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pm Micrometro

m/m massa/massa

p/p peso/peso

% Porcento

A Androstenediona

AR Receptor de andrdgenos

ATP Adenosina trifosfato

BCIP 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato
BCP Fosfato de calcio bifasico

BMP’s Proteinas Morfogenéticas Osseas

Ca Célcio

°C Grau Celsius

DHT Dihidrotestosterona

DHEA-S Sulfato de Dehidro-Epi-Androsterona

DNA Acido desoxirribonucléico
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E2 17p estradiol
EAA’s Esterdides Anabolizantes Androgénicos
Faos Fosfatase alcalina 6ssea
FGF Fator de crescimento de fibroblastos
HA Hidroxiapatita
IGFs Fatores de crescimento semelhantes a insulina
IL6 Interleucina 6
IL1 Interleucina 1
LH Hormonio luteinizante
mMRNA Acido ribonucléico mensageiro
MEV Microscopia eletronica de varredura
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyltetrazolium Bromide
NBT Nitro tetrazélio azul
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ON Oxido nitrico
3-
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Poli(acido latico-co-acido glicdlico)
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Testosterona/ Propionato de Testosterona
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RESUMO

RESUMO

Efeito da incorporacdo da Testosterona ao compaésito de poli &cido latico-co-
glicolico/policaprolactona/Fosfato de célcio bifasico na resposta biolégica in vitro e in

Vivo

A testosterona é um hormonio andrégeno natural, que tem papel fundamental para a
manutencdo da massa 6ssea e foi sugerida a atividade tépica na formacao de tecido
0sseo. Os compositos de ceramicas de fosfato de céalcio/polimero sdo materiais
promissores na engenharia de tecido 0sseo, pois combinam a bioatividade das
bioceramicas com a flexibilidade dos polimeros. O objetivo desta pesquisa foi
caracterizar a incorporacdo da Testosterona (T) ao compdsito de poli acido latico-co-
glicolico (PLGA), policaprolactona (PCL) e fosfato de célcio bifasico (BCP) e avaliar in
vitro e in vivo a resposta celular e biocompatibilidade. Os compdsitos
PLGA/PCL/BCP/T e PLGA/PCL/BCP foram preparados e caracterizados através de
analise térmica e MEV-EDS. Os resultados da andlise térmica mostraram que a
incorporacdo de testosterona ao compasito modificou o perfil de degradacao térmica do
composito PLGA/PCL/BCP. A morfologia e composicdo quimica da superficie dos
compositos determinadas por MEV e EDS, respectivamente, mostraram uma estrutura
porosa homogeneamente distribuida e a prevaléncia de calcio e fosfato em sua
composicgdo. O teste de bioatividade in vitro mostrou que, ap6s 21 dias em SBF, houve
maior exposi¢cdo dos poros e maior intensidade dos picos de célcio e fosfato,
caracterizando uma camada semelhante a hidroxiapatita. Osteoblastos de cultura
priméria, derivados de calvaria de ratos Wistar neonatos, foram cultivados com os
compositos e apos 7, 14 e 21 dias, ensaios in vitro foram realizados para a avaliagdo da

citotoxicidade e atividade bioldgica dos mesmos. Os resultados do MTT mostraram que
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a adicdo de T ao composito aumentou significativamente (P < 0.05) a viabilidade e a
proliferacdo dos osteoblastos em relagdo ao compdsito sem horménio. A atividade de
fosfatase alcalina, a producdo de colageno até 14 dias e a concentracdo de osteocalcina
nas culturas de osteoblastos cultivados com o compdsito PLGA/PCL/BCP/T foram
significativamente maiores (P < 0.05) comparadas as culturas com o composito sem
testosterona. Assim como, o processo de mineralizagdo da matriz no grupo do
compdsito com T foi acelerado, apresentando nédulos de mineralizacdo a partir de sete
dias. A concentracdo de osteoprotegerina e de Oxido nitrico no sobrenadante das
culturas, ndo sofreram influéncia da adicdo do hormoénio ao compdsito
PLGA/PCL/BCP. Os resultados da implantacdo subcutanea em ratos dos compositos
mostraram que eles sdo biocompativeis, que promovem neovascularizacao capilar e que
h& uma forte interacdo tecido/biomaterial, independente da adi¢do de T. A associacdo da
testosterona ao compdsito estimula positivamente as células 6sseas, aumentando a
viabilidade e a proliferacdo, a producdo de matriz extracelular e a mineralizacédo; sendo,
0 composito PLGA/PCL/BCP/T um biomaterial promissor na engenharia de tecido

0sseo.

Palavras-chave: Compdsitos; Fosfato de Calcio Bifasico; Polimeros Biodegradaveis;

Testosterona; Engenharia de Tecido Osseo.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Effect of addition of Testosterone to the composite of poly (lactic-co-glycolic acid)
/Polycaprolactone/biphasic calcium phosphate on biological response in vitro and in

Vivo

Testosterone is a natural androgen hormone, which plays a key role in maintaining bone
mass and it was suggested that it has a topical activity in the bone tissue formation. The
calcium phosphate ceramic/polymer composite are promising materials in bone tissue
engineering, because it combines the bioactivity of bioceramics with the flexibility of
the polymers. The aim of this research was to characterize the testosterone (T)
incorporation to the composite of poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA),
polycaprolactone (PCL) and biphasic calcium phosphate (BCP) and to evaluate the
cellular response and biocompatibility in vitro and in vivo. The PLGA/PCL/BCP/T and
PLGA/PCL/BCP composites were prepared and characterized by thermal analysis and
SEM-EDS. The results of the thermal analysis showed that the testosterone
incorporation to the composite modified the profile of thermal degradation of the
PLGA/PCL/BCP composite. The morphology and the surface composition of the
composites determined by SEM and EDS, respectively, showed a porous structure
homogeneously distributed and prevalence of calcium and phosphate in the
composition. In vitro bioactivity test has shown that after 21 days in SBF was greater
the exposure of the pores and increased intensity of the peaks of calcium and phosphate,
featuring a layer similar to hydroxyapatite. Primary culture osteoblasts derived from
neonatal Wistar rat calvaria were grown with the composites and after 7, 14 and 21
days, in vitro assays were performed to evaluate the biological activity and cytotoxicity

thereof. The results of the MTT assay showed that the addition of T to the composite
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increased significantly (P < 0.05), the viability and proliferation of osteoblasts with
respect to the composite without hormone. The alkaline phosphatase activity, the
collagen production by 14 days and the concentration of osteocalcin in osteoblasts
cultures seeded with the PLGA/PCL/BCP/T composite were significantly higher (P <
0.05) compared to cultures with the composite without testosterone. As well as, the
matrix mineralization process in the group of composite with T was accelerated,
featuring mineralization nodules from seven days. The concentration of osteoprotegerin
and nitric oxide in the cultures supernatants were not influenced by the addition of
hormone to the PLGA/PCL/BCP composite. The results of subcutaneous implantation
in rats of the composites showed that they are biocompatible, that promote
neovascularization and there was a strong tissue/biomaterial interaction, regardless of
the T addition. The association of testosterone to the composite stimulates bone cells
positively increasing the viability and proliferation, the extracellular matrix production
and mineralization. Therefore, the PLGA/PCL/BCP/T composite is a promising
biomaterial for bone tissue engineering.

Keywords: Composites, Biphasic Calcium Phosphate; Biodegradable Polymers;

Testosterone; Bone Tissue Engineering.
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1. INTRODUCAO

A demanda crescente da necessidade de reconstrucdes do tecido 0sseo
degenerado tem proporcionado o0 aprimoramento técnico e 0 avanco de estudos de
biomateriais que possam substituir ou aperfeicoar os procedimentos de enxertia. Os
enxertos 0sseos podem ser obtidos de diferentes origens: autdogeno (do mesmo
individuo), aldgeno (de individuos da mesma espécie), xenogeno (de espécies
diferentes) ou aloplastico (sintético) (Peleg et al.,2006; Garofalo, 2007; Jones et al.,
2009). Em 2002, cerca de 1500 procedimentos mensais do SUS na area de ortopedia
demandaram enxertos @sseos, e esse ndmero aumentou, em 2003, para 3200

procedimentos/més.

Estes enxertos servem de suporte estrutural e agem como uma matriz
osteocondutora para a neoformacdo Ossea. Atualmente, considera-se padrdo ouro o
transplante 6sseo do proprio paciente, enxerto autdgeno (Chen et al., 2011). No entanto,
este procedimento apresenta restricdes como a quantidade limitada de 0sso recuperado e
alta morbidade, além da necessidade de se realizar um segundo sitio cirdrgico no
mesmo paciente (Langer, 2000; Olszta et al., 2007; Garofalo, 2007; Seeman, 2008;

Tabata, 2009).

Na tentativa de superar estas limitagdes do enxerto autdgeno, as pesquisas tém
focado nos biomateriais ou enxertos aloplasticos (Lobo et al., 2010). Dentre as técnicas
mais promissoras em desenvolvimento, cita-se a utilizacdo de matrizes (scaffolds)
biodegradaveis, que promovem a adesdo celular e suportam o crescimento, proliferacdo
e diferenciacdo celular, com o objetivo de regenerar o tecido danificado. Para que a
regeneracdo acontega, os scaffolds tém que apresentar determinadas caracteristicas com

respeito a sua porosidade, as suas propriedades de superficie e propriedades mecanicas.
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Esse material deve também possuir uma taxa de degradacdo adequada e ser
biocompativel com o tecido onde serd implantado, permitindo a neoformacéo tecidual

(Reis et al., 2007; Pataro et al., 2007; Lobo et al., 2010; Gala-Garcia et al., 2012).

