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RESUMO 
 

 

Compósitos de polímeros biodegradáveis e biocerâmicas são uma alternativa na área 

de engenharia de tecidos para regeneração óssea, visto que combinam a bioatividade das 

biocerâmicas com a flexibilidade dos polímeros. A doxiciclina (DOX) é um antibiótico de 

largo espectro, tem amplo uso como um auxiliar na terapia periodontal. DOX pode sofrer 

degradação sob oscilação do pH, calor e umidade, e efeitos tóxicos. Para superar estes 

problemas, sistemas de encapsulamento com β-ciclodextrina (βCD) permitem proteção da 

molécula e a sua liberação controlada, que reduzem a frequência de administração, 

concentração terapêutica eficaz e prolonga o seu efeito terapêutico para permitir a 

regeneração dos tecidos periodontais. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar compósitos de 

policaprolactona (PCL), poli (ácido lático-co-glicólico) (PLGA) e biocerâmica de fosfato de 

cálcio bifásico (BCP) carregados com DOX encapsulada em βCD para avaliar a sua 

biocompatibilidade e atividade sobre células osteoblastos. O compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD foi preparado com método de dupla de mistura. O PCL e o 

PLGA (50:50) foram dissolvidos em diclorometano (DMC) e adicionado BCP na razão 1:4 

(PCL+PLGA/BCP) com adição de DOX ou DOX/βCD em concentrações decrescentes entre 

25µl/ml e 1µl/ml. A viabilidade celular/proliferação de osteoblastos foi avaliada utilizando o 

teste MTT (24h, 7 e 14 dias) e a atividade de fosfatase alcalina (FA) e colágeno foram 

avaliados com 7 e 14 dias e Von Kossa com 14 dias. A estrutura dos compósitos foi avaliada 

por meio da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Os resultados obtidos após testes 

de MTT mostraram maior proliferação celular, na presença do compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD, concentração 25µl/ml, com diferença estatística significativa 

(p<0,05) em relação ao controle, em todos os tempos experimentais, sendo maior na segunda 

semana. Os resultados da FA mostraram que o compósito com DOX incluída apresentou 

diferença estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle em todos os tempos 

experimentais, com maior aumento da FA observado na segunda semana. Estes resultados 

sugerem atividade dos osteoblastos durante a osteogênese, estando relacionada à deposição de 

matriz óssea por estas células. Os resultados da produção de colágeno pelas células 

osteblásticas foi maior na presença do compósito e apresentou diferença estatística 

significativa (p<0,05) em relação ao controle, apenas na segunda semana. Estes resultados 

sugerem que o aumento de secreção de colágeno está relacionado à atividade osteogênica. As 

células produziram mais colágeno no decorrer dos períodos analisados indicando que estas 



células sofreram osteogênese até os 14 dias de cultivo, produzindo matriz extracelular na 

presença do compósito. Os resultados de marcação por Von Kossa das células submetidas à 

indução osteogênica na presença do compósito mostraram, visualmente, a atividade 

osteogênica das células, através da formação dos nódulos de mineralização no período de 14 

dias. A avaliação da estrutura arquitetônica porosa do compósito pela MEV mostra que sua 

topografia superficial pode ser apropriada para o cultivo dos osteoblastos. Estes resultados 

permitem concluir que as células foram viáveis na presença do compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD, favorecendo proliferação celular e atividade osteogênica para 

sua aplicação na engenharia de tecidos ósseos. 

 

Palavras-chave: Doxiciclina, Compósitos, Biocerâmica, Polímeros Biodegradáveis, 

Regeneração Óssea, Biomateriais, Osteoblastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 

Composites of biodegradable polymers and bioceramics are an alternative in the area 

of tissue engineering for bone regeneration, since they combine the bioactivity of bioceramics 

with the flexibility of polymers. Doxycycline (DOX) is a broad spectrum antibiotic, has 

widespread use as an aid in periodontal therapy. DOX can suffer degradation under oscillation 

of pH, heat and humidity, and toxic effects. To overcome these problems, encapsulation 

systems with β-cyclodextrin (βCD) allows protection of the molecule and its controlled 

release, reducing the frequency of administration, effective therapeutic concentration and 

prolongs its therapeutic effect to allow for periodontal tissue regeneration. In this study, we 

evaluated composites of polycaprolactone (PCL), poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and 

bioceramics of biphasic calcium phosphate (BCP) loaded with doxycycline encapsulated in 

βCD  to evaluate its biocompatibility and activity on osteoblast cells. The composite BCP / 

PCL / PLGA / DOX / βCD was prepared with double mixing method. The PCL and PLGA 

(50:50) were dissolved in dichloromethane (DMC) added and BCP in the ratio 1:4 (PCL + 

PLGA / BCP) with addition of DOX and DOX / βCD complex decreasing concentrations 

between 25μl/ml and 1μl/ml. Cell viability / proliferation of osteoblasts was assessed using 

the MTT test (24h, 7 and 14 days) and alkaline phosphatase (FA) and collagen were evaluated 

7 and 14 days with Von Kossa and 14 days. The structure of the composites was evaluated by 

Scanning Electron Microscopy (SEM). The results of MTT after tests showed increased cell 

proliferation in the presence of the composite BCP / PCL / PLGA / DOX / βCD , 25μl/ml 

concentration, which was statistically significant (p <0.05) compared to control in all 

experimental times, being higher in the second week. The results showed that the composite 

FA with DOX included statistically different (p <0.05) compared to control in all 

experimental times, with greater increases in FA observed in the second week. These results 

suggest the activity of osteoblasts during osteogenesis and is related to bone matrix deposition 

by these cells. The results of collagen production by cells osteblásticas was higher in the 

presence of composite and showed a statistically significant difference (p <0.05) compared to 

control, only the second week. These results suggest that the increased secretion of collagen is 

related to osteogenic activity. The cells produced more collagen during the study periods 

indicates that these cells underwent osteogenesis up to 14 days of cultivation, producing the 

extracellular matrix in the presence of the composite. The results dialing Von Kossa cells 

undergoing osteogenic induction in the presence of the composite showed visually osteogenic 



activity of the cells through the formation of nodules of mineralization within 14 days. The 

evaluation of the composite porous architectural structure by SEM shows that the surface 

topography can be suitable for the cultivation of osteoblasts. These results indicate that the 

cells were viable in the presence of the composite BCP / PCL / PLGA / DOX / βCD, 

promoting cell proliferation and osteogenic activity for its application in bone tissue 

engineering. 

 

Keywords: Doxycycline, Composites, Bioceramics, Biodegradable Polymers, Bone 

Regeneration, Biomaterials, Osteoblasts. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Com o aumento da expectativa de vida das populações de uma forma geral, estima-se 

que também aumente o número de indivíduos afetados por doenças crônico-degenerativas, 

que afetam o tecido ósseo, como a osteoporose. Além das doenças crônico-degenerativas, as 

deformidades congênitas como a doença de Paget e osteogênese imperfeita, representam um 

enorme custo social, além de um considerável gasto para o sistema de saúde pública. Deve-se 

considerar de grande relevância, os defeitos ósseos provenientes de patologias de origens 

variadas de traumas, tumor, infecções, doença periodontal, devido a razões estéticas e de 

reconstrução dessas estruturas (AIRES, 2008). 

A perda óssea também está associada ao processo de envelhecimento e pode ser 

observada como resultado de variadas doenças metabólicas e de fraturas. Embora o tecido 

ósseo tenha uma considerável capacidade de regeneração, ainda existem muitas situações em 

que este processo está dificultado, constituindo um problema em cirurgia óssea reconstrutiva. 

O envelhecimento da população é acompanhado por uma redução natural das propriedades e 

atividades dos tecidos e órgãos que constituem o corpo. Uma evidência de tal fato pode ser 

visualizada através dos números cada vez maiores de cirurgias envolvendo patologias e falhas 

em tecidos e órgãos. Dentre as alternativas disponíveis para os procedimentos cirúrgicos 

ligados à reconstrução de tecidos e órgãos estão o autotransplante (enxerto autógeno), o 

aloenxerto (transplante entre indivíduos geneticamente diferentes, de uma mesma espécie), o 

xenoenxerto (enxerto cirúrgico de tecido de uma espécie para outra distinta) e os biomateriais. 

Biomaterias são estruturas de suporte formadas de materiais biocompatíveis. O uso 

clínico de biomateriais osteocompatíveis e bioativos (material que induz uma resposta 

biológica específica, sendo o oposto de bioinerte) (LEGEROZ 2008), tem importantes 

aplicações na reparação e reconstrução óssea. Existem várias técnicas e materiais usados na 

preparação de reparo ósseo, porém deve-se avaliar o comportamento desse material quanto à 

estabilidade em ambiente fisiológico e resistência mecânica (ORÉFICE, 2006). Quando uma 

perda significativa de tecido ocorre como resultado de trauma ou da extirpação de tecido 

doente ou canceroso, uma abordagem alternativa para cura total é a utilização de recursos 

provenientes da engenharia de tecidos (LANGER; VACANTI, 1993; IKADA et al., 2006).  

A engenharia de tecido é baseada na criação de um novo tecido, semelhante ao tecido 

perdido, através da regeneração induzida ou da persuasão do organismo na sua própria cura 

através do endereçamento, ao local específico, de promotores de regeneração, tais como: 
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células, moléculas sinalizadoras, sinais mecânicos e uma estrutura de suporte (WILLIANS, 

2006). Para regenerar o tecido ou órgão lesado, a engenharia de tecidos utiliza três 

ferramentas básicas: células, matrizes tridimensionais (3D) e fatores de crescimento. A 

definição mais ampla dessa técnica incluiria, entre seus objetivos, o desenvolvimento e a 

manipulação de implantes artificiais, de tecidos gerados em laboratório e/ou células e 

moléculas capazes de substituir ou estimular funcionalmente partes defeituosas ou lesadas 

(IKADA et al., 2006; TABATA et al., 2006).  

 Na engenharia de tecidos, as células colonizam a matriz 3D e são as 

responsáveis pela síntese de matriz extracelular (MEC) do novo tecido, enquanto a matriz 3D 

é responsável por fornecer um meio ambiente favorável à execução adequada das funções 

celulares. A maioria das células isoladas de órgãos é dependente de ancoragem. Assim, a 

presença de um material que possa agir como plataforma de adesão e promoção do 

crescimento celular é essencial.  

Biomateriais são normalmente associados aos materiais colocados em contato com o 

tecido humano com o objetivo de recompor alguma parte danificada. Este tipo de material se 

diferencia de outros materiais por conter uma combinação de propriedades mecânicas, 

químicas, físicas e biológicas que tornará viável a sua utilização no corpo humano 

(ORÉFICE, 2006). As diversas possibilidades de manipulação da estrutura e propriedades dos 

biomateriais e das suas interações com os sistemas vivos oferecem grandes oportunidades de 

concretização, com sucesso, de várias das metas associadas à reconstrução de tecidos e órgãos 

afetados por patologias ou outros tipos de falhas (HENCH, 1998). Uma abordagem para 

melhorar as propriedades mecânicas e químicas de biomaterias é a produção de compósitos 

orgânico-inorgânico, que é a associação de diferentes materiais para uma finalidade comum, 

buscando otimização de propriedades (LEGEROZ 2008). 

 Os compósitos podem ser semelhantes às MEC e capazes de estimular as 

células à diferenciação, visando assim, a recuperação do tecido lesado. De modo interessante, 

os compósitos 3D apresentam a vantagem de permitir um cultivo celular com definição 

espacial. Além disso, o desenvolvimento de compósitos artificiais para reconstrução óssea 

oferece diversas vantagens para estudos com células em relação aos demais tipos de materiais, 

devido a sua semelhança com o tecido ósseo (ARINZEH et al., 2005). A regeneração do 

tecido ósseo feita por compósitos cerâmicos mostrou-se uma excelente alternativa em técnicas 

terapêuticas recentes, visto que favorecem e reposição óssea. 

 As biocerâmicas (BC) têm apresentado utilidade em reconstruções de grandes 

perdas ósseas faciais e ortopédicas, inclusive no tratamento de osteomielites, mostrando 
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condições satisfatórias em relação à resistência mecânica e módulo de elasticidade do tecido 

ósseo neoformado em função da osteocondução (processo no qual é provido um arcabouço 

micro e macroscópico para possibilitar a migração de elementos celulares envolvidos na 

formação óssea: células mesenquimais, osteoblastos, osteoclastos e vasculatura) (FITCH et 

al., 1997) e osteoindução (processo de recrutamento de células mesenquimais circundantes 

que diferenciarão em células formadoras de cartilagem e osso, sob a influência de BMPs 

(URIST, 1980; STEVENSON, 1999), onde a bioação (capacidade do material de induzir a 

deposição de cristais de apatita sobre sua superfície (LEGEROZ 2008)) envolvida é a 

osteogênese (formação óssea sem a indicação de origem celular, ou seja, o osso neoformado 

pode se originar de células vivas do enxerto ou de células derivadas do hospedeiro) 

(STEVENSON, 1999). Uma definição mais estrita e mais comumente utilizada para 

osteogênese refere-se à formação óssea pelo transplante de células vitais (FITCH et al., 1997) 

(RIPAMONTI, 1996).  

O uso da BC está direcionado para o reparo fisiológico dos componentes celulares, 

contribuindo para a melhoria da qualidade do osso neoformado (HENCH et al., 2000). Entre 

as biocerâmicas pesquisadas como matriz para engenharia de tecido ósseo está o fosfato de 

cálcio bifásico (BCP). A porosidade e interconectividade dos compósitos cerâmicos 

favorecem não só a adesão, a migração, proliferação e diferenciação, mas também a dispersão 

de nutrientes e metabólitos. (CHANG et al., 2000). A matriz, por ser de natureza cerâmica e 

ter elevada porosidade, característica necessária às matrizes 3D, apresenta resistência 

mecânica relativamente baixa, o que limita o seu uso a alguns tipos de aplicação no tecido 

ósseo. Uma estragégia é a inserção de uma matriz polimérica flexível (WEN; WILKES, 1996; 

CHEN; WU, 2005). O desenvolvimento destes materiais compósitos permite combinar as 

propriedades biológicas das cerâmicas bioativas com a flexibilidade dos polímeros. 

 A BC associada a polímeros biodegradáveis foi pesquisada como material para 

ortopedia e recentes estudos realizados com estes biomateriais têm apontado seu enorme 

potencial para o uso em defeitos ósseos, promovendo a osteogênese ou neoformação de osso e 

facilitando sua reposição (RUHÉ et al., 2006). A reposição óssea é uma função ativada por 

macrófagos, a partir dos tecidos ósseos adjacentes pela rápida absorção do β-Tricalcio fosfato 

(β-TCP) com o suporte inerte de hidroxiapatita (HA) densa (HASHIMOTO-UOSHIMA et 

al.,1995). Os compósitos obtidos a partir de biocerâmicas e polímeros melhoraram as 

propriedades físicas dos dois materiais isoladamente, especialmente pelas características 

termoplásticas do polímero, diminuindo a fragilidade da cerâmica e permitindo sua utilização 

na prática clínica (PATARO et al., 2007).  
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 Associado ao biomaterial pode-se utilizar a tecnologia de sistemas de liberação 

controlada de fármacos (SLF), que representa uma das fronteiras da ciência, a qual envolve 

diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o avanço da saúde 

humana. O objetivo dos SLF é manter a concentração do fármaco em sua faixa de ação 

terapêutica por um tempo prolongado, utilizando-se de uma única dosagem (GHANDEHARI; 

DANDU, 2007). 

 Nos SLFs de fármacos usam-se, normalmente, polímeros biodegradáveis. Dentre 

os principais polímeros biodegradáveis, atualmente bastante estudados e/ou utilizados na área 

biomédica, estão a policaprolactona (PCL) e o PLGA poli (ácido lático-co-glicólico) As 

propriedades biodegradáveis da PCL só foram identificadas em 1973 (Li et al., 2005). Para 

facilitar a regeneração de tecido lesado, tem-se desenvolvido técnicas para implantação de 

matrizes colonizadas com as células do tecido em questão (LANGER, 2000). Assim, estes 

dispositivos compósitos BCP/Polímero apresentam grande potencial para serem usados como 

compósitos para engenharia de tecidos, sendo então necessária sua avaliação biológica in 

vitro.  

O sucesso da utilização de um biomaterial pode estar comprometido por vários fatores 

locais que dependem das características do material, da manipulação durante o processo 

cirúrgico e da resposta do hospedeiro ao material implantado. O aparecimento de um processo 

infeccioso local é um fenômeno relativamente frequente que pode comprometer a regeneração 

tecidual e a osteointegração do implante (HENCH, 1998). 

Assim, muitas vezes é necessária a utilização sistêmica de antibióticos para combater a 

infecção local. Dentre os diversos antibióticos utilizados clinicamente, as tetraciclinas (TCs), 

nomeadamente a Doxiciclina, apresentam um espectro antimicrobiano apropriado para o 

tratamento de infecções ósseas e uma eficácia clínica comprovada. Além do efeito anti-

infeccioso, este fármaco parece exercer efeitos diretos no microambiente ósseo que, 

aparentemente, se traduzem por um efeito benéfico nos processos de regeneração tecidual 

(CHAUDHARY; AVIOLI, 1994). A caracterização destes efeitos a nível celular reveste-se de 

particular interesse, pois algumas das ações farmacológicas resultantes podem modular 

favoravelmente a resposta do hospedeiro, contribuindo para o sucesso do processo de 

regeneração óssea (SEYMOUR; AVIOLI; HEASMAN, 1992). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 Tecido Ósseo 

 

 O osso é um tecido que contém células vitais que produzem e respondem a vários 

estímulos externos e internos. Assim como outros tecidos conjuntivos, depois de formado, é 

continuamente destruído e renovado por atividade celular, em resposta a diversos fatores 

sistêmicos e locais e estresse mecânico. Esse processo de remodelagem ocorre através de 

ações coordenadas dos osteoclastos e dos osteoblastos que agem em porções discretas do 

tecido. O tecido ósseo é constantemente remodelado durante toda a vida. Estima-se que o 

esqueleto adulto seja totalmente renovado a cada quatro anos (PARFITT, 2002). Os fatores 

que regulam estes efeitos são gerados sistemicamente ou produzidos no local, tais como os 

metabólitos do ácido araquidônico, os fatores de crescimento e as citocinas (MUNDY, 1991; 

DZIAK, 1993). 

O tecido ósseo pode ser categorizado em quatro componentes microestruturais: 

células, matriz orgânica, matriz inorgânica e fatores sinalizadores solúveis (BUCKWALTER 

et al., 1995). É constituído de 70% de componentes inorgânicos e 30% de componentes 

orgânicos. Nesta parte orgânica encontra-se 2% de células e 98% de matriz extracelular, onde 

o colágeno proteico fibroso é o principal elemento, perfazendo 95%. Os 5% restantes são 

representados por polissacarídeos, lipídeos e fosfolipídeos. Entre os componentes inorgânicos 

encontra-se o cálcio e o fosfato, que formam a hidroxiapatita (HA) (Ca10(PO4)6 (OH)2) e 

outros elementos como magnésio, sódio, potássio e, em menor concentração, zinco, 

manganês, flúor e molibidênio (KAPLAN, 1991). 

Além de sua função de suporte e proteção, o tecido ósseo funciona como reservatório 

de minerais e sua complexa fisiologia é controlada por fatores hormonais, forças mecânicas, 

fatores de crescimento, citocinas e fatores piezoelétricos (TEN CATE, 1994). As etapas do 

desenvolvimento ósseo são fortemente reguladas por uma hierarquia de programas genéticos, 

endócrinos e mecânicos (BRACHVOGEL et al., 2003). Não existe mais o antigo conceito de 

predeterminação genética imutável no que concerne a formação de tecido ósseo. Muitos 

caminhos de sinalização tem se mostrado de fundamental importância na comunicação inter-

osteoblastos (NOMURA; TAKANO, 2000), gerando um campo de resposta muito maior do 

que o sítio estimulado. Células ósseas são organizadas em uma rede de interconexão que se 
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estende dos osteócitos enclausurados na matriz até os osteoblastos presentes na superfície 

óssea (TURNER; ROBLING; DUNCAN, 2002). 

Os principais fenótipos celulares associados ao osso são o osteócito, o osteoblasto e o 

osteoclasto. O osteócito fica dentro da matriz extracelular, após esta ter sido por ele 

depositada sob a forma de osteoblasto. O osteoblasto é responsável pela formação óssea tanto 

do tecido osteóide, como da mineralização com a formação de cristais de HA. O osteoclasto é 

o responsável pela reabsorção óssea e é encontrado nos locais de maior atividade óssea, como 

em processos patológicos como fraturas, tumores ósseos primários e metástases de outros 

tumores nos ossos. O osteoblasto tem origem primária em uma célula mononuclear de 

linhagem sanguínea chamada células-tronco mesenquimais (CTMs), e o osteoclasto é 

derivado de um monócito macrófago, sendo que serão diferenciados de suas células de origem 

durante toda vida. O tecido ósseo encontra-se em contínuo processo de deposição e 

reabsorção, regulado por uma série de hormônios e outros elementos (MARINHO, 1995). 

Macroscopicamente, o osso é composto por tecido ósseo cortical, correspondente a 

80% de seu peso total no organismo humano, mas ocupa apenas 50% da área, sendo 

encontrado principalmente na diáfise dos ossos longos. O restante da área é ocupado pelo 

tecido ósseo esponjoso, que corresponde aos demais 20% do peso. Quanto ao metabolismo, o 

osso esponjoso é oito vezes mais ativo, apresentando maior remodelação (BLACK, 1991). 

Num estado fisiológico normal, existe um acoplamento entre reabsorção e formação 

relacionadas com a remodelagem óssea. Entretanto, em várias doenças metabólicas que 

podem acometer os ossos, como por exemplo, nas osteoporoses há um relativo excesso de 

destruição óssea comparada com sua respectiva formação, ocorrem anormalidades nesta 

coordenação. Isso é comumente causado pelo desequilíbrio entre os processos de reabsorção e 

neoformação óssea (MUNDY, 1991).  

 Os mecanismos que afetam o balanço entre reabsorção e formação não são 

completamente compreendidos. No entanto, há crescente evidência de que uma cascata 

complexa de eventos relacionando fatores autócrinos e parácrinos do hospedeiro estejam 

envolvidos na regulação desse metabolismo (MUNDY, 1991). O primeiro evento celular da 

sequência de remodelagem óssea consiste na formação e ativação dos osteoclastos, que 

exercem um papel regulatório dessa atividade. O tecido que é removido é, subsequentemente, 

reposto pela ação das células osteoblásticas, o que leva à formação de elementos da matriz 

orgânica e sua eventual mineralização (DZIAK, 1993). 

 Os eventos relacionados com a formação óssea incluem atração dos precursores 

de osteoblastos para o sítio do defeito ósseo, a partir de um processo de quimiotaxia, e 



24 

 

estimulação da proliferação e maturação destes precursores, os quais são capazes de sintetizar 

as proteínas ósseas, ou seja, colágeno tipo I, osteocalcina, osteopontina, fosfatase alcalina, 

proteoglicanos e outros componentes estruturais. Além disso, ocorre a síntese de fatores 

regulatórios de crescimento, os quais são estocados dentro da matriz óssea por curto período 

de tempo, quando então, acontece a mineralização dessa estrutura (MUNDY, 1991). 

 Quanto à destruição óssea, está claro que os osteoclastos podem tornar-se ativados 

por mudanças na superfície mineral do osso. São formados a partir de precursores 

hematopoiéticos da medula, os quais interagem com os elementos formadores do sangue, 

como linfócitos, monócitos e granulócitos. Após a maturação dos precurusores, a fase de 

reabsorção óssea osteoclástica ocorre por um período de dez dias. Nos últimos anos, houve 

um aumento marcante na compreensão sobre o papel das citocinas geradas no ambiente ósseo. 

Estas citocinas podem ser geradas por células imunes, tais como os linfócitos e monócitos na 

cavidade medular ou por outras células ósseas, particularmente as células da linhagem 

osteoblástica (MUNDY, 1991). 

 A prostaglandina E2 (PGE2) é o principal metabólito do ácido araquidônico e 

pode ser produzida pela maioria das células. Possui efeito significante sobre o metabolismo 

ósseo e seu possível papel na reabsorção óssea estimulada por IL-1 tem sido extensivamente 

estudado com resultados conflitantes (TATAKIS, 1993). Alguns estudos in vitro têm 

mostrado que a inibição da síntese de PG (prostaglandina) não tem efeito sobre a atividade de 

reabsorção óssea mediada por IL-1 (THOMSON; SAKLATVALA; CHAMBERS, 1986). 

Outros achados in vitro sugerem que, embora as PGs contribuam para o processo de 

reabsorção através do aumento do efeito da IL-1, esta não requer PGs para seu efeito de 

reabsorção (TATAKIS, 1993). As PGs estão envolvidas no recrutamento de osteoclastos 

estimulados por IL-1, podendo afetar as células progenitoras dos mesmos, além de promover 

sua diferenciação. De modo geral, as evidências sugerem que a IL-1 tem efeitos sobre a 

reabsorção dependentes e independentes de PGs (TATAKIS, 1993). 

 

2.2 Osteoblastos  

 

 Os osteoblastos são as células responsáveis pela síntese, deposição e mineralização da 

matriz extracelular óssea. Os mecanismos que governam estas atividades ainda são em grande 

parte desconhecidos (LANGER, 2000). Células-tronco, células osteoprogenitoras e seus 

precursores mesenquimais aparecem no embrião em grande quantidade. No organismo adulto 

verifica-se a presença dessas mesmas células, embora em número bem menor, e tudo indica 
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que elas contribuem para a reposição de osteoblastos no turn over ósseo e nos processos 

reparativos (YANG et al., 2002). Sabe-se hoje que essa ação é regulada pela expressão 

diferenciada de genes ligados a proliferação e diferenciação das células ósseas (LANGER; 

VACANTI, 1993). Durante o processo de osteogênese, os osteoblastos são progressivamente 

transformados em osteócitos à medida que ficam aprisionados dentro das lacunas circundadas 

por matriz óssea produzida por eles (AUBIN, 2001). 

Os osteoblastos não apenas iniciam como também controlam a mineralização óssea. 

Todas as células osteogênicas contribuem individualmente para o remodelamento ósseo. A 

interação entre elas controla a atividade e a intensidade deste remodelamento. Essa interação 

de contato célula-célula pode ser mediada por moléculas da família das integrinas ou pode ser 

mediada pela liberação de polipeptídeos que funcionam conectando-se a receptores 

específicos. Entre os fatores polipeptídicos conhecidos, uma família de citocinas pleiotrópicas 

que partilham um sinal comum desempenha um papel chave no remodelamento ósseo 

(HEYMANN, 2000). Desta família fazem parte, entre outras, a IL6 e a IL11 (GEORGES et 

al., 2009). 

