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RESUMO

Desde a antiguidade, enxertos e membranas sao estudados para promoverem um
reparo 6sseo otimizado. O reparo ésseo consiste na reabsorgéo do tecido necrosado
e de seu coagulo, juntamente com um processo inflamatério que libera fatores de
crescimento que irdo reparar o osso danificado. Em algumas situagdes, 0 0sso
lesionado ndo tem a capacidade de se auto reparar, portanto, sdo necessarias
intervengdes cirurgicas para inserir um enxerto 6sseo. Entretanto, ha uma grande
dificuldade em se encontrar um material que fornega os fatores necessarios para o
crescimento 6sseo. Para isso, foram confeccionadas membranas a base de acido
polilatico e poli-e-caprolactona (PLC) (Purasorb: PLC 7015 — Purac, Holanda), com a
incorporagao de fosfato de lantanio (PLC/LaPQ,) e oxiapatita dopada com 20% de
lantanio (PLC/Laz,OAP) pelo Instituto de Quimica de Araraquara, UNESP. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade desses materiais por meio
dos testes XTT e sobrevivéncia clonogénica. Os eluatos foram preparados com as
membranas citadas de acordo com a ISO 10993-12. O cloridrato de doxorrubicina foi
utilizado como controle positivo para ambos os testes. Como Controle Negativo (CN)
foram utilizadas somente as células CHO-K1 (sem a agado de qualquer tratamento)
por 24 horas. Os eluatos foram mantidos em contato com células CHO-K1 por 24
horas. Como os dados apresentaram aderéncia a curva normal, foi aplicada a
andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido dos testes de Tukey e Dunnett
(p<0,05). Verificou-se que os materiais testados ndao demonstraram absorbancia
estatisticamente diferente em relagdo ao CN (p>0,05; Dunnett — XTT) e também n&o
causaram comprometimento na capacidade proliferativa das células (p>0,05;

Dunnett — Sobrevivéncia clonogénica). Assim, pode-se concluir que as amostras de



PLC, PLC/LaPO4 e PLC/LazoOAP nao apresentaram citotoxicidade em células CHO-

K1.



1. INTRODUGAO

O tecido 6sseo € uma forma especializada de tecido conjuntivo que possui uma
matriz extracelular mineralizada com determinado grau de rigidez e elasticidade,
conferindo ao corpo a fungéo de suporte. Tal tecido, por ser o maior reservatoério de
calcio do organismo, ajuda a manter o pH interno do corpo, transmite e conduz o
impulso elétrico aos nervos e musculos. Pode ser dividido em componentes
microestruturais: células, matriz organica, matriz inorganica e fatores sinalizadores
solUveis. E composto por 25% de matriz organica, divido em 95% de colageno,
principalmente colageno tipo I, e 5% de proteinas n&o-colagenosas (osteocalcina,
osteonectina, proteinas morfogenéticas, proteoglicanas, sialoproteinas, etc). A
matriz inorganica corresponde a 65% do tecido Osseo, sendo composta
principalmente por hidroxiapatita e 10% de agua [74].

O processo de reparo Osseo envolve multiplos eventos que incluem a
reabsor¢cdo do tecido ésseo necrosado e do coagulo subsequente ao trauma e
concomitante a esses eventos, o desenvolvimento de processo inflamatério que
propicia a liberagcdo de fatores de crescimento que irdo auxiliar na diferenciagao
celular e, consequente, na formagao do tecido 6sseo. Para o reparo do tecido ésseo,
ha a demanda da presengca de células osteoprogenitoras (células com a
potencialidade de se diferenciar em osteoblastos) e, com potencial osteoindutor,
matriz osteocondutora e adequado aporte sanguineo [26].

O processo de reparo 0sseo transcorre sem complicacbes na maioria dos
casos (90 a 95%) [15]. Porém, o uso de materiais biolégicos para propiciarem a
melhora no processo de reparacao 6ssea se faz necessario em casos de defeitos

criticos ou fraturas.