Dentre os biomateriais mais utilizados como suportes para o0 crescimento de
células estdo os polimeros biodegradaveis. Os polimeros podem ser de origem natural
ou sintética. Apresentam caracteristicas diferentes consoantes a sua origem, por
exemplo, os polimeros naturais, como alginato, colageno, e quitosana promovem um
maior crescimento celular, pois apresentam uma estrutura semelhante a matriz
extracelular do tecido a ser regenerado. No entanto, a sua taxa de degradacdo nédo é
controlavel dificultando a sua utilizagdo. Os polimeros de origem sintética como o PCL
(policaprolactona) e o PLGA (poli acido latico-co-glicélico) ndo reproduzem as
caracteristicas e comportamento da matriz extracelular, mas a sua grande vantagem
sobre os polimeros naturais é a possibilidade de poderem ser facilmente fabricados em
massa e as suas propriedades, taxa de degradacdo e comportamento mecanico, poderem
ser adaptados para aplicacGes especificas (Tang et al., 2005; Rezwan et al., 2006; Vert,
2007; Panchence et al., 2007; Matsuno et al., 2010; Jee et al., 2010; Kumari et al.,

2010).

No entanto, apesar desses polimeros serem biocompativeis e aprovados para
serem utilizados em humanos, eles ndo sdo bioativos em relagdo ao tecido 6sseo.
Portanto, para melhorar esta caracteristica, compdsitos de biocerdmica de fosfato de
calcio bifasico e polimeros biodegradaveis tém sido desenvolvidos na busca de uma
matriz ideal (Ciapetti et al., 2003; Kim et al., 2004; Pataro et al., 2007; Reis et al.,

2007; Shor et al., 2007; Zhao et al., 2008; Mauvis et al., 2009; Costa et al., 2012).
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As bioceramicas de fosfato de célcio sdo reconhecidamente biocompativeis e
possuem propriedades bioativas. Apresentam constituicdo quimica inorganica
semelhante & do o0sso natural, o que as torna substitutos 6sseos promissores nos campos
ortopédicos e maxilofacial (Fellah et al., 2007). A hidroxiapatita (HA)
[Ca10(PO4)s(OH),] e o beta fosfato tricdlcio (B-TCP) [Cas(PO,),] sdo cerdamicas de
fosfato de célcio largamente utilizadas. Estes biomateriais sdo atoxicos, reabsorviveis,
apresentam Otima atividade osteocondutora e ndo desencadeiam respostas imuno-
inflamatorias prejudiciais. Eles se diferem ndo apenas na composic¢do, mas também na
taxa de degradacdo (Manjubala et al., 2002; Daculsi et al., 2003). Os materiais a base de
hidroxiapatita porosa e ndo porosa sdo pouco ou nao reabsorviveis, ao contrario da -
TCP que é mais soltvel, sendo biodegradada ou bioreabsorvida (Wang et al., 2005;
Pataro et al., 2007; Lobo et al., 2010; Gala-Garcia et al., 2012; Trajano, 2012; Costa et
al., 2012).

Com o objetivo de se obter uma melhor matriz para o ganho de volume 6sseo e
consequentemente, um melhor desempenho do que a HA e o B-TCP isolados, foram
desenvolvidas ceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP), que consistem de uma
mistura de HA e B-TCP (Legeros et al. 2003; Daculsi et al. 2003; Manjubala et al.,
2006; Lobo et al., 2010). O conceito da BCP é baseado no 6timo equilibrio entre a fase
mais estavel (HA) e a mais solivel (B-TCP). As bioceramicas BCP sdo gradualmente
dissolvidas in vivo, contribuindo para a nova formacao 0ssea, a medida que liberam ions
calcio e fosfato no microambiente (Zafirau et al., 1996; Legeros et al., 2003; Daculsi et

al., 2003; Yuan et al., 2006; Lobo et al., 2010).

Aliado a matriz biodegradavel (scaffold), pode-se associar agentes indutores
e/ou moléculas sinalizadoras para regeneracdo 6ssea. Os androgenos modulam o ciclo

de remodelacdo dssea através da atividade androgénica direta ou pela transformagdo em
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estrogenos. Os andrégenos também aumentam a massa e a forga muscular, além de
alterarem o balanco entre reabsor¢do e formacdo, em favor da formagdo Ossea
(Notelovitz, 2002; Callewaert et al., 2010). Conforme Notelovitz (2002) concluiu em
seu trabalho, os andrdgenos, diretamente ou via sua aromatizagdo a estrogeno, tém

profunda influéncia na preservacao do 0sso e da massa muscular.

Kasperk et al. (1989) concluiram que os andrdgenos estimulam diretamente a
proliferacdo de células dsseas in vitro e que podem estimular a proliferacdo de células
osteoblasticas humanas e de ratos, induzindo a expressao do marcador de diferenciacdo
fosfatase alcalina, presumivelmente por um mecanismo mediado por um receptor de
androgenos. Os autores relataram que a Testosterona (o maior andrdgeno circulante), o
methenolene (um anabolico esterdide) e a fluoximesterona (um andrégeno sintético)

igualmente estimulam a sintese de DNA nas células 6sseas de ratos.

Baseados no estudo prévio e pioneiro de Costa et al. (2012), o qual evidenciou
que a associacdo de testosterona ao composito PLGA/PCL/BCP aumentou
significativamente a viabilidade e a proliferacdo dos osteoblastos, apés 3 dias de
cultivo; o presente estudo avaliou a resposta celular in vitro ao composito
PLGA/PCL/BCP/T a longo prazo, procurando determinar se os osteoblastos, na
presenca deste, permanecem funcionalmente vidveis, produzindo matriz extracelular e
mineralizando-a até 21 dias de indugdo. Bem como, foi comparada com a resposta
tecidual do tecido subcutineo de rato em contato com 0S compositos

PLGA/PCL/BCP/T e PLGA/PCL/BCP.
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1.1 Scaffolds carreadores de farmacos osteogénicos

Farmacos osteogénicos tém sido propostos em engenharia biomédica para
estimular a regeneracao 0ssea in situ, principalmente pela vantagem da diminui¢do dos
efeitos toxicos sistémicos através da diminuigcdo da dosagem necesséria do farmaco.

Neste contexto, o grupo de pesquisa do Laboratério de Encapsulamento
Molecular e Biomateriais da UFMG vem trabalhando na busca de um biomaterial ideal
para reconstrucdo e regeneracdo Ossea. Segundo Pataro et al.(2007), os compositos
PLA/BCP e PLGA/BCP na razéo estequiométrica 1:3 p/p, respectivamente, carreando
tetraciclina, apresentaram maior biocompatibilidade quando comparados ao fosfato de
calcio biféasico isolado, além de terem sido favoraveis a colonizac¢do por fibroblastos.
Além disso, o desempenho da resposta bioldgica das células aos compdsitos foi
melhorado pela incorporacdo de tetraciclina a estes. No entanto, apresentou rapida
degradacdo do compdsito PLGA/BCP e a resposta tecidual a este compdsito exibiu um
acumulo moderado de células inflamatérias mononucleares por mais tempo. J& Gala-
Garcia et al.(2012) analisaram o compdsito PLGA/BCP sem farmaco em capeamento
pulpar direto em dentes de ratos, comparando com o hidroxido de célcio e o fosfato de
calcio bifasico isolados. Os resultados mostraram que o compdsito apresentou melhor
desempenho clinico, com capacidade de induzir a formacgdo de tecido mineralizado

(ponte dentinaria) apds 30 dias da intervencgdo, sem a presenca de tecido necrosado.

Compositos com degradacéo prolongada foram obtidos com PCL/BCP (1:4 p/p)
e incorporacdo de doxiciclina (Dox). Neste estudo foram analisadas a viabilidade e
proliferacdo celulares, a producéo de fosfatase alcalina e de colageno pelos osteoblastos.
As células cultivadas com o composito PCL/BCP/Dox apresentaram maior viabilidade e
proliferacdo, além de maior producdo de fosfatase alcalina e de coldgeno quando

comparado as células sem tratamento (Trajano, 2012).
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O uso da testosterona em scaffolds foi proposto em um estudo preliminar por
Costa et al.(2012), em anexo, que prepararam 0s compositos PCL/BCP (1:4) e
PLGA/PCL/BCP (1:1:8) e incorporaram propionato de testosterona (T). A testosterona
foi adicionada ao compdésito, de forma inovadora, em funcdo da possibilidade do seu
uso topico em células de tecido 6sseo para induzir a reparacdo e a neoformacgdo dssea.
Os compositos foram caracterizados, fisico-quimicamente, por FTIR e DRX: o0s
espectros de FTIR dos compésitos mostraram a sobreposicdo dos espectros dos
materiais isolados. Enquanto os perfis dos difratogramas de raios-X dos compositos
PCL/BCP/T e PLGA/PCL/BCP/T mostraram-se amorfos. Avaliaram-se a viabilidade e
a proliferacdo de osteoblastos, cultivados com os compositos por 24, 48 e 72 h, bem
como se avaliou qualitativamente a morfologia e a adesdo celular aos mesmos
compdsitos utilizando-se MEV, 24 h apds o contato das células aos compdsitos. As
células aderiram aos dois compdsitos, sendo que no composito PLGA/PCL/BCP/T elas
apresentaram morfologia espraiada e com prolongamentos citoplasmaticos, o que
caracteriza uma maior interacdo entre as células e o compdésito. Por sua vez, quando se
utilizou o compdsito PCL/BCP/T, as células apresentaram morfologia arredondada. A
adicdo do PLGA ao compdsito PCL/BCP/T permitiu que os osteoblastos estivessem
significativamente mais viaveis e tivessem maior proliferacdo, quando comparados
aqueles cultivados com o PCL/BCP/T. Este fato talvez tenha ocorrido porque as blendas
de PLGA e PCL adquirem caracteristicas diferentes dos polimeros isolados, além disso,
0 horménio talvez possa ser liberado mais rapidamente do composito
PLGA/PCL/BCP/T do que do PCL/BCP/T. Portanto, naquele estudo, o composito
PLGA/PCL/BCP/T estimulou a proliferagdo de osteoblastos, funcionou como matriz

