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INTRODUÇÃO
Substitutos de enxerto ósseo (SEO) são biomateriais utiliza-

dos em diversas áreas da Odontologia com finalidade de aumen-
tar a quantidade de osso, permitindo a instalação de implantes, o 
levantamento de seio maxilar1,2, a manutenção de altura de crista 
óssea alveolar pós-extração, entre outras aplicações3. 

Os biomateriais são classificados de acordo com sua origem, 
podendo ser: autógeno, alógeno e xenógeno. O enxerto alógeno 
caracteriza-se por ser um tecido ósseo doado por outra pessoa 
ou cadáver, apresentando como desvantagem a possibilidade 
de transmissão de doenças. O enxerto xenógeno representa um 
tecido ósseo de outra espécie, tendo como benefícios a utiliza-
ção de um material previamente adequado para instalação no 
paciente, associado muitas vezes a um tempo cirúrgico menor, e 
a um melhor pós-operatório. O enxerto autógeno caracteriza-se 
pela obtenção de material doador pelo próprio paciente, sendo 

ainda considerado o padrão ouro, pois apresenta propriedades 
osteocondutoras, osteoindutoras e osteogênicas4. Entretanto, 
apresenta como desvantagens a associação com um segundo 
momento cirúrgico, aumento da morbidade, além de apresentar 
uma quantidade limitada de material5.

Devido às desvantagens do enxerto autógeno, diversos subs-
titutos ósseos foram lançados no mercado oriundos de osso bo-
vino, humano e de plantas. Eles podem ser utilizados isolada-
mente ou em combinação com osso autógeno, sendo associado 
a um considerável sucesso clínico. O biomaterial ideal deve ser 
biocompatível, permitir a aderência celular, ser de fácil manu-
seio, e deve propiciar a remodelação óssea6.

Os biomateriais Bio-Oss®, (Geistlich Biomaterials, Wolhusen, 
Suiça), produto importado, e o GenOx® (Baumer S.A., São Paulo, 
Brasil), um produto nacional, apresentam diferença significativa 
em relação ao custo, principalmente devido à necessidade de 
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RESUMO
Objetivo: O presente trabalho avaliou o padrão de crescimen-

to, o índice de proliferação celular e morfologia de pré-osteoblas-
tos humanos cultivados com Bio-Oss® e GenOx®. Material e Mé-
todo: Pré-osteoblastos humanos MC3T3-E1 foram cultivados em 
contato com os biomateriais por 1, 24 e 72horas para avaliação da 
proliferação celular, medido com o teste colorimétrico MTS. Para 
a avaliação do padrão de crescimento e da morfologia celular, 
as células foram cultivadas por 24 e 72 horas, respectivamente 
e avaliadas sob microscopia de contraste de fase e microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). Para verificação de diferenças no 
crescimento celular entre os grupos foi utilizado o teste one-way 
de ANOVA, sendo considerados significantes valores de p<0,05. 
Resultados: A proliferação celular foi maior na primeira hora 
nas amostras em contato com os biomateriais em comparação ao 
grupo controle. Nos períodos de 24 e 72 horas de cultivo celular, 

a curva de crescimento não mostrou diferença estatisticamente 
significante entre os grupos (p>0.05). Na microscopia de con-
traste de fase observou-se que as células cresceram em proxi-
midade aos biomateriais, iniciando a formação da monocamada 
de maneira semelhante. Quando analisadas no MEV, as células 
cultivadas sobre os biomateriais apresentaram-se com formato 
fusiforme e núcleo arredado. Conclusão: Com a comparação do 
comportamento biológico de Bio-Oss® e GenOx®, realizada in 
vitro neste estudo, pôde-se observar que apesar das diferenças 
físico-químicas, o padrão, índice de crescimento e morfologia 
celular de Bio-Oss® e GenOx® se mostraram semelhantes, e que 
ambos materiais são biocompatíveis e representam uma boa op-
ção como substitutos ósseos.