O uso de enxertos e membranas que propiciem a melhora do processo de
neoformacao e remodelagao Ossea é descrito desde a antiguidade. Neste contexto,
para enxertia 6ssea até o momento, o auto enxerto ainda é considerado “padrao
ouro” [27]. Efetivamente, este € o que apresenta as melhores caracteristicas de
osteogénese, osteoinducdo e osteocondugdo. Ou seja, para ocorrer regeneragao
tecidual é necessaria a presenca de células capazes de formar novo tecido ésseo
(osteogénese); estas consigam aderir, crescer e atravessar todo o material
(osteoconducédo) e estejam presentes fatores que estimulem a sua diferenciagao
fenotipica em osteoblastos (osteoinducgéao) [73].

Entretanto, este tipo de enxerto apresenta algumas desvantagens como a
necessidade de remover o tecido 6sseo de outra regido do paciente (sitio doador), o
que demanda outra cirurgia com suas respectivas morbidade e complicagdes pods-
operatorias. Sendo assim, o material ideal para reconstru¢cao 6ssea deveria possuir
as qualidades de um osso autdégeno sem as desvantagens relacionadas ao sitio
doador. E dificil concentrar as trés propriedades num material sintético, mas é
possivel adicionar a uma matriz osteocondutora materiais ceramicos, como a
hidroxiapatita ou o fosfato tricalcico, ou, ainda agentes bioativos como o aspirado de
medula e proteinas morfogenéticas 6ésseas (BMPs) [33,49].

Um biomaterial ideal deve manter as suas propriedades e caracteristicas
estruturais, mas simultaneamente substituir a fungcdo para a qual foi criado.
Também é necessario que permita uma boa adesao celular a sua superficie, tenha
uma resisténcia mecanica suficiente para ser usado em locais onde ha incidéncia de
carga, nao tenha caracteristicas oncogénicas, seja hemostatico, esterilizavel e, por
fim, quando implantado em tecido ésseo devera ser, principalmente, osteocondutor

[84].
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Ainda, a eficacia de um enxerto no organismo depende, principalmente, de
dois fatores: a biofuncionalidade e a biocompatibilidade do material, estando
diretamente relacionada com a capacidade do biomaterial em desempenhar uma
determinada fungao no organismo e na analise das reagdes ocorridas no implante
durante a sua implantacéo e, ao longo do tempo, quando este sofre um processo de
degradacao e desgaste, respectivamente [54].

A crescente evolugao tecnologica tem permitido a compreensao dos processos
fisiopatolégicos envolvidos na neoformagdo e remodelagdo o6ssea e, como
consequéncia, resultando no desenvolvimento de novos biomateriais e métodos
promissores para reparacao 6ssea. Desta forma, os substitutos 6sseos sintéticos
e/ou naturais processados biotecnologicamente tornaram-se materiais potenciais
para aplicagdes clinicas nas diversas areas da saude [41,72,83].

Atualmente, varios materiais sintéticos sdo usados para reconstrugcdo de
estruturas tridimensionais do esqueleto, tais como: bioceramicas (B-fosfato tricalcio,
fosfato de calcio bifasico e hidroxiapatita), vitro-ceramicas, polimeros (colageno,
poliacido (lactico-co-glicdlico), polietileno poroso de alta densidade, polimero poli (g-
caprolactona e polihidroxibutirato), além do osso bovino poroso desmineralizado e
liofilizado, bem como, a associacao entre esses biomateriais [1,3,6,14,30,53,76].

Polimeros biolégicos como o colageno, alginato, agarose e acido hialurénico
podem ser utilizados na engenharia de biomateriais com base nas suas diferentes
propriedades: a biocompatibilidade, bioinércia, biotolerancia, bioatividade e
reabsorcao [79].

Os polimeros sintéticos tém como vantagem a facilidade de fabricagdo e
controlada degradacao [31]. Entretanto, sdo quimicamente e biologicamente inertes,

nao induzindo a adesdo celular e a formacdo de tecido. Para superar isto, a
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hidroxiapatita e o fosfato tricalcico tém sido adicionados para aumentar a
osteocondutividade do biomaterial, devido as caracteristicas de bioatividade e
reabsorcao, promovendo ligagao direta com os tecidos vivos e a degradacgao lenta e
gradual do biomaterial com a finalidade de substituicdo dos tecidos em que séo
implantados, respectivamente [81].