(scaffold) bioativa, sendo promissores para regeneragdo 0ssea.
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Baseados nos resultados obtidos no trabalho anterior, foi levantada a hipotese de
que as fungdes metabolicas dos osteoblastos e a resposta in vivo seriam beneficiadas por
compdsitos contendo polimeros, biocerdmica e testosterona, na razdo estequiométrica

proposta por Costa et al. (2012), principalmente pela liberacdo do hormonio in situ.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Androgenos: Fisiologia e Efeitos no Tecido Osseo

O metabolismo primario de andrégenos e estrogenos é realizado em quatro lugares:
no testiculo, no ovério, no cortex adrenal, e no tecido adiposo, com adicionais
contribui¢es do metabolismo de esterdides sexuais no musculo e cérebro (Notelovitz,

2002).

A atividade dos esterdides sexuais é determinada por varias enzimas, muitas das
quais sdo encontradas no 0sso. Estas enzimas incluem atividade aromatase (convertendo
T a E; [estradiol]); a 17-B hidroxiesteroide dehidrogenase (controlando o “caminho” da
androstenediona para T e, E; [estrona] para E,); e, sulfatase, a enzima que regula a
sulfatacdo da estrona. A Testosterona € promovida & Dihidrotestosterona (DHT) pela
enzima So-redutase. Nas células periosteais, ndo se detecta atividade de 5a-redutase,
indicando que a Testosterona pode ser um metabolito ativo neste sitio clinicamente
importante. Os maiores androgenos da glandula adrenal incluem sulfato de Dehidro-
Epi-Androsterona (DHEA-S) e androstenediona (A). Os esterdides androgénicos —
diretamente ou por conversao a E; — medeiam as funcdes fisiologicas através da ligacdo
androgeno-receptor. Isto confirma que ha um receptor especifico para andrégenos nos
osteoblastos (Notelovitz, 2002; Vanderschueren et al., 2004; Callewaert et al., 2010).

Os androgenos podem afetar o esqueleto masculino tanto diretamente, através da
ativacdo do receptor de androgenos (AR), como indiretamente, através da estimulagdo
dos receptores de estr6genos apOs aromatizagdo. Em camundongos machos foi
constatado que a agdo da Testosterona mediada pelo receptor de andrégenos é essencial
para formagdo periosteal 6Gssea e contribui para manutencdo do osso trabecular

(Vandenput et al., 2004).
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2.1.1 Receptores de Androgenos em Células Osseas

Receptores de andrdgenos foram encontrados nas trés células 6sseas: osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Estes receptores sdo similares a outros receptores esteroidais
(estrdgeno, progesterona e glicocorticéides) e foram encontrados primariamente dentro
do ndcleo. Os receptores de andrdgenos sdo mais expressados em osteoblastos e, em
maior proporgdo, no 0sso cortical que no esponjoso. A expressdo dos receptores de
andrdgenos € maior em culturas de osteoblastos de 0sso jovem quando comparada com
0sso senil. Estes receptores tém predominancia de atividade nos osteoblastos dos sitios
de formacdo dssea (Notelovitz, 2002; Callewaert et al., 2010).

Os receptores de andrdgenos no nucleo sdo responsaveis pela transcricdo gendmica
classica de mRNA (&cido ribonucléico mensageiro) de osteoblastos. Os ligantes,
testosterona ou dihidrotestosterona, difundem-se livremente através da membrana
plasmética até o ndcleo e ligam-se aos receptores de androgenos (ARs). Uma vez o
complexo AR-ligante ativado, a metade protéica € liberada com a formacdo de um
homodimero. Modulado por varios co-ativadores e co-repressores, 0 receptor de
androgenos liga-se ao DNA, influenciando a transcricdo e translagdo de genes que
governam a fungdo dos osteoblastos. Isto é abundante tanto para receptores de
andrégenos como para receptores de estrogenos nos osteoblastos, indicando o duplo
papel da T e E na fisiologia normal do osso (Notelovitz, 2002; Callewaert et al., 2010).

Os andrégenos podem regular a atividade dos osteoblastos pela transcri¢do
gendmica classica de mRNA de osteoblastos através dos AR no nucleo ou através de
uma via mais rapida, um mecanismo nao-gendmico de receptores direto na superficie
celular dos osteoblastos (Notelovitz, 2002).

Receptores de androgenos sédo também encontrados em células da medula dssea

regulando a osteoclastogénese. A regulacdo dos esterdides sexuais na funcao
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osteoclastica € controlada primariamente por E, e pelo receptor de estrogeno. Uma
possibilidade de efeito indireto da Testosterona e através da aromatizacdo para E,.
Receptores de andrdgenos foram encontrados em osteGcitos presos na matriz 6ssea
(Notelovitz, 2002; Callewaert et al., 2010).

2.1.2 Fatores que Controlam a Expressdo do Receptor de Androgenos e a
Funcéo dos Osteoblastos

2.1.2.1 Proliferacéo de Osteoblastos

Receptores de andrdgenos sdo regulados por andrégenos no 0sso. Os andrdgenos
estimulam a proliferacdo de osteoblastos, mas, sob condi¢cdes experimentais, a
exposicdo prolongada a androgenos pode inibir a proliferacdo de células osteoblasticas
significantemente. Por isso, a terapia intermitente com androgenos melhora a densidade
Ossea mineral em mulheres, mais do que a terapia androgénica continua (Notelovitz,
2002; Callewaert et al., 2010).

2.1.2.2 Diferenciacao Celular

A exposicao a andrégenos aumenta a diferenciacdo de osteoblastos e a sintese de
proteinas na matriz extracelular, tanto como colageno tipo 1, osteocalcina e
osteonectina. Isto é refletido por um aumento na dose-resposta na atividade de fosfatase
alcalina especifica do 0sso. Os andrdgenos também estimulam a mineralizacdo. Em
sintese, androgenos parecem ter uma importante fungdo na regulagdo da organizagéo e
producéo de matriz éssea (Notelovitz, 2002).

2.1.2.3 Microambiente Osseo

Os andrégenos também influenciam a funcdo de células Gsseas através de seus
efeitos no local ou de fatores sisttmicos que controlam o micro-ambiente das células
Osseas. Os androgenos tém um profundo efeito no fator de transformacdo de
crescimento (TGF-B), o qual € um dos mais potentes mitdgenos de osteoblastos. A

Dihidrotestosterona medeia aumentos de atividade de TGF-B para via TGF-2, mas
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outras isoformas podem estar envolvidas. Tanto DHT quanto T regulam a sintese de
TGF-B. Nesta forma latente, TGF-§ ¢ armazenado no osso, funcionando como um meio
de reserva do corpo para este fator de crescimento. Outros sistemas de fatores de
crescimento sdo possivelmente influenciados por andrégenos, incluindo o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento simile a insulina (IGF) Il. O
segundo efeito é causado por um aumento de afinidade no ligando de IGF-II e ndo por
um aumento na quantidade média de IGF-1 ou IGF-1I na cultura de osteoblastos.
Androgenos também diminuem a génese de osteoclastos por inibi¢do na producdo de
interleucina-6 (IL-6) no estroma de células do osso medular. Isto resulta em maturacédo e
desenvolvimento diminuido de osteoclastos. Testosterona e DHT também regulam a
atividade de osteoclastos por inibigdo, tanto do horménio da paratire6ide e IL-1 quanto
estimulando a producdo de prostaglandina E2 (PGE2) (Notelovitz, 2002).

Notelovitz (2002) concluiu que os esterdides sexuais estdo diretamente envolvidos
na modulacdo da osteogénese, no metabolismo e na funcdo das células musculares.
Neste contexto, pode-se concluir que os andrégenos tém influéncia profunda na

preservacdo do 0sso e na forca e massa muscular.

2.2 Testosterona

A Testosterona é um horménio esterdide sintetizado e secretado nos homens pelas
células intersticiais ou células de Leydig, sob estimulo do horménio luteinizante (LH),
também chamado estimulador das células de Leydig e também a partir da
androstenediona secretada pelo cortex supra-renal (Ganong, 2000). Devido a
proximidade existente entre as células de Leydig e as células de sertoli dos tabulos
seminiferos, ha uma relacdo paracrina entre elas, pois as células de Sertoli e as células

peritubulares sdo as células-alvo primarias da Testosterona. O padrdo de secrecdo da
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Testosterona pelas células de Leydig segue o padréo de liberagdo pulsatil caracteristico
do LH (Hakola et al., 1998).

