colocadas em uma
solugcdo na qual os materiais sdo capazes de liberar suas substancias

formando extratos (Schmalz, 1994).
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No presente estudo a citotoxicidade de substitutos
6sseos foi mensurada utilizando extratos a partir desses materiais
(método indireto).

No entanto, alguns estudos utilizaram a andlise de
substitutos dsseos pelo método direto. Beloti et al. (2008) nao
perceberam diferencgas estatisticamente significativas de proliferacao e
viabilidade celular entre 0 Bio-Oss® e grupo controle apos 24 h do
plaqueamento celular. A diferenca desses resultados em relacdo ao
presente trabalho pode estar relacionada ao método de andlise da
proliferacao e viabilidade celular, que por esses autores, foi feito pela
coloragao de células viaveis através do azul de Trypan. Além disso, as
células ficaram previamente em contato direto com o Bio-Oss® por
no minimo seis meses (in vivo), antes de serem realizados os
procedimentos in vitro com as células humanas.

Ainda Bernhardt et al. (2011) verificaram que o Bio-
Oss® nao foi capaz de induzir proliferagdo celular sobre osteoblastos-
like (SaOS-2) in vitro em periodos de 24 h a 28 dias em contato direto
com esse substituto 0sseo. A diferenca de comportamento do Bio-
Oss® verificada nesse estudo, comparada ao presente trabalho, pode
estar relacionada a colocacao dos substitutos 6sseos em contato direto
com as cé¢lulas. Porém nesse mesmo estudo o B-TCP (Cerasorb) e a
hidroxipatita (Osbone) induziram proliferacao das células, assim como
foi observado no presente trabalho.

Tavares et al. (2013) observaram que o B -TCP nao se
diferiu do grupo controle no teste de proliferagdo e viabilidade celular

apds 24 h de contato indireto desse material com células MC3T3. A
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diferenca de comportamento do B-TCP encontrada por esses autores
comparada aos resultados deste trabalho pode estar relacionada, ndo
ao método indireto, mas a maior concentragdo de substituto dsseo
(100 mg/ml substituto 6sseo/ meio) ou ainda a diferenca da marca do
B -TCP (Merck). No presente trabalho, a concentragao preconizada foi
de 16 mg/ml (substituto 6sseo/meio) de acordo com estudo realizado
por Vaziri et al. (2012).

A presenca de mutagdes cromossomicas no DNA
celular foi avaliada pelo teste MNT, o qual possui a capacidade de
detectar formac¢ao de micronucleos na interfase do ciclo celular
normal. A formacao destes microntcleos indica que houve alteragao
irreversivel do DNA durante a replicagdo celular (Schweikl, Schmalz,
2000). O EMS ¢ reconhecidamente uma substancia genotoxica, pois
causa mutacao genética e induz formacgao de microntcleos (Schweikl,
Schmalz, 2000). Devido a estas caracteristicas, este material foi
utilizado como controle positivo no presente estudo, € o mesmo
causou aumento significante no numero de micronicleos em
osteoblastos-/ike, comprovando o seu potencial genotoxico.

No presente estudo, os trés substitutos osseos testados
ndo foram capazes de aumentar o numero de micronucleos
significativamente em relagdo ao grupo tratado com EMS (controle
positivo). Estes materiais apresentaram um numero de microntcleos
semelhante ao grupo nao tratado (controle negativo), indicando que
estes materiais ndo sdo genotoxicos nas condicdes experimentais do

estudo.
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Quan et al. (2013) observaram que a hidroxiapatita
pura ndo induz genotoxicidade em osteoblastos, achado que condiz
com o presente estudo. Entretanto, ndo existem muitos trabalhos na
literatura abordando a respeito da genotoxicidade dos substitutos
6sseos avaliados. Esperava-se que o B-TCP e Bio-Oss® nao
apresentassem genotoxicidade, ja& que sdo substitutos Osseos
comercializados com bons resultados in vivo. Essa hipotese foi
confirmada, juntamente com o fato de que o B-TCP experimental
também nao induziu genotoxicidade.