As bioceramicas baseadas em fosfato de calcio (hidroxiapatita sintética e
fosfato tricalcico) se assemelham aos componentes inorganicos do tecido ésseo.
Esta similaridade as torna propicias a adesao celular e a neoformacéao do tecido
0sseo [52]. Entretanto, as bioceramicas possuem baixa resisténcia mecanica
quando comparado a materiais poliméricos e metalicos, cuja propriedade interfere
diretamente na produgdo de materiais com formas e tamanhos apropriados para a
reconstrugao Ossea [17]. A associagao destas ceramicas com materiais polimeros
tem se tornado uma opgao atrativa para o desenvolvimento de compdsitos para
reconstrugao ossea, pois, desta forma, obtém-se materiais com resisténcia mecanica
adequada e ainda com bioatividade favorecida pela ceramica [33,61].

Os polimeros absorviveis tém sido utilizados como um sistema de liberagao
lenta e controlada de farmacos. A incorporagcdo de fatores estimuladores de
crescimento 6sseo e diferenciagdo de células mesenquimatosas em células
osteoprogenitoras e osteoblastos podem incrementar a matriz com a capacidade
osteoindutora [9].

Nos ultimos anos, o polimero poli (e-caprolactona) tem se destacado na
producao de “scaffolds” para engenharia tecidual quando comparado a outros
polimeros reabsorviveis como o poli (acido latico) (PLA) e poli (acido glicolico) (PGA)

e seus copolimeros [46].
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O polimero acido polilatico (PLA), assim como outros polimeros que tém sido
utilizados para reparo 6sseo, possui facil controle de sintese, origem ilimitada, nao
sofre degradacao mediada por células, possui superficie hidrofébica, além de ser
biodegradavel e biocompativel. Porém, possui pouca resisténcia mecanica e sofre
redugao de tamanho ao longo do tempo, acrescido a sua questionavel interagdo com
as células com possibilidade de reagao toxica local pela liberacdo de produtos
acidos de degradacao [59].

Ainda, em um estudo do copolimero com associagdo de PLA e acido
poliglicélico (PGA), 70% e 30% respectivamente, o copolimero apresentou
biocompatibilidade e permitiu neoformagao éssea em contato com o implante. Além
disso, ocorreu o processo de osseointegragdo em ambos 0s grupos, mesmo na
auséncia de estabilidade primaria dos implantes [55]. Ou seja, o PLA é um polimero
que ja foi evidenciado que em associagcdo a outros polimeros possui grandes
possibilidades de sucesso como biomaterial.

Segundo Queiroz (2006), variagbes entre os resultados de toxicidade do
material apresentados em diferentes estudos de associagdo de PLA e PGA podem
estar relacionadas as diferentes técnicas cirurgicas, a anatomia 6ssea, as diferentes
formas de utilizacdo do polimero, suas formulagdes, bem como as finalidades de seu
emprego [55].

O estudo para a polimerizagao da poli-e-caprolactona (PCL) comegou por volta
de 1930 e sua propriedade de biodegradacéao foi primeiramente estudada em 1973
[75].

O PCL é um polimero sintético relativamente biodegradavel e biocompativel da
classe dos poliésteres alifaticos aprovado para utilizagdo em humanos [9]. Possui

excelentes propriedades mecanicas, sendo mais resiliente quando comparado aos
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outros polimeros citados devido as suas caracteristicas favoraveis para reparagao
0ssea, pois mantém as propriedades fisicas da matriz por pelo menos seis meses
[7]. Porém, devido a sua hidrofobicidade intrinseca e falta de grupos bioativos
funcionais, o PCL nao é muito favoravel para o crescimento celular, desta forma,
restringindo sua aplicagdo para engenharia tecidual [46].

No entanto, muitos métodos tém sido desenvolvidos para modificar a superficie
e propriedades fisico-quimicas dos materiais a base de PCL para melhorar suas
propriedades tanto mecanica quanto de biocompatibilidade, além do tempo de
reabsorgcdo. Dentre estes métodos se destaca a adigdo de fases inorganicas, como
hidroxiapatita ou fosfato de calcio [4,6,87].