A testosterona € responsdvel pelo desenvolvimento e manutencdo das
caracteristicas masculinas normais, sendo também importante para a funcdo sexual
normal e o desempenho sexual. Apesar de ser encontrado em ambos 0s sexo, em média,
0 organismo de um adulto do sexo masculino produz cerca de 20 a 30 vezes mais
quantidade de testosterona que o organismo de um adulto do sexo feminino, tendo
assim um papel determinante na diferenciacdo do sexo na espécie humana (Henderson,
Baranski, Bickel, 2006).

Lieberherr e Grosse (1994) avaliaram a acdo de andrégenos sobre 0 0SSO e
encontraram um rapido efeito da T sobre o célcio livre citosélico e o metabolismo de
fosfolipidios da membrana em osteoblastos de ratos machos. Estes efeitos foram
produzidos por concentracdes fisiol6gicas. Segundo os autores, a T desencadeia um

transitério aumento no calcio, acompanhado pela manutencao de uma fase platd.

2.3 Polimeros Biodegradaveis

Um polimero é dito biodegradavel se todos seus componentes organicos sofrerem
uma biodegradacdo total. Dentre os principais polimeros biodegradaveis atualmente
bastante estudados e utilizados na area biomédica estdo o poli(acido latico) (PLA), o
poli(acido glicolico) (PGA), a policaprolactona (PCL), e o copolimero do &cido latico e
glicolico, o poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA) entre outros (Oréfice et al., 2006).

A policaprolactona é um poliéster biodegradavel, semicristalino e alifatico. A
biodegradabilidade do polimero é devida a susceptibilidade da ligacdo alifatica éster a
hidrolise, sendo os produtos gerados metabolizados pela via do ciclo do é&cido
tricarboxilico ou eliminados diretamente por excrecdo renal. E um material mais

resiliente que outros polimeros (PLA, PGA, PLGA), com caracteristicas melhores para
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reparacdo Ossea por manter as propriedades fisicas da matriz por pelo menos seis meses
(Ciapetti et al., 2003; Taddei et al., 2005). A representacdo da estrutura quimica do PCL

pode ser visualizada na Figura 1.

PCL
Figura 1 Estrutura quimica da policaprolactona.

O copolimero derivado do &cido latico e glicolico, PLGA, é sintetizado por uma
reacdo de condensacao, atraves da abertura do anel dos dimeros ciclicos (&cido latico
e/ou &cido glicolico), representados na Figura 2. A polimerizacdo geralmente ocorre
por um periodo de duas a seis horas, sob temperatura em torno de 175°C, utilizando,

como catalisador, principalmente, o cloreto estanoso.

PGA PLA PLGA

Figura 2 Representacdo estrutural dos mondmeros do PGA, PLA e PLGA,
respectivamente.

Pode-se dizer que quanto maior a proporcao de acido latico no PLGA, maior a
hidrofobicidade do copolimero e menor sera a velocidade de degradacdo. A

biodegradacdo deste polimero ocorre por erosdo, por meio de clivagem da cadeia
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polimérica por hidrdlise, liberando o &cido latico e glicolico. Estes acidos, por serem
metabdlitos naturais do organismo, sdo incorporados ao ciclo de Krebs e eliminados na

forma de gas carbénico e agua, de acordo com a Figura 3 (Jalil et al., 1990).

1 HO
PGA Acido Glicblico
H,0
FLA Lactato (Glicina
Piruvato =———  Scrina
Acet] CoA
— H*
F,_-"
co,
Citrato
If/ Ciclo Urina
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CE}E Erehs

|

Fosforlacdo oxidativa — H.D

|

ATP
Figura 3 Rota metabdlica de biodegradacdo do PLA e PGA. Fonte: Jalil et al., 1990.

Os polimeros biodegradaveis sdo amplamente empregados como sistemas de
liberacdo controlada de farmacos. Nos ultimos anos, varios produtos e processos foram
desenvolvidos, a fim de se obter sistemas de liberacdo controlada, objetivando controlar
a velocidade de liberagdo do farmaco, manter seu nivel terapéutico por um periodo de
tempo maior, e também dirigir sua acdo a um sitio especifico. Tais caracteristicas
promoveriam reducdo de efeitos adversos e toxicos, além da reducdo do numero de

administracdes e maior adesdo do paciente ao tratamento (Lima et al., 1999).
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Garvin et al. 1994, demonstraram que o sistema de liberagdo controlada formado
por PLGA e gentamicina é mais eficiente no tratamento de osteomielite quando
comparado ao tratamento parenteral.

Polimeros biodegradaveis vém sendo associados & biocerdmicas em situacdes nas
quais a absorgdo é desejada, como por exemplo, para expor superficies ou tecidos a
liberagdo de farmacos tais como antibi6ticos, antiinflamatorios, hormonios e fatores de
crescimento de tecidos. O compdsito polimérico e bioceramico biodegradavel serve
como scaffold para a proliferacdo das células 6sseas (Black, 1991).

Kim et al. 2004, estudaram compdsitos formados por policaprolactona em uma
matriz ceramica de hidroxiapatita e tetraciclina em diferentes proporcoes de ceramica,
polimero e farmaco. Foi constatado que a cinética de liberacdo do farmaco, bem como
as propriedades mecanicas é dependente da raz&o entre os constituintes do compadsito.

Vérios fatores contribuem significantemente no tempo de degradacdo dos
poliésteres, entre eles o tamanho e a forma do dispositivo, a cristalinidade e a massa
molar do polimero (Jalil et al., 1990).

A incorporagdo de BCP em dispositivos poliméricos oferece uma estrutura mineral
que disponibiliza Célcio (Ca) e Fosforo (P) para a neoformacdo Ossea, além de
neutralizar os subprodutos &cidos da degradacdo polimérica. A hidroxiapatita (HA)
quando presente na estrutura do compdsito apresenta caracteristicas osteocondutoras
(Ciapetti et al., 2003). O composito formado apresenta propriedades melhores que os
dois produtos isoladamente, especialmente, pelas caracteristicas termoplasticas do
polimero, melhorando assim as propriedades mecanicas da ceramica, permitindo sua

utilizacdo prética (Pataro et al., 2007).
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2.4 Fosfato de Calcio Bifasico

As biocerdmicas de fosfato de célcio bifasico, micro-macro porosa, sao compostas
por 35% de B-trifosfato de calcio (B-TCP) e 65% de hidroxiapatita (HA). Apresentam
macro-poros intercomunicantes, de S0pum e 400um, que induzem uma resposta organica
mais efetiva, forte ligacdo e crescimento tecidual intrinseco. Adicionalmente,
apresentam micro-poros intercomunicantes (inclusive com 0s macro-poros) de lum e
10um que aumentam o contato tecidual, a solubilidade e a capacidade de trocas com os
liquidos organicos. Também, apresentam poros intermediarios de 10um a 50um (Pataro
et al., 2007).

Esta estrutura arquitetonica porosa torna esta bioceramica um eficaz e importante
veiculo condutor e liberador de drogas e substancias num periodo desejavel. Assim
como sua topografia superficial permite atividade metaboélica osteobléstica e expressao
desejavel dos fendtipos adequados para cada etapa dos fendmenos de neoformacéo
tecidual (Pataro et al., 2007).

A formacdo de tecido Gsseo requer trés componentes basicos: 1) um sinal
osteocondutor, isto € uma substancia osteocondutora; 2) um suporte que sirva como
matriz para a liberacdo do sinal osteocondutor e como suporte para 0 Novo 0SSO
formado; e 3) células hospedeiras capazes de sofrer diferenciacdo em células 6sseas ou
as proprias células osseas (Ripamonti & Duneas, 1996).

Fosfatos de célcio como a hidroxiapatita sdo conhecidos por serem osteocondutores e
bioativos. Isto significa que eles agem como um modelo ao longo do qual pode ocorrer
0 crescimento 0sseo. Adicionalmente, a formacdo dssea pode acontecer diretamente a
superficie do material, obtendo-se uma forte adesdo ao tecido 6sseo. Por outro lado, a
osteoinducdo é considerada como uma propriedade dos materiais que induzem a

formacéo de tecido dsseo (Ripamonti & Duneas, 1996).
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Em principio, qualquer material cerdmico que é biocompativel e biodegradavel pode
ser usado como um implante em tecido vivo. O material cerdmico é capaz de prover
uma superficie de fosfato de calcio, in vitro ou in vivo, apresentando essa estrutura de
superficie especifica. Adicionalmente, é interessante que o material ceramico seja capaz
de adsorver os agentes biologicamente ativos, como fatores de crescimento, BMP’s etc,
in vitro ou in vivo. Exemplos satisfatérios de materiais cerdmicos incluem fosfato de
calcio, biovidros e materiais que contém célcio, fosfato e/ou biovidros (Ripamonti &
Duneas, 1996).