Os indicadores da osteogénese foram analisados nesse
estudo através da avaliacdo do contetido de proteina total, atividade de
fosfatase alacalina e também pela anélise qualitativa e quantitativa de
formag¢dao de matriz mineralizada. Sabe-se que o conteudo de proteina
total estd relacionado com a capacidade de sintese das células, sendo
considerado um parametro importante na avaliacdo da osteogénese in
vitro (Beloti, Rosa, 2005; Rosa, Beloti, 2005; Andrade, 2011). No
presente estudo o contetido de proteina total foi avaliado pelo método
modificado de Lowry (Lowry et al., 1951), nos periodos de 7, 10 e 14
dias.

Rosa et al. (2002) ao avaliarem a topografia de
superficie da hidroxipatita, perceberam que o contetido de proteina
total ndo ¢ afetado pelos periodos de avaliacdo. Ja Beloti et al. (2008)
verificaram que o contetido de proteina total aumentou nos periodos
de 10 a 14 dias nos grupos controle e Bio-Oss®, sendo que os valores
encontrados no grupo Bio-Oss® foram significativamente maiores que

aqueles apresentados pelo grupo controle. Diferentemente, no presente
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trabalho foi notado que o pico de sintese de proteina total das células
em contato com o Bio-Oss® ocorreu aos 10 dias.

Observou-se também que dentre os materiais
avaliados neste estudo, aquele que apresentou maior sintese de
proteina total foi o B-TCP. Embora ndo tenha sido observado
diferenca estatistica significativa entre os periodos de analise das
c¢lulas em contato com esse substituto 0sseo, observou-se que esse
material aumentou sua sintese com o passar dos dias, apresentando
maior conteudo de proteina total aos 14 dias. A alta atividade de
sintese dos osteoblastos-/ike em contato com B-TCP mostrou que esse
material apresenta um importante indicador da osteogénese in vitro.
Trata-se de um achado importante, pois existe uma caréncia na
literatura de trabalhos avaliando o conteudo de proteina total das
células em contato com os substitutos Osseos, especialmente em
relacdo ao B -TCP. Com relagdo ao B -TCP experimental verificou-se
que houve maior contetido de proteina total no 10° dia, semelhante ao
Bi0-Oss®.

Outro importante fator indicador da osteogénese ¢ a
producdo da enzima fosfatase alcalina, a qual esta localizada na
superficie externa da célula, onde exerce sua atividade (Szejnfeld,
2000; Modder, Klosla, 2008). A fosfatase alcalina esta relacionada
com a mineraliza¢cdo do tecido 6sseo, sendo responsavel pela captacdo
de ions fosfato durante o processo da osteogénese. Assim, em estudos
in vitro, a diferencia¢do celular pode ser avaliada pelos niveis de

atividade de fosfatase alcalina (Carvalho, 2011). A atividade dessa



90

enzima foi mensurada no presente estudo pelos mesmos lisados
obtidos na andlise do contetido de proteina total aos 7, 10 e 14 dias.

Os dados relacionados a atividade de fosfatase alcalina
indicaram maior producdo dessa enzima pelo  -TCP em todos os
periodos, comparado aos outros substitutos dsseos. Verificou-se que o
Bio-Oss® e o B-TCP experimental apresentaram diminui¢do da
quantidade de fosfatase alcalina de 7 para 10 dias. Apos 14 dias, foi
observado no presente estudo que a atividade de fosfatase alcalina foi
maior em todos os substitutos 0sseos.

Beloti et al. (2008) observaram que as c¢lulas em
contato com o Bio-Oss® apresentaram atividade de fosfatase alcalina
estatisticamente inferior comparado com as células do grupo controle
nos periodos de 7, 10 e 14 dias. Rosa et al. (2002) ndo observaram
diferencas na atividade de fosfatase alcalina nos periodos de 10 ¢ 14
dias de cultura, em nenhuma das diferentes porosidades de
hidroxipatita avaliadas. Esses resultados sdo divergentes daqueles
encontrados no presente estudo, uma vez que neste trabalho o Bio-Oss
® ndo difertu do grupo controle em nenhum dos periodos avaliados,
sendo ainda que aos 14 dias apresentou maior nivel de fosfatase
alcalina comparado aos outros periodos.