A reparação tecidual óssea é um processo complexo que envolve respostas locais e 

sistêmicas. Frequentemente, essa reparação é mais lenta em relação à separação de tecidos 

moles, devido a diferente morfologia e composição entre os tecidos. O tecido ósseo possui 

uma enorme capacidade de regeneração na maioria dos casos, o que possibilita a restauração 

de sua arquitetura e função original. No entanto, existem algumas condições que dificultam 

essa capacidade de regeneração e a completa reparação pode não ocorrer, caso não haja um 

bom suprimento sanguíneo, estabilidade mecânica ou ocorra alta proliferação de outros 

tecidos locais (PINHEIRO; LIMEIRA JUNIOR; GERBI, 2003). Os métodos tradicionais, tais 

como pinos intramedulares, revestimentos e fixadores externos, não exigem a implantação de 

enxerto ósseo, dependendo do local onde aconteceu a lesão para a síntese do osso. 

Consequentemente, defeitos ósseos que comprometam a recuperação total do osso lesado 

podem ser beneficiados pelas terapias baseadas em células que possuem potencial 

osteogênico, as quais seriam transferidas para o local da perda óssea. 

Quando lesões ou defeitos ósseos ocorrem nas mais variadas situações clínicas, a 

construção tecidual, que devolve a integralidade funcional e mecânica, constitui-se num passo 

necessário para a reabilitação do paciente. A maior parte dessas lesões, em virtude do seu 

potencial de regeneração espontânea, repara-se adequadamente pelo emprego de terapias 

conservadoras ou técnicas cirúrgicas convencionais. No entanto, procedimentos de enxertia e 

substituição óssea são frequentemente necessários, especialmente em ortopedia e em 
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intervenções bucomaxilofaciais, quando da existência de defeitos ósseos extensos decorrentes 

de traumas, procedimentos cirúrgicos e deformidades ósseas congênitas (CANCEDDA, 

2003). 

A regeneração óssea requer a interação de células, fatores de crescimento e matrizes 

extracelulares como o coágulo da fibrina. Assim, para efetivamente imitar o processo natural 

de reparação óssea, estratégias de engenharia de tecidos estão sendo desenvolvidas a fim de 

aperfeiçoar a indução da remodelação óssea utilizando matrizes tridimensionais (compósitos) 

biodegradáveis adequadas em relação à estrutura mecânica, proliferação e viabilidade das 

células, quando colonizadas em compósitos. O sucesso clínico das estratégias em engenharia 

de tecidos depende da existência de uma fonte de células para a geração de osteoblastos 

funcionais. 

Na estratégia da bioengenharia de tecido ósseo, o transplante autógeno de células é um 

dos mais prósperos conceitos em desenvolvimento. Esta técnica elimina a morbidade do sítio 

de doadores em intervenções que envolvem enxertia autógena. Além de suprimir reações de 

imunogenicidade inerentes a procedimentos que utilizam enxertos alógenos, assim como evita 

o risco de insucessos que permeia regimes terapêuticos à base de implantes alopáticos na 

reconstrução das estruturas envolvidas (VACANTI et al., 1998). 

A Figura 1, adaptada de Hench, ilustra o esquema do ciclo celular de células 

osteogênicas progenitoras (HENCH, 2008). 

 

Figura 1: Esquema do ciclo celular de células osteogênicas progenitoras levando a (1) morte celular programada; 

(2) mitose e proliferação celular; ou (3) diferenciação terminal e formação de osteócito mineralizado. 

Fonte: Hench, 2008. 
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Nesse sentido torna-se necessário estabelecer condições para que o tecido ósseo possa 

se regenerar em situações clínicas consideradas inóspitas, como em locais que apresentem 

suprimentos sanguíneos comprometidos, em áreas de difícil consolidação, em regiões que 

possuem defeitos com dimensões críticas e no levantamento de seio maxilar onde o tecido 

esteja completamente ausente. Para a maioria dessas aplicações, uma fonte celular é 

imprescindível (BOYAN et al., 2003). 

 

2.3 Engenharia de Tecidos  

 

A Engenharia de Tecidos é uma área científica em contínua expansão. Os 

desenvolvimentos conseguidos por esta área têm contribuído significativamente para diversos 

avanços no campo da medicina regenerativa. Esta ciência multi e interdisciplinar combina os 

conhecimentos de diversas outras áreas, como biologia, ciências da saúde, de engenharia e 

ciência dos materiais, com o objetivo de desenvolver substitutos sintéticos para tecidos 

humanos. Para se atingir este objetivo utilizam-se, de uma forma genérica, combinações 

específicas de células e compósitos. Juntos, células e compósitos geram um material cujas 

características podem ainda ser moduladas através do sistema de cultura utilizada (LLOYD-

EVANS, 2004; BARBANTI, 2005). 

A perda de tecidos por traumas ou doenças acomete a população de maneira geral e 

irrestrita. Aliado à evolução dos exames clínicos e de diagnósticos, atualmente é uma prática 

comum identificar as causas e o local da perda tecidual. Entretanto, apenas identificá-la não é 

suficiente, assim torna-se necessário uma ação corretiva que permita a recuperação da função 

restaurando ou mimetizando a função original (BOSCHI, 1995). 

A reposição total e/ou parcial é feita através de duas alternativas: transplantes e 

implantes. Em relação aos transplantes, os tecidos ou órgãos podem ser obtidos de doadores 

vivos, como, por exemplo, no caso do coração, rins, etc.; ou de cadáveres, como no caso de 

ossos liofilizados e congelados. Em ambos os casos, torna-se necessário a utilização de 

fármacos imunossupressoras, para evitar a rejeição dos órgãos e de outros medicamentos que 

neutralizem a possível contaminação microbiológica (HENCH, 1998). A segunda alternativa 

é a utilização de um implante, dispositivo médico feito de um biomaterial que é 

intencionalmente inserido dentro do corpo, total ou parcialmente inserido abaixo da superfície 

epitelial (definição do Consenso da Sociedade Europeia de Biomateriais) (WILLIANS, 1987). 

Nestes casos, o biomaterial pode ter origem distinta: biológica ou sintética. Na forma 
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sintética, os materiais devem ser produzidos com o intuito de serem biocompatíveis com o 

meio implantado, permitindo recuperar a função do sítio receptor (BARBANTI et al., 2005). 

Em função do tempo de permanência no corpo humano, os implantes podem ser 

classificados em dois grandes grupos, permanentes ou temporários. Implantes permanentes 

quase sempre geram inflamação crônica, sendo uma resposta tipicamente benigna a um corpo 

estranho, mas que podem conduzir a complicações clínicas mais severas, como a contração 

dos tecidos (GRIFFITH, 2002).  

Os implantes são ferramentas da engenharia de tecidos, que consiste na regeneração de 

órgãos e tecidos vivos através do recrutamento de tecido do próprio paciente, que é associado 

em células e cultivado sobre suportes biológicos ou sintéticos, conhecidos como compósitos 

(suportes, matrizes tridimensionais, arcabouços, estruturas, etc.). Os compósitos direcionam 

as células durante o processo de reparação ou regeneração dos tecidos. As células podem ser 

outra ferramenta da engenharia de tecidos, que podem ser conduzidas por moléculas 

bioativas, transferência de genes ex-vivo e outros fatores físicos na formação de novo tecido 

in vitro, para depois serem implantadas in vivo. Alternativamente, as células e as matrizes 

especiais, as quais podem conter moléculas bioativas tais como fatores de crescimento, podem 

ser combinadas in vivo para melhorar a reparação de tecidos (LANGER, 2003). 

A Figura 2 ilustra o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia de tecidos 

(LLOYD-EVANS, 2004; BARBANTI, 2005). 

 

Figura 2: Técnica da Engenharia de Tecido. Fonte: Barbanti, 2005. 
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2.4 Matrizes para Engenharia de Tecidos (Compósitos) 

 

Os compósitos são uma associação de materiais para uma finalidade comum, buscando 

otimização de propriedades e têm sido usados no estímulo da formação de tecido ósseo e 

osteointegração (LEGEROS, 2008). A regeneração do tecido ósseo feita por compósitos 

cerâmicos mostrou-se como uma excelente alternativa em técnicas terapêuticas recentes. 

Além disso, o desenvolvimento de compósitos artificiais para reconstrução óssea oferece 

diversas vantagens distintas para estudos com células (ARINZEH et al., 2005; UEMURA et 

al., 2003). 

Estes compósitos devem possuir unidades moleculares que possibilitem modificações 

e taxa controlada de biodegradação, não desenvolver toxicidade tópica ou sistêmica, possuir 

propriedades para promover ou inibir interação célula-matriz e célula-célula, apresentar 

respostas imunes à inflamação. Além disso, deve ser um material de fácil produção, 

purificação ou aquisição e apresentar compatibilidade com substâncias químicas e soluções 

aquosas em condições fisiológicas (HOLMES, 1986).  

Os compósitos devem ainda ser osteocondutores, promotores e integradores no que se 

refere à capacidade do enxerto conduzir o desenvolvimento de novo tecido ósseo através de 

sua matriz de suporte, requerendo a presença de tecido ósseo pré-existente como fonte de 

células osteoprogenitoras. Este compósito deve ser gradativamente reabsorvido e 

simultaneamente substituído pelo tecido ósseo neoformado. (SICCA et al., 1990).  

A osteoindução é a capacidade do enxerto induzir a diferenciação de células 

mesenquimais do leito receptor em osteoblastos, os quais promovem a formação de novo 

tecido ósseo. Este mecanismo está relacionado à atividade da Bone Morphogenetic Protein 

(BMP), presente na matriz óssea (UEDA, 2003). A osteopromoção é a capacidade de 

formação óssea em tecidos que não sejam ósseos, tais como, tendões, ligamentos e tecido 

muscular (ZAFFE et al., 2005). E por fim, a osteointegração, que é a capacidade do material 

substituto unir-se quimicamente sem a interposição de tecido fibroso. O enxerto é considerado 

osteogênico quando células ósseas vivas do próprio enxerto permanecem com capacidade de 

formação de novo tecido ósseo no leito receptor.  

Considerado de forma integrada, tanto sob o aspecto da engenharia de materiais 

quanto ao tipo de tecido e reparo necessário, o primeiro passo para a reconstrução de um 

órgão ou tecido visa a seleção do suporte para as células. A seleção leva em consideração 

tanto o tipo e o local da lesão, como a sua extensão (BARBANTI, 2005). Esta estratégia 

permite que as células façam adesão ao suporte, proliferem e secretem matriz extracelular 
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específica do tecido ósseo, até obter-se um substituto artificial com características morfo-

funcionais do tecido original, que pode finalmente ser transplantado para tratar o defeito em 

causa. Para que uma estratégia deste tipo seja bem sucedida, pelo menos três componentes 

fundamentais devem ser cuidadosamente estudados: o material de suporte (compósito), as 

células e o sistema de cultura in vitro (HUTMACHER, 2000). Ainda, a estabilidade e 

degradabilidade de compósitos nos fluidos corporais são aspectos importantes do 

comportamento de materiais para aplicações em Engenharia de Tecidos (PEREIRA et al., 

2005).  

Quando células ósseas se aderem a um substrato sólido, o seu comportamento e função 

dependem das propriedades do biomaterial. As características superficiais e topografia, a 

superfície química e tratamento, bem como as características de degradação do biomaterial 

afetam a viabilidade celular, adesão e expansão, mas também influenciam a adsorção de 

moléculas biológicas secretadas das células ósseas que podem formar uma matriz extracelular 

que, por sua vez, ativam receptores da superfície celular e proteínas intracelulares envolvidas 

na transdução de sinais. Outro aspecto importante da implicação da interface célula-

biomaterial na mecanotransdução óssea é a capacidade do biomaterial para adsorver 

biomoléculas secretadas pelas células ósseas ou de ser modificado de forma que estas 

biomoléculas farão parte da superfície do biomaterial (SIKAVITSAS; TEMENOF; MIKOS, 

2001). 

 

2.5 Biomateriais  

 

Os biomateriais são substâncias de origem natural ou sintética que são utilizadas, de 

forma transitória ou permanente, como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou 

substitui algum tecido, órgão ou função do corpo humano (CLINICAL APPLICATIONS OF 

BIOMATERIALS, 1982). Atualmente, o uso de biomateriais tem se tornado uma prática 

bastante empregada em diversas especialidades médicas e vários fatores têm incentivado o 

desenvolvimento de novos materiais com propriedades mais aprimoradas e adequadas à 

aplicação do implante e que executem sua função com êxito pelo período de tempo desejado. 

Dentre esses fatores, podem ser citadas a necessidade de se reduzir o número de cirurgias de 

revisão destinadas a substituir implantes danificados, o aumento da expectativa de vida da 

população e o aumento do número de acidentes traumáticos que implicam na substituição 

total ou parcial de tecidos. 
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Existem diversos tipos de dispositivos que podem ser classificados em: bioinertes; 

biodegradáveis e não biodegradáveis; dispositivos injetáveis; bioadesivos e compósitos, 

dependendo do material envolvido na sua concepção (MEDLICOTT et al., 1994). Os 

materiais bioabsorvíveis são projetados para, após certo período de tempo em contato com o 

tecido vivo, serem consumidos lentamente pelo organismo, dando lugar ao tecido recuperado. 

Os materiais bioativos permitem uma resposta biológica específica na interface com o tecido 

vivo, possibilitando a formação de uma ligação de natureza química entre o tecido e o próprio 

material. Neste caso, o tecido é capaz de interagir intimamente com o material, depositando-

se diretamente sobre a superfície do mesmo sem a intervenção da camada de tecido fibroso. 

Dispositivos que não são biodegradáveis possuem a vantagem de permitir o controle 

do tempo de exposição do ambiente da bolsa periodontal ao fármaco. Entretanto, a principal 

limitação desse tipo de dispositivo é a necessidade de remoção do mesmo após o período de 

tratamento e vários problemas têm sido associados a esse procedimento (MEDLICOTT et al., 

1994). Normalmente, é necessária competência técnica para assegurar a retirada completa do 

dispositivo vazio, devido à possibilidade do aparecimento de efeitos indesejáveis, tais como 

inflamação do tecido local, resultantes do reconhecimento pelo sistema imune de um corpo 

estranho (fragmentos). Além disso, a remoção do dispositivo é acompanhada por um rápido 

declínio na concentração antibacteriana do fármaco (TONETTI et al., 1998), o qual está 

frequentemente associado com recolonização da bolsa periodontal. Por outro lado, os 

dispositivos biodegradáveis possuem a grande vantagem de o paciente necessitar de apenas 

uma visita ao dentista para a inserção do dispositivo, que não precisa ser retirado, havendo 

diminuição das visitas clínicas e assegurando melhor adesão do paciente ao tratamento. Um 

número crescente de sistemas biodegradáveis tem sido desenvolvido com o objetivo de 

proporcionar liberação prolongada e/ou controlada de antimicrobianos, em concentração 

adequada. 

Um biomaterial ideal deveria induzir uma rápida, previsível e controlada cicatrização 

dos tecidos hospedeiros (OLIVEIRA; NANCI, 2004). Os biomateriais podem ser usados para 

implantação permanente no corpo humano ou como um suporte temporário de células e 

tecidos. Em ambos os casos, a superfície desses materiais deve prover sinais químicos e 

físicos que guiem a diferenciação e agrupamento de células para formarem os novos tecidos 

(DIENER, 2005). Segundo Tengvall e Lundström (1992), alguns pré-requisitos são desejáveis 

para que um biomaterial seja aplicado em tecidos duros (ossos e dentes) e moles (tecido 

conjuntivo, epitelial, mucosa) como:  



32 

 

 Biocompatibilidade, que significa uma menor toxicidade intrínseca do 

material, baixa reatividade com macromoléculas, indução de resposta inflamatória ao 

longo do tempo e imunogenicidade;  

 Biofuncionalidade, por exemplo, mecânica, que é diferente para osso, 

tecido mole ou próteses vasculares;  

 Textura de superfície compatível com a adesão celular;  

 Resistência à corrosão, para manter as propriedades mecânicas e 

impedir a degradação do material frente aos fluidos corporais, se for o objetivo do 

biomaterial;  

 Bioadesividade, química, eletrostática e mecânica, com o intuito de 

promover uma ligação entre a órtese e o tecido adjacente, combinando um período 

apropriado de cicatrização, evitando uma encapsulação fibrosa do implante;  

 Prevenir uma adesão bacteriana e/ou facilitar sua morte;  

 Baixo custo e facilidade no processamento também são desejáveis.  

O critério de seleção de biomateriais é baseado principalmente na aplicação a que se 

destinam. Em indicações ortopédicas e odontológicas, os materiais são componentes de 

implantes estruturais ou são usados para reparar defeitos ósseos. A escolha de um material 

para ser utilizado como biomaterial passa, necessariamente, pela análise de um conjunto de 

requisitos. Assim, um material apto a ingressar na classe de biomateriais deve apresentar 

biocompatibilidade e biofuncionalidade (PRADO DA SILVA, 1999).  

 

 Biocompatibilidade e Biofuncionalidade 

 

Entende-se por biocompatibilidade a capacidade de um material desempenhar uma 

aplicação específica, com uma resposta apropriada do organismo receptor e é principalmente 

controlada pelas características da superfície do material (WILLIANS, 1987). A 

biofuncionalidade está associada às propriedades mecânicas (características da estrutura do 

material) e outras que estes materiais devem possuir para cumprir sua função com êxito e pelo 

tempo desejado. No entanto, os requisitos de biocompatibilidade e biofuncionalidade são 

raramente encontrados em um único material. Diversos estudos têm sido realizados a fim de, 

através do uso de compostos para recobrimentos, combinar a biocompatibilidade e as 

propriedades mecânicas de diversos materiais para obtenção de dispositivos mais adequados 

para aplicação biológica.  
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Conforme o Órgão Internacional de Padronização (International Standard 

Organization), ISO 10993, o teste de citotoxidade in vitro deve ser o primeiro teste a ser 

realizado para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos 

biomédicos. Entende-se por citotoxidade a capacidade intrínseca do material de promover 

alteração metabólica de células em cultura, podendo esta culminar ou não em morte celular. 

Os testes de citotoxidade avaliam a resposta celular a um dado material quando este é 

inserido em um meio de cultura celular. O contato célula-material pode ser realizado de três 

formas: contato direto, contato indireto ou contato por extração. O contato direto é realizado 

colocando-se amostras do material a ser testado sobre uma monocamada celular ou semeando 

as células sobre a superfície das amostras. No contato indireto, utiliza-se uma camada 

intermediária entre a monocamada celular e as amostras a serem testadas. O material mais 

comumente utilizado como camada intermediária é o ágar e, neste caso, o teste é denominado 

teste de difusão sobre camada de ágar (“ágar overlay diffusion test”). Já no contato por 

extração são utilizados veículos de extração para retirar amostras do material a ser testado. Os 

materiais mais utilizados como veículos de extração são: água destilada, solução salina, saliva 

artificial, fluido corporal simulado (simulated body fluid/SBF) e meio de cultura com soro 

(NAKAMURA et al., 1995). 

A biocompatibilidade dos materiais pode ser avaliada tanto por meio de testes in vitro 

quanto por testes in vivo. A realização destes testes tem como objetivo predizer o 

comportamento dos materiais quando expostos a interações com células e fluidos do corpo 

humano. Embora a avaliação de como um material irá se comportar in vivo não possa ser 

completamente realizada através dos resultados de uma análise in vitro, esses testes permitem 

obter informações significativas em um período de tempo mais curto do que nos testes in vivo. 

Além disso, os testes in vitro apresentam algumas vantagens, tais como limitação do número 

de variáveis experimentais, a reprodutibilidade do processo e o baixo custo operacional para a 

sua realização (NAKAMURA et al., 1995). 

 

 Bioatividade 

 

A bioatividade dos materiais está associada a sua capacidade de interagir com o tecido 

vivo e estimular processos físico-químicos dos sistemas biológicos capazes de permitir a 

integração do material no ambiente receptor. Quando um material bioativo é implantado no 

corpo humano, uma série de reações bioquímicas e biofísicas ocorre na interface tecido-

implante. Estas reações resultam em uma forte interação interfacial associada à formação de 
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uma camada de HA na superfície do implante (CAO; HENCH, 1996). A precipitação de 

fosfato de cálcio em soluções simuladoras de fluidos corpóreos (SBF) fornece um método 

para avaliar a bioatividade dos materiais in vitro, em decorrência do processo de tal 

precipitação ser similar ao de biomineralização. A HA é considerada a fase 

termodinamicamente mais estável em ambientes fisiológicos (XIONG; LENG, 2005).  

 

2.6 Liberação de fármacos  

 

A tecnologia de liberação controlada de fármacos representa uma das fronteiras da 

ciência, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o 

avanço da saúde humana. Sistema de liberação lenta, tardia ou retardada é um sistema onde o 

fármaco libera-se de forma mediata e com um tempo pré-fixado. Quando um fármaco é 

aplicado neste tipo de sistema, os níveis sanguíneos se mantêm dentro da faixa terapêutica 

durante um intervalo de tempo maior, assim é mais eficaz do que as formas convencionais. O 

nível de efeito descreve um platô ao longo do tempo na dose terapêutica que diminui 

lentamente. Os implantes representam os SLFs destinados à inserção em tecidos ou órgãos. 

Entre os anos 60 e 80, foram desenvolvidos os primeiros sistemas implantáveis para liberação 

de fármacos.  

 Os sistemas de liberação, frequentemente descritos como “drug delivery 

systems”, oferecem inúmeras vantagens quando comparados a outros de dosagem 

convencional (LANGER, 1990; MIRTH, 1987):  

1 - Possibilita o controle e monitoramento dos níveis de fármaco no sítio de aplicação; 

2 - Meio útil de liberar na cavidade oral um fármaco que não é absorvido no sistema 

gastrintestinal (por exemplo, clorexidina);  

3 - Possibilita a obtenção de altas concentrações de fármaco no local a ser tratado até 

100 vezes maiores, quando comparadas com os níveis plasmáticos após a administração 

sistêmica;  

4 - Pode mascarar o sabor e odor desagradável de determinados fármacos e evitar o 

aparecimento de manchas nos dentes; 

5 - Uso de agentes antimicrobianos que não permitem o uso sistêmico; 

6 - Reduz o risco de resistência bacteriana em outras áreas do corpo;  

7 - Maior eficácia terapêutica, com liberação progressiva e controlada do fármaco em 

concentrações terapêuticas a partir da degradação da matriz; 
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8 - Diminuição significativa da toxicidade e maior tempo de permanência na 

circulação; 

9 - Natureza e composição dos veículos variada e não há predomínio de mecanismos 

de instabilidade e decomposição do fármaco (bio-inativação prematura); 

10 - Administração segura (sem reações inflamatórias locais) e conveniente (menor 

número de doses); 

11 - Direcionamento a alvos específicos, sem imobilização significativa das espécies 

bioativas; 

12 - Tanto substâncias hidrofílicas quanto lipofílicas podem ser incorporadas; 

13 - Quando são usadas as matrizes biodegradáveis para a liberação de fármacos, 

eliminam a necessidade de retirar o dispositivo de liberação; 

14 - Maior adesão do paciente ao tratamento. 

 

Desde que cada fármaco possua uma faixa de ação terapêutica acima da qual ela é 

tóxica e abaixo da qual ela é ineficaz, os níveis plasmáticos são dependentes das dosagens 

administradas. Este fato é problemático se a dose efetiva estiver próxima à dose tóxica. Os 

SLFs têm o objetivo de prolongar e melhorar o controle da administração de fármacos, liberar 

a quantidade suficiente de fármaco no sítio alvo e manter a concentração do fármaco entre 

estes dois níveis por um tempo prolongado necessário para ser eficiente e preciso, utilizando-

se de uma única dosagem (GHANDEHARI; FARREL, 2011). Para desenvolver diferentes 

formas de dosagem, materiais carreadores têm sido utilizados visando à proteção do princípio 

ativo e evitar a decomposição ou dissolução das moléculas de antibióticos e impedir efeitos 

indesejáveis das formulações. A diferença de concentração plasmática efetiva, em função do 

tempo, entre sistemas convencionais e de liberação controlada, pode ser visualizada na Figura 

3. 
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Figura 3: Perfis de liberação de fármacos em função do tempo: convencional x controlada. 

Fonte: Ghandehari, 2003. 

 

 

Ao longo da fase de desenvolvimento de produtos nanotecnológicos é indicado 

empregar o procedimento de liberação in vitro para selecionar excipientes para as 

formulações, proporcionando uma atividade terapêutica adequada. Pode-se considerar que os 

estudos de liberação proporcionam dados valiosos sobre as particularidades estruturais do 

veículo e a capacidade deste em liberar os fármacos (SATO et al., 2007). 

Tanto a liberação imediata como a liberação sustentada têm sido relatadas para 

descrever o comportamento dos sistemas nanoestrutrados. No caso dos produtos de aplicação 

tópica, ambas as características são interessantes: a liberação imediata pode ser útil para 

melhorar a penetração de uma substância e a liberação sustentada é importante para 

substâncias ativas potencialmente irritantes em concentrações elevadas ou que devam suprir a 

pele por um período prolongado de tempo. A liberação do fármaco depende da dessorção do 

fármaco da superfície das partículas, da difusão do ativo através da matriz, da difusão através 

da parede polimérica, da erosão da matriz polimérica ou da combinação dos processos de 

difusão e erosão (JENNING; SCHAFER-KORTING; GOHLA, 2000). 

 

2.7 Sistemas de encapsulamento de fármacos  

 

A inclusão molecular é um método para melhorar as propriedades de um medicamento 

já existente, com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais, diminuir a concentração do 

medicamento e diminuir o número de aplicações de um determinado arsenal terapêutico e, 

dessa forma, obter maior adesão do paciente (RAJEWSKI; STELLA, 1996). Os principais 

sistemas transportadores usados para preparar estes sistemas são: as macromoléculas 

(albumina, anticorpos monoclonais, ciclodextrinas, dextrano, glicoproteínas), as células 
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(eritrócitos, linfócitos) e as vesiculares (liposomas, nanocápsulas, nanoesferas, sistemas de 

emulsão múltiplos) (LANGER; PEPPAS, 2003).  

Particularmente, a ciência e a tecnologia do encapsulamento constituem um dos 

exemplos de como a aplicação de uma técnica em determinado campo pode ser estendida a 

outros (FILHO, 2011). A encapsulação é bastante utilizada nas indústrias alimentícia, têxtil, 

farmacêutica e cosmética por permitir a proteção de substâncias lábeis e voláteis, o controle 

da liberação do fármaco, contribuindo para a melhoria na biodisponibilidade e redução da 

dose terapêutica e toxicidade.  