No entanto, as hidroxiapatitas apresentam algumas limitagdes, como: 1) limitada
capacidade de suportar carga de torcdo; 2) inadequada toleréncia de corte; e 3) uma
reabsorcao minima quando as hidroxiapatitas puras, policristalinas sdo usadas. Por essas
razBGes, 0 seu uso em regides esqueléticas submetidas a altos esforcos sdo limitadas, o
que ja ndo acontece com as bioceramicas bifasicas micro/macroporosas. Com isso, tem-
se uma grande utilizacdo nos reparos e/ou reconstrucfes das perdas 6sseas em geral em
odontologia e medicina (Ripamonti & Duneas, 1996).

Dessa forma, tratamentos superficiais e/ou a preparacdo de comp0sitos entre 0s
diferentes biomateriais (metais, ligas metalicas, cerdmicas e polimeros, por exemplo)
sdo as estratégias hoje usadas para o melhoramento das propriedades e otimizacdo do

uso dos mesmos dentro de sua especificidade (Ramoshebi et al., 2002).

2.5 Tecido Osseo

O tecido 6sseo pode ser dividido em quatro componentes microestruturais: células,
matriz organica, matriz inorganica e fatores sinalizadores sollveis (Buckwalter et al.,
1996).

Este tecido € constituido de 70% de componentes inorganicos e 30% de componentes

organicos. Na parte organica encontramos 2% de células e 98% de matriz extracelular,
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onde o colageno protéico fibroso representa 95% do total, enquanto os 5% restantes sdo
preenchidos por polissacarideos, lipideos e fosfolipideos (Buckwalter et al., 1996).

Entre os componentes inorganicos encontramos o célcio e o fosfato, que formam a
hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),) e outros elementos como magnésio, sédio, potassio e,
em menor concentragdo, zinco, manganés, flior e molibdénio. Nesta parte estdo
depositados 99% do célcio, 85% do fosforo e 66% do magnésio encontrados no
organismo humano (Seeman, 2008).

Além de sua funcdo de suporte e protecdo, o tecido dsseo funciona como reservatério
de minerais, e sua complexa fisiologia é controlada por fatores hormonais, forcas
mecanicas, fatores de crescimento e citocinas (Tencate, 1994).

As etapas do desenvolvimento dsseo sdo reguladas por uma hierarquia de programas
genéticos, endocrinos e mecanicos (Brachvogel et al., 2003).

Em relacdo a genética, € necessario que seja compreendida como um programa
regulavel, que expressa ou ndo suas caracteristicas dependendo do estimulo a que a
célula é submetida. Portanto, ndo existe mais 0 antigo conceito de predeterminacdo
genética imutavel no que concerne a formacdo de tecido dsseo. Muitos caminhos de
sinalizacdo tém se mostrado de fundamental importancia na comunicagdo inter-
osteoblastos, gerando um campo de resposta maior do que o sitio ndo-estimulado
(Nomura et al., 2000).

Células 0Osseas sdo organizadas em uma rede de interconexdo que se estende dos
ostedcitos enclausurados na matriz até os osteoblastos presentes na superficie dssea. O
tecido 6sseo exibe propriedades de memdria de curto e longo prazo, semelhante as
ceélulas nervosas (Turner et al., 2002).

Os principais fenotipos celulares associados ao 0sso s@o 0 ostedcito, o osteoblasto e 0

osteoclasto. Suas origens, funcdes e localizacdes estdo listadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Composicdo celular 6ssea e suas caracteristicas.

Tipo celular Origem Localizagéo Funcéo
Ostedcitos Diferenciacdo de Matriz extracelular Secrecéo de
osteoblastos fatores de

crescimento

Osteoblastos | Células mesenquimais Maioria no peridsteo - Formacdo dssea
- Regulacdo do
metabolismo
0sseo

- Mineralizacédo da
matriz éssea

Osteoclastos | Precursores Locais de maior Reabsorsdo 6ssea
mononucleados atividade 0ssea:
provenientes da medula | fraturas, tumores,
Ossea metastases

Fonte: Turner et al., 2002.

Macroscopicamente o tecido 6sseo € composto por 0sso cortical, correspondente
a 80% de seu peso total no organismo humano, mas ocupa apenas 50% da area, sendo
encontrado principalmente na diéfise dos ossos longos. O restante da &rea € ocupada
pelo 0sso esponjoso, que corresponde aos demais 20% do peso. Quanto ao
metabolismo, 0 0sso esponjoso € oito vezes mais ativo, apresentando maior
remodelacdo (Turner et al., 2002).

As caracteristicas dos osteoblastos se encontram detalhadas no item 3.5.1
abaixo, visto que esse tipo celular é objeto do presente trabalho.
2.5.1 Osteoblastos

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela sintese, deposicdo e

mineralizacdo da matriz extracelular 6ssea (Langer, 2000).

Células-tronco, células osteoprogenitoras e Seus precursores mesenquimais
aparecem no embrido em grande quantidade. No organismo adulto verifica-se a

presenca das células citadas acima, porém em menor numero, indicando que elas
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contribuem para a reposicdo de osteoblastos no turnover 0sse0 e noOS Processos
reparativos (Yang et al., 2002). Sabe-se hoje que essa acdo é regulada pela expressao
diferenciada de genes ligados a proliferacdo e diferenciacdo das células dsseas (Boyan

et al., 1996)

Durante o processo de osteogénese, 0s osteoblastos sdo progressivamente
transformados em ostedcitos, a medida que ficam envolvidos nos seus proprios produtos
de secrecdo (Aubin, 1998). Eles tém um extenso reticulo endoplasméatico e muitos
ribossomas livres no citoplasma (Tencate, 1994). Sdo conectados entre si e com 0s

ostedcitos adjacentes por juncbes gap (Moss, 1997).

Os osteoblastos iniciam e controlam a mineralizacdo Ossea. Todas as células

osteogénicas contribuem individualmente para o remodelamento 6sseo.

A interagdo entre elas controla a atividade e a intensidade deste remodelamento.
Essa interacdo de contato célula-célula pode ser mediada por moléculas da familia das
integrinas ou pode ser mediada pela liberacdo de polipeptideos que funcionam
conectando-se a receptores especificos. Entre os fatores polipeptidicos conhecidos, uma
familia de citocinas pleiotropicas que partilham um sinal comum, desempenha um papel
chave no remodelamento dsseo. Desta familia fazem parte entre outras, a IL6 e a IL1

(Georges et al., 2009).

2.6 Cultura de Células

A utilizacdo de cultura de células sobre materiais sintéticos € antiga e vem sendo
utilizada em inimeras areas da engenharia biomédica. A cultura celular in vitro permite
diagnosticar doengas, avaliar a citotoxicidade de um material, mutagenicidade, propagar

virus para a confeccdo de vacinas, assim como para a sintese especifica de moléculas
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organicas de alta complexidade. O procedimento dos experimentos sdo atualmente

padronizados e protocolados (Valério et al., 2005).

Aplicadas a Engenharia de Tecidos, a cultura celular além de fornecer dados
relativos a citotoxicidade e a indugdo ao crescimento, representam o inicio da
recomposicdo do tecido natural. E fundamental o conhecimento das caracteristicas de

adesdo e diferenciacdo celular durante o processo (Anselme, 2000).

2.6.1 Cultura de Osteoblastos

Os principios da cultura celular comecaram a ser definidos no inicio do século
XX, quando pesquisadores comecaram a manter em meio de cultura fragmentos nédo
desagregados de tecido e observar que ocorriam mitoses na periferia desses fragmentos

(Butler, 2006).

Com o passar do tempo, as culturas celulares se transformaram num
importantissimo instrumento para estudo da biologia celular, permitindo observacao
apurada das relagfes autocrinas e paracrinas dessas células (Romanello et al., 2002),
influéncia de fatores especificos na expressdao génica (Wagner et al., 1998),

diferenciacéo fenotipica e citotoxicidade (Hendrich et al., 1996).

Essa descoberta de que células podem ser cultivadas e multiplicadas in vitro
(\Valério et al., 2005) e o desenvolvimento de meios de cultura apropriados para cada
objetivo de pesquisa, permitem entdo observar o comportamento celular de forma
bastante especifica. Células em cultura mostram um comportamento de proliferacdo e
diferenciacéo representativo do que ocorre numa populagéo celular in vivo (Jones et al.,

1976).

O estabelecimento de protocolos para isolamento de células osteoprogenitoras e

osteoblastos a partir da digestdo seqlencial de calvaria de rato, propiciou um
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interessante modelo para estudo do comportamento das células dsseas de forma efetiva
e barata e tem sido usado como base para experimentos de varios pesquisadores (Aubin,

1998; Malaval et al., 1999; Mancini et al., 2000).

Vaérios estudos fizeram comparagdo do aspecto morfoldgico dessas células in
vitro e in vivo. As diferencas mais frequentes observadas séo a forma menos alongada
da célula de cultura, uma diferenca na sua orientacdo espacial e uma ligacdo intercelular

mais forte quando em cultura (Boyde et al., 1976).

Osteoblastos de cultura primaria estdo aptos a desempenhar suas funcdes in vitro
(Jones et al., 1976). Como possuem alta capacidade proliferativa, podem ser repicados e
usados em experimentos quando nas passagens 2 a 3. Ap0s varias passagens comecam a

sofrer descaracterizagdes.

O cultivo de células 6sseas in vitro permite quantificar ou caracterizar a secrecao
de varios produtos, o0 que proporciona parametros importantes para o estudo da
interacdo célula-biomaterial (Coelho et al., 2002). Esse modelo atende aos critérios
internacionais em termos de qualidade e acuracia dos resultados obtidos, oferecendo
possibilidade de anélise e repeticdo padronizada dos fatores envolvidos na

biocompatibilidade (Hendrich et al., 1996).

