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Resumo. O processamento em escala de produgcdo de biomateriais, principalmente aqueles cuja aplicagdo
possui caracteristicas invasivas no corpo humano, exige controles rigorosos no sentido de reduzir a liberagdo
ao mercado de produtos em condigdes de ndo-conformidade [Kweh, 1999]. A tomada de decisdo quanto a
aprovagdo ou ndo de lotes produzidos estd baseada nas Regulamentagdes Técnicas da Legislagdo do Ministério
da Saiide (MS) e protocolos normativos como a ISO [10993, 1992] ¢ ASTM [F1185-88, F1088-87]. Os ensaios
in vitro para verificar a toxicidade sdo ferramentas importantes para o acompanhamento do processo de
produgdo. Se durante o processamento o biomaterial apresentar toxicidade hd a possibilidade de adequagdo do
fluxo no sentido de eliminar a toxicidade ou mesmo descartar o processamento como ndo conformidade. O
presente trabalho tem como objetivo apresentar o modelo adotado pela empresa CONSULMAT com o propdsito
de subsidiar e agilizar as decisoes de produgdo.
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1. INTRODUCAO

Trés tipos de controle de qualidade devem ser efetivos em processamento de produtos
classificados como correlatos invasivos: 1°) decorrente das matérias-primas e insumos; 2°)
decorrentes do processamento fisico-quimico em si; e 3%) decorrente das condi¢des da drea de
trabalho, manuseio e embalagem. Este trabalho focard somente os dois primeiros tipos de
controle.

A producdo de biomateriais, especificamente nas condi¢des de produtos voltados para a
aplicagdo cirtrgica de reparacdo Ossea no mercado odontoldgico, denota caracteristicas de
baixa escala em fungdo de trés quesitos imperativos: (a) pequena demanda do mercado, (b)
esterilidade com validade em curto prazo e (c) risco elevado de contaminagdo por micro-
organismos no produto acabado quando mantido néo estéril por certo tempo para embalagem
final futura. Dependendo do modelo de processamento utilizado, quantidades de produto em
processo podem ser estocadas, mas ainda assim devera ter seu controle verificado quanto a
integridade estrutural de seu principio ativo e auséncia de toxicidade decorrente de formagdo
de micro-organismos antes da continuidade do processamento para a sua finalizacdo.

O modelo de producdo da CONSULMAT assume caracteristicas de campanha, ou seja,
cada etapa € executada isoladamente e seqiiencialmente dentro da légica do processo de cada
produto, sendo somente intercalada uma da outra pela operacdo de limpeza e preparo da drea
de trabalho. Uma vez obtido o lote, este é esterilizado em quantidades fracionadas que
definem o nimero previsto de unidades que serdo embaladas para a venda em cada periodo.

As andlises fundamentais para que se ateste a qualidade final no produto processado sdo:
(a) quimica, principalmente para verificacdo do teor de metais pesados; (b) citotoxicidade,
atendendo requisitos bioldgicos de biocompatibilidade “in vitro”; e (c) pH, sendo medido na
linha de processamento devido a possibilidade de corre¢do imediata.



2. MATERIAIS E METODOS

Primeiramente a matéria prima (MP) € analisada por espectrometria de fluorescéncia de
raios-X por dispersio de comprimento de onda (WDXRF). Na Fig.1 é apresentado o
fluxograma bdsico do controle de processo. Apds o processamento € verificada no produto
acabado a auséncia de toxicidade e € realizado FR-X sendo os resultados comparados com os
valores apresentados nas normas.
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Figura 1. Fluxograma de controle do processamento em jornada de producdo do biomaterial.

A técnica de andlise por WDXREF estd baseada nas medidas das intensidades dos raios X
caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra. Para a calibracdo é
utilizado o método de Parametros Fundamentais [Kataoka, 1989], que consiste em calcular-se
as intensidades tedricas dos elementos quimicos de uma amostra de composi¢do conhecida
(teores proximos da amostra a ser analisada) e relacionar com a intensidade medida, obtendo-
se assim uma curva de sensibilidade do equipamento e assim, as amostras do lote produzido
sdo analisadas na forma de pé compactado (pastilha prensada). O equipamento utilizado foi o
espectrometro de fluorescéncia de raios por dispersdo de comprimento de onda da Rigaku,
modelo RIX-3000.

A verificacdo da auséncia de toxicidade durante o processo de preparagdo do biomaterial é
realizada pelo ensaio de citotoxicidade. O método utilizado foi o de incorporacdo do vermelho
neutro, em células da linhagem NCTC 929 do banco de tecidos da ATCC. Foram preparados
extratos dos materiais e colocados em contato com a cultura celular e a determinacgdo da
citotoxicidade obtida pelo indice de citotoxicidade ICsyq[Rogero, 2003].

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as anélises por FR-X dos lotes do produto Estrutura Mineral Ossea
Bovina (EMOB) para quatro lotes produzidos pela CONSULMAT comparativamente aos
valores especificados pelas normas ASTM F1185-88 e F1088-87.