Uma alternativa para mascarar propriedades físico-químicas, melhorar a interação 

fármaco/membrana e facilitar a absorção é fazer uso de polímeros para encapsulação de 

fármacos. A adsorção de polímeros aos fármacos é um fenômeno importante, pois pode 

alterar sua hidrofobicidade, facilitando sua redispersão em água, além de alterar o 

direcionamento a alvos específicos do organismo. Além disso, as ciclodextrinas podem ser 

empregadas em SLFs (CORTÉS, 1999). 

 

 Ciclodextrinas (CD’s) 

 

As ciclodextrinas (CD’s) são oligossacarídeos cíclicos compostos de unidades de 

dextroses (glicoses) com formato cone truncado. Estruturalmente, as CD's apresentam duas 

regiões distintas: uma cavidade hidrofóbica e a parte externa hidrofílica devido a presença das 

hidroxilas livres na parte externa das CD's. Esse arranjo estrutural das moléculas de glicose 

nas CD's possibilita a utilização desses compostos como hospedeiros na formação de 

compostos de inclusão. A presença de uma cavidade hidrofóbica e de grupos hidroxilas livres 

na parte externa da molécula permite a "dissolução" em meio aquoso de compostos 

(hóspedes) de baixa solubilidade. Esse aspecto molecular tem possibilitado a utilização de 

ciclodextrinas em diferentes áreas da ciência e tecnologia, sendo o principal domínio de 

aplicação a indústria farmacêutica, em função da possibilidade de obtenção de novos 

fármacos com propriedades físicas e químicas diferentes.  

As CD's naturais são: α, β e γ (Figura 4) têm vinte e um grupos hidroxila e todos esses 

grupos podem ser considerados pontos iniciais para modificações estruturais, e vários grupos 

funcionais têm sido introduzidos em sua estrutura. Seus derivados sintéticos, como a 

hidroxipropil-ß-ciclodextrina estão sendo estudados pela sua capacidade de formar compostos 

de inclusão com moléculas alojadas em sua estrutura (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; 

YUE et al., 2004). O encapsulamento de uma substância nestas moléculas pode levar à 
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mudança em propriedades da substância em questão: solubilidade, taxa de dissolução, 

estabilidade e biodisponibilidade (HIRAYAMA et al., 2002).  

Tomando por base o diâmetro de sua cavidade, a α-ciclodextrina tem um diâmetro 

pequeno para que possa incluir a maior parte dos princípios ativos, ao passo que a β-

ciclodextrina e, melhor ainda, a gama-ciclodextrina sirvam a este propósito, uma vez que 

possuem cavidade de maior diâmetro quando comparadas à α-ciclodextrina. Em relação à 

solubilidade em água, a menos solúvel é a β-ciclodextrina. A gama-ciclodextrina seria a mais 

interessante para o uso farmacêutico, mas seu alto custo torna difícil sua utilização em escala 

industrial. Os principais derivados de ciclodextrina são os obtidos com a β-ciclodextrina 

(SZEJTLI, 1988; MASSON et al., 1998; LOFTSSON; MASSON, 2001). 

As CD's apresentam menor velocidade de absorção e distribuição e excreção mais 

lenta pelos pulmões. Sua biotransformação pode ser comparada à do amido, contudo a 

velocidade é menor, o que se explica pelo fato de as ciclodextrinas não serem hidrolisadas 

pelas β-amilases. As CD's são excretadas pelas fezes em sua forma inalterada (SZEJTLI, 

1988). A maior parte do fármaco incluído na CD é absorvida no estado ativo livre. 

Ciclodextrinas quimicamente modificadas aumentam a absorção das substâncias que 

interagem com elas, apresentando maior aplicabilidade, constituindo novos carreadores em 

liberação controlada para fármacos pouco solúveis em água, incluindo peptídeos e fármacos 

com estrutura proteica. O uso combinado dessas diferentes ciclodextrinas e seus aditivos 

farmacêuticos pode aperfeiçoar as propriedades do fármaco e sua eficácia terapêutica 

(HIRAYAMA et al., 2002). 
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Figura 4: Representação esquemática da estrutura geral e tridimensional das Ciclodextrinas naturais α, β e γ. 

Fonte: Szejtli, 1998. 

 

As principais vantagens do uso das CD's são: estrutura química bem definida, com 

locais de modificação ou conjugação química; a disponibilidade das CD's em diferentes 

tamanhos; são inócuas; possuem atividade farmacológica; aumento da solubilidade, 

estabilidade e biodisponibilidade das moléculas hóspedes (fármacos); correção do odor e 

sabor desagradáveis do fármaco; redução da ação irritante do fármaco sobre as mucosas 

gástrica e intestinal, de efeitos adversos e de interações medicamentosas; a capacidade de 

formar compostos de inclusão, isto quer dizer, moléculas que resultam da soma de dois 

compostos, um dos quais (a molécula hóspede) está situado na cavidade da molécula sem 

significantemente modificar sua estrutura (RICCI; MARCHETTI, 2006). 

As CD's podem formar complexos de inclusão com uma variedade notável de espécies 

iônicas e moleculares, dentre as quais muitos princípios ativos de importância fundamental na 

área farmacêutica. Os complexos de CD's por possuirem uma estrutura cristalina protegem a 

molécula hóspede, prevenindo a degradação natural dos princípios ativos e intensificando os 

seus efeitos. Estes complexos de inclusão apresentam propriedades novas e/ou melhoramento 

das já existentes (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; SZEJTLI, 1988). Outra 

característica que as tornam extremamente interessantes é que elas podem formar um SLF e 

melhorar a liberação do fármaco (BORGMAN, 1986; CORTÉS, 1999). Ao encapsular 
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temporariamente os princípios ativos, as CD's permitem a “liberação controlada” de seu 

conteúdo, desta forma contribuindo para a melhora da biodisponibilidade. 

 

2.8 Polímeros  

 

A aplicação de materiais poliméricos para propósitos médicos cresce muito 

rapidamente e tem sido evidenciada em diversos campos, como engenharia de tecidos, 

implante de dispositivos médicos e órgãos artificiais, próteses, oftalmologia, odontologia, 

reparo ósseo e outros.  

Os polímeros podem ser: polímeros naturais, que são sempre biodegradáveis, como o 

colágeno, a celulose e a quitosana e são muito utilizados como matrizes em liberação de 

fármacos; polímeros naturais modificados, que frequentemente levam muito tempo para 

degradar, mas isto pode ser resolvido adicionando-se grupos polares às cadeias, que por serem 

mais lábeis podem diminuir o tempo de degradação; e polímeros sintéticos, que são também 

largamente utilizados.  

Os polímeros sintéticos fazem parte do cotidiano e representam uma das classes de 

materiais mais versáteis que existem, apresentando inúmeras aplicações, entre as quais, no 

setor farmacêutico (AULTON, 2005; SWARBRICK, 2007; LIU; MAHESHWARI; KIICK, 

2009). Dada a relevância dos polímeros na produção de medicamentos e cosméticos, e a 

importante contribuição que estes agregam ao desempenho das formulações, faz-se necessário 

conhecer um pouco mais sobre estes componentes. 

Os polímeros ditos bioativos e biomiméticos também veem sendo pesquisados. 

Materiais biomiméticos são definidos como aqueles que podem interagir, seletivamente, com 

o microambiente biológico, mimetizando-o. Os polímeros bioativos são aqueles capazes de 

interagir com receptores celulares, via reconhecimento biológico, proporcionando respostas 

específicas (TADDEI, 2005). 

Os polímeros terapêuticos são aqueles aos quais são atribuídas propriedades 

terapêuticas. O controle da funcionalização e arquitetura de polímeros sintéticos permite que 

estes se liguem a receptores específicos, presentes em patógenos ou células, promovendo 

reconhecimento ou comunicação, respectivamente, desencadeando a modulação de respostas 

inflamatórias, adesão celular ou transdução de sinais. Polímeros contendo fármacos 

enxertados também são, frequentemente, denominados terapêuticos (LIU; MAHESHWARI; 

KIICK, 2009). 
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 Polímeros Biodegradáveis e Biorreabsorvíveis 

 

Polímeros biodegradáveis podem ser definidos como aqueles onde todos seus 

componentes orgânicos sofrem total biodegradação macromolecular in vivo, por ação de 

enzimas, micro-organismos ou células (BARBANTI, 2005; NAIR; LAURENCIN, 2007). O 

termo biodegradável é utilizado para polímeros e dispositivos sólidos que devido à 

degradação macromolecular sofrem dispersão in vivo, mas sem a eliminação dos produtos e 

subprodutos pelo organismo. Os polímeros biodegradáveis podem ser atacados por elementos 

biológicos de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou 

outros subprodutos de degradação que podem ser removidos do seu local de ação, mas não 

necessariamente do organismo (YU et al., 2010). 

Polímeros biorreabsorvíveis são materiais e dispositivos sólidos que mostram 

degradação através da diminuição de tamanho e que são reabsorvidos in vivo, ou seja, 

materiais que são totalmente eliminados pelas rotas metabólicas do organismo. São materiais 

que podem ser dissolvidos nos fluidos corpóreos sem qualquer clivagem da cadeia 

macromolecular ou diminuição da massa molecular. Por exemplo, este é o caso da lenta 

dissolução de implantes solúveis nos fluidos orgânicos. Um polímero pode ser 

bioreabsorvível se suas macromoléculas são excretadas totalmente. O uso de polímeros 

biorreabsorvíveis como suporte nos biomateriais para testes in vitro ou in vivo vem tendo 

destaque na engenharia de tecidos (YU et al., 2010).  

Dentre os principais polímeros biodegradáveis e biorreabsovíveis atualmente bastante 

estudados e utilizados na área biomédica estão o poli (ácido lático) (PLA), o poli (ácido 

glicólico) (PGA), a policaprolactona (PCL) e o copolímero do ácido lático e glicólico, o poli 

(ácido lático-co-glicólico) (PLGA) (ORÉFICE, 2006).  

 

 Polímeros em sistemas de liberação de fármacos 

 

A seringa pode ser considerada o primeiro SLF da história. A partir dos anos 60, 

seringas hipodérmicas feitas de vidro, introduzidas em 1853, começaram a ser substituídas 

por seringas de plástico. Polímeros empregados na fabricação de seringas devem ser 

transparentes, apirogênicos, de elevada molhabilidade, com alta estabilidade química e de 

barreira e resistentes à esterilização por radiação gama ou óxido de etileno. Os materiais não 

devem causar coagulação e reações imunológicas quando em contato com tecidos e fluidos 

biológicos (ZELENESTKII, 1972).  
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Cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas são rejeitadas, devido, 

principalmente, à reduzida solubilidade e biodisponibilidade. Para contornar tais problemas, 

polímeros biodegradáveis, capazes de modularem a liberação do fármaco, surgiram como 

alternativas eficazes (QIU; BAE, 2006). Matrizes poliméricas biodegradáveis são, em geral, 

biocompatíveis e degradam in vivo em fragmentos menores que podem ser excretados pelo 

corpo. Estes produtos de degradação não devem ser tóxicos e não causar resposta 

inflamatória. Outra característica importante é a degradação ocorrer em um razoável período 

de tempo, requerido pela aplicação. Se a matriz polimérica não degrada dentro do corpo, ela 

deve ser cirurgicamente removida, implicando em um alto custo e risco para o paciente. Neste 

sentido, a síntese de polímeros biodegradáveis contribuiu para a melhoria destes sistemas, 

visto que eles não requerem remoção cirúrgica e apresentam poucos efeitos colaterais 

(PEPPES, 1987). 

Sistemas poliméricos de liberação de fármacos são largamente utilizados e não só 

permitem uma liberação lenta e gradual do ingrediente ativo, como também podem 

possibilitar o direcionamento a alvos específicos do organismo, como sítios de inflamação ou 

tumor. Os SLFs do tipo polimérico são classificados de acordo com vários mecanismos 

Podem ser fundamentados em sistemas matriciais, reservatórios, gastrorretensivos, entre 

outros. Os sistemas controlados por difusão são os mais comuns (PEPPES, 1987; PEZZINI, 

2007). 

A cada dia são propostos novos sistemas baseados em polímeros sintéticos ou naturais, 

em hidrogéis, em polímeros biodegradáveis ou não, em polímeros bioadesivos, entre outros. 

Exemplos de SLF baseados em polímeros são os adesivos, os implantes, os dispositivos 

médicos e as formas farmacêuticas sólidas matriciais ou reservatórios. Os polímeros são 

incorporados em tais formas farmacêuticas visando diferentes funções, como mascarar odor e 

sabor desagradáveis, proteger o fármaco de condições agressivas do meio ambiente (luz e 

umidade) e do microambiente fisiológico, auxiliar no processo produtivo e para modular a 

liberação do fármaco (ALLEN; GENNARO, 2007).  

 

 Biorreabsorção 

 

É a eliminação total do material e dos subprodutos de degradação (compostos de baixa 

massa molar) sem efeitos colaterais residuais. O uso da palavra "biorreabsorção" é utilizado 

quando a eliminação é total. (LI, 1999; YU et al., 2010). 
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 Biodegradação 

 

O termo biodegradação descreve os processos envolvendo quebra de cadeia e 

modificações da massa molar e da solubilidade do polímero. Processos biológicos, físicos e 

químicos, podem atuar na biodegradação (HEALY, 1999; KOTWAL et al., 2007). Vários 

fatores contribuem significantemente no tempo de degradação dos poliésteres, entre eles o 

tamanho e a forma do dispositivo, a cristalinidade e a massa molar do polímero (JALIL; 

NIXON, 1990). Embora a maioria dos polímeros seja susceptível de sofrer degradação sob 

certas condições, a grande maioria não sofre ataque no organismo, porque as condições 

fisiológicas não são particularmente agressivas à sua estrutura. Um tipo de degradação 

esperada no interior do organismo é a hidrólise, embora existam poucos polímeros com 

estruturas hidrolisáveis (RICCI; MARCHETTI, 2006).  

A degradação in vitro ocorre essencialmente por erosão homogênea em dois estágios: 

o primeiro ocorre por cisão dos grupos ésteres da cadeia, acompanhada por perda da massa 

molecular, sendo sua duração dependente da massa molecular inicial. O segundo estágio 

começa na faixa de massa molecular abaixo de 15.000 Daltons e, além da perda em massa 

molecular, ocorre também perda da força de tensão. A degradação in vitro pode ser 

aumentada na presença da enzima lipase (PITT et al., 1981). 

A degradação in vivo é acelerada por estearases e por adsorção de proteínas 

plasmáticas. Esta adsorção faz com que as moléculas do polímero passem para uma forma 

expandida, aumentando a solubilidade e, consequentemente, acelerando a degradação. O 

processo de biodegradação e bioreabsorção do PCL são descritos na literatura como sendo 

uma sucessão de eventos. A biodegradabilidade do polímero é devida a susceptibilidade da 

ligação alifática éster à hidrólise, sendo os produtos gerados metabolizados pela via do ciclo 

do ácido tricarboxílico ou eliminados diretamente por excreção renal. Exposto aos fluidos 

aquosos do corpo, inicialmente o material sofre hidratação. Com a presença das moléculas de 

água, o processo de degradação dá-se através da hidrólise das ligações ésteres, originando 

produtos na forma de oligômeros (monômeros) solúveis e não tóxicos. A degradação 

prossegue por um processo biologicamente ativo (por enzimas) ou pela clivagem hidrolítica 

passiva, sendo caracterizada pela perda de massa, diminuição de massa molar ponderal média 

(mM) e pela perda de suas propriedades mecânicas, como a resistência à tração e à 

compressão (HUANG et al., 2004). 

A degradação da PCL em comparação com a de outros polímeros é lenta, tornando-o 

adequado para liberação de fármacos por longo período, estendendo-se por mais de um ano. A 
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biodegradação desse polímero pode ser intensificada por copolímeros como o PLA, o PLGA e 

o PGA. A proposta do presente estudo foi colocar proporções iguais de PCL e PLGA em uma 

blenda contendo as propriedades vantajosas desses dois polímeros. O mecanismo da 

degradação in vitro dos polímeros bioreabsorvíveis tem sido avaliado nos últimos anos e 

demonstra ser um processo heterogêneo na extensão do material (Huang et al., 2004). 

  Dentre os produtos da hidrólise das ligações ésteres, a presença de terminais 

ácidos catalisa a reação de degradação. É o chamado efeito autocatalítico dos PCL. O 

processo é homogêneo inicialmente, gerando oligômeros solúveis em água em toda a extensão 

do material. Os produtos presentes na superfície da matriz são difundidos para o meio, 

entretanto, a baixa taxa de difusão dos produtos da reação no interior do material gera um 

acúmulo de ácidos, fazendo com que estruturas densas tenham uma erosão inicial na 

superfície, mas apresentando uma degradação mais acentuada na parte central (SINHA et al., 

2004). Pode-se dizer que quanto maior a proporção de ácido lático no PLGA, maior a 

hidrofobicidade do copolímero e menor será a velocidade de degradação. A biodegradação 

deste polímero ocorre por erosão, por meio de clivagem da cadeia polimérica por hidrólise, 

liberando o ácido lático e glicólico. Estes ácidos, por serem metabólitos naturais do 

organismo, são incorporados ao ciclo de Krebs e eliminados na forma de gás carbônico e água 

(JALIL; NIXON, 1990). 

A biodegradabilidade dos polímeros é um atributo explorado na modulação da 

liberação de fármacos, uma vez que é altamente desejável que um material introduzido no 

organismo seja eliminado depois de cumprida sua função, sem a necessidade de intervenções 

para sua retirada. Os produtos de degradação formados são metabolizados a dióxido de 

carbono e água, via ciclo de Krebs, ou são excretados na urina (KOTWAL et al., 2007). 

Polímeros de origem natural (biopolímeros) são passíveis de degradação in vivo por hidrólise 

ou ataque enzimático. 

 

 Poli (ε-caprolactona) 

 

A policaprolactona (PCL) (Figura 5) é um polímero biodegradável, biocompatível, 

hidrofóbico, da classe dos poliésteres alifáticos, aprovado para utilização em humanos 

(COOMBES et al., 2004; SINHA et al., 2004), que tem sido estudado como polímero para 

sistemas de liberação de fármacos, pois além de não ser tóxico, possui também alta 

permeabilidade a vários fármacos. É obtido pela polimerização por abertura do anel da ɛ-

caprolactona (ROSA et al., 2002). 
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Figura 5: Estrutura química da policaprolactona. 

 

A PCL é um polímero semicristalino, que possui temperatura de transição vítrea -60C 

e baixo ponto de fusão entre 59 e 64C, dependendo da natureza dos cristais do PCL. O peso 

molecular médio das amostras de PCL pode variar de 10000 a 42500, sendo classificado de 

acordo com o peso molecular. A PCL é solúvel à temperatura ambiente em clorofórmio, 

diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano; é 

pouco solúvel em acetona, 2-butano, acetato de etil, dimetilformamida e acetonitrila; e é 

insolúvel em água, álcool e éter dietil (SINHA et al., 2004). 

Dentre os polímeros utilizados, a PCL se destaca devido a sua biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e propriedades mecânicas e por ser um polímero semicristalino, possui 

degradação mais lenta quando comparado aos polímeros amorfos. Desse modo, é possível 

aumentar a eficácia de algumas substâncias em função do aumento da concentração das 

mesmas em sítios específicos e/ou a redução dos efeitos tóxicos em sítios não específicos 

(DAI et al., 2009). 

A PCL é um material mais resiliente que outros polímeros, com características 

melhores para reparação óssea por manter as propriedades físicas da matriz por pelo menos 

seis meses (CIAPETTI et al., 2003; TADDEI et al., 2005). Shantz, Chim e Whiteman (2007) 

usaram uma matriz tridimensional de PCL com liberação controlada de fator 1 derivado de 

células tronco (SDF-1) para engenharia de tecidos. Teoh et al. (2007) desenvolveram uma 

matriz tridimensional de arquitetura única para mediar uma favorável adesão, proliferação e 

diferenciação celular. A matriz bioativa de PCL-20%TCP foi usada no tratamento de defeitos 

ósseos de tamanhos críticos na mandíbula de cachorros e os resultados foram melhorados com 

a adição de PRP (plasma rico em plaquetas) à matriz. A PCL é usada em combinação com 

outros polímeros para a manipulação da taxa de liberação de fármacos, bem como para 

melhorar sua resistência, habilidade e adesão (SINHA et al., 2004).  
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 Poli (ácido lático-co-glicólico) PLGA 

 

O copolímero derivado do ácido lático e glicólico (PLGA), assim como a PCL, é um 

polímero biodegradável, biocompatível sintetizado por uma reação de condensação, através 

da abertura do anel dos dímeros cíclicos (ácido lático e/ou ácido glicólico), representados na 

Figura 6. Entretanto, apresenta maior velocidade de degradação se comparado a PCL 

(COOMBES et al., 2004; SINHA et al., 2004). 

 

 

Figura 6: Representação estrutural do PLGA. 

 

 

2.9 Biocerâmica: Fosfato de Cálcio Bifásico 

 

 

Materiais cerâmicos usados com finalidade biológica são chamados biocerâmicas 

(BC). As BC à base de fosfato de cálcio são usadas para substituição óssea. Elas têm 

diferentes tipos de apresentação como grãos, blocos, compósitos, cimentos ou revestimentos 

em implantes ortopédicos e odontológicos. Podem ser classificadas em bioinertes, bioativas e 

biorreabsorvíveis (SHIKINAMI; OKUNO, 1999).  

As BC podem ser usadas como andaimes na engenharia de tecidos para regeneração 

óssea ou dentinária (EL-GHANNAM, 2005). Os fosfatos de cálcio são similares à 

composição do osso e têm a propriedade de osteocondução e bioatividade. A osteocondução 

funciona como guia para o osso recém formando e a bioatividade é a ligação diretamente ao 

osso, formando uma única interface forte, promovendo a formação de uma camada de 

carbonato de hidroxiapatita, que atrai as proteínas que ligam as células, proliferando e 

diferenciando-se e formando novo osso (biomineralização).  

In vivo, a biocerâmica de fosfato mostrou excelente biocompatibilidade: a estrutura 

micro-macro porosa, bifásica, ou seja, uma fase mais estável hidroxiapatita (HA) e outra mais 

solúvel tricálcio fosfato (TCP), apresentam melhores resultados como materiais de 

preenchimento ósseo (LIN et al., 1998). Os fosfatos de cálcio podem ser usados também 

como suporte na engenharia de tecidos para regeneração óssea ou dentinária, em razão da sua 
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semelhança na composição e por formar uma única interface forte. Sua propriedade bioativa 

promove a formação de uma camada de carbonato de hidroxiapatita, que atrai proteínas 

aderindo células e, consequentemente, a proliferação e a diferenciação da matriz, resultando 

na biomineralização (osteoindução) (LEGEROS, 1988; 2008). 

As biocerâmicas, bifásicas micro-macro porosas, são compostas por 35% de β-TCP 

(BCP), fase mais solúvel e 65% de HA, fase menos solúvel das biocerâmicas. Esse 

biomaterial apresenta macroporos intercomunicantes, na faixa de 50-400 μm, que induzem 

uma resposta orgânica mais efetiva, forte ligação e crescimento tecidual intrínseco. Também 

apresenta microporos intercomunicantes, inclusive com os macroporos, na faixa de 1 μm e 10 

μm que aumentam o contato tecidual, a solubilidade e a capacidade de trocas com os líquidos 

orgânicos, além de poros intermediários de 10 μm a 50 μm. Essa estrutura arquitetônica 

porosa está indicada como um eficaz e importante veículo condutor e liberador de fármacos 

ou outras substâncias por um período determinado, assim como sua topografia superficial 

permite atividade metabólica osteoblástica e expressão desejável dos fenótipos de 

neoformação tecidual (WYKROTA et al., 1998). Os poros presentes na biocerâmica podem 

ser obtidos por métodos físicos ou químicos; eles interligam os macro e microporos 

semelhantes ao tecido ósseo favorecendo à osseointegração (LEGEROS et al., 2003;  

LEGEROS, 2008). 

A formação óssea pode acontecer diretamente à superfície do material, obtendo-se 

uma forte adesão ao tecido ósseo. Por outro lado, a osteoindução é considerada como uma 

propriedade dos materiais que induzem a formação de tecido ósseo. No passado, essa 

propriedade foi descrita somente com relação a materiais que continham fatores proteicos 

osteoindutivos, como as proteínas morfogenéticas (BMPs). Em princípio, qualquer material 

cerâmico que é suficientemente biocompatível e biodegradável pode ser usado como um 

implante em tecido vivo. O material cerâmico é capaz de prover uma superfície de fosfato de 

cálcio, in vitro ou in vivo, apresentando essa estrutura de superfície específica. É desejável 

que o material cerâmico seja capaz de adsorver os agentes biologicamente ativos, como 

fatores de crescimento, BMP’s, etc., in vitro ou in vivo. Exemplos de materiais cerâmicos 

incluem fosfato de cálcio, biovidros e materiais que contêm cálcio, fosfato e/ou biovidros 

(RIPAMONTI; DUNEAS, 1996). 

Entretanto, as hidroxiapatitas apresentam algumas limitações, como: 1) limitada 

capacidade de suportar carga de torção; 2) a pouco adequada tolerância de corte; e 3) uma 

reabsorção mínima quando as hidroxiapatitas puras, policristalinas são usadas. Por essas 

razões, o seu uso em regiões esqueléticas submetidas a altos esforços são limitadas, o que já 
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não acontece da mesma forma com as octacálcio fosfato bifásicas micro/macroporosas. Com 

isso, tem-se uma grande utilização nos reparos e/ou reconstruções das perdas ósseas em geral 

em odontologia e medicina (RIPAMONTI; DUNEAS, 1996). 

 

2.10 Compósitos de PCL/PLGA/BCP  
 

Apesar das propriedades de biocompatibilidade e bioatividade de algumas cerâmicas, 

suas aplicações como matrizes para o crescimento ósseo são limitadas por possuírem baixa 

tenacidade, ou seja, baixa capacidade de deformação plástica. Uma forma de melhorar as 

propriedades mecânicas de cerâmicas e vidros é aumentar a tenacidade através da sua 

combinação com polímeros biodegradéveis, formando um compósito. Agregando as 

propriedades biológicas das cerâmicas com as propriedades mecânicas dos polímeros, 

compósitos têm sido desenvolvidos, na busca de uma matriz ideal. Vários trabalhos mostram 

a bioatividade das matrizes em bases poliméricas e biocerâmicas (CIAPETTI et al., 2003; 

KIM; KNOWLES; KIM, 2004; PATARO et al., 2007). 