Linhagens celulares obtidas atraves de modificacbes genéticas de células
priméarias tém sido muito usadas em testes in vitro. No entanto, esse uso é bastante
discutivel quando se pretende reproduzir o mais proximo possivel o que aconteceria in
vivo, uma vez que essas modificacOes a que sdo submetidas para imortaliza-las, alteram

sobremaneira suas caracteristicas originais (Valério et al., 2005).
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2.7 Ensaios in vitro
2.7.1 Viabilidade Celular (MTT)

Ensaio de MTT é um teste de laboratorio e um ensaio colorimétrico padrdo (um
ensaio que mede mudangas na cor) para medicdo de proliferacio celular. E usado para
determinar a citotoxicidade de agentes medicinais potenciais e de outros materiais
toxicos. O MTT amarelo (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) é reduzido a formazan roxo na mitocéndria de células vivas. Uma solucéo de
solubilizacdo é adicionada para dissolver o produto de "formazan" roxo insolGvel em
uma solucdo colorida. A absorcdo dessa solugdo colorida pode ser quantificada por
medicdo a certo comprimento de onda (normalmente entre 500 e 600nm) por um
espectrofotbmetro.

Essa reducdo s6 acontece quando as enzimas mitocondriais reductase estdo
ativas, portanto a conversdo esta diretamente relacionada ao nimero de células vivas,
representada na Figura 4. Quando a quantidade de formazan roxo produzido por células
tratadas com um agente é comparada com a quantidade de formazan produzido por
células de controle ndo tratadas, a efetividade do agente em causar a morte de células

pode ser deduzida (Valério et al., 2004).

A |
N | mitochondrial
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Figura 4 Redugdo de MTT a formazan. Fonte: Valério et al., 2004.
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A mitocondria é a organela celular responséavel pela producio de energia. E uma
organela basicamente membranosa. Seu envoltdrio é formado por duas membranas, a
membrana externa e a membrana interna, ambas com composicao quimica e estrutural

semelhante a plasmalema.

A membrana externa € "lisa" e mais permedvel que a membrana interna. Ha
entre as duas membranas um espaco denominado espaco intermembranoso onde
ocorrem muitas reaces importantes do metabolismo celular. A membrana interna é
formada por pregas que se expandem no espaco intramitocondrial (matriz mitocondrial)

denominadas cristas mitocondriais.

A matriz mitocondrial contém enzimas (relacionadas principalmente com o ciclo
de Krebs), ribossomos e 0 DNA mitocondrial. Nas cristas mitocondriais localizam-se as
enzimas responsaveis pela cadeia respiratdria - as proteinas transportadoras de elétrons

e as ATPsintases (Valério et al., 2005).

2.7.2 Producdo de Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina 6ssea (faos) € um marcador biogquimico do metabolismo
0sseo, onde podemos definir como substancias que retratam a formacao ou a reabsor¢éo
6ssea. Como a formacdo é dependente da acdo dos osteoblastos, os marcadores de
formacéo (fosfatase alcalina Gssea) na realidade medem produtos decorrentes da agédo

destas células.

Os marcadores de formacdo sdo todos eles frutos da sintese osteoblastica. A
fosfatase alcalina dssea € uma glicoproteina especifica encontrada na superficie dos
osteoblastos. Sua funcdo ainda ndo estd de todo elucidada, porém seu papel na
mineralizacdo do esqueleto estd confirmado. A avaliacdo da atividade sérica da

fosfatase alcalina O0ssea € um marcador 6sseo que fornece informacGes Uteis do
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remodelamento Gsseo na osteoporose, na doenga de Paget e no acompanhamento de
terapias preventivas e de reposicdo hormonal ou de outras terapias antiabsortivas

(\Valério et al, 2005).

A fosfatase alcalina contida no plasma humano é fisiologicamente a somatdria
de varias isoenzimas que provém do 0sso, do figado, do intestino e da placenta, durante
a gravidez. Esta enzima é codificada pelo gene, tecido ndo-especifico, localizado no

cromossomo 1.

Em condi¢des normais, as duas formas predominantes em circulacdo (>90% do
total) de fosfatase alcalina, sdo a Ossea e a hepatica, em quantidades equivalentes. A
outra forma circulante, em concentracfes significativas, ¢ a forma intestinal, que
representa menos de 5% do total. A fosfatase alcalina é uma ectoenzima, ou seja, esta

localizada na superficie externa da célula, onde exerce sua atividade.

As alteracOes encontradas na hipofosfatasia, doenca devida a uma mutagdo no
gene codificador da enzima, predominantemente osteomalécia, sugerem fortemente que

a enzima tenha papel fundamental na mineralizacao.

Estudos ja demonstraram que a producéo de fosfatase alcalina pelos osteoblastos
quando estes estdo em contato com diferentes biomateriais tem um comportamento
alterado, dependendo da composicéo destes biomateriais (Best et al., 1997), sendo entéo
a verificagdo qualitativa e quantitativa da secrecdo desta enzima um parametro
importante para analise dos efeitos causados no tecido ésseo, uma vez que ela reflete a

atividade osteobléastica (Hajime et al., 1993).

Um aumento na producdo de fosfatase alcalina ja foi demonstrado quando os
osteoblastos estdo em presenca de apatitas (Nishio et al., 2000) e de biovidro com 45%

de silica (Xynos et al., 2000).
49




REVISAO DE LITERATURA

2.7.3 Colageno

O colageno, também conhecido como gelatina é uma das maiores moléculas
protéicas do organismo humano. Encontra-se presente na estrutura dos tecidos
conjuntivos, cartilaginosos e fibrosos, como pele, ossos, tendfes, dentes, vasos
sanguineos, musculos, unhas, cabelos, articulagGes (liquido sinovial), entre outros,
representando mais de 30% das proteinas presentes no organismo. Sua composi¢do de

aminoéacidos é bastante especifica, sendo formada principalmente por glicina e prolina.

Para a sintese de colageno é necessario que estes aminoacidos sejam agrupados e
hidroxilados. Para que esta reacdo ocorra é fundamental a presenca do &cido ascérbico
(Vitamina C) para a ativacdo da enzima que iré catalisar este processo (Valério et al.,

2005).

Colageno é uma proteina de importancia fundamental na constituicdo da matriz
celular do tecido conjuntivo, sendo responsavel por grande parte de suas propriedades
fisicas. No homem existem pelo menos 28 tipos de colageno, possuindo diferentes

funcdes.

O coléageno ¢ sintetizado intracelularmente em pequenas porcdes e exportado
para fora da célula, onde, através da atuacdo de enzimas polimerizantes, é definido com
a estrutura propria de colageno, em alfa-hélice-tripla. A molécula de colageno possui
uma composicdo de aminoécidos no muito comum. E formado por um grande nimero
de glicinas e prolinas, assim como por mais dois aminoacidos que sdo modificados apds
serem colocados pelos ribossomos: a hidroxiprolina e a hidroxilisina. Apos a
hidroxilacdo e sob a acdo da glicosiltransferase, agucares residuais sé@o acoplados a
cadeia e comeca a conformacdo helicoidal fixada por duas pontes dissulfeto na extensédo

C. Formada, a molécula é entéo transferida para o aparelho de Golgi onde o terminal C
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é remodelado e forma-se entdo o chamado procoldgeno. O procolageno é transportado
para a superficie celular, onde o terminal C é removido juntamente com o terminal N
pela procolagenopeptidase. As cadeiais remanescentes entdo se alinham e ocorre uma
série de conexdes entre essas fibrilas. Esse alinhamento é mantido por pontes de

hidrogénio intermoleculares.

No caso das células dsseas, ocorrera mineralizacdo da fibra colagena juntamente
com outras proteinas ndo colagenosas também secretadas pelos osteoblastos. Para que
isso ocorra haverd a necessidade da acdo da fosfatase alcalina que desfosforilara

algumas fosfoproteinas nas regides de conexao.

O célcio e o foésforo podem precipitar pela regulacdo membrano-simile dos
osteoblastos havendo evidéncias de que sdo extruidas vesiculas com dupla membrana
ricas destes dois ions e que seriam derivadas do aparelho de Golgi por cisdo parcial

(Douglas, 1998).

E sabido que o metabolismo 6sseo pode ser avaliado pela analise da sintese de
coladgeno possibilitando estudo e controle de possiveis alteracbes (Vargas, 1997).
Também é viavel avaliar a interacdo entre o tecido 6sseo e biomateriais com diferentes
caracteristicas, pela quantificacdo da sintese de colageno pelos osteoblastos, que podem
ser estimulados ou inibidos por substéncias liberadas pelos biomateriais no meio

(Anselme, 2000).

2.7.4 Osteocalcina (OCN)

A OCN é uma proteina secretada por osteoblastos maduros, condrécitos
hipertrofiados e odontoblastos. Possui seu gene localizado no cromossoma 1 (1g25-931)
sendo constituida por uma sequéncia de 49 aminodcidos cujas posicfes 17, 21 e 24 sdo

ocupadas pelo acido y-carboxiglutdmico (Gla) que € responsavel pela fixacdo do calcio
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e da hidroxiapatita na matriz extracelular, o que equivale a dizer que é responsavel pela
efetiva mineralizacdo que se verifica no tecido 6sseo (Ishimoto & Price, 1980; Owen et
al., 1990). Residuos y-carboxiglutamil sdo formados apds y-carboxilagdo pds-
traducional do residuo glutamil onde a vitamina K; constitui co-fator essencial para
ocorréncia de tal processo que permitird a mineralizagdo da matriz depositada (Ishimoto

& Price, 1980).