O PCL tem sido usado para carreamento de farmacos, ja o PLA como
instrumento ortopédico, o material desenvolvido com a unido destes, o poli-E-
caprolactona-co-acido latico esta disponivel em diversas formas para ser utilizado
como material de preenchimento dsseo. No estudo de Ekholm et al. (1999) [16], foi
observado que o copolimero €-caprolactona-co-acido latico provocou uma reacgao
inflamatoria severa quando implantado em musculos e reagdo moderada quando
implantado em osso. Essa resposta ocorreu, segundo os autores, provavelmente
devido a maior vascularizacdo do musculo e a maior quantidade de material
implantada. Além disso, o material promoveu no musculo uma reagao inflamatodria
inicial moderada com piora do quadro, o que pode ser devido a grande concentragcao
de material degradado ou a maior vascularizagdo do tecido muscular, fato que
poderia ser evitado com menor concentragdo do material, o que ainda teria

promovido uma reabsorg&o do polimero em menor tempo [16].
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Uma tendéncia no desenvolvimento de compadsitos poliméricos, para aplicagbes
médicas e odontolégicas, tem sido torna-los radiopacos para facilitar a sua
visualizagdo em diagndsticos por imagens [26,35,51,58,61].

As metodologias utilizadas para aumentar ou fornecer propriedades de
radiopacidade aos polimeros sao geralmente pela incorporacdo de agentes
radiopacificantes tais como, pé de metais pesados, elementos pesados, sais
inorganicos ou compostos iodados, por meio de diversas formas, desde dispersdes
heterogéneas, quelagao, copolimerizacao [12,20,35,51,56,58,61,70,71]. Um método
que vem sendo bastante utilizado para incorporagdo de radiopacificantes em
polimeros € sintetizar mondémeros vinilicos contendo atomos halogénicos ligados de
forma covalente, como o iodo ou bromo, e copolimerizar estes monémeros com
outros mondémeros vinilicos sem estes atomos [20,32,39,77]. Embora a incorporagao
de elementos halogénicos aos polimeros tem sido eficaz e promissora como agentes
radiopacificantes, ainda busca-se um biopolimero radiopaco com propriedades
biolégicas e mecanicas ideais para aplicagao em regeneragcao 0ssea.

Uma alternativa atrativa em relagcdo aos compostos iodados, os quais podem
provocar reagdes alérgicas devido a reagdao ao contraste iodado [21,48], séo os
elementos terras-raras (ETR), como o lantanio (La). Os Elementos Terras Raras
(ETR) compdem um grupo de elementos quimicos da série dos lantanideos, para as
quais se utiliza o simbolo Ln. Correspondem aos elementos do lantanio (La, Z = 57)
ao lutécio (Lu, Z = 71), entre os quais se incluem o itrio (Y, Z = 39) e o escandio (Sc,
Z = 21). Porém, segundo recomendagdes da IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), usam-se os termos lantanideos para designar os elementos do
La ao Lu e terras raras quando aos lantanideos s&o incluidos o Sc e o Y. A

expressdo terras raras € impropria para designar estes elementos, os quais
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receberam esta denominagao porque foram inicialmente conhecidos em forma de
seus oxidos, que se assemelham aos materiais conhecidos como terras. Além da
expressao "terras" n&o ser apropriada a denominagdo de tais elementos, a
expressao "raras" também nao esta de acordo, pois os lantanideos sao mais
abundantes (com excegado do promécio que nao ocorre na natureza) do que muitos
outros elementos [22,37,50].

Lantanio € um cation trivalente que atua como bloqueador do canal de calcio e
tem sido usado in vitro em canais iGnicos em estudos para a sinalizagdo de calcio
[38,62,64]. O lantanio tem sido amplamente usado em muitas areas tais como,
agricultura, industria eletrénica, farmacologia e medicina [85]. O lantanio € um
produto da industria nuclear e esta sendo usado em aplicagbes Oticas e
semicondutoras, no setor da agricultura na China, em manufatura de metal e até
mesmo em componentes de lampadas fluorescentes e baterias recarregaveis
[2,28,38,62]. Especialmente na medicina, os lantanideos tém sido diretamente
usados em terapias para tratamento de cancer, feridas por queimadura e
diagndsticos de imagem por ressonancia magnética [10,44], devido as suas
relevantes propriedades fisico-quimicas, principalmente em relagado ao tempo médio
de vida de emissdo, o qual € maior quando comparado aos demais fluoréforos
tradicionais (fluoresceina, rodamina).