Ja Bernhardt et al. (2011) observaram que o B-TCP
(Cerasorb M) em geral apresentou maior atividade de fosfatase
alcalina comparada a hidroxipatita sintética (Osbone). Esses achados
estdo em parte de acordo com os resultados encontrados no presente
estudo, uma vez que o B-TCP foi o substituto 6sseo que exibiu as

maiores médias de atividade de fosfatase alcalina.
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Kubler et al. (2004) avaliaram a hidroxiapatita
(Algipore ®), a -fosfato tricalcico (Bio-Base ®), hidroxiapatita bovina
de baixa temperatura (Bio-Oss ®), hidroxiapatita bovina de alta
temperatura (Osteograf ®), e hidroxiapatita bovina de alta temperatura
com peptideo sintético (Pep-Gen p-15 ®). Esses autores observaram
que atividade de fosfatase alcalina aumentou entre os grupos com o
passar dos periodos, apesar de ter sido maior no grupo controle.
Bernhardt et al. (2011) também constataram que a atividade de
fosfatase alcalina aumentou nos materiais estudados com o passar dos
periodos, em uma analise de até 28 dias. Esse achados sdo condizentes
com aqueles encontrados no presente trabalho, pois apesar de ter
ocorrido um pequeno decréscimo na atividade de fosfatase alcalina no
periodo de 7 para o de 10 dias, houve um aumento relevante de
produgdo dessa enzima no 14 ° dia por todos os substitutos dsseos.

Alguns autores observaram correlacdo entre a atividade
de fosfatase alcalina e producdo de matriz mineralizada por células
osteoblasticas (Sugawara et al., 2002; Beloti, Rosa, 2005; Rosa,
Beloti, 2005). O processo de mineralizagdao da matriz corresponde ao
evento final de formacdo de tecido 0sseo (Rosa et al., 2009), e em
estudos utilizando culturas osteogénicas tem sido considerado um
importante parametro in vitro, que indica a presenca da diferenciagado
celular (Hoemann et al., 2009).

Nesse estudo foi realizada uma andlise qualitativa e
também quantitativa da formacdo de matriz mineralizada das células
osteoblasticas, em contato com os substitutos 6sseos, nos periodos de

14 ¢ 21 dias.
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A analise qualitativa revelou que aos 14 dias houve
formacao de ndédulos de mineralizagdo nos grupos Bio-Oss®, B-TCP
experimental e também controle. Essa formagdo de matriz
mineralizada manteve um padrdo homogéneo entre os grupos,
inclusive no grupo controle, o que indica que as formacdes mineirais
observadas caracterizavam nodulos de mineralizagao verdadeiros.

Ja no grupo B-TCP nao foi possivel a visualizacao
adequada dos nodulos de mineralizagdo, em nenhum dos periodos
avaliados, uma vez que mesmo apds sucessivas lavagens,
preconizadas pelo protocolo de Gregory et al. (2004), os pogos
continuaram hipercorados. As possiveis hipoteses para esse problema
podem estar relacionadas com a forma de preparo e com as
caracteristicas fisico-quimicas desse substituto 6sseo, que podem ter
induzido uma grande liberacio de seus componentes no meio,
favorecendo a uma formacao excessiva de ndédulos de mineralizagao.

No periodo de 21 dias, o tecido formado no interior dos
pocos destacou-se de forma relevante em todos os grupos, levando
consigo células mortas e provavelmente nodulos de mineralizagdo ja
formados. Entdo, foi visualizada uma quantidade menor de formacao
de matriz mineralizada comparada ao periodo de 14 dias em todos os
grupos. Uma hipotese para a morte dos osteoblastos-/ike pode ser a
associagdo do tempo prologando de cultura celular com a intensa
proliferagao destas células in vitro.

A andlise quantitativa foi realizada por meio da
extragdo do corante dos pocos utilizando &cido acético. Segundo

Gregory et al. (2004), esse método produz pouca variabilidade de
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resultados, além de apresentar grande especificidade, uma vez que
detecta pequenos niveis de incorporacao de mineral dentro das células.