Estudos in vitro e in vivo indicam, ainda, ter participacdo no recrutamento e

diferenciacédo osteoclastica (Chenu et al., 1994).

Sabe-se que a OCN é totalmente destruida quando sob acdo de enzimas
osteoclasticas ndo sendo, portanto, Gtil como marcador bioquimico de reabsorcdo 0ssea.
Apesar de originar-se da matriz dssea, pequenas porcdes podem ganhar a circulacéo
sanguinea e serem hidrolizadas no figado e rim por metaloproteases tornando sua vida
plasmatica bastante curta, embora possam ser identificadas por métodos bioquimicos de
andlise nas suas diversas formas moleculares circulantes. Assim teremos distribuidas:
forma intacta cerca de 36%, contendo um fragmento amino terminal grande 1-43 (40%)
e fragmentos menores contendo fracdes de aminoacidos de 1-19, 20-43 e 29-49 (34%)
cuja excrecdo é dependente da funcdo renal de modo que valores acima do habitual
podem ser encontrados quando a filtracdo pelos tubulos renais estiver comprometida
(Delmas et al., 2000). E interessante notar que sua liberacio esta condicionada a um
ciclo circadiano fazendo com que a reabsorcao seja maior durante a noite com pico as 4
horas e nadir as 17 horas com uma diferenga de aproximadamente 15% (Delmas, 1993;
Sarainen et al., 1994; Saraiva & Castro, 2002). Seus valores acham-se acima das
concentragfes normais na doenca de Paget e no hiperparatireoidismo priméario (Delmas

et al., 2000; Heshmati et al., 1998).
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O interesse pela OCN explica-se por sua relagio com o processo de

mineralizacéo do tecido dsseo.

2.7.5 Osteoprotegerina (OPG)

Nos ultimos dez anos ocorreram grandes progressos na compreensdo dos
mecanismos de formacdo e reposicdo do 0sso. Por exemplo, a descoberta da
osteoprotegerina e o seu papel na osteoclastogénese ajudaram a entender 0s mecanismos

reguladores de formacédo e ativacao de osteoclastos (Haynes et al., 2001).

A osteoprotegerina (OPG — protetora de 0ss0), também conhecida como fator
inibidor de osteoclastogénese, é uma proteina com semelhanca com os membros da
familia de receptor para TNF (fator de necrose tumoral). A OPG funciona como um
receptor soltvel para RANK, competindo com RANKL, uma molécula da familia do
TNF. Ambos sdo elementos importantes na remodelacdo 6ssea e regulam as interacdes
entre linfocitos T e ceélulas dendriticas. RANK e RANKL sd8o essenciais no
desenvolvimento e ativacdo de osteoclastos e perda déssea em relacdo a todos os

estimulos conhecidos (Haynes et al., 2001).

A inibicdo da funcdo de RANKL via OPG previne perda dssea em articulaces
inflamadas e tem beneficios parciais na injuria da cartilagem articular. A OPG é
secretada como um homodimero com tamanho de 110 kDa. Camundongos deficientes
de OPG apresentam osteoporose severa e alta incidéncia de fraturas, mostrando que a
massa 0ssea correlaciona-se com os niveis de OPG nas células. A expressédo de OPG em
células da medula dssea € influenciada negativamente por fatores como a vitamina D3,
prostaglandinas e corticoides e positivamente por elementos de calcio e fator de

transformacéo beta (TGF-B) (Haynes et al., 2001).
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Osteoblastos e osteoclastos sdo células importantes na manutencéo do processo
de cinética Ossea, envolvidos em formacdo e reabsor¢do Ossea, respectivamente

(Hofbauer et al., 2001).

Em estados patoldgicos, células ativadas contribuem com outras moléculas no
balanco entre atividade osteoblastica e osteoclastica. O principal sinal intercelular que
regula a remodelacdo 6ssea é medido por trés membros da familia do fator de necrose

tumoral (TNF) e receptor de necrose tumoral (TNFR) (Hofbauer et al., 2001).

A identificacdo de um novo sistema de receptor/ ligante mostrou ser importante
no metabolismo 6sseo. A interacdo entre o fator ativador RANK e o seu ligante
RANKL mostrou ser critica para que ocorra a formacdo de osteoclastos. Além disso, a
identificacdo da osteoprotegerina (OPG), um receptor sollvel, se tornou importante,
ligando-se a0 RANKL impedindo a conexdo RANK/RANKL, e consequentemente a
formacéo de osteoclastos e reabsorcdo 0ssea. No caso sadio, a OPG mantém o equilibrio

entre formacao e reabsorcdo dssea (Lipton et al., 2001; Sattler et al., 2004).

Em certas situacGes clinicas e modelos experimentais, a OPG previne a perda
Ossea apesar da continuidade do estimulo inflamatério. Tanto em modelos
experimentais como em situagdes clinicas é possivel visualizar um potencial efeito
benéfico inibindo a atividade osteoclastica e a reabsorcdo dssea. Efeitos colaterais do

uso clinico de OPG ainda precisam ser estabelecidos (Sattler et al., 2004).

Em modelos experimentais, o tratamento com OPG leva ao desaparecimento de
perda de massa 6ssea em sitios articulares e periarticulares. Tanto RANK como
RANKL sdo expressos em condrécitos e sua relevancia funcional ainda sdo
desconhecidos. A administracdo de OPG em base tedrica deve funcionar como protetora

de cartilagem além de osso (Bolon et al., 2002).
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Em humanos, em um estudo fase 1 com osteoprotegerina recombinada (AMGN-
0007) administrada por via subcutdnea em pacientes com lesdes dsseas metastaticas,
ocorreu uma reducdo importante na doenga éssea e nos marcadores 0sseos (Body et al.,

2003).

2.7.6 Oxido Nitrico

O sistema imunolégico € um notével sistema de adaptacdo para defesa que
evoluiu nos vertebrados para protegé-los de microorganismos patogénicos invasores. E
capaz de gerar um grande numero de células e moléculas que podem especificamente ou
inespecificamente eliminar uma variedade aparentemente ilimitada de agentes
invasores. Essas células e moléculas agem em conjunto proporcionando uma rede
dindmica primorosamente adaptavel (Goldsby et al., 2000; Charalampos et al., 2005).
Entre elas destacam-se neutrdfilos, macréfagos, mondécitos com papel essencial na
atividade fagocitica e apresentadora de antigeno. (Huffnagle et al., 2003; McCormack et

al., 2003; Romani, 2004).

Os macrofagos desempenham importante papel na resposta imune, seja por
atuarem como células apresentadoras de antigenos ou por produzirem e liberarem
mediadores inflamatérios e quimiotaticos. Também atuam como primeira linha de
defesa do hospedeiro pela liberagdo de um grande numero de fatores, incluindo os
intermediarios reativos do nitrogénio, como o ON, um potente mediador das respostas

imune e inflamatoria (Hibbs et al., 1988; Johnston, 1988; Laskin et al., 1994).

As celulas dendriticas, altamente especializadas, capturam e processam 0s
antigenos, expressam moléculas co-estimuladoras para os linfocitos, migram para 0s
orgdos linfoides e secretam citocinas para iniciar a resposta imune. S&o consideradas as

principais celulas apresentadoras de antigenos e desempenham papel crucial na
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iniciacdo da resposta imune priméaria (Banchereau & Steinmam, 1998; Koga et al.,

2001).

A seqliéncia cléssica de diferenciacdo do sistema mononuclear fagocitario segue
de promoblasto para monoblasto, promondcito, mondcito e macréfago maduro. Todos
esses tipos morfoldgicos sdo encontrados na medula 6ssea, sendo que 0s mondcitos sao
liberados na corrente sangilinea e, entdo, se disseminam para todos os tecidos (Zwilling

& Eisenstein, 1994).

Uma vez ativados, os macrofagos se caracterizam por um rapido aumento no
metabolismo, motilidade e atividade fagocitica, podendo desempenhar funcdes paralelas
além da fagocitose. Essas células também secretam mais de cem produtos, dentre eles,
enzimas, componentes do complemento, fatores de coagulacéo e citocinas (Roitt et al.,

2001).

Alguns aspectos da fisiologia dos macréfagos sdo influenciados de alguma
forma pelo lipopolissacarideo (LPS), um produto das bactérias gram-negativas. O LPS
induz aumento do consumo de glicose e oxigénio e a célula adquire a capacidade de
matar microorganismos e células tumorais. Os macréfagos também desenvolvem um
mecanismo refinado para reconhecer o LPS no ambiente e, portanto, € um dos mais

potentes estimuladores de macréfagos (Zwilling & Eisentein, 1994).