PALAVRAS-CHAVE: Transplante ósseo; Técnicas de cultura 
de células; Proliferação de células.
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importação do Bio-Oss®. Bio-Oss® é um SEO de hidroxiapatita 
bovino produzido em baixa temperatura (300ºC), apresentando 
alta porosidade e grânulos grandes, o que melhora a adesão de 
osteoblastos, proporcionando ainda a permanência de estruturas 
protéicas. GenOx® é um osso bovino obtido após tratamento em 
alta temperatura (950º-1000ºC), o que produz menor porosida-
de, mas sem resquício de proteínas do animal doador. Apesar 
de ser menos poroso, o GenOx® apresenta grânulos de menor 
tamanho6. Tais características, teoricamente, podem trazer um 
comportamento diferente desses biomateriais no hospedeiro 
como substitutos ósseos. A comparação de Bio-Oss® e GenOx®, 
no que se refere às características físico-químicas, já foi realizada 
anteriormente7, porém suas características biológicas ainda não 
foram confrontadas.

Devido à escassez de estudos comparativos entre Bio-Oss® e 
GenOx®, o objetivo da presente investigação foi comparar o pro-
liferação celular, o padrão de crescimento e a morfologia de pré-
-osteoblastos humanos sob a influência de GenOx® e Bio-Oss®.

MATERIAL E MÉTODOS

Cultivo celular
Para o cultivo celular foi utilizada a linhagem celular imor-

talizada MC3T3-E1 (ATCC), sendo estas plaqueadas em frascos 
de 25 cm2 contendo 5ml de meio essencial mínimo, modificação 
alfa (αMEM – Invitrogen, Burlington, ON, Canadá) contendo 
10% de soro fetal bovino (SFB – Cultilab, Campinas, Brasil), e 1% 
de solução antibiótica-antimicótica (Sigma). Todo o cultivo foi 
realizado mantendo-se as células em incubadoras à temperatura 
controlada de 37º, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. A 
cada 2 ou 3 dias o meio de cultura era completamente trocado. 
Após alcançar a subconfluência, as células foram lavadas com 
PBS, removidas com 5 ml de tripsina (37ºC), e concentradas por 
centrifugação. Foi realizada contagem prévia do número de cé-
lulas cultivadas utilizando-se a câmara de Neubauer.

Proliferação celular
A proliferação celular foi obtida por meio do ensaio com a solu-

ção 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) (Promega corp. USA), 
que determina o número de células viáveis por método colori-
métrico que avalia os índices de proliferação. As células foram 
cultivadas em placas de 96 poços, com a densidade de 3,5x103, 
e neste momento, foi adicionado 18mg de Bioss® nos poços do 
grupo Bio-Oss®, 18mg de GenOx® no Grupo GenOx®, e nenhum 
material foi adicionado nos poços que serviram como controle 
(grupo controle). Para a realização deste ensaio foram utilizados 
3 grupos todos em triplicata. 

Após 1, 24 e 72 horas, o meio foi trocado e adicionado 20ml 
de MTS que ficou incubado de 1-4 horas a 37ºC em atmosfera 
úmida contendo 5% de CO2, para posterior leitura em espec-
trofotômetro - ELISA (SpectraMax plus, molecular devices). O 
comprimento de onda usado para aferir o grau de absorbância 
foi de 490nm.

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)
A morfologia das células MC3T3-E1 cultivadas em placas 

de 35mm2 em contato com os biomateriais foi analisada em 

microscopia eletrônica de varredura utilizando dois espécimes 
de cada grupo. Após 3 dias de incubação, as células com 40mg 
de cada biomaterial foram fixadas em solução de glutaraldeído 
2,5% por 24 horas e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% por 
1 hora. Após a desidratação em solução de etanol em crescentes 
concentrações, as células foram secadas utilizando o solvente 
de baixa tensão 1, 1, 1, 3, 3, 3-hexamethyldisilazane (HMDS - 
ACROS Organics, New Jersey, USA) e mantidas em dissecador 
durante 12 horas. 

Microscopia de Contraste de Fase (ML)
O padrão de crescimento das células em cultura sobre Bio-

-Oss® e GenOx® foi avaliado com a utilização de um microscó-
pio de contraste de fase, em magnificação de 10x, após 72 horas 
do plaqueamento. Para essa análise, levou-se em consideração 
a deposição das células na superfície da placa, a disposição em 
mono ou multicamadas, e sua proximidade com os grânulos dos 
biomateriais. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA
Para verificação de diferenças no crescimento celular entres os 

três grupos estudados foi utilizado o teste one-way de ANOVA. 
Foram considerados significantes valores de p<0,05. 

RESULTADOS
Na primeira hora do ensaio de MTS observou-se uma maior 

proliferação das células MC3T3-E1 nos biomateriais (Bio-Oss® e 
GenOx®) analisados em comparação ao grupo controle, porém 
não havendo diferenças estatisticamente significantes entre os 
grupos os grupos (p>0.05) (Gráfico 1). Nos períodos de 24 e 72 
horas notou-se um crescimento progressivo das células em todos 
os grupos (Gráfico 1), mas não houve diferença significativa na 
proliferação celular entre eles (p>0.05).