De acordo com a literatura, a incorporagdo de fosfato de La (LaPO4) as
ceramicas tem mostrado uma melhora significativa na reducdo de formacado e
propagacao de trincas, desta forma, melhorando o acabamento e polimento dos
materiais ceramicos. Isto ocorre devido ao LaPO4 servir como uma interface fraca na
matriz de compadsitos ceramicos [11,43,47]. Além do LaPO4 melhorar o acabamento

ceramico, também promove uma maior estabilidade térmica dos compostos
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ceramicos [43]. Bioceramicas contendo La tém sido sintetizadas para aplicagdes
biomédicas [17,23,45,60], as quais ndo apresentaram citotoxicidade [23] e também
favoreceram a adesao de osteoblastos [17]. Além disso, o La proporciona
radiopacidade a bioceramica, permitindo sua nitida visualizagdo em radiografias
meédicas-odontologicas [45].

Embora os ETR sejam amplamente aplicados em diversas areas incluindo a
medicina, industria e agricultura, estudos tém revelado eventuais acumulos desses
elementos no corpo humano [88], pois os ETR entram no nosso organismo por
diversas vias, como comida, bebida, agua, ar e também agentes terapéuticos e de
diagndstico. O La apresenta efeito antibacteriano e promove regulagao da imunidade
celular [24]. O carbonato de lantanio [Lax(COs3)s] € utilizado para tratamento de
hiperfosfatemia e hipercalcemia, agindo na regulacao sérica do fésforo em pacientes
renais cronicos em hemodialise [29,30,63]. O lanténio é absorvido pelo intestino e
acumulado nos tecidos; a taxa de absorgao no intestino aumenta a probabilidade de
doencgas renais crbnicas [36,57,66]. Uma vez que € absorvido, o lantanio é
distribuido e acumulado em varios tecidos, especialmente no figado, osso, rim e
cérebro [36]. Portanto, a preocupacdo com o acumulo de La esta relacionada a dose
ingerida, administrada ou ao tempo de exposi¢cdo ao longo da vida, pois elevados
niveis podem promover efeitos adversos ao organismo, tanto em curto quanto em
longo prazo. Estudos realizados na China tém revelado que os ETR podem afetar
negativamente as fungdes cognitivas como a atencao, aprendizado e memoéria de
criancas e a velocidade de transmissao do sinal no cérebro de pessoas que vivem
em regides com altos niveis de ETR [18,89]. Outros estudos realizados em animais
tém revelado o acumulo de cloreto de lantanio (LaCls) no cérebro, principalmente, na

regidao do hipocampo, afetando a memoaria e o desenvolvimento neural dos animais
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[5,19]. Um outro estudo recente revelou que animais expostos a LaCl; por 1 més
apresentaram danos neurais no hipocampo e também apresentaram aumento
significativo nos niveis de glutamato e Ca®" intracelular, além de outras taxas
representativas, os quais levam a apoptose de células neurais, gerando possivel
aparicao de doengas neurodegenerativas [86]. Outro estudo mostrou que o cloreto
de lantanio se liga ao sulfato de condroitina, maior componente da cartilagem que
esta envolvido na mineralizagao 6ssea [25].

Com o objetivo da obtengdo de um biomaterial para regeneragao 6ssea, que
fosse radiopaco, o |Instituto de Quimica de Araraquara, UNESP, elaborou
membranas a base de acido polilatico e poli-e-caprolactona (Purasorb: PLC 7015 —
Purac, Holanda) associadas ao lantanio.

Para uso seguro, um biomaterial ndo deve apresentar potencial citotoxico,
genotoxico, mutagénico e ao mesmo tempo deve ser biocompativel. Assim, a
avaliagcao da citotoxicidade € um resultado preliminar da resposta celular frente ao
biomaterial e que indicara se o material devera ser modificado ou se os outros testes
poderao ser realizados.