Os compostos intermediarios do nitrogénio (RNI) e do oxigénio (ROI)
representam dois importantes mediadores da atividade microbicida e antitumoral dos
macrofagos (Xie et al., 1997), contribuindo para a resposta inespecifica do hospedeiro e
para o processo inflamatério. Tanto os ROl como os RNI, atuam na sinalizagdo e
regulacdo da resposta inflamatoria e imune das doengas infecciosas e fungicas (Balish et

al., 2005).
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O oxido nitrico é produzido por células do sistema imune como as células
dendriticas, células NK, mastocitos e macréfagos (Bogdan, 2001). Durante o final da
década de 80 e inicio de 90, importantes conhecimentos sobre o ON foram descobertos,
sua caracteristica de molécula mensageira (sinalizador inter e intracelular) e como

toxina atuando em inimeros processos patolégicos (Flora Filho & Zilberstein, 2000).

O ON ¢é uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada no ar
atmosférico em pequenas quantidades, altamente tdxica devido a presenca de radical
livre que a torna um agente quimico altamente reativo. Quando diluido, tem meia vida
de menos de 10 segundos devido a sua rapida oxidacdo a nitrato e nitrito. Liga-se a
hemoglobina e outras proteinas que contém o ndcleo heme levando ao término de sua

atividade bioldgica (Snyder & Bredt, 1992).

Essa pequena e versatil molécula é formada através da oxidacdo do 4tomo de
nitrogénio do aminoacido L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e, logo
em seguida, se transforma em nitrito (NO,) (Myers et al., 2003). A L-arginina € um
aminoéacido semi-essencial produzido no organismo. A arginina € utilizada na sintese de

creatinina e fornece a ornitina para a sintese de poliaminas.

Proteinas digeridas sdo degradadas até arginina, podendo ser diretamente
absorvidas e utilizadas no ciclo da uréia no tecido hepatico, ou transformadas no epitélio
intestinal em ornitina, que juntamente com a glutamina sdo convertidas em citrulina
(Stuehr et al., 1991). A citrulina pode ser convertida diretamente em L-arginina no
citoplasma das células endoteliais e dos macrofagos (Flora Filho & Zilberstein, 2000).
O NO esta envolvido em numerosos processos homeostaticos como regulagdo do ténus
vascular, modulacédo da citotoxidade por macréfagos ativados, regulacéo da proliferagédo

celular, regulacdo da migracdo celular, ativacdo de fatores de transcricdo, inducdo de
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genes sitio protetores, modulagdo da producdo de citocinas toxicas e neurotransmissao

no sistema nervoso central e periférico (Nathan et al., 1992).

No sistema imune o ON interfere em varios processos como o de diferenciacéo,
proliferacdo e apoptose de células imunoldgicas, na producdo de citocinas e outros
mediadores solGveis além da sintese de componentes da matriz extracelular (Marshall et

al., 2000; Bogdan et al., 2001).

2.8 Biocompatibilidade
O termo biocompatibilidade refere-se ao conjunto de propriedades desejaveis a
um material que serd inserido em um organismo vivo. Os autores definem a

biocompatibilidade sob diversos aspectos, sendo a resposta biolégica 0 mais importante.

Park & Lakes (1992) definem biocompatibilidade como a aceitacdo de um
implante artificial pelos tecidos circundantes e pelo corpo como um todo, em termos de

propriedades mecanicas, quimicas, superficiais e farmacoldgicas.

Horbett et al. (1996) citam Williams (1987) definindo um material
biocompativel como um material que ndo induza uma resposta inflamatéria aguda ou
crbnica e ndo previna a diferenciacdo dos tecidos ao redor dos implantes. No entanto, o
trabalho de Horbett et al. (1996) reconhece que uma reacdo tecidual inflamatéria ao
redor do biomaterial implantado € inevitavel, devido ao trauma cirirgico durante a
inser¢do. Dessa forma, essa definicdo indica que a biocompatibilidade depende do

propdsito do implante.

Portanto, a biocompatibilidade abrange varios aspectos do material, incluindo
seu potencial citotoxico, alergénico e mutagénico, ndo devendo apresentar efeitos
toxicos ou causar danos teciduais (Costa, 2011). Os materiais que preenchem os

requisitos bioldgicos sdo denominados biomateriais, termo que se refere a qualquer
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substancia que possa ser usada por qualquer periodo de tempo como parte de um
sistema e que objetive o tratamento ou a reposicao de qualquer tecido, 6rgdo ou funcédo

do corpo (Anusavice, 2005).

A avaliagcdo da biocompatibilidade dos biomateriais segue recomendacdes de
diversas organizacgdes e federacGes ha mais de 60 anos. Esses testes consistem de uma
sequéncia de protocolos de pesquisa, descritos e regulamentados, tendo por objetivo

regulamentar a avaliacdo da seguranca dos materiais a serem utilizados em humanos.

Os testes podem ser de trés niveis: testes iniciais, testes secundarios e testes de
aplicacdo. Os testes iniciais pertencem ao primeiro nivel, e determinam de maneira
preliminar, o comportamento bioldgico de materiais e de seus componentes de modo a
simular as reacdes bioldgicas desencadeadas pelos materiais quando colocados em ou
dentro dos tecidos do corpo (Hanks et al., 1996). Para este propoésito, tém-se utilizado
parametros como crescimento celular, morfologia celular, contetdo protéico das células

e liberagcdo de mediadores como citocinas e quimiocinas (Hauman & Love, 2003).

Os testes de citotoxicidade sdo os mais comumente utilizados para esta
finalidade e oferecem a oportunidade de estudar a toxicidade promovida pelo material
diretamente ou através da liberacdo de seus componentes (Hauman & Love, 2003); sdo

considerados rapidos, baratos e reprodutiveis (Rezende et al., 2005).

De acordo com Spangberg & Langeland (1973), quando um material for
considerado téxico in vitro, sempre causard irritacdo tissular, entretanto, uma baixa
toxicidade in vitro ndo implica em baixa irritacdo tecidual in vivo, pois ha muitos fatores
envolvidos como a reabsorbilidade, solubilidade nos tecidos, fragmentagdo pelos

fagocitos ou até reacdo inflamatdria induzida.
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Dessa forma, é fundamental a execucdo dos testes secundarios, 0s quais sdo
realizados em animais de pequeno porte como roedores. Neste nivel, os materiais teste
podem ser injetados diretamente (Figueiredo et al., 2001) ou implantados em tecido
subcuténeo (Nassri et al., 2003; Zafalon et al, 2007; De Oliveira et al., 2010) ou intra-
0sseo (Sousa et al., 2006). Os testes secundarios sao realizados no intuito de informar
sobre o padréo de resposta tecidual desenvolvido no organismo frente a um material

(Costa, 2005).

No terceiro nivel, estdo os testes de aplicacdo que envolve o uso de animais,
principalmente cdes ou macacos (Torabinejad et al., 1997; Leonardo et al., 1999;
Bernath & Szabo, 2003). No entanto, sdo testes considerados caros, demorados e
dificeis de serem controlados (Hauman & Love, 2003). Por fim, no intuito de
determinar a biocompatibilidade dos biomateriais, é necessario realizar estudos em
humanos, estudos clinicos retrospectivos ou prospectivos controlados (Hauman & Love,

2003).

Dessa forma, dentre as varias metodologias utilizadas para os testes iniciais e
secundarios, os testes de citotoxicidade e de implantacdo dos materiais em tecido
conjuntivo subcutaneo de animais, respectivamente, parecem ser 0s mais amplamente

utilizados (Estrela, 2001).

Adicionalmente, segundo Ripamonti & Duneas (1996), a histologia €
frequentemente utilizada para a avaliacdo da biocompatibilidade de um material
implantado em tecidos moles, sendo que a maioria dos protocolos baseia-se na
determinacéo qualitativa de um relativo nimero de varios tipos celulares e a quantidade

de componentes da matriz extracelular ao redor do implante, assim como a espessura da
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capsula fibrosa ao redor do implante tem sido comumente utilizada para mensurar a

resposta tecidual do biomaterial implantado.

2.9 A resposta tecido/implante

Uma vez que materiais sintéticos tém sido usados extensivamente nos ultimos 50
anos, torna-se necessaria a compreensdo das respostas celular e tecidual a esses
materiais. Ja é claro que a interacdo tecido-polimero envolve a liberacdo de fatores
quimiotaticos, entre outros, e essas moléculas induzem e sustentam uma resposta

inflamatoria na area do implante (Laurencin et al., 1994).

A reacdo inflamatoria do hospedeiro é uma resposta normal a injdria e presenca
de corpos estranhos. A magnitude e duracdo do processo inflamatério tém um impacto

direto na bioestabilidade e biocompatibilidade do biomaterial (Kao & Lee, 2001).

A inflamagdo serve para conter, neutralizar, diluir ou cercar o agente ou processo
causador da injaria. Adicionalmente, a inflamagdo desencadeia uma série de eventos
responsaveis pela cura e reconstituicdo do sitio implantado do hospedeiro através de
reposicdo de tecido lesado pela regeneracdo de células parenquimais e/ou formacao de

um tecido fibroso cicatricial (Ratner et al., 1996).

Células sanguineas, tais como neutrofilos e mondcitos tém um papel importante
na resposta inflamatoria e na incorporacdo do implante. Linfocitos, plasmacitos, células
“natural killers”, macréfagos e células gigantes sdo ativamente envolvidos no complexo
antigénico ou reagdes imunolégicas que estdo associadas a incorporagédo de transplantes
ou implantes de origem natural. ReacBes imunoldgicas sdo usualmente de menor
importancia quando se utilizam materiais como polimeros sintéticos, metais, ceramicas

ou seus compositos (Ratner et al., 1