Muitos compósitos de polímero com BCP podem ser usados para conferir diferentes 

características e controlar suas propriedades como: biocompatibilidade; absorção de água para 

expor superfícies ou tecidos à liberação de fármacos tais como antibióticos, antiinflamatórios, 

hormônios e fatores de crescimento de tecidos; porcentagem de degradação e propriedades 

mecânicas, fazendo destes materiais desejáveis para aplicação médica (REIS et al., 2007). O 

compósito polimérico e biocerâmico biodegradável serve para a proliferação das células 

ósseas (BLACK, 1991). Kim, Knowles e Kim (2004) estudaram compósitos formados por 

PCL em uma matriz cerâmica de hidroxiapatita e tetraciclina (TC) em diferentes proporções 

de cerâmica, polímero e fármaco. Eles constataram que a cinética de liberação e as 

propriedades mecânicas são dependentes da razão entre os constituintes do compósito. 

 

2.11 Antibióticos e Doença Periodontal 

 

Os biofilmes bacterianos têm um importante impacto clínico, o que tem inspirado 

muitos pesquisadores a investigar os mecanismos reguladores, formação e dissolução destes 

sistemas com o objetivo principal de identificar as ações específicas dos agentes 

quimioterápicos (JEFFERSON, 2004). Os biofilmes, principalmente o oral, que é o mais 

complexo do organismo, apresentam propriedades dinâmicas intrínsecas, que são 

constantemente moduladas por fatores ambientais e biológicos, como a dieta e o sistema 
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imune do hospedeiro (GU et al., 2005). A saúde bucal é muito importante para a manutenção 

da saúde global do organismo humano. No entanto, vários problemas, tais como neoplasias, 

disfunções glandulares, cáries e doença periodontal, acometem a cavidade oral.  

O termo “doença periodontal” define várias doenças associadas com o periodonto 

(SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996). A doença periodontal ou periodontite é causada pela 

infecção dos tecidos periodontais de suporte (ligamento periodontal, cemento, osso alveolar) 

decorrente do acúmulo de placa bacteriana, que pode resultar na perda progressiva de inserção 

conjuntiva e osso alveolar (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2000). O 

caráter destrutivo das doenças periodontais e sua progressão são dependentes da presença da 

placa bacteriana supra e subgengival. Em resposta a esta infecção, o hospedeiro representa um 

papel importante na patogenia da doença periodontal através da produção de enzimas e outros 

mediadores endógenos da resposta inflamatória, sendo responsável por grande parte da 

destruição tecidual observada através de parâmetros clínicos e histopatológicos. Afeta 

virtualmente a maioria da população mundial, sendo a maior fonte de perda de dente após os 

25 anos de idade (LINDHE, 1999). 

A bolsa periodontal pode ser definida pelo aprofundamento patológico do sulco 

gengival (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996) entre a gengiva e o dente, que causa retração 

da gengiva marginal e o desenvolvimento de um ambiente ideal para o crescimento, na 

superfície da raiz do dente e na camada mais externa do cemento, de bactérias anaeróbias e 

outros microrganismos responsáveis pela doença (SEYMOUR; AVIOLI; HEASMAN, 1992). 

Ocorre em função do acúmulo de componentes microbianos da placa dental e do cálculo, 

sendo limitada de um lado pelo dente e do outro pelo tecido gengival que se acumula no 

interior das áreas subgengivais do periodonto (MONBELLI et al., 1996).  

Ao se decidir pelo uso de antibióticos no tratamento periodontal, três fatores devem 

ser considerados: a classificação da doença periodontal, os prováveis microrganismos 

envolvidos e as possíveis condições sistêmicas do hospedeiro. Segundo Mylotte (1990), a 

escolha do antibiótico também deve levar em consideração o microrganismo causador, a sua 

suscetibilidade e a toxicidade comparada entre os diversos agentes a serem utilizados. Apesar 

disso, insucessos na terapia antimicrobiana podem ocorrer e podem estar relacionados à 

escolha inapropriada do antibiótico, falha no cálculo da dosagem do mesmo, incapacidade do 

antibiótico penetrar nos sítios da infecção, fatores locais desfavoráveis, limitada 

vascularização local ou diminuição do fluxo sanguíneo, falta de colaboração do paciente e 

custo do tratamento (DAHL et al., 2006). 
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Antibióticos podem ser bactericidas ou bacteriostáticos. Os principais antibióticos 

bacteriostáticos são: ácido nalidíxico, eritromicina, lincomicina, nitrofuranos e tetraciclina 

(TC). Os agentes antibacterianos são classificados nos seguintes grupos: inibidores da síntese 

da parede celular; antagonistas de folato; inibidores da síntese de proteínas; quinolônicos e 

antissépticos do trato urinário; fármacos antimicobactérias; antibióticos com ação 

predominante sobre protozoários. Os inibidores da síntese de proteínas podem divididos nos 

seguintes grupos de fármacos: aminoglicosídeos; TCs; macrolídeos; anfenicóis; lincosamidas 

(GOLUB et al., 1994). 

O nome tetraciclina está relacionado à existência de quatro anéis fusionados com um 

sistema de duplas ligações conjugadas que formam estes compostos, derivados de diversas 

espécies de Streptomyces. As substituições nestes anéis levam às variações farmacocinéticas. 

Os principais fármacos deste grupo são: TC, doxiciclina (DOX), minociclina (MIN). São 

bacteriostáticas, inibem a síntese proteica bacteriana, possuem largo espectro e apresentam-se 

eficazes contra Gram-positivos e Gram-negativos, cocos, aeróbios e anaeróbios e possuem a 

capacidade de interagir com tecidos dentários (GOLUB et al., 1994).  

A TC, a DOX e a MIN são frequentemente empregadas no tratamento de infecções 

clínicas humanas tanto na medicina quanto na odontologia. Na medicina, o uso da TC tem 

sido promissor no tratamento da osteoporose e osteoartrite avançada. Compostos modificados 

de TC podem inibir um colapso celular em casos de câncer e desordens médicas 

caracterizadas por excessiva atividade de metaloproteinase (MOMBELLI; 

SAMARANAYAKE, 2004). 

As TCs têm sido largamente usadas como terapia adjuvante nas periodontites 

(PRESHAW, 2004). Embora inicialmente atribuída a suas propriedades antimicrobianas, a 

eficácia clínica das TCs na periodontite se deve à sua atividade anti-inflamatória intrínseca. 

Foi na década de 80 que Golub e colaboradores, em estudos in vitro e in vivo, verificaram que 

as TCs possuíam propriedade anti-inflamatória ao inibir a atividade das MMP por um 

mecanismo independente de sua eficácia antimicrobiana. As MMPs são uma família de 

endopeptidases, enzimas colagenolíticas (colagenases, gelatinases, estromelisinas), zinco-

proteases dependentes, que estão envolvidas em muitos processos fisiológicos e 

fisiopatológicos, incluindo embriogênese, remodelação do tecido, inflamação e tumores, 

destruição do colágeno, estrutura básica do periodonto, e podem facilitar a aderência de 

fibronectina à superfície radicular, o que facilita a regeneração de ligamento periodontal. 

Além disso, as MMPs desempenham um papel essencial na proliferação e diferenciação de 
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populações celulares dos tecidos conjuntivos, incluindo as osteoblásticas (CHOI; HAN; 

ROODMAN; ADAM, 2001). 

Acredita-se que as TCs exercem seus efeitos anti-proteolíticos, tanto por inibição 

direta de MMPs quanto por inibição da sua expressão (de sua síntese). A inibição direta que 

exercem sobre este grupo de enzimas deve-se à sua capacidade de ligação aos íons metálicos 

(Ca+2, Zn+2) presentes nas MMP, uma vez que essas enzimas requerem íons Zn+2 no seu sítio 

ativo e íons Ca+2 para estabilizar a sua conformação molecular, que são necessários para a sua 

atividade de degradação da matriz. A eficácia de inibição da TC contra MMPs depende do 

tipo de TC, da MMP e do PH. Assim, ao inibirem diretamente a ação da colagenase, as TCs 

diminuem de forma indireta a taxa de reabsorção óssea, pois são potentes inibidores da função 

osteoclástica (VERNILLO et al., 1994). 

  A inibição indireta das MMPs pelas TCs se dá pela inibição de proteases de 

serina. As MMPs podem inativar os inibidores de proteases de serina (SERPINs), e a inibição 

de MMP com DOX ou compostos derivados da TC (CMTs) preserva SERPINs, bloqueando, 

assim, a atividade de proteases de serina. Outra propriedade não antimicróbica das TCs bem 

caracterizada é a sua capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigênio (ROS). ROS em 

excesso são produzidos sob muitas condições patológicas e podem conduzir à destruição 

oxidativa ou disfunção de muitos constituintes celulares, pois são altamente reativos. As TCs 

eliminam os radicais livres, semelhante à ação da vitamina E. O anel de fenol das TCs é a 

chave para as capacidades de remoção de ROS destes compostos (GOLUB et al., 1994). 

Existe um crescente corpo de evidências sugerindo que as TCs possuem propriedades 

anti-apoptóticas. Num estudo de THOMPSON (1999), verificou-se que a DOX aumentou a 

sobrevivência de neurônios do hipocampo após isquemia cerebral em gerbils, e essa proteção 

foi associada com a inibição da expressão da caspase-1 por estabilização mitocondrial. 

Estudos demonstram que o bloqueio diretamente dentro da cascata apoptótica pode salvar 

miócitos e reduzir o tamanho do infarto. 

Cada membro da família das TCs têm semelhanças e propriedades que as diferencia 

umas das outras, como meia vida e lipofilicidade. Em geral, há uma relação direta entre 

lipofilicidade e atividade contra bactérias Gram-positivas. A lipofilicidade da TC, DOX e 

MIN (minociclina) foi determinada como sendo 0,025; 0,600; e 1,1, respectivamente 

(COLAIZZI et al., 1969). Lipofilicidade também afeta a distribuição nos tecidos. A DOX 

apresenta MIC (IC50=15 µM) menores que a MIN (IC50=190 µM) ou que as TCs (IC50=350 

µM), indicando que seria necessária uma dose muito menor deste medicamento para inibir em 

50% os níveis de colagenase de um determinado sítio quando comparadas com as doses 
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necessárias de MIN e TC, demonstrando que DOX é a mais potente, mais ativa em menores 

concentrações (BURNS et al., 1989; GUIMARÃES, 1997). Além disso, as TCs modulam a 

resposta do hospeiro, a inibição de formação de radicais oxigenados, derivados de neutrófilos, 

a regulação da expressão de reguladores pró-inflamatórios e citocinas, o aumento da produção 

de colágeno, a ativação dos osteoblastos e da formação óssea (PRESHAW, 2004). 

Recentemente, comprovou-se que a DOX inibe a atividade das MMPs, bem como a 

proliferação celular de células mononucleares e também diminui a resposta blastogênica de 

linfócitos em pacientes periodontais. Grenier et al. (2002) sugeriram que a DOX tem 

potencial para inibir proteinases bacterianas, as quais contribuem para degradação tecidual 

durante a periodontite.  

A observação de que TCs modificadas, como a DOX, podem inibir a atividade de 

colagenases por um mecanismo independente de sua eficácia antimicrobiana, tem justificado 

estudos desse agente na periodontite experimental, especialmente a DOX, considerada a mais 

potente anti-colagenase das TCs. É considerada o inibidor mais potente e não seletivo de 

MMPs. A superioridade relativa da DOX como um inibidor de MMP é devido à sua maior 

afinidade para Zn
2+

 em comparação com TC ou MIN (BURNS et al., 1989). Foi proposto que 

a DOX possa se ligar próximo ao Zn
2+

 no sítio catalítico e romper a ligação entre esse íon e o 

cálcio, bloqueando, assim, o sítio ativo e inibindo a atividade das MMPs. Isso pode decorrer 

da diminuição da estabilidade do RNAm para MMPs (PETERSON, 2004).  

A DOX é o único inibidor de MMPs aprovado para uso clínico pelo FDA (US Food 

and Drug Administration) para o tratamento de doenças periodontais em dose 

“subantimicrobiana”, ou seja, em doses que produzem concentrações plasmáticas menores do 

que as requeridas para sua ação antimicrobiana (LEE et al., 2004). Além disso, o uso da DOX 

tem demonstrado efeitos benéficos no tratamento de outras doenças em que as MMPs 

desempenham papéis patológicos, tais como aneurisma aórtico abdominal, infarto agudo do 

miocárdio e câncer de colo. Castro et al. (2010) mostraram que a DOX pode inibir o 

remodelamento vascular induzido pela hipertensão arterial. 

A liberação apropriada de um fármaco em função da dosagem é de importância crítica 

para sua eficácia. Para planejar a forma e dosagem mais apropriada, vários tipos de materiais 

carreadores estão sendo desenvolvidos para liberação da quantidade necessária do fármaco ao 

sítio por um período, obtendo eficiência e eficácia (HIRAYAMA et al., 2002). O uso de 

antimicrobianos locais utilizando-se doses subantimicrobianas de DOX, associada à raspagem 

e alisamento radiculares, foi mais efetivo que somente os procedimentos mecânicos, 
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ressaltando que o período de exposição a estas doses pode ser maior, sem causar resistência 

dos microrganismos periodontopatogênicos (PRESHAW; HEFTI; BRADSHAW, 2005). 

A capacidade da TC em concentrar-se em tecidos é bem conhecida. Os dentistas 

podem tirar vantagem da elevada concentração de DOX na saliva. Estudos demonstraram que 

SLF de antimicrobianos mantêm altas concentrações do fármaco nas bolsas periodontais por 

10 dias. O uso de uma dose maior num período mais curto foi defendido por Goodson et al. 

(1991). Entretanto, alguns autores recomendaram baixas dosagens de DOX (BDD), isto é, 

subantimicrobianas (20 mg, duas vezes por dia), por um longo período, com intuito de inibir a 

ação das colagenases do hospedeiro. As BDD reduzem a perda de inserção e a atividade 

excessiva de colagenase no fluido gengival sem alterar a microbiota da cavidade oral 

(GOLUB et al., 1994; PRESHAW, 2004). Desta forma, a inibição da atividade das MMPs 

seria então responsável pelas propriedades anti-colagenases protetoras das TCs e não pelos 

efeitos antimicrobianos. 

O intervalo de concentração selecionada é de importância clínica. Estudos 

farmacocinéticos mostraram que, após absorção oral de 200 mg de DOX (dosagem 

terapêutica habitual), a concentração plasmática atingiu 3 µg/mL após 2 horas e foi mantida 

acima de 1 µg/mL por 8-12 horas. Níveis mais elevados foram encontrados no fluido 

crevicular gengival (FCG) (2 a 3 µg/mL), podendo atingir concentrações superiores a 10 

µg/mL, ou seja, níveis mais elevados do que a mínima concentração inibitória (MIC) da 

maioria dos patógenos periodontais. Por outro lado, dosagem terapêutica de BDD resultou em 

pico de concentrações séricas de cerca de 0,8 µg/mL e permaneceu estável em torno de 0,48 

µg/mL (WALKER et al., 2000). 

A habilidade da DOX de controlar a atividade da colagenase tem apontado um novo 

protocolo para a terapia periodontal (TP). Administrações orais de 5 a 20 mg/kg/dia de DOX 

durante 6 meses estão relacionadas com a redução da gravidade de danos aos tecidos 

periodontais. Quando associadas à TP, têm demonstrado melhoras nos parâmetros clínicos, 

sem evidências de resistência às tetraciclinas (PRESHAW, 2004). Nessa dose, a DOX produz 

níveis sanguíneos máximos de 0,2-0,3 μg/ml. Nesse esquema, não se altera a microbiota oral 

nem se observaram efeitos colaterais comumente observados com os antibióticos, como 

surgimento de microorganismos resistentes, possivelmente pelo fato de que as concentrações 

plasmáticas de DOX que se obtêm para eficácia antibiótica de 2 a 6 μg/ml não foram 

alcançadas com a dose estabelecida (MARTINDALE, 1999).  

Usando-se um modelo de periodontite em ratos, observou-se que o tratamento com 

DOX, nas doses de 2,5, 5 ou 10 mg/kg/dia, durante 7 dias, reduziu de forma significativa a 
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perda óssea alveolar neste modelo. A redução na perda óssea foi acompanhada por redução no 

número de osteoclastos e preservação do cemento. Essa redução pode ser devido a um efeito 

direto da DOX sobre estas células, promovendo apoptose destas células (BETTANY et al., 

2000). Em estudos como os de Grevstad e Boe (1995), no qual a administração sistêmica de 

DOX em ratos retardou o recrutamento de osteoclastos no sítio da doença após o ato 

cirúrgico, resultando na inibição da destruição do tecido ósseo. Outro mecanismo modulador 

que poderia estar associado a este resultado é a inibição da atividade da colagenase 

demonstrada por Crout et al. (1996). 

Foi também demonstrado que DOX aplicada localmente, onde se observa efeitos 

sistêmicos mínimos, apresentou efeitos benéficos sobre a osteogênese em cães submetidos à 

lesão óssea induzida mecanicamente e reduziu a produção de colagenase por osteoblastos e 

osteoclastos após cirurgia dental. Ratificando outros estudos, demonstrou-se que BDD são 

capazes de reduzir a perda óssea inflamatória e que esse efeito não está relacionado à sua 

atividade antimicrobiana, evitando, desta forma, o risco do surgimento de resistência 

bacteriana e minimizando os efeitos colaterais gastrintestinais geralmente associados com a 

administração prolongada de DOX. Além disso, a DOX pode inibir a degradação da 

cartilagem de forma que pode ser útil no tratamento da osteoartrite, forma comum de artrite 

associada com dor e incapacidade devido à degradação da cartilagem (BEZERRA et al., 

2002). 

 Antibióticos de tetraciclina, incluindo DOX, têm sido utilizados para tratar doenças de 

reabsorção óssea, em parte por causa de sua atividade para suprimir osteoclastogênese 

induzida pelo receptor ativador do fator nuclear Kappa B ligante (RANKL). Estudos 

anteriores relataram que a DOX é capaz de diminuir a perda óssea e aumentar a formação de 

osso (WILLIAMS et al., 1996). No entanto, a seu mecanismo inibitório preciso permanecia 

obscuro.  

Pela primeira vez, Franco em 2011, em um estudo realizado in vitro e in vivo, 

confirmaram que a DOX inibe a indução da RANKL na osteoclastogênese, por seu efeito 

inibitório sobre a atividade da enzima MMP-9, sem afetar a expressão da proteína MMP9, 

independente da cascata de sinalização MAPK-NFATc1. Estes autores confirmaram que a 

inibição de MMP-9 por esses fármacos (TCs ou CMTs) é a única responsável pela repressão 

de RANKL na osteogênese. A MMP-9 funciona como gene efetor da expressão dos 

osteoclastos e, como tal, funciona como um regulador da osteogênese. Eles confirmaram 

também que apenas os compostos da família das TCs, incluindo DOX, possuem efeito 

inibitório sobre RANKL, que a DOX não afeta a homeostase do metabolismo ósseo 
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sistêmico. Em resumo, estes resultados indicaram: 1) o efeito não antibiótico e antiinflamtório 

da DOX são a partir da inibição da MMP; 2) MMP-9 é induzida durante a fase de 

diferenciação de osteoclastos e 3) DOX pode suprimir a expressão da fase final dos genes da 

osteoclastogênese (mais de 48 h da estimulação RANKL), isto é, TRAP e catepsina K, 

moléculas necessárias para a reabsorção do osso (ONG, 2002). 

A diferenciação de osteoclastos a partir de células precursoras de osteoclastos e a 

ativação da reabsorção óssea, função dos osteoclastos maduros, são eventos que necessitam 

de RANKL e seu fator M-CSF para induzir a expressão de RANK, um receptor para RANK. 

A Ligação do RANKL ao RANK leva ao recrutamento do fator TNF de receptor para o 

domínio citoplasmático de RANK, o qual, por sua vez, resulta na ativação de cascatas de 

sinalização distintas mediada por quinases ativadas por mitógenos (proteína MAPKs) 

(LORENZO et al., 2008).  

Bettany et al. (2000) demonstraram que os TCs e CMTs podem induzir diretamente a 

apoptose celular em osteoclastos. Além disso, Holmes et al. (2004) revelaram que a DOX e 

CMTs podem regular a osteoclastogênese in vitro a partir de células mononucleares do sangue 

periférico estimuladas com receptor ativador de NF-kB ligante (RANKL) e colônia de 

macrófagos estimulando o fator (M-CSF). Esta evidência sugere que acumular TCs ou CMTs 

pode suprimir a reabsorção óssea através da inibição não só da atividade lítica da enzima de 

osteoclastos (isto é, a inibição da atividade MMPs), mas também a sua diferenciação em 

RANKL.  

 

 Doxiciclina  

 

A DOX (HCI hemietanolato hemiidratada), cujo nome comum é cloridrato de 

doxiciclina e a denominação científica é a-6-deoxy-5-hydroxytetracycline monohydrate, tem 

aspecto de pó amarelo cristalino, é facilmente solúvel em água e metanol, pouco solúvel em 

etanol, praticamente insolúvel em éter, dissolve em soluções de hidróxidos alcalinos e 

carbonatos. A DOX apresenta elevado grau de lipossolubilidade, pouca afinidade de ligação 

ao cálcio e é altamente estável no soro humano. É um antibiótico de amplo espectro, derivado 

sintético da TC, subgrupo cloranfenicol. A sua fórmula química é: C22H24N2O8,H2O 

(TOLEDO et al., 2007). 

http://www.arikah.net/enciclopedia-portuguese/Cloranfenicol
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Figura 7: Estrutura química da doxicilina. 

 

A DOX possui, na sua estrutura, grupos aminas, carbonila e hidroxila, o que lhe 

garante alta polaridade (TOLEDO et al., 2007). Devido a sua estrutura polar, a DOX tem mais 

afinidade com a solução do que com a membrana, por isso há maior liberação do fármaco 

para o sistema. Como a DOX é lipofílica e excretada pela bile, sujeita ao ciclo êntero-

hepático, apresenta longa duração (entre 11 a 23 horas em pacientes normais), atinge os vários 

órgãos e fluidos do organismo, incluindo o microambiente ósseo. A TC possui ação curta 

(entre 8 a 9 horas em pacientes normais) (GUIMARÃES, 1997). 

Quanto à sua farmacocinética, a DOX administrada por via oral é completamente 

absorvida e se liga em grau variável às proteínas plasmáticas. O pico médio dos níveis séricos 

foi de 2-6 μg/ml após 2 horas, diminuindo para 1,45 μg/ml após 18h. Oferece absorção segura 

e tempo prolongado de meia-vida. Esta propriedade permite frequência de administração 

menor. A DOX se difunde por todo organismo e atinge concentrações elevadas nos rins, 

fígado, baço e pulmão e excretadas na urina e fezes em altas concentrações sob a forma 

biologicamente ativa. A excreção renal de DOX é de aproximadamente 40% após 72 horas 

em indivíduos com a função renal normal (clearance de creatinina de 75 ml/min). Esta 

porcentagem pode ser reduzida para um valor de até 1-5% após 72 horas em indivíduos com 

insuficiência renal grave (TOLEDO et al., 2007).  

Ao contrário de outras TCs, a absorção da DOX não é alterada pela ingestão de 

alimentos ou leite. Apresenta a vantagem de ser indicada a pacientes com distúrbios renais, 

pois não se acumula no organismo. Quando comparada a outras TCs, a DOX é absorvida e 

excretada mais lentamente sendo sua ação mais prolongada. As concentrações obtidas no 

pulmão são quase duas vezes superiores à concentração plasmática, o que demonstra a ação 

do fármaco no órgão alvo. Sua boa biodisponibilidade permite que baixas concentrações no 

plasma sejam suficientes para se atingir a MIC para a maioria das bactérias de destino. Sua 

excreção, sob forma inalterada, ocorre pelos sistemas urinário e digestivo (TOLEDO et al., 

2007). 

http://www.arikah.net/commons/en/c/c3/Doxycyclin.png
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É fundamentalmente bacteriostática e acredita-se que ela exerça ação antimicrobiana 

pela inibição da síntese proteica. Age no metabolismo de bactérias impedindo sua nutrição, 

suscetibilidade adequada ao fármaco, desenvolvimento e reprodução. Sugere-se, ainda, ação 

na membrana citoplasmática bacteriana. Sua propriedade lipossolúvel facilita-lhe a difusão 

através da membrana celular dos microrganismos susceptíveis, permitindo que ela se ligue à 

subunidade 30S do ribossomo, inibindo a formação do complexo t-RNA-aminoacil–RNAm-

ribossomo e impedindo, consequentemente, a translação bacteriana (TOLEDO et al., 2007). 

A DOX é ativa contra uma ampla variedade de microrganismos Gram-positivos e 

Gram-negativos. É indicada em infecções causadas principalmente por microrganismos: 

Rickettsia, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Plasmodium falciparum, 

Campylobacter e outros. Quando a penicilina é contraindicada, a DOX é uma fármaco 

alternativa no tratamento de infecções causadas por Treponema pallidum, Clostridium sp, 

Actinomyces sp e outros. É útil como adjuvante na amebíase intestinal aguda, na acne severa e 

na conjuntivite de inclusão. É indicada na prevenção da leptospirose, no tratamento e 

prevenção seletiva da cólera, na prevenção da diarreia de viajante e da malária (TOLEDO et 

al., 2007). 

Dentre as reações adversas: não deve ser utilizada durante a gravidez por atravessar a 

barreira placentária e ser encontrada nos tecidos fetais e no leite materno em doses 

relativamente altas, podendo provocar reações adversas graves no feto e lactentes. Quanto às 

interações medicamentosas, o uso concomitante de 200 mg de DOX com álcool, barbitúricos, 

carbamazepina e fenitoína pode causar a diminuição da sua meia-vida. Deve-se evitar o uso 

de DOX e de penicilina ao mesmo tempo e o uso concomitante de DOX e contraceptivos 

orais pode reduzir a eficácia destes últimos (TOLEDO et al., 2007). 

 

2.12 Sistemas de liberação controlada de antimicrobianos  

 

A terapia utilizada no tratamento para conter a infecção localizada ou generalizada da 

doença periodontal tradicional constitui os meios mecânicos ou químicos. Os meios 

mecânicos de controle da placa supragengival incluem o uso do fio dental e escova dentária, 

ambos praticados pelo paciente, e o controle do biofilme subgengival, através de um 

meticuloso desbridamento periódico da bolsa (curetagem), raspagem e aplainamento radicular 

(RAR), realizados pelo dentista (LINDHE, 1999). 