O ensaio XTT tem sido usado como uma ferramenta rotineira para a
quantificacdo da viabilidade celular no estudo citotoxico de materiais ao medir a
atividade metabdlica das células. Este teste é baseado na clivagem do sal tetrazélio
(sodium 3°- [1-(phenylaminocarbonyl) - 3,4 - tetrazolium] — bis (4-methoxy-6-nitro)
benzene sulfonic acid hydrate) para formar o corante formazan, de cor alaranjada,
por células metabolicamente ativas. Portanto, tal conversdo ocorre apenas em
células viaveis, devido a atividade de desidrogenases mitocondriais [65]. Ja o Ensaio
de Sobrevivéncia Clonogénica € importante para investigar se uma droga pode ter

efeito de citotoxicidade tardio, levando a letalidade celular que geraria um efeito
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dose-dependente [13]. O teste é capaz de refletir verdadeiramente o perfeito estado
metabdlico das células, enquanto os demais testes de viabilidade avaliam as células
em um determinado momento, sem considerar os efeitos do composto ou da droga
na populagao [68].

Com base nos estudos feitos acima, nos propusemos a realizar testes de
citotoxicidade para descobrir a Vviabilidade de um possivel biomaterial
desenvolvido,um copolimero formado pela associagdo dos polimeros PLA e PCL, o
PLC. Este, em trés formas diferentes: puro, incorporado de oxiapatita dopada de

lantanio e com adigao de fosfato de lantanio.

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade de trés membranas
desenvolvidas a base de acido polilatico e poli-e-caprolactona (PLC) (Purasorb: PLC
7015 — Purac, Holanda): PLC puro, PLC com adigdo de fosfato de lantanio
(PLC/LaPO4) e PLC com adigdo de oxiapatita dopada com 20% de lantanio

(PLC/LazoOAP) por meio dos testes de sobrevivéncia clonogéncia e XTT.

3. MATERIAL E METODO
As membranas (0,25 mm de espessura) foram confeccionadas pelo Instituto de

Quimica de Araraquara, UNESP e esterilizadas com radiagdo gama com dose de 15

kGy.

Preparo do eluato
Para os tratamentos com os diferentes biomateriais (PLC, PLC/LaPOg,

PLC/LayOAP) foi utilizado eluato, confeccionado de acordo com a ISO 10993-12,
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sendo considerado o peso (0,1g/mL). Os materiais foram imersos em meio de
cultura HAM-F10:D-MEN (1:1) com auséncia de soro fetal bovino, a 37°C por 72
horas, sob agitacdo a 133 rpm em incubadora (New Brunswick Scientific — Excella

E24 Incubator Shaker Series).

Cultura Celular

Células de ovario de hamster chinés (CHO-K1), com ciclo de divisdo de
aproximadamente 14 horas, crescidas em meio de cultura HAM-F10:D-MEN (1:1),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) mantidas em estufa de cultura a
37°C, sob uma atmosfera de 5% de CO, foram cultivadas e repicadas até atingirem a
terceira passagem. Para os testes de citotoxicidade foram feitas trés repeticdes
independentes e, ainda, cada tratamento (além do controle negativo e do controle

positivo) foi realizado em triplicata, utilizando placas de cultivo celular.

Ensaio XTT

Foram semeadas 20.000 (2x10%) células CHO-K1 em placas de 24 pogos num
volume de 1mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB e
incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. O eluato preparado com os materiais
permaneceu em contato com as células durante 24 horas. O cloridrato de
doxorrubicina foi utilizado na concentracédo de 3,0 ug/mL por 24 horas como controle
positivo (CP). Como Controle Negativo (CN) foram utilizadas somente as células
CHO-K1 (sem a agao de qualquer tratamento).

Apos 24 horas, os tratamentos foram removidos de cada pocgo, as culturas
foram lavadas com 250 pyL de PBS 1x e inserido 1 mL meio de cultura HAM-F10:D-

MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB em todos os pogos. No dia seguinte, as
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culturas foram lavadas com 250 pyL de PBS 1x e, com a luz apagada da camara de
fluxo laminar, foi colocado em cada pogo 500 yL de meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) sem fenol vermelho (Cultilab) com 60ul da solugéo
XTT/eléctron (Kit-XTT, Roche Molecular Biochemicals, Mannhein, Germany) na
proporg¢ao de 5000uL:100uL por pogo (concentracéo final de 0,3 mg/mL), deixando a
37°C na estufa por 3 horas. Em seguida, foi feita a leitura colorimétrica em
espectrofotometro (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 492 nm

normalizada a 690 nm.