Foi observado nessa analise que o B-TCP foi
estatisticamente diferente dos demais grupos, apresentando maiores
niveis de corante, indicativos de maior formacdo de matriz
mineralizada. Apesar do B-TCP ter apresentado os melhores
resultados, o substituto 6sseo Bio-Oss® também mostrou indices de
formacdao de nodulos de mineralizagio maiores que aqueles
apresentados pelo grupo controle. Em relacio aos periodos de
avaliagdo, houve um decréscimo de valores do periodo de 14 para o de
21 dias, o qual apenas ndao foi significante no grupo B-TCP
experimental.

Tém sido observado correlacdo entre a atividade de
fosfatase alcalina e a produgdo de matriz mineralizada por
osteoblastos (Sugawara et al., 2002; Beloti, Rosa, 2005; Rosa, Beloti,
2005). Dessa forma, os altos niveis de fosfatase alcalina produzido
pelo B-TCP aos 14 dias estdo correlacionados com a grande formagao
de matriz mineralizada por esse material neste mesmo periodo.

Na literatura verifica-se poucos estudos abordando
sobre a formacdo de nddulos de mineralizagdo por células em contato
com substitutos 0sseos, principalmente em relacao ao B-TCP. Beloti
et al. (2008) observaram menor formacao de nodulos de mineralizagao
pelo grupo Bio-Oss® comparado ao grupo controle no periodo de 21
dias. No entanto, esses autores apenas avaliaram esse unico periodo e
apresentaram condigdes de estudo diferentes da realizada no presente

trabalho.
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Ni et al. (2011) estudaram o efeito da incorporagao do
estroncio em uma hidroxiapatita, observando maior formagao de
nodulos de mineralizagdo pelas células em contato indireto com este
material. Ainda visualizaram que no periodo de 21 dias, houve maior
formacdo de nodulos de mineralizagdo em todos os grupos
comparados aos do periodo de 14 dias. A diferenga desses resultados,
para os do presente estudo, em relagdo ao periodo de formacdo dos
nodulos de mineralizacdo, pode estar relacionada a utilizacdo de
osteoblastos primdrios de ratos por esses autores, 0os quais podem ter
apresentado baixa taxa de proliferagdo ao longo dos 21 dias.

Vaziri et al. (2012) observaram maior formagdo de
nddulos de mineralizagdo por células SaOS-2  apos 5 dias de contato
indireto com substitutos Osseos aldogenos, na concentracdo de 16
mg/mL (substituto 6sseo/meio), comparada a de 8 mg/mL. Entdo,
pode-se dizer que essa concentragdo de material em contato indireto
com as células foi positiva, promovendo a formagdo de matriz
mineralizada, o que concorda com os resultados do presente estudo no
qual foi utilizado a mesma concentragao (16 mg/mL).

Os testes indicadores da osteogénese, mostraram nas
condigdes desse trabalho, que o B-TCP promoveu excelente condi¢des
para a osteogénese in vitro, superiores aquelas apresentadas pelo Bio-
Oss® e B-TCP experimental. Além disso, foi observado que os
materiais  estudados ndo  apresentaram  citotoxicidade e
genotoxicidade, podendo ser considerados biocompativeis in vitro.

No entanto, o B-TCP experimental ainda precisa ser

testado in vivo quanto a suas propriedades biologicas antes de ser
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utilizado em aplicagdes clinicas, por se tratar de um material
experimental. O B-TCP (Bionnovation), apesar de ser um material ja
comercializado e que apresentou excelentes caracteristicas in vitro
também deveria ser avaliado in vivo, ja que estudos relacionados ao 3

-TCP dessa marca ndo foram encontrados na literatura.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados nessa dissertacao
foi possivel concluir que o B-TCP (Bionnovation), Bio-Oss® e 3-TCP
experimental foram substitutos 6sseos biocompativeis, pois ndo foram
citotoxicos € nem genotoxicos sobre osteoblastos-/ike. Concluiu-se
também que, os trés substitutos Osseos avaliados induziram a
osteogénese in vitro. Ainda, o B-TCP (Bionnovation) foi o material
que promoveu maior proliferacdo celular e osteogénese, comparado

aos outros materiais, nas condi¢des em que este estudo foi realizado.
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