Segundo Badersten et al. (1984), o tratamento mecânico deve ser considerado o 

padrão ouro e um pré-requisito para o controle das infecções periodontais, na maioria dos 
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casos é suficiente para reestabelecer a saúde periodontal. Os meios químicos incluem a 

administração de fármacos seja por via sistêmica, irrigação subgengival ou por meios de 

bochechos com colutórios ou enxaguatórios bucais.  

Entretanto, às vezes, o objetivo desses tratamentos não é alcançado visto que algumas 

variáveis podem estar presentes e relacionadas a falhas na eliminação dos patógenos. Devido 

à: dificuldade de acesso dos raspadores periodontais à base da bolsa periodontal, visto que na 

peridodontite grave a profundidade da bolsa excede 5 mm, podendo chegar a 12 mm 

(MEDLICOTT et al., 1994); variações anatômicas radiculares; fatores técnicos e sistêmicos 

modificadores da resposta do hospedeiro; formação de nichos de microrganismos entre as 

raízes dentais dificultando e/ou impossibilitando o acesso durante os procedimentos 

mecânicos e a capacidade de alguns destes em adentrarem nos tecidos conjuntivos e 

recolonizar as superfícies dentárias após a terapia, principalmente quando combinado com um 

controle de placa supragengival deficiente (KINANE; RADVAR, 1999). Essas limitações da 

terapêutica permitem que bolsas refratárias ao tratamento se reativem, fato que tem levado 

cientistas a procurar solução alternativa ao tratamento medicamentoso com repetidas 

administrações de agentes antimicrobianos de ação sistêmica ou local (SLOTS; RAMS, 

1992). 

A administração sistêmica ou local de agentes antimicrobianos constitui uma 

alternativa para complementar a terapia mecânica convencional, no intuito de atuar sobre a 

microbiota patogênica, assim como na modulação da resposta inflamatória do hospedeiro, 

limitando a destruição tecidual. Ambas as formas apresentam vantagens e desvantagens. A via 

sistêmica tem a capacidade de alcançar sítios dentais e não dentais e, além de atuar sobre as 

bactérias que invadem os tecidos, atua também de forma direta e indireta na resposta do 

hospedeiro (SEYMOUR; AVIOLI; HEASMAN, 1992). 

Na administração sistêmica de antimicrobianos as concentrações terapêuticas são 

alcançadas no sítio da infecção por curtos períodos de tempo após uma dose simples 

(MEDLICOTT et al., 1994). No entanto, ela não pode ser utilizada por um longo período de 

tempo. Muitos efeitos colaterais indesejáveis podem surgir, tais como náuseas, vômito, 

diarreia, gastrite, úlceras, outros transtornos digestivos, alergias e desenvolvimento de 

resistência pelos microrganismos e baixas concentrações no sítio da doença, aumentando a 

razão risco/benefício (CIANCIO et al., 1992).  

O tempo de permanência de soluções de agentes antibacterianos diretamente no 

interior da bolsa periodontal é curto, mesmo utilizando dispositivos de irrigação adequados, 

portanto, administrações frequentes são requeridas para a manutenção das concentrações na 
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bolsa periodontal (MEDLICOTT et al., 1994). Dessa maneira, a aderência ao tratamento por 

parte do paciente é um fator limitante para assegurar a eficácia clínica do tratamento.  

Devido a todos esses problemas e para minimizar a ocorrência dos insucessos 

terapêuticos, a adição de antimicrobianos liberados no interior da bolsa periodontal pode 

reduzir microrganismos patogênicos ou modular a resposta inflamatória e dessa forma limitar 

a destruição tecidual. A bolsa periodontal é um reservatório natural que permite a inserção de 

um dispositivo de liberação, sendo que os benefícios que podem ser adquiridos baseiam-se na 

liberação do agente terapêutico no local a ser tratado e a manutenção dos níveis adequados de 

fármaco por um período estabelecido de tempo (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996). 

Portanto, uma possível aplicação para SLF de antimicrobianos seria na periodontia. O uso 

desses agentes antimicrobianos deve ser considerado como um adjunto importante aos 

procedimentos de raspagem e alisamento radicular (RAR) e em condições clínicas 

específicas.  

Os mecanismos de liberação local podem ser divididos em liberação sustentada ou 

controlada, de acordo com a duração de liberação do medicamento (LANGER, 1990). Para 

que o medicamento se torne efetivo contra microrganismos periodontopatogênicos, é 

necessário que o mesmo atinja o interior da bolsa, mantenha sua concentração e permaneça 

por um período de tempo suficiente para sua ação. Um mecanismo de liberação local consiste 

de um reservatório do fármaco e de um elemento limitante que controla o padrão de liberação 

do medicamento. O objetivo é manter concentrações efetivas dos agentes quimioterápicos no 

sítio por longos períodos. Dessa forma, antimicrobianos de uso local podem ter um papel 

importante em sítios que responderam pobremente à terapia mecânica. 

Goodson et al. (1991) foram os primeiros a desenvolver um sistemas de liberação de 

fármaco intrabolsa periodontal (SLIBP), sugerindo que a utilização de um supositório de 

liberação controlada de um fármaco colocado na bolsa poderia ser altamente efetiva para a 

administração de agentes antibacterianos na terapia periodontal (TP). A liberação de fármaco 

intrabolsa periodontal é uma categoria de liberação local na cavidade oral (MEDLICOTT et 

al., 1994). Desde então, um número crescente de sistemas biodegradáveis ou não têm sido 

desenvolvidos com o objetivo de proporcionar liberação prolongada e controlada de 

antimicrobianos, em concentração adequada, no interior da bolsa periodontal. 

A administração do fármaco no interior da bolsa periodontal é uma alternativa para 

minimizar a distribuição deste no organismo e, por conseguinte, aumentar a sua concentração 

no local a ser tratado e diminuir os efeitos colaterais e citotóxicos, menor número de 

aplicações e, em casos de dispositivos biodegradáveis, a vantagem de não ter que retirá-los. A 
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liberação lenta e estável controla e disponibiliza elevadas concentrações do fármaco no 

interior da bolsa periodontal, em níveis terapêuticos, por diversos dias para suprimir 

microrganismos periodontopatogênicos. Além disso, esses dispositivos têm se mostrado 

biocompatíveis, atenuando os efeitos tóxicos e colaterais dos fármacos. A aplicação desses 

sistemas aumenta a eficácia dos agentes antimicrobianos quando associadas ao tratamento 

periodontal mecânico (LANGER; PEPPAS, 2003). 

A produção de dispositivos mais próximos das condições ideais, bem como conhecer 

os mecanismos pelo qual esses agentes interagem com as células do organismo, continua 

sendo objetivo farmacológico. O desenvolvimento de novos sistemas de liberação de 

fármacos ou o aprimoramento dos já existentes é um desafio, em especial aqueles destinados 

ao tratamento da bolsa periodontal devido às restrições impostas pela anatomofisiologia do 

local. Estudos têm demonstrado a eficácia e vantagens de SLFs de antimicrobianos em 

relação aos fármacos tradicionais (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996): 

1. Os antimicrobianos de uso local são recursos coadjuvantes na terapia 

mecânica e/ou cirúrgica da doença periodontal; 

2. Apresenta propriedade de manutenção da sua concentração por um 

período de tempo maior, diminuindo o risco de efeitos colaterais dos fármacos, bem 

como a possibilidade de conduzir à resistência bacteriana. 

A TC é o fármaco mais empregado no sistema de liberação local, apresentando 

melhores resultados clínicos. No desenvolvimento de SLIBP, devem ser consideradas as 

características anatomo-fisiológicas da bolsa periodontal, pois ela é naturalmente irrigada pelo 

fluído crevicular gengival. Em pessoas com doença periodontal, a taxa média de fluxo do 

fluido crevicular em sítios individuais está aumentada. Geralmente, um fluxo alto resultará em 

uma difusão mais rápida do fármaco do dispositivo de liberação. Assim, a taxa de liberação 

deve ser mais alta no estágio inicial da liberação, para que seja atingido o nível terapêutico o 

mais rápido possível, mantendo-se durante todo o período de tratamento (SOSKOLONE; 

FREIDMAN, 1996). 

Outro parâmetro a ser considerado é a absorção do fármaco. Um fármaco com baixa 

capacidade de penetração através dos tecidos da mucosa pode alcançar altas concentrações e 

prolongar esses níveis elevados no interior da bolsa. O tamanho e a profundidade da bolsa são 

também importantes na formulação do sistema. Como a profundidade média de uma bolsa 

com periodontite grave é de 5 a 12 mm, o dispositivo não pode ser grande. Além disso, o 

dispositivo (SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996): 

 Deve ser de fácil aplicação por parte do profissional (dentista); 
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 Não deve ser volumoso e nem causar desconforto ou irritação; 

 Deve possuir características físicas que facilitem a inserção rápida 

dentro da bolsa, causando o mínimo de dor ao paciente; 

 Não deve causar interferência na higiene oral diária do paciente; 

 Não pode gerar problema no padrão de dieta do paciente. 

 

Há três décadas, vários sistemas reservatórios ou matriciais foram investigados. Um 

SLIBP pode ser classificado em biodegradável e não biodegradável, dependendo do material 

envolvido na sua concepção. Dispositivos que não são biodegradáveis possuem a vantagem de 

permitir o controle do tempo de exposição do ambiente da bolsa ao fármaco. Entretanto, a 

principal limitação desse tipo de dispositivo é a necessidade de competência técnica para 

assegurar a retirada completa do dispositivo vazio após o período de tratamento, devido à 

possibilidade de inflamação do tecido local, resultante do reconhecimento pelo sistema imune 

de corpo estranho (fragmentos) (MEDLICOTT et al., 1994). 

Por outro lado, os dispositivos biodegradáveis possuem a grande vantagem de o 

paciente necessitar de apenas uma visita ao dentista para a inserção do dispositivo, que não 

precisa ser retirado, assegurando melhor adesão do paciente ao tratamento. Muitos polímeros 

são capazes de inibir enzimas proetolíticas e/ou modular a permeabilidade tecidual 

(SOSKOLONE; FREIDMAN, 1996). Um polímero ideal para um SLIBP deve possuir as 

seguintes características: 

 Seus produtos de degradação devem ser atóxicos e não absorvíveis 

através do tecido da bolsa; 

 Não deve ser irritante ou causar inflamação; 

 Preferencialmente formar ligação não-covalente com a mucina das 

superfícies epiteliais; 

 Deve aderir rapidamente no tecido úmido; 

 Deve permitir a fácil incorporação do fármaco e não oferecer 

impedimento à sua liberação; 

 Deve permitir a flexibilidade da forma farmacêutica, facilitando a 

inserção na bolsa com o menor desconforto possível; 

 Deve garantir estabilidade da forma farmacêutica durante o tempo de 

estocagem; 
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 O custo não deve ser alto, permitindo a produção de dispositivos viáveis 

economicamente. 

 

2.13 Ensaios in vitro em cultura de células osteoblásticas  

 

 Como a variedade de produtos a serem avaliados tem crescido muito, há 

necessidade de se estudar novas metodologias e escolher entre elas a que possa responder 

melhor quanto à presença de possíveis elementos tóxicos. A biocompatibilidade dos materiais 

odontológicos tem sido motivo de grande interesse na atualidade. Vários são os materiais que 

permanecem em contato com os tecidos orgânicos por períodos prolongados (WIGG et al., 

1997). A biocompatibilidade dos materiais pode ser avaliada por testes in vitro e in vivo.  

 Os testes in vitro podem não representar a situação real de um material. 

Contudo, eles podem promover resultados preliminares relacionados à interação entre o 

material e o corpo biológico, de forma rápida e eficiente, minimizando a necessidade de testes 

em animais (DAGUANO; SANTOS; ROGERO, 2007). Com o controle cada vez mais 

rigoroso em relação ao uso de animais de laboratório, há a necessidade de desenvolver e 

padronizar testes in vitro que possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres 

humanos, principalmente aqueles de aplicação clínica, como os biomateriais que não devem 

causar reações adversas e nem lesar o organismo do paciente. 

 Os testes in vitro surgem como uma promissora e importante tentativa de 

substituição dos modelos animais nos ensaios biológicos. No entanto, apesar do 

desenvolvimento de grande variedade de métodos alternativos experimentais, estes ainda não 

substituem a experimentação animal em sua totalidade, mesmo quando se pretende reproduzir 

o mais próximo possível o que aconteceria in vivo (VALÉRIO et al., 2005).  

Segundo Matta et al. (2004), a base dos experimentos in vitro é definir as pequenas 

quantidades de fármaco que atravessam as membranas ou que ficam retidos nas mesmas. Para 

isso, a utilização de um método analítico sensível, o qual possa viabilizar o experimento, é de 

grande importância. Estudos in vitro são realizados de modo que o fármaco seja liberado da 

formulação onde está veiculado e se difunda para uma solução receptora, a qual deve garantir 

condições termodinâmicas favoráveis ao fármaco (JORGE; GIAMPAOLO; PAVARINA, 

2004).  

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relação aos in vivo, tais como poder 

limitar o número de variáveis experimentais, obter dados significativos num período mais 

curto e são facilmente realizáveis (JORGE; GIAMPAOLO; PAVARINA, 2004). Análises 
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farmacocinéticas de liberação in vitro, partindo de sistemas nanoestruturados, têm colaborado 

para o entendimento sistemático e quantitativo de fármacos vetorizados, proporcionando 

dados mais significativos para compreensão desses sistemas (MATTA et al., 2004). Fármaco 

vetorizado é definido como uma substância que tem uma liberação seletiva para sítios 

fisiológicos específicos, órgãos, tecidos ou células, onde a atividade farmacológica é 

requerida.  

Os princípios da cultura celular começaram a ser definidos no início do século XX, 

quando pesquisadores começaram a manter em meio de cultura fragmentos não desagregados 

de tecido e observar que ocorriam mitoses na periferia desses fragmentos. Em meados do 

século, já se estabeleciam experimentos com células dispersadas dos tecidos originais (ROSE, 

1970; BUTLER; BENGHUZZI, 2003). Vários métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de 

biomateriais, foram padronizados, utilizando-se culturas celulares.  

A determinação da citotoxicidade pode ser através de avaliação qualitativa ou 

quantitativa. Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou 

indiretamente em contato com uma cultura de células, verificando-se as alterações celulares 

por diferentes mecanismos, entre os quais a incorporação de corantes vitais ou a inibição da 

formação de colônias celulares. O parâmetro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a 

viabilidade celular, que pode ser evidenciada com auxílio de corantes vitais, pois com eles é 

possível distinguir entre células vivas ou mortas, pela medida de intensidade de cor da cultura 

celular (DAGUANO; SANTOS; ROGERO, 2007). 

O problema da extrapolação dos dados obtidos in vitro para a aplicação clínica dos 

biomateriais pode ser superado pelo uso de materiais de referência apropriados, atualmente 

usados. Estudos com estes métodos demonstraram que os testes in vitro em culturas celulares 

podem ser utilizados com sucesso, pois são reprodutíveis, rápidos, sensíveis e financeiramente 

acessíveis para a execução do estudo de biocompatibilidade (DAGUANO; SANTOS; 

ROGERO, 2007). 
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3 JUSTIFICATIVA 
 

 

Considerando-se os aspectos clínicos e biológicos, a DOX tem vasto uso como 

auxiliar na terapia periodontal. Apesar disso, existe a necessidade de prolongar seu efeito 

terapêutico para permitir a reparação dos tecidos periodontais. O sistema de liberação 

controlada de DOX/βCD apresenta-se como uma alternativa para tratar as superfícies dentais 

e as superfícies afetadas pela doença periodontal, estimulando a formação de tecido ósseo e de 

um substrato para inserção de fibras colágenas de tecido conjuntivo. O uso desse composto de 

inclusão por empregar baixas concentrações de DOX, apresenta baixa toxicidade e ao mesmo 

tempo mantém efetividade antimicrobiana. Compostos supramoleculares de DOX/βCD 

apresentam atividade antimicrobiana em concentrações mais baixas que as convencionais, 

ainda que se mantenha a mesma concentração de DOX.  

No entanto, pouco se conhece sobre as interações destes compostos na atividade 

osteogênica da DOX e da DOX/βCD. A inclusão molecular em ciclodextrinas, mantendo as 

mesmas quantidades de DOX indiferentemente da razão molar empregada, provoca mudanças 

na organização molecular destes compostos, que podem se organizar em complexos 

supramoleculares. Este trabalho fundamenta-se no desenvolvimento de um novo biomaterial 

que possibilite o tratamento regenerativo ou reparador de defeitos ósseos. Até o presente 

momento, o padrão-ouro no reparo de ossos danificados e restauração da forma e função 

natural é a coleta do tecido do próprio paciente de um sítio doador e transplante para o sítio 

receptor (autoenxerto). Entretanto, nem sempre isto é possível. O objetivo futuro desta 

pesquisa é que o novo material elimine a necessidade de dois sítios cirúrgicos em um mesmo 

paciente. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

 O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a viabilidade, estrutura 

e atividade osteogênica da DOX encapsulada em β-ciclodextrina incluída em dispositivos de 

liberação controlada a base de PCL/PLGA/BC in vitro. 

 

4.1 Objetivos Específicos 

 

1. Preparar os compostos de inclusão da DOX com e sem βCD em 

PCL/PLGA; 

2. Determinar o efeito dose/resposta dos compósitos de DOX no 

crescimento de osteoblastos in vitro; 

3. Testar a influência do compósito de DOX na proliferação e viabilidade 

dos osteoblastos de cultura primária pelo método MTT;  

4. Avaliar a atividade osteogênica da DOX através dos ensaios de 

fosfatase alcalina, ensaio de colágeno e Von Kossa; 

5. Avaliar a porosidade dos compósitos por meio da Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV).  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

5.1 Delineamento do Estudo 

 

O estudo experimental foi dividido em quatro fases. A metodologia, bem como os 

resultados, são apresentados em quatro experimentos distintos:  

 

1. Avaliação da viabilidade celular, in vitro, através do MTT de 24h, na 

presença de soluções de DOX pura e DOX/βCD em água destilada nas concentrações: 

1; 5; 10; e 25µg/mL para avaliar qual solução promoveu maior viabilidade celular. 

 

2. Avaliação dos compósitos BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD e 

BCP/PCL/PLGA/DOX, na concentração de 25µg/mL, para determinar qual compósito 

promoveu maior viabilidade celular através do MTT de 24h. 

 

3. Avaliação do compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 

de 25µg/mL através de testes de viabilidade/proliferação celular pelo MTT e de 

atividade da fosfatase alcalina e colágeno após 7 e 14 dias e da mineralização por Von 

Kossa após 14 dias.  

 

4. Avaliação da estrutura física dos compósitos por meio da Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) a fim de analisar o tamanho e a interconectividade dos 

poros. 

 

Para a realização de todos os testes in vitro, foram utilizados osteoblastos de cultura 

primária extraídos da calvária de ratos Wistar machos neonatos de até 5 (cinco) dias de vida. 

Os ensaios foram realizados em hexaplicatas (n=6) nos três grupos, de acordo com o quadro 

abaixo: 
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Quadro 1: Delineamento experimental da terceira etapa.  

 

GRUPOS TESTES in vitro 

VIABILI

DADE 

CELULAR 

        ATIVIDADE METABÓLICA 

 

     MTT 

(24h, 7 e 
14 dias) 

FOSFAT

ASE ALCALINA 

       E 

SÍNTESE 

DE COLÁGENO 

(7 e 14 

dias) 

 

VON KOSSA 

(14 dias) 

 

PCL/PLGA/BCP/DO

X/βCD  

6 6 6 

PCL/PLGA/BCP 6 6 6 

Controle 6 6 6 

Legenda: PCL = policaprolactona; PLGA = Poli (Ácido lático-co-glicólico); BCP = 

Biocerâmica; DOX = Doxciclina; βCD  = β-ciclodextrina; Controle = cultura de osteoblastos sem 

nenhum material de teste, apenas no meio de cultivo. 

 

 

5.2 Preparação dos Compósitos 

 

Para a preparação dos compósitos utilizou-se os seguintes materiais: 

 Biocerâmica de fosfato de cálcio bifásica (Fosfato (Tri)-Cálcio (βTCP)- 

Hidroxiapatita (HA)). 60:80 Mesh. Fabricante: Osteosynt® EINCONBIO. Lote: 

177/2011. 

 Poli (ε-caprolactona) (PCL). Fabricante: Birminghan Polymers®, 

Inc.USA Lote: D02042. 

 Poli (Ácido lático-co-glicólico) (PLGA) 50/50. Fabricante: Birminghan 

Polymers®, Inc. USA. Lote: D99101. 

 Diclorometano (DMC) Teor: 99.5% Densidade: 1.320–1.328 g/ml a 

20C. Fabricante: Quimex®. Lote: 24684. 

 Doxiciclina PA. Fabricante: Sigma®. 

 β-ciclodextrina (βCD) (Cerestar®, USA). 
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Figura 8: Compósitos PLGA/PCL/BC/DOX/βCD. 

 

 

5.2.1 Preparação dos compostos de inclusão 

 

Antes da preparação do compósito PCL/PLGA/BCP/DOX/βCD, foi preparado o 

composto de inclusão DOX/βCD na razão molar 1:1 pelo processo de liofilização de soluções 

aquosas empregando-se o equipamento Savant Modulo D-Freeze Dryer da Thermo-Electron 

Corporation®, tomando como base os métodos previamente descritos na literatura para 

inclusão em ciclodextrinas (CORTÉS et al., 2001). Foram preparadas, inicialmente, soluções 

aquosas de cloridrato de DOX (PM: 480,99g/mol) deixadas sob agitação constante a 40º C 

durante meia hora e foram acrescentadas a estas soluções aquosas de β-ciclodextrina (PM: 

1135g/mol) na massa indicada. A seguir, as soluções resultantes foram distribuídas em tubos 

Falcon de 15mL, congeladas em nitrogênio líquido e levadas à sublimação.  

O compósito foi preparado utilizando-se PCL e PLGA e a biocerâmica de fosfato de 

cálcio bifásica (BCP) de granulometria 60x80 Mesh na razão 1:4, respectivamente. Em 10 ml 

de diclorometano foram adicionados 0,84 mg de DOX/βCD. Esta massa de DOX/βCD foi 

determinada para que a concentração de 25µg/mL de DOX fosse normalizada. Foram 

adicionados 300mg (50:50) de PCL e PLGA, sob agitação magnética, em béquer fechado, 

durante 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas 1200 mg de BCP, 

permanecendo sob agitação a temperatura ambiente. Posteriormente, a fim de moldar a 

mistura obtida, esta foi colocada em tubos de vidro com espessura interna de 0,7 mm, 

permanecendo por 48 horas. As amostras cilíndricas dos compósitos foram pastilhadas 

utilizando lâminas para microtomia, tendo as pastilhas espessura de 0,5mm de diâmetro. 
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Posteriormente as pastilhas obtidas foram esterilizadas utilizando o óxido de etileno 

(CURAR® - Centro de Esterilização Especializada Ltda., Belo Horizonte - MG).  

O compósito PCL/PLGA/BCP/DOX/βCD serviu como grupo teste para todos os 

experimentos, tendo como controles os grupos PCL/PLGA/BCP e cultura de osteoblastos sem 

nenhum material de teste, apenas no meio de cultivo. 

 

5.3 Cultivo de Osteoblastos 

 

Os osteoblastos foram isolados da calvária de 06 ratos Wistar machos neonatos de até 

5 dias de vida, fornecidos pelo biotério da Faculdade de Farmácia da UFMG. Os animais 

foram anestesiados e a incisão coronal foi feita expondo as duas metades da calvária. A 

calvária foi retirada e colocada em tampão salina estéril sem cálcio e sem magnésio (PBSA). 

O tecido ósseo foi cortado em pequenos pedaços e colocado em tripsina/EDTA 0,25% a 37% 

por 5 minutos, seguido de três digestões enzimáticas de 2 mg/ml de colagenase a 37% por 20 

minutos cada. Os sobrenadantes resultantes da primeira digestão enzimática da tripsina e da 

colagenase foram desprezados, os quais possivelmente continham outros tipos celulares. Os 

outros três sobrenadantes produziram uma suspensão de células com grande proporção de 

osteoblastos. A centrifugação foi realizada em centrífuga (Jouan CR-412®) por 10 minutos a 

14000 rpm. As células resultantes foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM, 

colocadas em garrafas de cultura celular de 75 cm
2
 e incubadas a 37°C em atmosfera úmida 

de 95% ar e 5% de CO2. Durante os experimentos, as células foram monitoradas diariamente, 

observando-se o aspecto microscópico da cultura e coloração do meio. 

                           

5.4 Meio de Cultura 

 

 O meio de cultivo de osteoblastos foi preparado utilizando-se Dulbecco's 

Modified Eagle Medium sem vermelho de fenol (DMEM D290E; Sigma-Aldrich® Co. LLC. - 

USA), suplementado com 1,2 g/l de bicarbonato de sódio, 10% de soro fetal bovino (SFB 

Sigma-Aldrich® Co. LLC. - USA). O SFB foi previamente inativado por aquecimento em 

banho-maria a 60°C, durante 60 minutos. Foram acrescentados ao meio 1% de antibiótico-

antimicótico. Após a preparação do meio, o pH foi ajustado para 7,2. Posteriormente, o meio 

foi submetido à filtração utilizando-se membrana de 0,22 μm. Este procedimento se deu em 

ambiente estéril (capela de fluxo laminar).  
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5.5 Repicagem e semeadura de células em placas de 96 e 6 poços 

 

Ao atingirem um grau de confluência superior a 90%, as culturas foram submetidas à 

ação enzimática de tripsina. Para isso, duas lavagens com PBS 0,15M foram feitas. 

Posteriormente, acrescentou-se às culturas 2 ml de tripsina/EDTA 

(etilenodiaminotetraacético) a 1% (1 ml de tripsina 0,25%/EDTA 0,06% Sigma-Aldrich® Co. 

LLC. - USA), sendo as garrafas com as culturas de células incubadas por 10 minutos nas 

condições previamente descritas, até que as células se soltassem completamente. Ao final 

deste processo, a ação da tripsina foi neutralizada pela adição de 3 ml de meio DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino. Numa próxima etapa, estas células foram 

novamente plaqueadas, obedecendo a razão de uma garrafa inicial para três garrafas finais ou 

de 1,5 X 10
5
 células/poço. 

Os osteoblastos estavam prontos para serem usados em testes com os biomateriais 

após dois ou três repiques. As culturas eram novamente tripsinizadas e contadas no 

microscópio de luz invertido (BEL Photonics®, BEL Equipamentos Ltda., Piracicaba - SP), 

com auxílio de Câmara de Neubauer. Após a contagem, as células foram semeadas em placas 

de 96 e 6 poços à razão de 1,5 X 10
5
 células/poço em cultura de monocamada e 

tridimensional com o meio por 24 horas em incubadora úmida a temperatura constante a 37°C 

e atmosfera com 5% de CO2, a fim de permitir que as células aderissem à placa (OGAWA et 

al., 2004). Após esse período, o biomaterial era colocado em contato para ser avaliado no 

período de 24 horas, 7 e 14 dias.             