Sobrevivéncia Clonogénica

Foram semeadas células CHO-K1 (5x10%) em placas de 24 pogos com volume
de 1 mL de meio de cultura completo em cada poco e incubadas a 37°C em estufa
com 5% de CO,. O eluato preparado com os materiais permaneceu em contato com
as células durante 24 horas. As células CHO-K1, sem a acdo de qualquer
tratamento, foram utilizadas como Controle Negativo (CN). Como Controle Positivo
(CP) foi utilizado 0,3 ug/mL de cloridrato de doxorrubicina por 4 horas. Ao final do
tratamento, o eluato e o meio de cultura foram removidos de cada pogo e a seguir,
lavados com 1 mL de PBS 1x. Em seguida, as células foram desprendidas pela agao
da tripsina, sendo transferidas para um microtubo, num volume de 1 mL de meio de
cultura para contagem em Céamara de Neubauer. Assim, para o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica, 150 células foram semeadas em frascos de cultivo de 25
cm? com 5 mL de meio de cultura completo, em triplicata por tratamento. Apds 7 dias
de cultivo, as células foram lavadas com 5§ mL de PBS 1x e fixadas com
metanol:acido acético:agua destilada (1:1:8) por 30 minutos. As colbnias foram

coradas com 5 mL do corante Giemsa diluido em tampao fosfato, na proporgao de
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1:20, por 20 minutos. Depois de coradas, as células foram lavadas para remocao do
excesso do corante.

O numero de colbnias contadas no controle negativo foi considerado como
100%. A partir disso, foram realizados os calculos das fragdes de sobrevivéncia
(FS):

FS = n° de coldnias contadas em cada tratamento x100
n°® de coldnias observadas no controle negativo

Anadlise estatistica

Para cada material investigado, os resultados provenientes dos testes de
citotoxicidade obtidos dos trés experimentos independentes (e em triplicata) foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar se os dados obedeciam a
distribuicdo normal. Como os dados apresentaram aderéncia a curva normal, foi
aplicada a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do testes de Tukey.
Também foi aplicado o teste de Dunnett que compara os valores obtidos de cada um
dos tratamentos com o de uma referéncia (no caso, o Controle Negativo). Foi
utilizado o programa Graphpad Prism e os testes foram considerados ao nivel de

significancia de 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
A média e erro padrdo da absorbancia obtida pelo Método XTT podem ser

observados no Grafico 1.

Grafico 1. Citotoxicidade avaliada pelo Ensaio XTT. Colunas indicam o valor médio

de Absorbancia. Barras indicam o erro padr&o (*=p<0,0001; Dunnett).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A analise de citotoxicidade pelo método XTT ndo demonstrou absorbancia
estatisticamente diferente entre o Controle Negativo e os materiais testados (p>0,05;
Tukey). Todos os materiais testados apresentaram diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao Controle Positivo (p<0,05; Tukey).

Considerando a absorbancia obtida do Controle Negativo como referéncia
(teste de Dunnett)), os materiais avaliados nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p>0,05; Dunnett).

Segundo Silva et al. (2008) [65], o ensaio XTT tem sido usado como uma
ferramenta rotineira para a quantificacdo da viabilidade celular no estudo citotéxico
de materiais ao medir a atividade metabdlica das células. A reducgao intracelular dos
compostos do Kit - XTT liberam o formazan, um composto que pode ser quantificado
por meio de estimativa colorimétrica. Dessa forma, avaliou-se a atividade
mitocondrial das células CHO-K1 apés passarem pelo tratamento de 24 horas com
os eluatos preparados com os materiais propostos por meio do método do XTT,

sendo observados que os materiais nao se mostraram citotdxicos.
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A média e erro padrdo da fracdo de sobrevivéncia obtidos pelo ensaio de

sobrevivéncia clonogénica podem ser observados no Gréfico 2.

Grafico 2. Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica. Colunas indicam
o valor médio da Fragdo de Sobrevivéncia (%). CN representa 100% de fragdo de

sobrevivéncia. Barras indicam o erro padrao (*=p<0,05; Dunnett).