A andlise por espectrometria de fluorescéncia de raios-X foi focada na determinacio
percentual em peso dos elementos, principalmente metais pesados cujos limites maximos sao
estabelecidos em norma. Observa-se que nenhum dos lotes apresentou teor de metais pesados,
exceto para o arsénio, em suas andlises. Pelo teor limite maximo do arsénio exigido em
norma, tanto para a ASTM F1185 como para a ASTM F1088, o lote 1 deveria ser reprovado,
mesmo considerando que na somatoria limite de metais pesados pela norma ASTM F1088 (50
ppm) ele fica abaixo.



Tabela 1. Valores dos lotes de EMOB por FR-X e valores limites de norma.

OXIDOS LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4 ASTM F1185 ASTM F1088

CaO 594 % 58,9 % 59,9 % 57,3 % --- ---

P,0; 39,1 % 39,7 % 38,7 % 40,5 % --- ---
MgO 0,57 % 0,54 % 0,52 % 0,74 % --- ---
Na,O 0,34 % 0,34 % 0,37 % 0,55 % --- ---

SiO, 804 pg/g 991 pg/g 526 pglg 0,20 % --- -
ALO; 434 ug/g 621ug/g 170 ng/g 332 ug/g --- ---

SrO 348 pg/g “280 pg/g 286 ug/g 783 uglg - -

TiO, 153 ng/g 132 pg/g 74 uglg --- --- ---

K,0 122 ug/g 90 pugl/g 90 ug/g --- --—- ---

ZnO 104 png/g 106 pug/g 110 pg/g 262 uglg - -

Fe, 03 62 ug/g 84 ng/g 119 ug/g 271 pglg --- ---

BaO 50 ugl/g 188 ug/g 371 pglg --- --- ---

NiO 47 uglg 26 ug/g 38 ug/g 135 pglg - -
Cr,0; 36 ug/g 45 pglg 71 pglg
As,0; 31 pglg <10 pg/g <10 ug/g --- 3,9 ppm méx 3,9 ppm méx
MnO <10 pg/g <10 pg/g <10 pg/g - - ---

CdO - - — — 5,7 ppm max 5,7 ppm max
HgO - --- -—- --- 5,4 ppm max 5,4 ppm max
PbO - - — - 32,3 ppm méx 32,3 ppm mdx

Porém o critério adotado para a aprovacdo ou ndo do lote de producdo depende da
avaliag@o conjunta desta andlise e do resultado do ensaio de citotoxicidade. Na figura 2 estdo
apresentadas as curvas de viabilidade celular obtidas no ensaio de citotoxicidade do
biomaterial Estrutura Mineral Ossea Bovina (EMOB) obtidos em 4 processos de produgio.
Pode-se observar que os materiais obtidos nos processos 1, 2 e 3 apresentaram-se nao toxicos,
como o controle negativo. Somente o material obtido no processo 4 apresentou-se toxico,
comportamento semelhante ao controle positivo (ICsoq= 52). O EMOB do processo 4
mostrou-se tao téxico que mesmo na diluicdo do extrato de cerca de 6% ainda lesava 100% da
populagdo celular no ensaio. Portanto o EMOB do processo 4 foi considerado ndo aprovado
apesar dos resultados da FR-X estarem dentro dos limites estabelecidos nas normas.

Analisando comparativamente as composi¢cdes quimicas e os resultados da citotoxicidade,
observa-se que no lote 4 os teores de silicio, zinco, ferro, estroncio e niquel foram cerca de
duas vezes maior que nos demais lotes. Porém, destes elementos o estrdncio e o niquel
possivelmente devem ser os responsaveis pelo resultado desfavordvel na citotoxicidade.

Trabalhos recentes [Braga, 1999 e 2004] apresentam certa incoeréncia entre a
citotoxicidade e o resultado de biocompatibilidade “in vivo” para a estrutura mineral bovina e
hidroxiapatita, o que sugere que estudos complementares ainda devem ser realizados neste
sentido.

A garantia de esterilidade ¢é fornecida pelo prestador de servico de radiacdo do material na
dose de 25 kGy sob raios Gama em fonte de Co 60, através de laudo.
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Figura 2. Ensaio de citotoxicidade: curvas de viabilidade celular pelo método de incorporagdo
do vermelho neutro.

CONCLUSOES

Com o ensaio de citotoxicidade realizado na fase final do processo, pode-se evitar a
aprovacdo do lote de produgdo, mesmo que sob aspecto de composi¢do quimica esteja de
acordo com a norma, se o produto apresentar toxicidade. Esta decisdo ainda se apresenta com
certo grau de risco devido ao fato de se considerar insipiente em tipo e limite maximo de
teores de contaminantes especificados em norma, e se ter pouca informacao na literatura sobre
a fidedignidade na correlagdo entre a composi¢cdo quimica e o resultado citotéxico do
material.
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Abstract. The processing of scale production of biomaterials mainly in that which application
has characteristic of invasion into human body needs rigorous control to reduce the
liberation to the market of no conformity conditions products. The decision about the
approbation or not of some produced lots is based in the Technical Regulation of Health
Ministry law and normative protocols as ISO and ASTM. The in vitro assay for toxicity is the
most important tool to accompany production processing. If during processing the
biomaterial presents toxicity there is possibility to adequate the process flux in order to
eliminate that toxicity or even discharges this process as no conformity. The present work has
the objective to present an adopted model from CONSULMAT with the intention to subsidize
and turn faster the decisions of production.
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