 

5.6 Ensaio de metabolização de MTT 

 

As culturas celulares foram caracterizadas relativamente à proliferação/viabilidade 

celular pelo ensaio do MTT, atividade da fosfatase alcalina e capacidade de formação de 

depósitos minerais, colágeno e Von Kossa. 

 O ensaio de sal de tetrazólio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann Toxicity Test) (Invitrogen®/Vybrant MTT, 

Molecular Probes, Eugene, OR, USA) é um ensaio colorimétrico padrão que mede mudanças 

na cor para medição da atividade mitocondrial de células viáveis, sendo sensível para avaliar a 

citotoxidade de agentes medicinais e de outros materiais. O MTT é incorporado pelas células 

metabolicamente ativas, produzindo cristais de formazan de cor púrpura que se acumulam no 

seu interior (VALÉRIO et al., 2005). 
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 O princípio deste método consiste na absorção do sal MTT amarelo, o qual é 

reduzido a um produto insolúvel roxo, cristais de formazan, os quais são formados 

proporcionalmente à atividade do succinato desidrogenase no interior das mitocôndrias das 

células vivas. Este produto de coloração púrpura é acumulado dentro da célula. Uma solução 

de solubilização composta de dodecil sulfato de sódio e ácido clorídrico (SDS/HCL) é 

adicionada para dissolver o produto de formazan roxo insolúvel e, após solubilização, a 

absorção da solução colorida pode ser quantificada em espectrofotômetro na absorbância de 

570 nm. Alterações na atividade mitocondrial celular resultam em mudanças na quantidade de 

formazan produzido e, consequentemente, na absorbância, o que permite quantificar a 

citotoxidade do tratamento de maneira indireta (MOSMANN, 1983). Essa redução só 

acontece quando as enzimas mitocondriais redutase estão ativas, portanto a conversão está 

diretamente relacionada ao número de células vivas. 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 não tratadas, a efetividade do agente em causar a morte de 

células pode ser deduzida (VALÉRIO et al., 2004).  

  

 

Figura 9: Redução de MTT à formazan. 

 

 

Figura 10: Visualização dos cristais de formazan formados após metabolização do MTT em grupo controle 

(somente osteoblastos) com aumento de 20X. 
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A viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT após 24 horas de incubação na 

presença de cada amostra e a proliferação dos osteoblastos, após 7 e 14 dias. Em cada ensaio, 

as células das placas foram lavadas com PBS (2x). Em seguida, foram supridas com meio 

base sem vermelho de fenol (100 μl) e 10 μl de MTT (5 mg/ml) e incubadas por 4 h a 37°C 

em atmosfera umidificada de CO2 5% e ar 95%. A formação dos cristais de formazan foi 

observada ao microscópio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL Equipamentos Ltda., 

Piracicaba - SP). Após o período de incubação, 100 μl de 10% SDS/HCl (dodecil sulfato de 

sódio/ácido clorídrico) foram acrescentado nos grupos para solubilização dos cristais. As 

placas foram agitadas à temperatura ambiente durante 1 minuto para dissolver os cristais de 

formazan e incubadas por 24 horas em estufa nas condições previamente descritas. Após a 

incubação, a leitura em espectrofotômetro (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®, Vantaa, 

Finland) foi realizada a 570 nm.  

 

5.7 Ensaio da atividade de Fosfatase Alcalina (BCIP/NBT) 
 

 A fosfatase alcalina óssea é uma ectoenzima presente na superfície externa da 

membrana celular, onde exerce sua atividade e está envolvida nos processos de mineralização 

tecidual (WENNBERG et al., 2000). Funciona como um marcador bioquímico do 

metabolismo ósseo, que retrata a formação ou a reabsorção óssea. É uma glicoproteína 

específica encontrada na superfície dos osteoblastos. Como a formação é dependente da ação 

dos osteoblastos, os marcadores de formação (fosfatase alcalina óssea) na realidade medem 

produtos decorrentes da ação destas células. Os marcadores de formação são todos eles frutos 

da síntese osteoblástica. Sua função ainda não está totalmente elucidada, porém seu papel na 

mineralização do esqueleto está confirmado. A avaliação da atividade sérica da fosfatase 

alcalina óssea é um marcador ósseo que fornece informações úteis do remodelamento ósseo 

na osteoporose, na doença de Paget e no acompanhamento de terapias preventivas e de 

reposição hormonal ou de outras terapias antiabsortivas (VALÉRIO et al., 2005). As 

alterações encontradas na hipofosfatasia, doença devida a uma mutação no gene codificador 

da enzima, predominantemente na osteomalácia, sugerem fortemente que a enzima tenha 

papel fundamental na mineralização (GLEZER et al., 2006). 

 A produção de fosfatase alcalina pelo osteoblasto pode ser um dos parâmetros 

usados em modelos in vitro para avaliar o efeito do biomaterial sobre a atividade do tecido 

ósseo. O ensaio de fostatase alcalina (coloração celular por BCIP) foi realizado para verificar 

a porcentagem de osteoblastos no cultivo celular e também para verificar se as células 
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estavam em fase proliferativa. Este ensaio é baseado na reação cromogênica iniciada pela 

clivagem do grupo de fosfato BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt) 

pela fosfatase alcalina presente nas células. Esta reação produz um próton o qual reduz NBT 

(Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) em um precipitado arroxeado insolúvel. A presença de 

fosfatase alcalina nas células provoca a hidrólise do grupo fosfato do composto BCIP, 

gerando compostos redutores que reagem rapidamente com o NBT, formando, dessa forma, 

um precipitado arroxeado insolúvel. 

As células foram plaqueadas na concentração de 1,5x10
5
células/poço em placas de 96 

poços por um período de 7 e 14 dias. O sobrenadante de cada poço foi removido e passado 

para outra placa. Na placa contendo as células, seguiu-se o protocolo utilizando o kit 

Invitrogen® (Invitrogen/Vybrant, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Primeiramente, 

foram preparadas as soluções (Anexo 1), em seguida as células foram lavadas 2 vezes com 

PBS (0,15 M estéril). Em seguida, foram colocadas 60 µl de solução BCIP/NBT (1:1) (as 

duas soluções foram misturadas no momento do uso) em cada poço. A placa foi incubada por 

2 horas. Após esse período, foram acrescentadas 60 µL da solução 10% SDS/HCL. Incubou-

se durante 24 horas em estufa nas condições previamente descritas. Após incubação, a 

densidade ótica foi lida por espectrofotômetro (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®, 

Vantaa, Finland) a 595 nm.  

 

5.8 Ensaio da produção de colágeno (Sircol Red) 

 

 O colágeno, também conhecido como gelatina, é uma das maiores moléculas 

proteicas do organismo humano. Encontra-se presente na estrutura dos tecidos conjuntivos, 

cartilaginosos e fibrosos, como pele, ossos, tendões, dentes, vasos sanguíneos, músculos, 

unhas, cabelos, articulações (líquido sinovial), entre outros, representando mais de 30% das 

proteínas presentes no organismo. Sua composição de aminoácidos é bastante específica, 

sendo formada principalmente por glicina e prolina. Para a síntese de colágeno, é necessário 

que estes aminoácidos sejam agrupados e hidroxilados. Para que esta reação ocorra, é 

fundamental a presença do ácido ascórbico (vitamina C) para a ativação da enzima que irá 

catalisar este processo (CORMACK, 1991; VALÉRIO et al., 2005). Colágeno é uma proteína 

de importância fundamental na constituição da matriz celular do tecido conjuntivo, sendo 

responsável por grande parte de suas propriedades físicas. No homem, existem pelo menos 28 

tipos de colágeno, possuindo diferentes funções (CORMACK, 1991).  
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No caso das células ósseas, ocorrerá mineralização da fibra colágena juntamente com 

outras proteínas não colagenosas também secretadas pelos osteoblastos. Para que isso ocorra, 

haverá a necessidade da ação da fosfatase alcalina que desfosforilará algumas fosfoproteínas 

nas regiões de conexão. O cálcio e o fosfato podem precipitar pela regulação membrano-

símile dos osteoblastos, são extraídas vesículas, com dupla membrana, ricas destes dois íons e 

que seriam derivadas do aparelho de Golgi por cisão parcial. É sabido que o metabolismo 

ósseo pode ser avaliado pela análise da síntese de colágeno, possibilitando estudo e controle 

de possíveis alterações. Também possibilita avaliar a interação entre o tecido ósseo e 

biomateriais com diferentes características, pela quantificação da síntese de colágeno pelos 

osteoblastos, que podem ser estimulados ou inibidos por substâncias liberadas pelos 

biomateriais no meio (ANSELME, 2000). 

Realizou-se a detecção de colágeno pelo Método de Sircol (TULLBERG-REINERT; 

JUNDT, 1999). O ensaio para quantificação de colágeno pode ser realizado no sobrenadante 

de culturas de osteoblastos ou nas células fixadas nas placas de cultura. O princípio do 

método consiste na determinação de cor gerada pela reação do colágeno com um corante 

aniônico, o sirus red. Esse corante possui na molécula um grupo sufônico que interage com o 

colágeno formando um composto insolúvel, vermelho.  

As células foram plaqueadas na concentração de 1,5x10
5
células/poço em placas de 96 

poços por um período de 7 e 14 dias. Seguiu-se o protocolo segundo o kit Invitrogen®: 

colocou-se 1 ml de sobrenadante de cada grupo estudado no ependorff cônico. Adicionou-se 

200 µl do reagente “Isolation & Concentration Reagent” gelado (4°C), misturou-se o 

conteúdo invertendo o tubo. Os tubos foram colocados em uma estante dentro de um 

recipiente preenchido pela metade com mistura de água e gelo. Incubou-se durante 24 horas a 

4
o
C, na geladeira. Removeram-se os tubos da estante sem agitar seus conteúdos. Os tubos 

foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos. Usou-se a micropipeta para remover 

levemente 1 ml do sobrenadante de cada tubo.  

Em seguida, adicionou-se 1 ml do reagente “Sircol Dye” e o ependorff foi colocado no 

agitador mecânico por 30 minutos. Posteriormente, foi centrifugado a 12000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e a tampa foi limpa com algodão 

para remover resquícios do corante. No tubo foram colocados 750 µl do reagente “Ácido-Sal 

Wash” gelado. E novamente foi centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado, o tubo foi limpo com algodão para retirar o excesso de reagente. Adicionou-se 

250 µl do reagente “Alkali”. O tubo foi colocado por 5 minutos no agitador mecânico. 
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Transferiu-se 200 µl do conteúdo para a placa de 96 poços. A leitura foi realizada a 555 nm 

no espectrofotômetro (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®, Vantaa, Finland).  

 

5.9 Ensaio da produção de nódulos de mineralização por coloração pelo método Von 

Kossa 

 

Para determinar se as células diferenciadas em osteoblastos produziam nódulos 

mineralizados in vitro, foi realizado o teste de Von Kossa no décimo quarto dia de cultivo. 

Von Kossa é um método específico para visualizar a calcificação. É um ensaio colorimétrico 

muito útil na detecção de mineralização dentro da matriz.  

As soluções primeiramente foram preparadas (Anexo 2). Em seguida, o meio dos 

poços foi aspirado e as células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com 100 µl 

formaldeído 10% por 5 min. O fixador foi removido e as células lavadas com água Milli-Q. 

Adicionou-se 200 µl de Nitrato de Prata 5% e deixou-se a placa por 1 hora dentro da capela 

de fluxo com a luz ultravioleta ligada. Lavou-a 3 vezes com água Milli-Q. Adicionou-se 200 

µl  de Tiossulfato de Sódio 5% por 3 minutos. Em seguida, o Tiossulfato foi removido e 

adicionou-se 200 µl de Safranina 1% por 30 segundos. A análise visual dos nódulos foi 

realizada através da objetiva de 10x do microscópio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL 

Equipamentos Ltda., Piracicaba - SP).  

 

5.10 Caracterização de Superfície e Estrutural da Matriz por Microscopia Eletrônica de 

Varredura  

 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) permitiu a caracterização 

microestrutural da superfície para avaliação qualitativa da interconectividade, da conformação 

e do tamanho de poros. As amostras foram recobertas com ouro (Sputter Coater - SPI 

Supplies) por 90 segundos, 13 mA. As imagens foram adquiridas usando o Microscópio 

Eletrônico de Varredura (JEOL 6360LV®), 15kV, 750mA do Departamento de Física – 

ICEX – UFMG. 

 

5.11 Análise Estatística 

 

Os dados apresentados neste trabalho são o resultado de três experimentos separados, 

sendo que, para cada conjunto de ensaios, foram utilizadas três linhagens diferentes de células 

osteobláticas. Em cada um dos experimentos e para cada um dos ensaios bioquímicos foram 

efetuadas seis réplicas. As médias e desvios padrões dos resultados foram calculados e 
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analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software®, CA, USA). A partir 

dos dados obtidos foram realizadas análises estatísticas pelo método análise das variâncias 

(ANOVA), seguido pelo método de Bonferroni para verificar as diferenças entre os grupos 

em que os valores de p ≤ 0.05, foram considerados significativos. 
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6 RESULTADOS 
 

 

FASE 1: AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DAS SOLUÇÕES DA DOX PURA E DA 

DOX NO COMPOSTO DE INCLUSÃO DOX/βCD 1:1 EM CULTURA DE 

OSTEOBLASTOS 

 

 

6.1 Teste de viabilidade celular (MTT) 

 

No presente trabalho, empregou-se a DOX encapsulada em β-ciclodextrina, 

considerada uma ciclodextrina neutra. O resultado obtido através do teste de MTT para 

verificar qual solução DOX pura ou DOX encapsulada em βCD (DOX/βCD) promoveu maior 

viabilidade celular in vitro está representado na Figura 11. 

 

Figura 11: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT após 24 horas de tratamento com 

soluções de DOX pura e DOX/βCD nas concentrações: 1; 5; 10; e 25 µg/mL. 

 

Os resultados apresentados na Figura 11 sugerem que a exposição de células 

osteoblásticas cultivadas em concentrações baixas de DOX (1-5µg /mL), na ausência de βCD, 

estimularam a proliferação celular, apresentando diferença estatisticamente significativa na 

concentração de 1 µg/mL em relação ao controle. Apenas a concentração de 25 µg/mL foi 

citotóxica. Entretanto, ao se incluir a DOX na βCD, a concentração de 25 µg/mL foi capaz de 

induzir significativamente (p<0,05) a proliferação celular dos osteoblastos em relação ao 

controle, apresentando resultado semelhante à concentração de 1 µg/mL sem βCD. A 

proliferação celular foi diminuindo gradativamente nos osteoblastos tratados com 5 e 1 µg/mL 

DOX/βCD, não apresentando diferença estatisticamente significativa. 
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FASE 2: AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPÓSITOS 

(BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD e BCP/PCL/PLGA/DOX) EM CULTURA DE 

OSTEOBLASTOS 

 

 

6.2 Teste de viabilidade celular (MTT) 

 

Avaliações da viabilidade celular in vitro dos compósitos, através dos testes de MTT, 

na presença de DOX pura (BCP/PCL/PLGA/DOX) e DOX encapsulada em βCD 

(BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD) após 24 horas estão representadoas nas Figuras 12 e 13.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT após 24 horas de tratamento com 

compósito de DOX sem βCD (BCP/PCL/PLGA/DOX) nas concentrações: 1; 5; 10; e 25 µg/mL. 
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Figura 13: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT após 24 horas de tratamento com 

compósito de DOX encapsulada em βCD (BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD) nas concentrações: 1; 5; 10; e 25 

µg/mL. 

 

Os dados obtidos após testes de MTT com diferentes grupos de compósitos de DOX 

pura e na presença da matriz BCP/PCL/PLGA sugerem que nenhum grupo apresentou 

diferença significativa em relação ao controle, nem entre eles (Figura 12). Entretanto, ao se 

incluir a DOX na βCD ao compósito, apenas a concentração de 25 µg/mL foi capaz de induzir 

significativamente (p<0,05) a proliferação celular dos osteoblastos em relação ao controle. A 

proliferação celular aumentou gradativamente nos osteoblastos tratados com aumento da 

concentração. Entre os compósitos, maior diferença significativa ocorreu entre 1µg/mL e 25 

µg/mL. Seguida da diferença significativa entre 5 µg/mL e 25 µg/mL e da observada entre 10 

µg/mL e 25 µg/mL (Figura 13).  

 

 

FASE 3: AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE OSTEOGÊNICA DO COMPÓSITO 

(BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD) EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS 

 

 

6.3 Teste de viabilidade celular (MTT) 

 

Verificado que o compósito contendo DOX/βCD, na concentração 25µg/mL, induziu 

maior viabilidade celular e diferença estatística significativa em relação ao controle, o mesmo 

foi escolhido para avaliar atividade osteogênica nos demais testes in vitro. Os resultados 

obtidos foram descritos na Figura 14. 
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Figura 14: Viabilidade celular dos osteoblastos pelos ensaios de MTT após 24 horas, 7 e 14 dias de tratamento 

com compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL. 

 

Os resultados obtidos após os testes de MTT, como mostra a Figura 14, sugerem que a 

proliferação das células osteoblásticas, na presença do compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL, foi maior e apresentou diferença 

estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle, em todos os tempos experimentais 

(24 horas, 7 e 14 dias), sendo maior após 14 dias. As células permaneceram viáveis e 

proliferando até esse período. Entretanto, o compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na 

concentração 25 µg/mL foi maior e estatisticamente significante em relação à matriz 

BCP/PCL/PLGA em 7 dias, sendo maior após 14 dias. 

 

6.4 Produção de fosfatase alcalina (BCIP/NBT) 
 

A Figura 15 mostra fotomicrografias dos osteoblastos apresentando precipitação dos 

sais de nitro blue tetrazolium que evidenciam a atividade da fosfatase alcalina. A fosfatase 

alcalina estava presente tanto no controle quanto na presença do compósito. 
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                                          A                                                            B 

 

Figura 15: Visualização da produção de fosfatase alcalina por osteoblastos na presença do compósito. (A) 

formação de precipitado de aspecto arroxeado no osteoblasto (20X). (B) precipitado de aspecto arroxeado 

formado nos osteoblastos sobre o compósito (75X). 

 

Os resultados obtidos pela medição da fosfatase alcalina foram descritos na Figura 16. 

 

Figura 16: Produção de fosfatase alcalina por osteoblastos após 7 e 14 dias de tratamento com compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL. 

 

 Os resultados apresentados na Figura 16 sugerem que a produção de fosfatase 

alcalina (FA) pelas células osteblásticas, na presença do compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL, foi maior e apresentou diferença 

estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle, em todos os tempos experimentais (7 

e 14 dias), mostrando uma produção maior na avaliação de 14 dias tanto em relação ao 

controle quanto ao período de 7 dias. A matriz BCP/PCL/PLGA não apresentou diferença 

significativa em relação ao controle, porém após o período de 14 dias apresentou diferença 
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significativa em relação à matriz de 7 dias. Além disso, o compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL foi maior e estatisticamente 

significante em relação à matriz no período de 14 dias. 

 

6.5 Síntese de colágeno (Sirius Red) 

 

A produção de colágeno total das células osteoblásticas quantificada em cada grupo 

está descrita na Figura 17.  

 

Figura 17: Produção de colágeno por osteoblastos após 7 e 14 dias de tratamento com compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL. 

 

 Os resultados apresentados na Figura 17 sugerem que a produção de colágeno 

pelas células osteblásticas, na presença do compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na 

concentração 25 µg/mL, foi maior e apresentou diferença estatística significativa (p<0,05) em 

relação ao controle apenas após 14 dias. A produção de colágeno, na presença do compósito, 

após o período de 14 dias foi maior e significativa em relação ao período de 7 dias. A matriz 

BCP/PCL/PLGA não apresentou diferença significativa em relação ao controle, porém após o 

período de 14 dias apresentou diferença significativa em relação à matriz no período de 7 

dias. 
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6.6 Coloração por Von Kossa 

 

A Figura 18 mostra o ensaio de Von Kossa realizado para avaliar a atividade 

osteogênica do compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD em cultura de osteoblastos após 14 

dias. Essa coloração tem como finalidade obter uma constatação quanto à formação de 

estruturas mineralizadas, indicadoras de células de linhagem osteogênica.            

                                  A                                B                               C 

 

Figura 18: Placa de 6 poços. Ensaio Von Kossa após 14 de incubação. Fileira A) controle (somente células). 

Fileira B) matriz (BCP/PCL/PLGA). Fileira C) compósito (BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD). 

 

A Figura 19 mostra a marcação das células pelo Von Kossa, indicando a presença de 

nódulos de mineralização.  

                           A                                                                 B 

 

Figura 19: Visualização de estruturas mineralizadas por coloração do tipo Von Kossa. (A) Imagem de dois nódulos 

mineralizados após 14 dias de indução osteogênica na presença do compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD, 
concentração 25 µg/mL. Aumento de 20X. B) Aumento de 400X. 
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As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados de marcação por Von Kossa das células 

submetidas à indução osteogênica na presença do compósito. Na apresentação dos resultados, 

o núcleo ficou corado de vermelho, o citoplasma de rosa e o cálcio de preto. Verificou-se 

apenas visualmente a atividade osteogênica das células, através da formação dos nódulos de 

mineralização no período de 14 dias. Resultados similares foram observados para a marcação 

das células cultivadas no grupo controle e na presença da matriz BCP/PCL/PLGA. Estes 

resultados comprovam a atividade osteogênica dos osteoblastos, porém faz-se necessário a 

realização de outros testes comprobatórios, que não foram possíveis neste trabalho. 

 

 

FASE 4: AVALIAÇÃO DA ESTRUTURA DE MATRIZES 

(BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD) 

 

 

A análise descritiva realizada por MEV mostrou que o compósito apresentou 

microporos intercomunicantes na faixa de 1 μm e 10 μm (Figura 20 C, D), que aumentam o 

contato tecidual, a solubilidade, absorção de moléculas e a capacidade de trocas com os 

líquidos orgânicos. Também apresentam intermediários de 10 μm a 50 μm (Figura 20 B), que 

aumentam a adesão dos osteoblastos. Esta estrutura arquitetônica porosa torna esta 

biocerâmica um veículo condutor e liberador de fármacos e substâncias, sua topografia 

superficial permite atividade metabólica osteoblástica e expressão dos fenótipos (osteoblastos, 

osteócitos e osteoclastos) adequados para as etapas dos fenômenos de neoformação tecidual. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

F D E 

Figura 20: MEV do compósito (BCP/PCL/PLGA/DOX/βcd). A, B, C, D com aumento de 5X; E e 

F com aumento de 10X. 
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7 DISCUSSÃO  
 

 

Baseado nos princípios de liberação controlada de fármacos, de Engenharia de Tecidos 

associados a polímeros biodegradáveis e biocerâmicas como suporte mecânico e buscando a 

concentração ideal que favorecesse a atividade osteogênica da DOX, foi proposta a avaliação 

do compósito de DOX encapsulada em βCD em matrizes de PCL/PLGA/BCP in vitro.  

No presente trabalho, hipotetisou-se que os compósitos BC/PCL/PLGA/DOX/βCD 

favoreceriam a indução osteogênica. Os resultados obtidos após os testes de MTT (Figura 11) 

sugeriram que a exposição de células osteoblásticas cultivadas em baixas concentrações de 

DOX (1-5µg/mL) sem βCD estimularam a proliferação celular, sendo maior e apresentando 

diferença estatisticamente significativa em relação ao controle. A concentração de 25 µg/mL 

foi citotóxica. Estes resultados corroboram aos resultados de Guimarães (1997), Gomes 

(2006) e Coelho (2006). Estes autores concordam em afirmar que a concentração de 25 

µg/mL de DOX pura (livre, não encapsulada) não favorece o crescimento celular, além de ser 

citotóxica. No entanto, no presente estudo, quando um compósito contendo o composto de 

inclusão de DOX foi formado com βCD, a concentração de 25 µg/mL mostrou uma maior 

proliferação de células. Estes resultados sugeriram que uma dose citotóxica de DOX livre, 

quando encapsulada em ciclodextrinas, formou um novo composto que, além de não ser 

citotóxico, promoveu a proliferação celular. 

As TCs são frequentemente utilizadas em preparações de liberação prolongada, 

situação em que as concentrações do fármaco que se obtêm nas bolsas periodontais são muito 

mais elevadas que as observadas com a utilização sistêmica destes compostos e, normalmente, 

superiores aos 25-50 μg/ml (COELHO et al., 2006). Para este autor, no caso da utilização 

deste tipo de preparações, deve considerar-se a possibilidade de ocorrência de efeitos 

citotóxicos nas células locais, nomeadamente do ligamento periodontal e osso alveolar. No 

entanto, na presente pesquisa, a concentração de 25 μg/ml de DOX/βCD mostrou-se não 

citotóxica in vitro. Estes resultados sugeriram que, além das suas propriedades 

antimicrobianas e anti-colagenolíticas, este antibiótico, quando utilizado em baixas 

concentrações, atua como promotor da proliferação das células osteoblásticas, corroborando 

com os achados de Gomes (2006). 

Os resultados do presente estudo in vitro estão de acordo com os relatados por vários 

autores que investigam metabolismo da patologia óssea em modelos animais. O modelo em 
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rato foi usado por Golub et al. (1994) para simular osteopenia induzida por diabetes, onde ele 

verificou que a situação patológica foi significativamente melhorada com a TC. 

Ao longo do tempo, muitas ações têm sido descritas para as TCs, como efeito: 

antibiótico; antiapoptótico; antiprotease; anti-inflamatório; capacidade de agir como catadores 

de radicais de oxigênio e formação óssea. Vários relatos indicam formação óssea por TCs. A 

maioria das investigações foi baseada em doenças ósseas induzidas por modelos animais. Um 

estudo recente de POLSON et al., (2005), avaliou o efeito da TC sobre as características 

morfológicas da remodelação óssea normal, em macacos e também encontraram aumento da 

atividade osteoblástica e osteoide em osso alveolar. Muitos mecanismos têm sido propostos 

para explicar a formação óssea, redução da decomposição do tecido conjuntivo e da 

reabsorção óssea pelas TCs (GARLET et al., 2004). 