Fonte: Elaborado pelo autor

A analise de citotoxicidade pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica nao
demonstrou diferenga estatisticamente significante quanto a capacidade proliferativa
das células entre o Controle Negativo e os materiais testados (p>0,05; Tukey,
Dunnett). Todos os materiais testados apresentaram diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao Controle Positivo (p<0,05; Tukey).

Assim, pdde-se verificar que os materiais PLC, PLC/LaPQO4, PLC/LazgOAP nao
demonstraram citotoxicidade pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica em células

CHO-K1 com 24 horas de tratamento com os eluato .
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Como se sabe, o PCL é um polimero semi-cristalino, bioabsorvivel que
pertence ao grupo de poliésteres alifaticos e € conhecido atualmente por sua lenta
degradacao [8]. Devido a essa propriedade, vem sendo utilizado em diversas
aplicagdes clinicas, inclusive como enxerto 6sseo. Porém, resultados citotoxicos
foram observados em analises in vitro utilizando o teste do MTT, onde foi
demonstrado que as amostras contendo ou ndo angiotensina (Ang 1-7) associados a
PCL/BCP (poli-e-caprolactona/ceramica bifasica) possuiram efeitos citotoxicos
médios e moderados, respectivamente [3,42]. Em nosso trabalho foi utilizada uma
associacao de 70% de acido latico e 30% de poli-e-caprolactona (Purasorb: PLC
7015 — Purac, Holanda). Verificamos que a porcentagem de PCL utilizada no
material ndo causou efeitos citotdxicos.

Silva (2011) [64] avaliou uma associacao de PCL e hidroxiapatita e verificou
auséncia da citotoxicidade do PCL purificado por meio do teste MTT e auséncia de
genotoxicidade para a associagdao PCL/HA (teste do micronucleo). Nao houve
evidencias de efeitos carcinogénicos e mutagénicos, e na avaliacdo de
imunotoxicidade in vitro por meio do teste imunoenzimatico de deteccédo dos niveis
de prostaglandina E2, demonstrou nado haver agao toxica do PCL/HA sobre o
sistema imunolégico sem evidéncias de possiveis atividades inflamatérias ou de
hipersensibilidade. Nos testes de biocompatibilidade in vivo, de irritagdo dérmica e
toxicidade sistémica, as amostras foram classificadas como néo irritante e de
toxicidade aguda baixa [64]. Portanto, resultados obtidos da literatura indicaram o
potencial do polimero como biomaterial para a aplicagdo na engenharia de tecidos,
assim como para a obtengado de dispositivos implantaveis, capazes de melhorar a

osteointegragao, visando novas aplicagdes na medicina e odontologia [40,78].
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Segundo Vilay et al. (2009) [80], PCL incorporado ao acido poli-I-latico (PLLA)
aprimora a resisténcia e a falta de estabilidade térmica do material, porém, o
material de PCL com PLA sao imisciveis € no caso o PCL prejudicou o processo de
cristalizagdo do PLLA [80], porém, em seus estudos nao foram realizados testes de
toxicidade.

Polimeros a base de acido latico tém a possibilidade de serem utilizados em
muitas aplicagbes devido ao seu potencial de associagao com outros polimeros para
torna-lo um biomaterial, além de sua comprovada capacidade de degradagdo em
sistemas biolégicos e de sua biocompatibilidade. A necessidade de associagao a
outros polimeros deve-se principalmente a instabilidade quimica e térmica em altas
temperaturas do material PLA puro [67].

Segundo Taylor, o PLA em solugao tampao n&o apresenta toxicidade, porém,
se colocado em agua, apresenta toxicidade apos 4 semanas [69].

Em nossos testes para avaliagdo da citotoxicidade, o XTT e a Sobrevivéncia
Clonogénica, obtivemos resultados negativos para a citotoxicidade como se pode

observar nos graficos 1 e 2.

5. CONCLUSAO

Assim, pode-se concluir que os materiais de PLC, PLC/LaPO,4 e PLC/Lay OAP
nao apresentaram citotoxicidade nas células testadas. Para aplicacédo segura como
biomaterial substituinte 6sseo para a area médica e odontolégica mais estudos

devem ser realizados.
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