Durante a análise morfológica das células na superfície dos 
biomateriais, por meio da microscopia eletrônica de varredura, 
pôde-se observar que as células encontravam-se devidamente 
aderidas ao material, tanto no grupo Bio-Oss® quanto GenOx®, 
apresentando um formato fusiforme com núcleo arredonda-
do, sendo estas características compatíveis com os sinais de 
biocompatibilidade. 

Por meio da microscopia de contrate de fase observou-se que 
o padrão de crescimento das células dos grupos Bio-Oss® e Ge-
nOx® foi semelhante, sendo observada uma concentração celular 
próxima aos grânulos dos materiais. Pode-se observar também o 
início da deposição das células em monocamada. 
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Gráfico 1 - Avaliação do índice de proliferação celular de pré-osteoblastos humanos 
cultivados com Bio-Oss® e GenOx® após 1, 24 e 72 horas.
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DISCUSSÃO
Bio-Oss® e GenOx® são exemplos de substitutos ósseos de ori-

gens diferentes, sendo o primeiro suíço e o segundo, nacional, 
que apresentam uma significativa diferença no custo e em suas 
propriedades físico-químicas. Devido à escassez de trabalhos 
comparando esses dois biomateriais, o objetivo do presente es-
tudo foi comparar, in vitro, o padrão de crescimento, o índice de 
proliferação celular e a morfologia de pré-osteoblastos humanos 
cultivados com Bio-Oss® e GenOx®. 

Nos ensaios de crescimento celular realizados neste estudo, 
pôde-se observar que na primeira hora da cultura celular o ín-
dice de proliferação foi relativamente maior na amostra com os 
biomateriais em comparação ao controle, entretanto, não houve 
diferença estatisticamente significante entre os grupos. Tais re-
sultados podem indicar que os biomateriais apresentam um po-
tencial osteoindutor, facilitando ou promovendo a proliferação 
dos pré-osteoblastos. 

Apesar dos substitutos ósseos poderem apresentar capaci-
dade osteoindutora, alguns estudos in vitro demonstraram que 
Bio-Oss® pode até suprimir a diferenciação e proliferação de os-
teoblastos em cultura8, inclusive sendo esse material relacionado 
à falta de adesão e de diferenciação das células6. No presente 
estudo, no período de 24 horas de cultivo celular, apesar da pro-
liferação celular do grupo controle sobrepor a do Bio-Oss®, a 
diferença não foi estatisticamente significante, não sendo inter-
pretada como supressão da proliferação celular. Acredita-se que 
a supressão da proliferação e a falta de diferenciação deveriam 

ser acompanhadas por uma redução expressiva na proliferação 
celular, além de alterações morfológicas evidentes, fato não ob-
servado durante a microscopia eletrônica de varredura e micros-
copia invertida de fase. 

Em estudos clínicos e in vivo foi demonstrado que tanto o Bio-
-Oss®9,10 quanto o GenOx® estimulam a neoformação óssea11,12. 
Entretanto, in vitro, Bio-Oss® parece influenciar negativamente 
os níveis fisiológicos de Ca e P, característica essencial para fun-
ção dos osteoblastos, expressão gênica e mineralização da matriz 
óssea13. Acredita-se que os resultados negativos encontrados in 
vitro tenham sido influenciados pela quantidade/concentração do 
material no meio de cultura6,14-16, pois a alta concentração de Bio-
-Oss® parece promover a contração do Ca em 90%, prejudicando 
a proliferação celular13. No presente trabalho, a quantidade do Ge-
nOx® e do Bio-Oss® parece não ter influenciado negativamente o 
cultivo das células pré-osteoblásticas, visto que foram suficientes 
para aumentar a proliferação celular em comparação ao controle, 
porém sem diferença estatisticamente significante. 