Os dados obtidos após testes de MTT com diferentes grupos de compósitos de DOX 

pura (Figura 12) sugeriram que nenhum grupo apresentou diferença significativa em relação 

ao controle, nem entre eles (Anexo 4). Entretanto, ao se incluir a DOX na βCD no compósito 

(Figura 13), apenas a concentração de 25 µg/mL foi capaz de induzir significativamente 

(p<0,05) a proliferação celular dos osteoblastos em relação ao controle (Anexo 5). A 

proliferação celular foi aumentando gradativamente nos osteoblastos tratados com aumento da 

concentração.  

Quando o compósito constituído de biocerâmica, blenda de PCL e PLGA e de mesma 

concentração 25 μg/ml foi avaliado na presença da βCD, este apresentou diferença 

significativa em relação ao controle. Esta diferença pode ser devido ao encapsulamento da 

DOX. A inclusão em β-ciclodextrina, além de propiciar sua liberação controlada, atenua a 

citotoxicidade do fármaco, bem como o sabor desagradável e o manchamento dental da DOX, 

possibilitando o seu uso por um período mais prolongado em baixas concentrações, além de 

aumentar a proliferação de osteoblastos.  

Vários trabalhos têm mostrado uma melhor ou uma maior atividade do fármaco 

encapsulado, comparado à sua forma livre (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; SZEJTLI, 

1988). Estes complexos são mais estáveis em relação à decomposição por luz, calor e radicais 

livres. Fármacos que são capazes de formar estes complexos de inclusão estão mais 

protegidos da desestabilidade fisico-química (LOFTSSON; MASSON, 2001). Compostos de 

inclusão de clorexidina-β-ciclodextrina, assim como antibióticos incluídos, como as TCs, têm 

mostrado ser até quatro vezes mais efetivos que os fármacos correspondentes livres (CORTÉS 

et al., 2001; DINIZ, 2007).  
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Pataro et al. (2003) concluíram que a ciclodextrina modula a liberação de TC 

garantindo sua substantividade e liberação de maneira contínua e biologicamente ativa, sem 

causar danos morfológicos à superfície dentinária. Estes autores sugerem que o emprego do 

composto de inclusão em baixas concentrações poderia diminuir os efeitos adversos da TC 

como a coloração dentária. Nos SLC da TC a partir da inclusão em ciclodextrinas, as baixas 

concentrações do fármaco empregadas alcançaram doses terapêuticas (CORTÉS et al., 2001; 

PATARO et al., 2003). 

Sistemas compósitos combinam as propriedades de mais de uma classe de 

dispositivos. Dessa maneira, há a possibilidade de se poderem selecionar as características de 

diferentes grupos, combinando-os dentro de um único sistema, como, por exemplo, partículas 

poliméricas de copolímeros, associadas a antibióticos. As preparações compostas por 

polímeros biodegradáveis apresentam maior potencial de eficácia e aplicação prática 

(MEDLICOTT et al., 1994).  

Estes sistemas se caracterizam pela dissolução ou encapsulamento de fármacos em 

uma matriz polimérica. O fármaco fica isolado do meio externo por uma barreira física que 

impede sua dissolução rápida pelos fluidos biológicos. A forma ativa do fármaco vai sendo 

liberada de maneira controlada (à medida que o polímero degrada) e lenta. Estes sistemas têm 

sido utilizados para melhorar o crescimento ósseo e sua regeneração no tratamento de defeitos 

ósseos (KIM; KNOWLES; KIM, 2004).  

Os polímeros biodegradáveis são amplamente empregados como SLFs. Nos últimos 

anos, vários produtos e processos foram desenvolvidos, a fim de se obter SLF, objetivando 

controlar a velocidade de liberação do fármaco, manter seu nível terapêutico por um período 

de tempo maior e também dirigir sua ação a um sítio específico. Tais características 

promoveriam redução de efeitos adversos e tóxicos, além da redução do número de 

administrações e maior adesão do paciente ao tratamento (LIMA et al., 1999). 

Os poliésteres alifáticos, poli (caprolactona) PCL e copolímeros dos ácidos lático e 

glicólico (PLGA) são os polímeros que sofrem biodegradação em meio biológico, são mais 

explorados em SLFs, além de formarem blendas. Este último apresenta um menor tempo para 

completa degradação in vivo, implicando em menor probabilidade de reações adversas, 

decorrentes, muitas das vezes, de fragmentos cristalinos liberados, cujo tempo de degradação 

seja excessivamente longo. Na prática, copolímeros de ácido lático e glicólico são os mais 

vantajosos e mais utilizados em SLF. Uma das vantagens é o menor tempo, devido à 

amorfização provocada pela quebra da regularidade entre as cadeias na presença do 

monômero em copolímeros de l-lactide com 25-70% em glicolide (REZENDE et al., 2005). 
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A incorporação de BCP em dispositivos poliméricos oferece uma estrutura mineral 

que disponibiliza íons Cálcio (Ca
+2

) e Fosfato (PO4
-3

) para a neoformação óssea, além de 

neutralizar os subprodutos ácidos da degradação polimérica. As biocerâmicas bifásicas 

(fosfato tricálcico e hidroxiapatita) são usadas para induzir a formação de tecido ósseo 

mineralizado e em cirurgia para reconstrução óssea. Os efeitos cruciais da HA podem ser 

visto na sua capacidade para aumentar o crescimento ósseo, adicionalmente pode facilitar a 

conversão do tecido fibroso em tecido ósseo. Segundo Ciapetti et al. (2003), a HA quando 

presente na estrutura do compósito, apresenta característica osteocondutora. 

Diversos estudos mostram que a associação das características de rápida absorção do 

β-TCP com o suporte inerte de HA densa propiciou uma ativa reposição óssea, ativada por 

macrófagos, a partir dos tecidos ósseos adjacentes (HASHIMOTO-UOSHIMA et al., 1995). 

Os trabalhos de Wykrota et al. (1998), em um estudo longitudinal de 14 anos utilizando a 

biocerâmica Osteosynt® para reconstruções de grandes perdas ósseas faciais e ortopédicas, 

inclusive no tratamento de osteomielites, mostraram condições satisfatórias em relação à 

resistência mecânica e o módulo de elasticidade do tecido ósseo neoformado. No estudo de 

Lobo et al. (2009), foi demonstrada a superior osteoindução intrínseca da biocerâmica 

Osteosynt® quando usada na forma granular para preenchimento de defeitos ósseos de 5 mm 

de diâmetro em fêmeas de coelhos, comparado-as com os grupos sem preenchimento. 

A associação de materiais poliméricos e cerâmicos com características semelhantes 

aos tecidos alvo que se deseja substituir, a presença de porosidades, o controle da degradação, 

além da adição de DOX com liberação controlada e sustentada, permitem obter materiais que 

potencialmente apresentam as vantagens de estimular a reparação óssea, a atividade dos 

osteoblastos e aumento da densidade óssea (GORDON et al., 1997). Trabalhos anteriores 

focaram no desenvolvimento de compósitos de biocerâmicas com polímeros (KIM; 

KNOWLES; KIM, 2004). 

Em uma pesquisa em 2010, Gala-Garcia et al. (2010) sugeriram que BC/PLGA tem 

sido usado como andaime devido ao processo de biodegradação de PLGA. A degradação do 

polímero e a BC favoreceram o crescimento de tecido pulpar adjacente à exposição. Estes 

autores também concluíram que BC/PLGA é biocompatível com os fibroblastos humanos e 

aos macrófagos peritoneais, que a BC de composição bifásica pode ter agido como um 

estímulo fisiológico e âncora para neoformação de tecido. A viabilidade celular de 

fibroblastos humanos e da cultura de macrófagos peritoneais em contato com BC/PLGA 

materiais observada no estudo pode ser explicada pela biocompatibilidade de ambos os 

constituintes do material compósito. Além disso, os dados obtidos no estudo sugeriram que 
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BC/PLGA é um bom material com possível uso como agente de proteção pulpar direta, pois 

foi capaz de estimular reorganização do tecido pulpar e a formação de barreira de um tecido 

mineralizado que preencheu com sucesso a exposição da polpa.  

Os resultados obtidos após testes de MTT após 24 horas, 7 e 14 dias de tratamento 

com compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD, concentração 25 µg/mL, observados na Figura 

14, sugeriram que a proliferação das células osteblásticas, na presença do compósito, foi 

maior e apresentou diferença estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle, em 

todos os tempos experimentais (24 horas, 7 e 14 dias), sendo maior após 14 dias e que as 

células permaneceram viáveis e proliferando até esse período (Anexo 6). Os presentes 

resultados mostraram que, para uma dada dose, o efeito sobre a proliferação celular é tempo-

dependente, isto é, um efeito inibitório inicial seguido por uma indução na proliferação celular 

com o decorrer do tempo.  

Gomes et al. (2006) confirmam os resultados desta pesquisa, onde existiu um período 

proliferativo, que aumentou gradativamente com o tempo verificado nos períodos de 7 a 14 

dias, seguido de um período de indução osteogênica onde houve diferenciação e redução da 

proliferação após a confluência celular. Segundo Gala-Garcia et al. (2010), estes resultados 

poderiam ser devido às hidrólises simultâneas de um polímero/cerâmica que pode ter 

fornecido um melhor ambiente fisiológico para odontoblastos que o polímero ou BC. Quanto 

mais comprometida com a diferenciação, menor é a capacidade proliferativa das células 

(MOUNTFOURD et al., 2008). Ainda segundo este autor, a redução da capacidade 

proliferativa é apenas um estágio intermediário na maioria dos tecidos, ou seja, um balanço 

entre a diferenciação e a proliferação celular.  

O compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL foi maior e 

estatisticamente significante em relação à matriz BCP/PCL/PLGA em 7 dias, sendo maior 

após 14 dias. Estes resultados podem ser atribuídos à presença do composto de inclusão 

DOX/βCD no compósito, como já discutido anteriormente. 

Os resultados da produção de fosfatase alcalina por osteoblastos após 7 e 14 dias de 

tratamento com compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL, 

representados na Figura 16, sugeriram que a produção de FA pelas células osteblásticas foi 

maior e apresentou diferença estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle, em 

todos os tempos experimentais (7 e 14 dias), mostrando uma produção maior na avaliação de 

14 dias tanto em relação ao controle quanto ao período de 7 dias (Anexo 7). Gomes et al. 

(2006) também observaram que os níveis de FA do controle aumentaram com tempo de 

incubação de 14 dias, diminuindo significativamente após isso. A matriz BCP/PCL/PLGA, 
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assim como no teste de MTT, não apresentou diferença significativa em relação ao controle, 

porém após o período de 14 dias apresentou diferença significativa em relação à matriz de 7 

dias. Além disso, o compósito foi maior e estatisticamente significante em relação à matriz no 

período de 14 dias. Os valores de atividade de fosfatase alcalina observados neste estudo 

também se apresentaram elevados, desempenhando um papel essencial no processo de 

mineralização e proporcionando níveis elevados de íons fosfato para início da deposição 

mineral (SHIGA et al., 2003). 

 Verificou-se um aumento na FA com o decorrer dos tempos experimentais, 

sendo maior no período de 14 dias. Em todos os grupos, as culturas contendo o compósito 

tiveram aumento gradativo em relação aos respectivos grupos controles de cada semana em 

estudo. Os resultados obtidos por este estudo estão de acordo com os dados encontrados na 

literatura (VALÉRIO et al., 2005; MACHADO; VENTURA, 2007; BREYNER et al., 2010, 

BOELONI et al., 2009). Durante os 14 dias de diferenciação, a atividade da FA foi detectada, 

mostrando o estado ativo das células. A atividade da FA é uma indicação de diferenciação 

osteoblástica durante a osteogênese. A presença de FA na membrana das células está 

correlacionada com a deposição de matriz óssea pelos osteoblastos (OCARINO et al., 2008 ).  

Acredita-se que essa enzima possa facilitar o processo de mineralização pela clivagem 

dos grupamentos fosfato, levando tanto à diminuição da efetividade dos inibidores locais da 

calcificação quanto a um aumento ainda maior da concentração de fosfato nos locais de 

mineralização. Para que uma matriz orgânica seja mineralizada, é necessário que a mesma 

sofra a ação da FA para disponibilizar sítios de deposição do fosfato de cálcio nas fibras da 

matriz (TEN CATE, 1994). Portanto, essa enzima é um importante marcador da atividade 

fisiológica de osteoblastos, uma vez que, se a secreção da FA estiver diminuída ou inibida, 

haverá um bloqueio no processo de mineralização. 

 Estudos já demonstraram que a produção de FA pelos osteoblastos em contato 

com diferentes biomateriais tem um comportamento alterado, dependendo da composição 

destes (BEST; SIM; DOWNES, 1997), sendo então a verificação qualitativa e quantitativa da 

secreção desta enzima um parâmetro importante para análise dos efeitos causados no tecido 

ósseo, uma vez que ela reflete a atividade osteoblástica (HAJIME et al., 1993). Um aumento 

na produção de FA já foi demonstrado quando os osteoblastos estão em presença de apatitas 

(NISHIO; AKIYAMA; KOBUKO, 2000). Quando comparado ao grupo controle, observou-se 

um aumento significativo na formação de precipitado de sais de nitro blue tetrazolium 

solubilizados provenientes da reação nos osteoblastos na presença do compósito. Este 

aumento apresentou diferença estatisticamente significativa.  
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Os resultados da produção de colágeno por osteoblastos após 7 e 14 dias de tratamento 

com compósito BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD na concentração 25 µg/mL, apresentados na 

Figura 17, sugeriram que a produção de colágeno pelas células osteblásticas foi maior e 

apresentou diferença estatística significativa (p<0,05) em relação ao controle, apenas após 14 

dias (Anexo 8). A produção de colágeno, na presença do compósito, após o período de 14 dias 

foi maior e significativa em relação ao período de 7 dias. A matriz BCP/PCL/PLGA, assim 

como nos testes anteriores, não apresentou diferença significativa em relação ao controle,  

porém após o período de 14 dias apresentou diferença significativa em relação à matriz no 

período de 7 dias. 

Observou-se o aumento gradativo da secreção de colágeno com o decorrer do tempo 

de cultura em meio osteogênico. Este resultado pode indicar que o compósito estimulou a 

proliferação celular, como verificado no processo de metabolização do MTT e na produção de 

FA pelas células cultivadas na presença do compósito em meio osteogênico. Zuk et al. (2002) 

concordam que pode-se relacionar o aumento de secreção de colágeno observado à atividade 

osteogênica, já que o teste de colágeno total é realizado para avaliar a osteogênese, uma vez 

que células de linhagem osteogênica são sabidamente produtoras de colágeno. 

Na presente pesquisa, as células produziram mais colágeno no decorrer dos períodos 

analisados indicando que estas células sofreram osteogênese até os 14 dias de cultivo em meio 

osteogênico, produzindo matriz extracelular na presença do compósito. A alta atividade de 

produção de colágeno precede a calcificação da matriz óssea in vitro e in vivo e pode indicar 

que uma matriz inicial de colágeno precisa ser formada previamente para que a mineralização 

possa ocorrer. Esses dados corroboram com o encontrado por Gerstenfeld et al. (1988). 

Ao comparar os resultados do compósito (BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD) em relação ao 

compósito (BCP/PCL/PLGA), verificou-se que a produção de colágeno na presença da 

DOX/βCD foi superior. Uma possível explicação para esta observação pode ser relacionada à 

diferente velocidade de degradação deste compósito. Valério et al. (2005) concordam que este 

material não pode ser tratado termicamente, como ocorre no caso do compósito de vidro, 

devido à presença da fase polimérica. Assim, pode-se esperar que a rede inorgânica do 

material compósito seja mais aberta e mais susceptível à degradação.  

O colágeno é um componente de matriz extracelular que promove adesão celular e 

está presente nos mais diversos tecidos. É secretado por diversos tipos celulares, dentre eles, 

os osteoblastos. Sua detecção pode ser realizada analisando o sobrenadante celular. Os 

osteoblastos secretam uma matriz colágeno-proteoglicana que é capaz de se ligar a sais de 

cálcio. Através dessa ligação, a matriz osteóide se torna calcificada. A produção de colágeno, 
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portanto, é um evento importante para o processo de ossificação e a sua medição pode ser 

considerada um indicador de osteogênese (MACHADO; VENTURA, 2007).  

No processo de reparação óssea, é de fundamental importância que as células estejam 

viáveis e proliferando em alta taxa, uma vez que é necessário um rápido preenchimento do 

espaço lesado para evitar formação de tecido fibroso. A produção aumentada de colágeno 

estimulada pelo compósito pode favorecer a rápida reconstituição óssea quando isso for 

desejável. Esse fator é de extrema importância em termos de formação de um pré-tecido 

ósseo, pois a produção de colágeno aumentada em relação ao grupo controle permitiria um 

rápido preenchimento da matriz (VALÉRIO et al., 2005). 

Estudos em modelos animais com doença de deficiência óssea mostraram que as TCs 

aumentam a síntese de colágeno tipo I. Além disso, estudos recentes demonstraram que esses 

agentes podem também aumentar a síntese de colágeno em tecidos moles. É bem conhecido 

que uma matriz colagenosa estável é importante para a progressão da diferenciação dos 

osteoblastos. Estudos mostram que a inibição da síntese de colágeno ou a sua degradação 

aumentada conduz a um comprometimento da célula osteoblástica (PORNPRASERTSUK et 

al., 2005). Deste modo, a modulação da matriz extracelular por TCs poderia favorecer a 

proliferação celular osteoblástica. É sabido que as células osteoblásticas respondem ao íon 

cálcio dependente da concentração, em relação à proliferação e expressão de vários 

marcadores, incluindo a síntese de colágeno de tipo I. Uma variedade de estudos sugerem que 

o íon cálcio, atuando através do seu receptor (CaSR), é um regulador chave da célula 

osteoblástica. Deste modo, as flutuações locais nos níveis de íons cálcio, associado à 

propriedade das TCs na quelação do cálcio, podem modular o comportamento das células 

osteoblásticas (DVORAK et al., 2004). 

Para identificação de estruturas mineralizadas, foi realizado o processo de coloração 

do tipo Von Kossa, como observado nas Figuras 18 e 19 que apresentam os resultados de 

marcação por Von Kossa das células submetidas à indução osteogênica na presença do 

compósito após 14 dias. Na apresentação dos resultados, o núcleo ficou corado de vermelho, o 

citoplasma de rosa e o cálcio de preto. Verificou-se apenas visualmente a atividade 

osteogênica das células, através da formação dos nódulos de mineralização no período de 14 

dias. Nas duas semanas, as células osteoblásticas foram progressivamente incorporadas pela 

matriz mineralizada e incapazes de proliferar. Resultados similares foram observados para a 

marcação das células cultivadas na ausência do compósito (grupo controle) e na presença da 

matriz (BCP/PCL/PLGA). 
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As culturas de células osteobláticas em atividade osteogênica coraram-se 

positivamente para esse tipo de coloração. Após duas semanas da adição de meio indutor 

osteogênico, puderam ser observadas, na cultura, formações mineralizadas semelhantes a 

nódulos ósseos, corroborando com os achados por outros autores. Na literatura, autores 

afirmam que a positividade de formação de estruturas mineralizadas para Von Kossa é 

indicadora de células de linhagem osteogênica, bem como de suas precursoras (SUGIURA; 

KITOH; ISHIGURO, 2004; OGAWA et al., 2004). 

Friedenstein, Chailakhjan e Lalykina (1970) documentaram a capacidade osteogênica 

in vitro e in vivo de células derivadas da medula de roedores. Quando cultivadas em 

condições que permitam a mineralização, as colônias eram avaliadas pela formação de 

“nódulos ósseos”. Huang e colaboradores (2004) relataram que estas estruturas visualizadas a 

partir da segunda semana e que atingiram maior número a partir da quarta semana de indução, 

ocorriam nas culturas de células-tronco mesenquimais extraídas da medula de ratos. 

Entretanto, a simples observação destas estruturas nas culturas do presente trabalho permitiu 

notar que se formaram nódulos de mineralização em meio osteogênico a partir da segunda 

semana de cultivo, evidenciando a diferenciação em osteoblastos.  

Apesar da capacidade osteogênica de células osteoblásticas in vitro ser comprovada 

através de ensaios como azul de trypan, produção de FA, dosagem de colágeno, marcação por 

Von Kossa e TC, imunofluorescência e Real Time PCR com marcadores específicos como 

osteocalcina e por diversos outros pesquisadores, vastamente relatados na literatura, apenas 

células não são capazes de formar tecidos funcionais. É necessária uma matriz que funcione 

como suporte para colonização e otimização da diferenciação osteogênica de células-tronco, 

além de permitir um crescimento celular ordenado (CANCEDDA, 2003). 

Acredita-se que a matriz exibiu um comportamento osteoindutor e osteocondutor em 

cultura de células odontoblásticas, ou seja, o compósito não só permitiu a viabilidade celular 

como favoreceu a proliferação das células que estavam se diferenciando, fato observado nos 

experimentos de viabilidade celular. Esse resultado pode ter interferido diretamente nos 

resultados referentes à FA e colágeno devido à proliferação celular e à atividade osteogênica 

no período de 14 dias decorrente da presença do compósito. 

A MEV dos compósitos mostrou uma estrutura altamente porosa com microporos 

intercomunicantes, inclusive com os microporos, na faixa de 1 μm e 10 μm (Figura 20 C, D),  

que aumentam o contato tecidual, a solubilidade, absorção de moléculas e a capacidade de 

trocas com os líquidos orgânicos, além de poros intermediários de 10 μm a 50 μm, conforme 

se observa na Figura 20B, que aumentam a adesão dos osteoblastos (WYKROTA et al., 
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1998). Essa estrutura arquitetônica porosa está indicada como um importante veículo 

condutor e liberador de fármacos ou outras substâncias por um período determinado, assim 

como sua topografia superficial permite atividade metabólica osteoblástica e expressão 

desejável dos fenótipos de neoformação tecidual. 

Diversos estudos demonstraram que uma microestrutura altamente porosa, 

caracterizada por distribuição dos poros, aumenta a superfície para o acesso das células ao 

interior desses poros e fornece o espaço necessário para a migração destas. O tamanho do 

poro é o fator chave que promove uma distribuição uniforme de células. Além disso, a 

presença de poros interconectados melhora a difusão dos metabólitos e produtos secretados 

pelas células (DESAI, 2000; MOK et al., 2003). 

Arcabouços porosos com uma grande razão da área pelo volume são necessários para 

maximizar o espaço para a adesão e crescimento celular, produção de matriz extracelular e 

vascularização. Para se conseguir uma grande área por volume necessária para a ancoragem 

de células, poros pequenos são preferíveis, desde que o tamanho dos poros seja maior que o 

diâmetro de uma célula em suspensão, tipicamente 10µm. Entretanto, poros maiores podem 

ser requeridos para a migração celular, crescimento e produção de matriz extracelular, como 

os compósitos apresentados neste estudo (TEMENOFF et al., 1999). 

A porosidade é um fator crítico para a migração celular e elaboração de uma matriz 

óssea. Boyan et al. (1996) reportaram que os osteoblastos preferem poros com tamanhos 

variando de 200 a 400µm de diâmetro para facilitar a migração, adesão e proliferação. 

Coombes et al. (2004) relatam que o crescimento ósseo foi observado em um dispositivo de 

polímero poroso quando o tamanho médio destes era de 450µm, e que em poros menores que 

100µm formou tecido conectivo e que em poros maiores que 1000µm ocorreu migração 

vascular significativa. Esse fato pode ser explicado pela curvatura do poro que provê ótima 

compressão e tensão nos mecanoreceptores celulares, permitindo que eles migrem para as 

aberturas de tamanhos específicos. (BAKSH e DAVIES, 1999). 

Andaimes de materiais orgânicos e inorgânicos biodegradáveis para a engenharia de 

tecidos óssea devem apresentar macroporosidade, que diminui o problema da oclusão dos 

poros e a não adesão celular em um estágio in vitro da engenharia de tecidos. Além disso, 

deve haver uma intercomunicação dessas macroporosidades para permitir o crescimento ósseo 

de uma forma tri-dimensional por toda a estrutura. Essa propriedade pode ser otimizada em 

um estágio in vitro, através do emprego de condições de cultura dinâmicas (BAKSH e 

DAVIES, 1999). 
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A microporosidade influencia na performace biológica dos fosfatos de cálcio in vivo, 

uma vez que a taxa e distribuição da osteogênese por volta e ao longo do enxerto são afetadas 

pelo número e tamanho dos canais intercomunicantes. A porosidade pode afetar importantes 

propriedades mecânicas de um polímero. Pode reduzir sua maleabilidade e aumentar sua 

fragilidade (BAKSH e DAVIES, 1999). 

Fosfatos de cálcio como a hidroxiapatita são conhecidos por serem osteocondutores e 

bioativos. Isto significa que eles agem como um modelo ao longo do qual pode ocorrer o 

crescimento ósseo (PATARO et al., 2007). Chu, Zhu e Yin (2006) mostraram que a 

associação de osteoblastos a um compósito de constituição 20% de BCP e 80% de 

hidroxiapatita sintética induziu a formação de tecido osteóide em subcutâneo de coelhos mais 

rapidamente, se comparados ao grupo que continha células mesenquimais indiferenciadas. 

Goshima e Caplan (1991a, 1991b) estão entre os primeiros cientistas que mostraram 

que a associação de CTMs de ratos a uma cerâmica bifásica resulta em um forte potencial 

osteogênico. Após a implantação dessas cerâmicas com percentagem majoritária de fosfato e 

cálcio associada às CTMs, Goshima e Caplan (1991a, 1991b) observaram, entre os poros da 

cerâmica, tecido ósseo formado a partir da segunda semana de implantação em dorso de ratos. 

Dentre os vários estudos realizados em sítio ectópico intramuscular e subcutâneo, os 

trabalhos de Kruyt et al. (2004a, 2004b) demonstraram que foi possível colonizar osteoblastos 

em um andaime de cerâmica bifásica em subcutâneo de cabras e que as dimensões dos poros 

do compósito em estudo desempenharam um papel fundamental nas propriedades de 

osteocondução e diferenciação osteogênica das CTMs. Ele também comparou dois grupos: o 

primeiro grupo apenas com o compósito sem células e o segundo grupo com compósito 

colonizado verificando formação de tecido osteóide a partir da segunda semana no grupo 

contendo células (KRUYT et al., 2004a, 2004b).  

As propriedades osteogênicas são características exclusivas referentes a materiais 

orgânicos ou aos enxertos autógenos, os quais são capazes de estimular o crescimento ósseo, 

oriundo de células transferidas do interior do enxerto. A neoformação óssea é processada 

diretamente a partir dos osteoblastos. Nos primeiros três dias após a instalação do enxerto, 

inicia-se uma intensa atividade celular, quando os capilares podem ser vistos penetrando no 

enxerto, devido ao processo de angiogênese (KUSIAK; WHITAKER, 1985). 

Visando reparar defeitos em variados sítios ósseos, utiliza-se de osso autógeno em 

muitos casos clínicos, porém nem sempre essa escolha é adequada, pois estes ossos nem 

sempre estão disponíveis ou adequados para casos específicos, como substituição de grandes 

áreas do osso que necessitam ser substituídas ou em pacientes que já sofreram vários 
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procedimentos cirúrgicos em reconstrução óssea. Outra questão é a viabilidade de obtenção de 

osso humano em quantidade, isento de vírus como o da AIDS e da hepatite B, aliada à 

proibição pelas leis de vários países de comercialização de órgãos humanos ou de suas partes.  

Essa dificuldade tem levado ao lançamento no mercado de diversos biomateriais como 

alternativa no tratamento de lesões ósseas permanentes (GOLDBERG; SMITH, 2004). Estes 

autores também verificaram que os resultados clínicos dos procedimentos dos enxertos ósseos 

dependem de muitos fatores, incluindo o tipo e os métodos de fixação, o local e o estado do 

hospedeiro. 
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8 CONCLUSÕES 
 

 

A concentração de 25 µg/mL de doxiciclina livre favoreceu de forma significativa 

todos os parâmetros de osteogênese analisados, sendo esses maiores após o encapsulamento 

molecular em β-ciclodextrina. Além disso, a microestrutura obtida mostrou porosidade 

apropriada para a proliferação celular de osteoblastos sugerindo que o compósito 

BCP/PCL/PLGA/DOX/βCD é promissor para a utilização na engenharia de tecido ósseo. 
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

 

As pesquisas envolvendo a aplicação do compósito BCP/PLGA/PCL/DOX/βCD estão 

na sua fase inicial e uma de suas possíveis aplicações seria na engenharia de tecidos. Em 

função dos resultados obtidos nesse trabalho, sugere-se realizar experimentos in vivo para 

avaliar histologicamente a ação do compósito sobre o tecido ósseo, o qual representaria a 

continuidade de pesquisa com biomateriais. Sugere-se ainda a realização de testes 

microbriológicos, de liberação controlada e do período de degradação. Em consequência, 

obter uma evidência científica mais forte que permita saber a real eficácia na utilização do 

compósito.  
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ANEXO 1 

 

ENSAIO DA ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA (BCIP/NBT) 

 

 

SOLUÇÕES: 

 

1. Solução SDS/HCL: 1g de SDS em 10 mL de HCL 0,01 M (igual ao do 

MTT). Colocar a solução em recipiente no ultrassom para melhor solubilidade.  

2. Solução de BCIP: 10 mg em 1 mL de solução tampão salina 10x (100 

mM de MgCl2 pH 9,5) 

3. Solução de NBT: 10 mg em 1 mL de solução tampão salina 10x 

(100mM de MgCl2 pH 9,5) 

4. Solução Tampão 10X (100mM de MgCl2 pH 9,5): 15,60 g de Tris 

HCL MW 157.60g, 5,80 g de NaCl, 1,02 g de MgCl2. Misturar em 900 mL de água 

destilada. Ajustar pH para 9,5 e completar volume para 1000 mL.  
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ANEXO 2 

 

 

ENSAIO DA PRODUÇÃO DE NÓDULOS DE MINERALIZAÇÃO POR 

COLORAÇÃO PELO MÉTODO VON KOSSA 

 

 

SOLUÇÕES: 

1 - Solução de Nitrato de Prata 5%  

Nitrato de Prata ........................ 5 g  

Água destilada ......................... 100 ml 

2 - Solução de Tiossulfato de Sódio 5% 

Tiossulfato de Sódio ....................... 5 g  

Água destilada ................................ 100 ml 

3 - Solução de Safranina 1% 

Safranina ................................ 1 g  

Ácido Acético Glacial ............ 1 ml  

Água destilada ........................ 99 ml 
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ANEXO 3 

 

FASE 1: RESULTADOS REPRESENTAM MÉDIA ± SD DE TRIPLICATAS EM SEIS 

EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) DAS 

SOLUÇÕES DA DOX PURA E DA DOX NOS COMPOSTOS DE INCLUSÃO NAS 

CONCENTRAÇÕES: 1, 5, 10, E 25µG/ML EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS. 

Number of values 
 

4 4 4 4 4 4 4 4 4 

Minimum 0,2729 0,3260 0,3135 0,5089 0,5901 0,4158 0,3157 0,3561 0,2382 

25% Percentile 0,2755 0,3336 0,3580 0,5433 0,6151 0,4319 0,3275 0,3562 0,2387 

Median 0,2832 0,3697 0,5009 0,6531 0,7344 0,4948 0,4122 0,3706 0,2913 

75% Percentile 0,2875 0,4696 0,6126 0,6624 0,8537 0,6187 0,5903 0,4074 0,4177 

Maximum 0,2889 0,4984 0,6467 0,6634 0,8787 0,6551 0,6332 0,4149 0,4427 

Mean 0,2821 0,3910 0,4905 0,6196 0,7344 0,5151 0,4433 0,3781 0,3159 

Std. Deviation 0,006667 0,07533 0,1368 0,07416 0,1233 0,1012 0,1404 0,02801 0,09760 

Std. Error 0,003333 0,03766 0,06840 0,03708 0,06165 0,05059 0,07021 0,01400 0,04880 

Lower 95% CI 0,2715 0,2711 0,2728 0,5016 0,5382 0,3541 0,2199 0,3335 0,1606 

Upper 95% CI 0,2927 0,5108 0,7082 0,7376 0,9306 0,6761 0,6668 0,4226 0,4712 

One-way analysis of variance           

P value P<0,0001         

P value summary ***         

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes         

Number of groups 9         

F 8,896         

R squared 0,7250         

ANOVA Table SS df MS     

Treatment (between columns) 0,6753 8 0,08441     

Residual (within columns) 0,2562 27 0,009489     

Total 0,9315 35       

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff, t Significant? P < 0,05? Summary 95% CI of diff 

Column A vs Column B -0,1089 1,581 No ns -0,3543 to 0,1365 

Column A vs Column C -0,2084 3,026 No ns -0,4538 to 0,03700 

Column A vs Column D -0,3375 4,900 Yes ** -0,5829 to -0,09212 

Column A vs Column E -0,4523 6,567 Yes *** -0,6977 to -0,2069 

Column A vs Column F -0,2330 3,383 No ns -0,4785 to 0,01237 

Column A vs Column G -0,1612 2,341 No ns -0,4067 to 0,08417 

Column A vs Column H -0,09598 1,393 No ns -0,3414 to 0,1494 

Column A vs Column I -0,03379 0,4905 No ns -0,2792 to 0,2116 

Column B vs Column C -0,09954 1,445 No ns -0,3450 to 0,1459 

Column B vs Column D -0,2287 3,320 No ns -0,4741 to 0,01675 

Column B vs Column E -0,3434 4,986 Yes ** -0,5889 to -0,09803 

Column B vs Column F -0,1242 1,803 No ns -0,3696 to 0,1212 

Column B vs Column G -0,05237 0,7604 No ns -0,2978 to 0,1930 

Column B vs Column H 0,01289 0,1871 No ns -0,2325 to 0,2583 

Column B vs Column I 0,07508 1,090 No ns -0,1703 to 0,3205 

Column C vs Column D -0,1291 1,875 No ns -0,3745 to 0,1163 

Column C vs Column E -0,2439 3,541 No ns -0,4893 to 0,001513 

Column C vs Column F -0,02464 0,3577 No ns -0,2701 to 0,2208 

Column C vs Column G 0,04717 0,6848 No ns -0,1982 to 0,2926 

Column C vs Column H 0,1124 1,632 No ns -0,1330 to 0,3578 

Column C vs Column I 0,1746 2,535 No ns -0,07079 to 0,4200 

Column D vs Column E -0,1148 1,666 No ns -0,3602 to 0,1306 

Column D vs Column F 0,1045 1,517 No ns -0,1409 to 0,3499 

Column D vs Column G 0,1763 2,559 No ns -0,06912 to 0,4217 

Column D vs Column H 0,2416 3,507 No ns -0,003861 to 0,4870 

Column D vs Column I 0,3037 4,410 Yes ** 0,05833 to 0,5492 

Column E vs Column F 0,2193 3,183 No ns -0,02615 to 0,4647 

Column E vs Column G 0,2911 4,226 Yes ** 0,04566 to 0,5365 

Column E vs Column H 0,3563 5,173 Yes *** 0,1109 to 0,6017 

Column E vs Column I 0,4185 6,076 Yes *** 0,1731 to 0,6639 

Column F vs Column G 0,07181 1,042 No ns -0,1736 to 0,3172 

Column F vs Column H 0,1371 1,990 No ns -0,1083 to 0,3825 

Column F vs Column I 0,1993 2,893 No ns -0,04615 to 0,4447 

Column G vs Column H 0,06526 0,9475 No ns -0,1802 to 0,3107 

Column G vs Column I 0,1275 1,850 No ns -0,1180 to 0,3729 

Column H vs Column I 0,06219 0,9029 No ns -0,1832 to 0,3076 
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ANEXO 4 

 

FASE 2:  RESULTADOS REPRESENTAM MÉDIA ± SD DE TRIPLICATAS EM SEIS 

EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) NA 

PRESENÇA DOS COMPÓSITOS DE DOX NÃO ENCAPSULADA EM ΒCD 

(BCP/PCL/PLGA/DOX) NAS CONCENTRAÇÕES: 1, 5, 10, E 25µG/ML EM CULTURA 

DE OSTEOBLASTOS. 

 

Number of values 6 6 6 6 6 6 

              

Minimum 0,4582 0,4252 0,5034 0,5410 0,6062 0,5185 

25% Percentile 0,4905 0,4650 0,6093 0,6265 0,6136 0,5509 

Median 0,6097 0,6389 0,6949 0,6811 0,6979 0,5711 

75% Percentile 0,7405 0,7259 0,7721 0,7759 0,7362 0,6327 

Maximum 0,8582 0,7358 0,7792 0,8108 0,7577 0,6934 

Mean 0,6231 0,6066 0,6811 0,6889 0,6841 0,5880 

Std. Deviation 0,1545 0,1321 0,1025 0,09490 0,06093 0,05968 

Std. Error 0,06306 0,05395 0,04184 0,03874 0,02487 0,02436 

Lower 95% CI 0,4610 0,4679 0,5736 0,5893 0,6202 0,5254 

Upper 95% CI 0,7852 0,7453 0,7887 0,7885 0,7481 0,6507 

One-way analysis of variance           

P value 0,4054         

P value summary ns         

Are means signif. different? (P < 0.05) No         

Number of groups 6         

F 1,053         

R square 0,1493         

Bartlett's test for equal variances           

Bartlett's statistic (corrected) 6,551         

P value 0,2562         

P value summary ns         

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No         

ANOVA Table SS df MS     

Treatment (between columns) 0,05977 5 0,01195     

Residual (within columns) 0,3405 30 0,01135     

Total 0,4003 35       

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff, t Significant? P < 0,05? Summary 95% CI of diff 

1 vs Column B 0,01646 0,2675 No ns -0,1797 to 0,2126 

1 vs Column C -0,05808 0,9442 No ns -0,2542 to 0,1381 

1 vs Column D -0,06581 1,070 No ns -0,2620 to 0,1303 

1 vs Column E -0,06107 0,9929 No ns -0,2572 to 0,1351 

1 vs Column F 0,03502 0,5694 No ns -0,1611 to 0,2312 

Column B vs Column C -0,07453 1,212 No ns -0,2707 to 0,1216 

Column B vs Column D -0,08227 1,337 No ns -0,2784 to 0,1139 

Column B vs Column E -0,07753 1,260 No ns -0,2737 to 0,1186 

Column B vs Column F 0,01857 0,3019 No ns -0,1776 to 0,2147 

Column C vs Column D -0,007735 0,1257 No ns -0,2039 to 0,1884 

Column C vs Column E -0,002996 0,04870 No ns -0,1991 to 0,1931 

Column C vs Column F 0,09310 1,514 No ns -0,1030 to 0,2892 

Column D vs Column E 0,004739 0,07704 No ns -0,1914 to 0,2009 

Column D vs Column F 0,1008 1,639 No ns -0,09531 to 0,2970 

Column E vs Column F 0,09610 1,562 No ns -0,1000 to 0,2922 
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ANEXO 5 

 

FASE 2:  RESULTADOS REPRESENTAM MÉDIA ± SD DE TRIPLICATAS EM SEIS 

EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) NA 

PRESENÇA DOS COMPÓSITOS DE DOX ENCAPSULADA EM ΒCD 

(BCP/PCL/PLGA/DOX/ΒCD ) NAS CONCENTRAÇÕES: 1, 5, 10, E 25µG/ML EM 

CULTURA DE OSTEOBLASTOS. 

Table Analyzed Data 1         

One-way analysis of variance           

P value 0,0002         

P value summary ***         

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes         

Number of groups 5         

F 8,113         

R square 0,5648         

Bartlett's test for equal variances           

Bartlett's statistic (corrected) 2,108         

P value 0,7159         

P value summary ns         

Do the variances differ signif. (P < 0.05) No         

ANOVA Table SS df MS     

Treatment (between columns) 0,2969 4 0,07421     

Residual (within columns) 0,2287 25 0,009148     

Total 0,5255 29       

            

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff, t Significant? P < 0,05? Summary 95% CI of diff 

Column A vs Column B -0,04708 0,8526 No ns -0,2171 to 0,1229 

Column A vs Column C -0,09044 1,638 No ns -0,2604 to 0,07954 

Column A vs Column D -0,2718 4,922 Yes *** -0,4418 to -0,1018 

Column A vs Column E -0,008158 0,1477 No ns -0,1781 to 0,1618 

Column B vs Column C -0,04336 0,7852 No ns -0,2133 to 0,1266 

Column B vs Column D -0,2247 4,069 Yes ** -0,3947 to -0,05473 

Column B vs Column E 0,03892 0,7048 No ns -0,1311 to 0,2089 

Column C vs Column D -0,1814 3,284 Yes * -0,3513 to -0,01137 

Column C vs Column E 0,08228 1,490 No ns -0,08770 to 0,2523 

Column D vs Column E 0,2636 4,774 Yes *** 0,09365 to 0,4336 

 

Number of values 6 6 6 6 6 

Minimum 0,4837 0,5194 0,5363 0,7144 0,5125 

25% Percentile 0,5016 0,5599 0,5489 0,7282 0,5170 

Median 0,5529 0,6357 0,6697 0,8491 0,5806 

75% Percentile 0,6879 0,6783 0,7920 0,9751 0,6649 

Maximum 0,6975 0,7400 0,8057 0,9966 0,6743 

Mean 0,5799 0,6270 0,6703 0,8517 0,5880 

Std. Deviation 0,09045 0,07525 0,1166 0,1164 0,06904 

Std. Error 0,03693 0,03072 0,04758 0,04751 0,02819 

Lower 95% CI 0,4850 0,5480 0,5480 0,7296 0,5156 

Upper 95% CI 0,6748 0,7059 0,7926 0,9738 0,6605 
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ANEXO 6 

 

FASE 3: RESULTADOS REPRESENTAM MÉDIA ± SD DE TRIPLICATAS EM SEIS 

EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA CITOTOXICIDADE (MTT) NA 

PRESENÇA DOS COMPÓSITOS DE DOX ENCAPSULADA EM ΒCD 

(BCP/PCL/PLGA/DOX/ΒCD ) NA CONCENTRAÇÃO 25µG/ML, APÓS 14 HORAS, 7 E 

14 DIAS DE INCUBAÇÃO, EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS. 

Number of values 8 8 6 8 6 4 4 4 

Minimum 0,2130 0,6085 0,5125 0,5147 0,8144 0,6308 0,7169 0,9030 

25% Percentile 0,2292 0,6803 0,5170 0,5825 0,8282 0,6480 0,7247 0,9954 

Median 0,2996 0,7349 0,5806 0,6557 0,8991 0,7307 0,7540 1,276 

75% Percentile 0,7647 0,7500 0,6649 0,6791 0,9751 0,7886 0,8373 1,286 

Maximum 0,8456 0,8235 0,6743 0,7344 0,9966 0,7975 0,8633 1,288 

Mean 0,4376 0,7220 0,5880 0,6376 0,9017 0,7224 0,7720 1,186 

Std. Deviation 0,2715 0,06284 0,06904 0,07006 0,07615 0,07328 0,06346 0,1886 

Std. Error 0,09598 0,02222 0,02819 0,02477 0,03109 0,03664 0,03173 0,09432 

Lower 95% CI 0,2107 0,6695 0,5156 0,5791 0,8218 0,6058 0,6710 0,8856 

Upper 95% CI 0,6646 0,7745 0,6605 0,6962 0,9816 0,8390 0,8730 1,486 

 

 

Table Analyzed Data 1         

One-way analysis of variance           

P value < 0,0001         

P value summary ****         

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes         

Number of groups 8         

F 13,94         

R square 0,7092         

            

ANOVA Table SS df MS     

Treatment (between columns) 1,868 7 0,2668     

Residual (within columns) 0,7657 40 0,01914     

Total 2,633 47       

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff, t Significant? P < 0,05? Summary 95% CI of diff 

Column A vs Column B -0,2844 4,111 Yes ** -0,5159 to -0,05280 

Column A vs Column C -0,1504 2,013 No ns -0,4005 to 0,09971 

Column A vs Column D -0,2000 2,891 No ns -0,4315 to 0,03157 

Column A vs Column E -0,4640 6,210 Yes **** -0,7141 to -0,2139 

Column A vs Column F -0,2848 3,361 Yes * -0,5684 to -0,001157 

Column A vs Column G -0,3344 3,947 Yes ** -0,6180 to -0,05077 

Column A vs Column H -0,7482 8,830 Yes **** -1,032 to -0,4646 

Column B vs Column C 0,1340 1,793 No ns -0,1162 to 0,3841 

Column B vs Column D 0,08437 1,220 No ns -0,1472 to 0,3159 

Column B vs Column E -0,1797 2,405 No ns -0,4298 to 0,07044 

Column B vs Column F -0,0003995 0,004715 No ns -0,2840 to 0,2832 

Column B vs Column G -0,05001 0,5903 No ns -0,3336 to 0,2336 

Column B vs Column H -0,4638 5,474 Yes **** -0,7474 to -0,1802 

Column C vs Column D -0,04959 0,6637 No ns -0,2997 to 0,2005 

Column C vs Column E -0,3136 3,926 Yes ** -0,5810 to -0,04625 

Column C vs Column F -0,1344 1,504 No ns -0,4333 to 0,1646 

Column C vs Column G -0,1840 2,060 No ns -0,4829 to 0,1150 

Column C vs Column H -0,5978 6,693 Yes **** -0,8967 to -0,2988 

Column D vs Column E -0,2640 3,534 Yes * -0,5142 to -0,01393 

Column D vs Column F -0,08477 1,001 No ns -0,3684 to 0,1988 

Column D vs Column G -0,1344 1,586 No ns -0,4180 to 0,1492 

Column D vs Column H -0,5482 6,470 Yes **** -0,8318 to -0,2646 

Column E vs Column F 0,1793 2,007 No ns -0,1197 to 0,4782 

Column E vs Column G 0,1297 1,452 No ns -0,1693 to 0,4286 

Column E vs Column H -0,2841 3,181 No ns -0,5831 to 0,01481 

Column F vs Column G -0,04961 0,5071 No ns -0,3771 to 0,2779 

Column F vs Column H -0,4634 4,737 Yes *** -0,7909 to -0,1359 

Column G vs Column H -0,4138 4,230 Yes ** -0,7413 to -0,08631 
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ANEXO 7 

 

FASE 3: RESULTADOS REPRESENTAM MÉDIA ± SD DE TRIPLICATAS EM SEIS 

EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA FOSFATASE ALCALINA POR 

OSTEOBLASTOS NA PRESENÇA DO COMPÓSITO DE DOX ENCAPSULADA EM 

ΒCD (BCP/PCL/PLGA/DOX/ΒCD ) NA CONCENTRAÇÃO 25µG/ML, APÓS 7 E 14 

DIAS DE INCUBAÇÃO, EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS. 

 

Table Analyzed Data 1         

One-way analysis of variance           

P value < 0,0001         

P value summary ****         

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes         

Number of groups 6         

F 18,41         

R square 0,5824         

            

Bartlett's test for equal variances           

Bartlett's statistic (corrected) 30,75         

P value < 0,0001         

P value summary ****         

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes         

            

ANOVA Table SS df MS     

Treatment (between columns) 1,134 5 0,2268     

Residual (within columns) 0,8134 66 0,01232     

Total 1,948 71       

            

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff, t Significant? P < 0,05? Summary 95% CI of diff 

Column A vs Column B -0,08593 1,896 No ns -0,2240 to 0,05211 

Column A vs Column C -0,2048 4,518 Yes *** -0,3428 to -0,06672 

Column A vs Column D -0,1097 2,421 No ns -0,2478 to 0,02832 

Column A vs Column E -0,2467 5,442 Yes **** -0,3847 to -0,1086 

Column A vs Column F -0,3888 8,579 Yes **** -0,5268 to -0,2508 

Column B vs Column C -0,1188 2,622 No ns -0,2569 to 0,01921 

Column B vs Column D -0,02379 0,5248 No ns -0,1618 to 0,1143 

Column B vs Column E -0,1607 3,546 Yes * -0,2988 to -0,02268 

Column B vs Column F -0,3029 6,683 Yes **** -0,4409 to -0,1648 

Column C vs Column D 0,09504 2,097 No ns -0,04300 to 0,2331 

Column C vs Column E -0,04189 0,9244 No ns -0,1799 to 0,09615 

Column C vs Column F -0,1840 4,061 Yes ** -0,3221 to -0,04600 

Column D vs Column E -0,1369 3,021 No ns -0,2750 to 0,001106 

Column D vs Column F -0,2791 6,158 Yes **** -0,4171 to -0,1410 

Column E vs Column F -0,1421 3,136 Yes * -0,2802 to -0,004107 

 

Number of values 12 12 12 12 12 12 

              

Minimum 0,2308 0,3104 0,4155 0,2336 0,3009 0,4782 

25% Percentile 0,2385 0,3266 0,4326 0,2945 0,4152 0,5040 

Median 0,2796 0,3500 0,4804 0,3457 0,5370 0,6439 

75% Percentile 0,2996 0,3877 0,5155 0,5175 0,6536 0,8453 

Maximum 0,3975 0,4762 0,5915 0,6198 0,7982 0,9377 

              

Mean 0,2807 0,3667 0,4855 0,3905 0,5274 0,6695 

Std. Deviation 0,04654 0,05186 0,05853 0,1265 0,1473 0,1672 

Std. Error 0,01344 0,01497 0,01690 0,03652 0,04253 0,04827 

              

Lower 95% CI 0,2512 0,3337 0,4483 0,3101 0,4338 0,5633 

Upper 95% CI 0,3103 0,3996 0,5227 0,4708 0,6210 0,7758 
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ANEXO 8 

 

FASE 3: RESULTADOS REPRESENTAM MÉDIA ± SD DE TRIPLICATAS EM SEIS 

EXPERIMENTOS DISTINTOS (P <0,05) DA SÍNTESE DE COLÁGENO POR 

OSTEOBLASTOS NA PRESENÇA DO COMPÓSITO DE DOX ENCAPSULADA EM 

ΒCD  (BCP/PCL/PLGA/DOX/ΒCD) NA CONCENTRAÇÃO 25µG/ML, APÓS 7 E 14 

DIAS DE INCUBAÇÃO, EM CULTURA DE OSTEOBLASTOS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table Analyzed Data 1         

One-way analysis of variance           

P value < 0,0001         

P value summary ****         

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes         

Number of groups 6         

F 13,48         

R square 0,7893         

ANOVA Table SS df MS     

Treatment (between columns) 1,626 5 0,3251     

Residual (within columns) 0,4340 18 0,02411     

Total 2,060 23       

Bonferroni's Multiple Comparison Test Mean Diff, t Significant? P < 0,05? Summary 95% CI of diff 

Column A vs Column B -0,09701 0,8835 No ns -0,4682 to 0,2742 

Column A vs Column C -0,2223 2,024 No ns -0,5935 to 0,1489 

Column A vs Column D -0,3055 2,782 No ns -0,6767 to 0,06568 

Column A vs Column E -0,5371 4,892 Yes ** -0,9083 to -0,1659 

Column A vs Column F -0,7643 6,961 Yes **** -1,135 to -0,3931 

Column B vs Column C -0,1253 1,141 No ns -0,4964 to 0,2459 

Column B vs Column D -0,2085 1,899 No ns -0,5796 to 0,1627 

Column B vs Column E -0,4401 4,008 Yes * -0,8113 to -0,06894 

Column B vs Column F -0,6673 6,077 Yes *** -1,038 to -0,2961 

Column C vs Column D -0,08320 0,7577 No ns -0,4544 to 0,2880 

Column C vs Column E -0,3148 2,867 No ns -0,6860 to 0,05634 

Column C vs Column F -0,5420 4,936 Yes ** -0,9132 to -0,1709 

Column D vs Column E -0,2316 2,110 No ns -0,6028 to 0,1395 

Column D vs Column F -0,4588 4,179 Yes ** -0,8300 to -0,08767 

Column E vs Column F -0,2272 2,069 No ns -0,5984 to 0,1440 
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ANEXO 9 

 

CURVA PADRÃO DE COLÁGENO 

 

 

 

 

Figura 21: Curva Padrão de Colágeno 
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ANEXO 10 

 

ARTIGO SUBMETIDO EM 2012 
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ANEXO 11 

 

                        CERTIFICADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL DA UFMG 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 

CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

 

Senhor(a) Professor(a) Maria Esperanza Cortes Segura,  

 

Após análise de sua solicitação de avaliação do projeto AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

OSTEOGÊNICA DA DOXICICLINA EM UMA MATRIZ DE COMPÓSITO DE, 

submetido a esta comissão pelo protocolo 184 / 2012, a CEUA decidiu aprovar a sua 

solicitação.  

 

Justificativa: Aprovado na reunião do dia 29/08/2012. 

 

Para acessar ao seu projeto clique no link:  

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/ 

Belo Horizonte, 30/08/2012.  

 

Atenciosamente.  

 

Sistema CEUA-UFMG  

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/ 

Universidade Federal de Minas Gerais Avenida Antônio Carlos, 6627 – Campus 

Pampulha Unidade Administrativa II – 2º Andar, Sala 2005 31270-901 – Belo Horizonte, 

MG – Brasil Telefone: (31) 3499-4516 – Fax: (31) 3499-4592 

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br  

 

 

http://www.ufmg.br/bioetica/cetea
mailto:cetea@prpq.ufmg.br