Além das propriedades químicas dos biomateriais já discutidas 
anteriormente, a superfície e sua porosidade podem influenciar 
de maneira expressiva a osteocondução. Os poros influenciam a 
propriedade ostecondutora dos materiais, uma vez que aumenta 
a superfície para o crescimento celular. Enxertos ósseos obtidos a 
alta temperatura, como o GenOx®, apresenta a superfície comple-
tamente sem proteínas, grânulos de menor tamanho, porém, com 
menor quantidade de poros. Já o Bio-Oss®, produzido em baixa 
temperatura, exibe alta porosidade, grânulos grandes e permite a 
permanência de proteínas residuais. Grânulos menores e de alta 
porosidade proporcionam maior superfície e por isso, influenciam 
no crescimento celular. A permanência de proteínas é controversa, 
podendo induzir a proliferação celular, mas também ser transmis-
sor de doenças6. Apesar de estudos anteriores relatarem a diferen-
ça da superfície dos biomateriais obtidos em alta e baixa tempe-
ratura, Accorsi-Mendonça et al7. (2008) comparam a superfície de 
Bio-Oss® e GenOx® e afirmam que os poros dos dois biomateriais 
são semelhantes. O presente trabalho, apesar de não ter avaliado 
a superfície dos materiais, corrobora com esses achados, uma vez 
que não identificou diferença na proliferação celular.

Sabe-se que a aderência de osteoblastos na superfície dos SEOs 
é necessária para a formação óssea e que a superfície e morfologia 
desses materiais interferem na adesão celular. Na avaliação da 
morfologia celular e padrão de crescimento, através da micros-
copia eletrônica de varredura e da microscopia de contraste de 
fase, não houve diferença nos dois grupos estudados. As células 
apresentaram formato fusiforme, estavam aderidas e mostraram 
o início da formação da monocamada celular adjacentes ao grâ-
nulo, características de biocompatibilidade do material. Contra-
riamente, outras investigações mostraram que células cultivadas 
sobre o Bio-Oss® mostraram formato arredondado e não aderidas 
à superfície6,8.

O SEO ideal deve ser biocompatível, permitir aderência celular, 
ter integração tecidual e ser de fácil manuseio. Com a comparação 
do comportamento biológico de Bio-Oss® e GenOx®, realizada in 
vitro neste estudo, pôde-se observar que apesar das diferenças 
físico-químicas, o padrão, índice de crescimento e morfologia ce-
lular de Bio-Oss® e GenOx® se mostraram semelhantes, e que am-
bos materiais são biocompatíveis e representam uma boa opção 
como substitutos ósseos. 

Figura 1 - Comparação entre a morfologia celular e o padrão de crescimento de 
MC3T3-E1 cultivados com Bio-Oss® e GenOx®. A-B. Micrografias eletrônicas de 
varredura dos grânulos dos biomateriais, A. Bio-Oss® e B. GenOx®. C-D. Micro-
grafias eletrônicas de varredura mostrando células com formato fusiforme (seta) e 
núcleo arredondado (asterisco) em ambas as amostras. C- Bio-Oss® e D- GenOx®. 
Padrão de crescimento celular das células observadas em microscopia de contraste 
de fase mostrando as células em agrupadas nas adjacências do biomaterial (seta) 
nos grupos E-Bio-Oss® e F-GenOx® iniciando a formação de uma monocamada.
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ABSTRACT
Objective: The present study aimed to evaluate the growth 

pattern, cell proliferation index and morphology of human pre-
osteoblasts cultured with Bio-Oss® and GenOx®. Material and 
Methods: MC3T3-E1 human pre-osteoblasts were cultured in 
contact with biomaterials for 1, 24 and 72 hours for the cell pro-
liferation assay with the colorimetric test MTS. For the growth 
pattern and cell morphology analysis, the cells were cultured 
for 24 and 72 hours, respectively, and evaluated under phase 
contrast microscopy and scanning electron microscopy. To ver-
ify differences in cell growth among the groups, the one-way 
ANOVA test was used (p <0.05). Results: In the first hour of 
cell culture the cell proliferation was pronounced in samples in 
contact with the biomaterials. At 24 and 72 hours of cell culture, 

no significant differences between the groups was observed in 
respect of cell proliferation. In phase contrast microscopy it was 
noted that the cells grew in proximity to the biomaterials, initi-
ating the formation of a monolayer. When analyzed in the scan-
ning electron microscopy, the cells cultured on the biomaterials 
presented a fusiform morphology and a round nucleus. Con-
clusion: Despite the physico-chemical differences between Bio-
Oss® and GenOx®, these two biomaterials presented a similar 
growth index and cell morphology analysis, showing that both 
biomaterials are biocompatible and represent a good choice as 
bone substitutes.

Keywords: Bone Transplantation; Cell Culture Techniques; 
Cell Proliferation.
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